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ABC: ATP-binding cassette (ATP-kot6 kazetta)

ACN: Acetonitril (acetonitril)

ATCC: American Type Culture Collection (amerikai sejtgyiijtemény)

BSA: Bovine Serum Albumin (Szarvasmarha szérum albumin)

CID: Collision-Induced Dissociation (iitk6zés altal kivaltott disszociacid)

CHO: Chinese Hamster Ovary (kinai horcsog petefészek)

DAG: Diacylglycerol (diacilglicerol)

DNS: Dezoxiribonukleinsav

DTT: Dithiothreitol (1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol)

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diamin-tetraecetsav)

EndoH: Endoglycosidase H (endoglikozidaz H)

ER: Endoplasmic reticulum (endoplazmatikus retikulum)

ESI: Electrospray lonization (electrospray ionizacio)

ETD: Electron-Transfer Dissociation (elektron-transzfer disszociacio)

FA: Formic Acid (hangyasav)

FACS: Fluorescence-activated cell sorting (fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas)

FDR: False discovery rate (hamis talalati arany)

FITC: Fluorescein isothiocyanate (fluoreszcens izotiocianat)

GPCR: G Protein Coupled Receptor (G-protein kapcsolt receptorok)

HA: Hemagglutinin

His4C: Catalytic domain of the His4p histidinol dehydrogenase (His4p hisztidinol dehidrogenaz
katalitikus doménje)

HPLC: High-performance liquid chromatography (nagy hatékonysagu folyadékkromatografia)

HRP: Horseradish peroxidase (tormaperoxidaz)

HT: High Throughput (nagy ateresztoképesség)

IP3: Inositol trisphosphate (inozitol trifoszfat)

LC: Liquid Chromatography (folyadékkromatografia)

MS: Mass Spectrometry (tomegspektrometria)

NMR: Nuclear Magnetic Resonance (magneses magrezonancia)

PBS: Phosphate-Buffered Saline (foszfat pufferes s6oldat)

PCR: Polymerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcio)

PhoA: Alkaline phosphatase (alkalikus foszfataz)

Ppm: Parts per million (milliomod rész)

PVDF: Polyvinylidene difluoride (Polivinilidén-difluorid)

RBC: Red Blood Cell (vorosvértest)
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SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gelelectrophoresis (Na-dodecil-szulfatos
poliakrilamid gélelektroforézis)

SRP: Signal recognition particle (szignal felismer6 részecske)

Szulfo-NHS-SS-biotin: Sulfosuccinimidyl-20(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionate
(szulfoszukcinimidil-2-(biotinamido)etil-1,3-ditiopropionat)

TBS: Tris-Buffered Saline (Tris pufferelt sooldat)

TCEP: Tris(2-carboxyethyl)phosphine (trisz(2-karboxietil)foszfin-hidroklorid)

TFA: Trifluoroacetic acid (trifluor ecetsav)

TM: Transmembrane (transzmembran)

TMS: Transmembrane Segment (transzmembran szegmens)

TOF: Time of flight (repiilési id6)

Tris-HCI:  Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride  (Trisz(hidroximetil)-amino-metan
hidroklorid)

UPLC: Ultra Perfomance Liquid Chromatography (ultranagy hatékonysagt folyadékkromatografia)
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Az ¢é16 szervezetben minden sejtet, valamint sejtszervecskét kettds lipid réteg valaszt
el a kornyezetétl. A transzmembran (TM) fehérjék ebbe beagyazodva helyezkednek el és
,kapuként” funkcionalnak a sejt vagy organellum kiils kdrnyezete €s belseje kozott. Emellett
szamos biologiai folyamatban fontos szerepet jatszanak, Ggymint kiilsé ingerek érzékelése,
iontranszport, energiatermelés. Egyes betegségek gyodgyitasa ugy lehetséges, ha ezeket a
kapukat hasznaljuk a hatéanyag célba juttatdsdhoz. Az 0j gyogyszerhatdéanyag-fejlesztések
elosegitéséhez elengedhetetlen, hogy minél tobbet tudjunk meg roluk; kiilonos tekintettel a

szerkezetiikre, eléfordulasukra és orientacidjukra a bioldgiai membranokban.

Bér a kiilonbozd genomok altal kédolt fehérjék megkdzelitdleg negyede TM fehérje,
nagyon kevés szerkezetet oldottak meg specialis fiziko-kémiai tulajdonsagaik miatt. A nagy
felbontasti szerkezet-meghatarozas technikai korlatjai miatt el6térbe keriiltek alternativ
kisérleti és elméleti technikak fejlesztése, melyek elésegithetik az alacsony felbontast

szerkezeti modellezést.

Az alacsony felbontasti szerkezet egyik leggyakrabban hasznalt reprezenticidja a
topologia, amely megadja a fehérje TM szegmenseinek (TMS) a szamat, valamint azok kdzott
levd régidk membranhoz viszonyitott orientaciojat. Ennek részleges vagy teljes
meghatarozasara szamos kisérleti és bioinformatikai becslé modszer terjedt el. Egyes becsld
algoritmus pontossagat megbizhatd kisérleti topologiaadatok segitségével jelentGsen

ndvelhetjiik, megkonnyitve igy a TM fehérjeszerkezetének modellezését.

2013 szeptemberében indulo ELTE Biologia doktori képzésem alatt eldszor az
irodalombdl a topologiai kisérleti technikdkat és az azok altal szolgéltatott adatokat
gyujtottiink 6ssze és ezekkel az adatokkal frissitettik a TOPDB adatbazist. A topologiai
adatokat tobb forrasbol gytjtottiik: irodalmi adatokbol a PubMed felhasznalasaval, a UniProt
fehérjeszekvencia adatbazisbol, valamint a megoldott fehérjeszerkezeteket tartalmazdé PDB
adatbazisbol. A feldolgozott forrasok egyedi fehérje vizsgalatokat (TM fehérjeszakaszok
membranhoz valo helyzetének jellemzése riporter enzimekkel vagy fluoreszcens fehérjékkel
fazionalt konstrukciok elemzésével, poszttranszlaciéos modosulasok meghatarozasaval,
proteaz enzim hozzaférhetdség vizsgalatokkal, immuno-lokalizacios tesztekkel, kémiai
modositasokkal) és nagyskalas, tobb TM fehérjét egy idében jellemz6 vizsgalatokat (N- és O-
glikozilacios adatok) is magukba foglaltak. A bévités f6 eredménye, hogy megkozelitleg

haromszorosara novekedett mind a TM fehérjék, mind a kisérleti topologiai adatok szama az
6
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adatbazisban a korabbi verzidhoz képest. A feldolgozott modszerek tobbsége azonban csak
egy-egy TM fehérje topologidjarél nyujt informéciot; raadasul az eredményilik sokszor
megkérddjelezhetd, mivel megvaltoztathatjak a vizsgalt fehérje funkcidjat vagy lokalizaciojat.
A modszerek, adatok Gsszegyiijtése utan sok human TM fehérjérdl egyaltalan nem talaltunk
kisérleti topologiai informaciot. Ezért célul tiiztiik ki egy sajat kisérleti modszer kidolgozasat,
amely felhasznalasaval gyorsan és koltséghatékonyan tudunk megbizhato topoldgiai adatokat
generalni akar tobb szaz TM fehérjérdl egyszerre, tovabb bovitve, kiegészitve a kisérleti

topologiai adattal rendelkez6 TM fehérjék halmazat.

A fejlesztett és optimalizalt MSTOP moddszer gyorsan kivitelezheté (~2-3hét). A
kidolgozott technika segitségével fiziologias koriilmények kozott ép sejtek plazmamembran
TM fehérjéit tudjuk természetes kornyezetiikkben vizsgalni. A membran kiilsé oldalan 1évo
TM fehérje részekben elhelyezkedd lizin aminosav oldallancot specifikusan, biotint hordozé
kémiai reagenssel modositjuk. A biotinon keresztiil a modositott részeket avidin agardzzal
toltott  oszlopon  dusitjuk, a moddositds helyét és  szekvencidlis  kornyezetét
tomegspektrometriaval azonositjuk. Egy-egy TM fehérjéhez tartoz6 moédositott aminosavnak
szekvencidlis pozicidja felhaszndlhaté az adott TM fehérje topologia becslése sordn egy

altalunk kidolgozott topologia becslé eljarasban, igy novelve a megfelel6 becslés pontossagat.

A kisérletet ugy optimalizaltuk, hogy mind a modositott lizin aminosavak, mind a
jelolt TM fehérjék szama maximalis legyen. A kisérleti modszert vorosvértesteken, valamint
HL60 és K562 sejtvonalakon végeztiik el és kozel 200 TM fehérje tobb mint 700 lizin
oldallancat jeloltik. A kapott adatok felhasznalasaval 14%-kal lehetett novelni a CCTOP
becslés pontossagat, amely képes figyelembe venni a kiilonb6z6 kisérleti adatokbol szarmazo

adatokat, mint megszoritasokat.

A TM fehérjéknek a membran kiilsé részén elhelyezkedd részeinek feltérképezése az
aktualis fehérje pontosabb modellezésén tul alapul szolgalhat a fehérjével kolcsonhatd
mediator molekuldk lehetséges kotddési helyeinek megtaldlasahoz, valamint a megfeleld

sejtre, organellumra specifikus antitest tervezéséhez.
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Abstract

In the living organism all cells and their organelles are separated by lipid bilayer from
the outside environment. Transmembrane (TM) proteins are embedded in the membrane and
their polypeptide chain spans it at least once. TM proteins act as molecular ,gate” in
biological membranes: they play role in different signal transduction and metabolic processes,
as well as in maintaining the dynamic equilibrium between the internal and external
environment of cells. Treatment for many diseases involves these gates, as they can be used to
deliver the active substances. According to the most recent studies, about 25% of the ORFs
encode TM proteins. Despite their importance and abundance, only a handful of structures
have been determined so far, due to their special physico-chemical properties. Given the
persisting technical difficulties associated with high resolution structure determination,
bioinformatic and other experimental approaches are widely used to characterize their low-
resolution structure.

Topology is the most frequently used representation of TM protein structure, defining
the number and location of TM segments, as well as their orientation relative to the
membrane. In the recent decades several experimental methods and bioinformatic tools have
been developed to the determine the topology of TM proteins. The accuracy of some topology
prediction algorithms can be significantly increased by incorporating reliable experimental
data as constraint.

Therefore, the primary purpose of my work was to gathere topology data from several
resources, including literature using PubMed, protein sequence and structure databases such
as the UniProt and the PDBTM. The processed resources included unique protein assays and
high throughput experiments, labeling several proteins at the same time. The TOPDB
database was updated using the collected data. Both the number of included TM proteins and
the number of experimental data increased by threefold compared to the previous revision.
Although collecting and organizing topology data yielded an enormous amount of topology
information, we could not assign any experiment for ~50% of the human TM proteome. To
overcome this and to produce experimental data for some of the uncharacterized proteins, we
developed the MSTOP method, a rapid procedure generating topology data for hundreds TM
proteins at the same time. The method was tested on three cell types: on red blood cell, on
HL60 and on K562 cell lines. At this point the experiments yielded 730 extra-cytosolic
positions for nearly 200 TM proteins. Topology data provided by MSTOP can increase the

accuracy of CCTOP prediction method by 14%.
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1 Bevezetés

1.1 A biolégiai membranok felépitése

A sejteket és azok organellumait kettds foszfolipid rétegek hataroljak, amelyek a kiilsé
¢€s belsO részek elvalasztasan kiviil szelektiv permeabilitasuk révén szabalyozzak, hogy mely
anyagok képesek bejutni, vagy elhagyni az adott sejtet, illetve annak kompartmentjét. Az

emlés szervezetek biologiai membranjaikban harom 6 alkotoelemet kiilonboztetnek meg:

e A hidroféb farokkal és hidrofil polaris fejjel rendelkez6 lipideket, ugymint
foszfolipidek, amelyek alapvaza alapjan megkiilonboztetiink foszfoglicerideket
¢és szfingomielineket. Ezen feliil az emldsokre jellemz6 lipid még a koleszterol
is, amely a membran fluiditasban, valamint lipid raftokban jelent6s szerepet
jatszo sszetevé™.

e A membranfehérjéket, melynek egy részhalmaza a dolgozat targyat képezé TM
fehérjék (részletesebben a felsorolds utan).

e A harmadik az el6z6 alkotoelemeket modositd szénhidratok, igy létrehozva
glikolipideket és glikoproteineket. Ezek a szénhidrat modosulasok a membran
extra-citoszolikus/lumenalis oldalan kovetkeznek be mind a fehérjéken, mind a

lipideken®.

A harom {6 komponensbdl a membranfehérjék a kiilonbozd bioldgiai membranokban
eltérd mennyiségben vannak jelen. Az idegsejtek axon nyulvanyainak szigetelését végzo
szdraz mielin membrannak kevesebb mint 30% a fehérjetartalma4, mig a legdusabb
fehérjetartalmtt membrannak tartott mitokondrialis belsé membrannak a 60-70%-at teszik Ki

ezen fehérjék>®.

A membranokhoz kapcsolodo fehérjék kettds lipid réteghez valo illeszkedésiik alapjan
két f6 egységre oszthatok: a periférids fehérjékre, amelyek a membran valamelyik oldaldn
horgonyoznak, valamint integrans fehérjékre, amelyek a membranba agyazodnak. A periférias
fehérjék kozvetve vagy kozvetleniil is kapcsolodhatnak a kettds lipid réteghez. A kozvetett
kapcsolatra jellemz6 példa, a glikolipidek altal membranhoz rogzitett fehérjék, ezek az

tigynevezett glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) kapcsolt fehérjék’ (1. abra/A). Egyes periférias
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fehérjék kozvetlen kapcsolodhatnak a membran lipidekhez/zsirsavakhoz, ide sorolhatok a
farnezilalt (izoprén véz kapcsolodik a fehérje lanchoz, pl.: Ras, Rho, Rab fehérjék® vagy
mirisztoil-csoporttal modositott fehérjék (telitett zsirsav kapcsolodik az N-terminalis glicin o-
aminocsoportjara, pl.:citokrom b5 reduktaz®) (1. abra/B). A membran két oldalan egyarant
eléfordulnak olyan periférias fehérjék is, melyek masodlagos kotéerdk (hidrofob, ionos
kolcsonhatasok) révén csatlakozhatnak a lipidekhez vagy mas membranfehérjékhez (pl.:
epidermalis ndvekedési faktor'®, spektrin, ankirin fehérjék™, 1. abra/C, D). Az utolsé jelentds
csoport az integrans fehérjék egységébe tartozo, legalabb egy membranon 4thaladd szakaszt
tartalmaz6 TM fehérjék (1. abra/E).

@ Extracelliaris tér
Kettos

lipidrétes
é Q@ Citoszolikuns
A) (B) (C)

(4 (D) (E)

1. dbra: A membran fehérjék membranhoz val6 asszocialodasanak f6 tipusai. (A) GPI-
kapcsolt fehérje, (B) Lipid-kapcsolt fehérje, (C, D) Masodlagos kotéerokkel membran-
asszocialt fehérjék, (E) TM fehérje

1.2 A transzmembran fehérjék szerkezete

A biologiai membranok a vizoldhat6é anyagok szamara lényegében atjarhatatlanok, igy
a kiilso és belso részek kozotti atjuttatasban specialis ,,molekularis kapuk™ vesznek részt, ezek
az ugynevezett TM fehérjék. A teljes genomszekvenalasi adatokat elemezve a nyitott
leolvasasi keretek (open reading frame, ORF) megkozelitleg 20-30%-a TM fehérjét kodol™2
1 Ezek a fehérjék t5bb csoportba sorolhatoak, egyrészt az ativelé szakaszok masodlagos

szerkezete, illetve a TMS-eik szama és iranyultsaga alapjan.

A membranon athaladd maésodlagos szerkezetek alapjan megkiilonboztetiink a-
helikélis, valamint B-hord6 TM fehérjéket. Az a-hélixek 6ndlloan vagy kotegekbe rendezddve
fordulhatnak el6, mig a [B-szalak Onmagukba zardédva egy hordd palastjat alkotjak. A
hidrogéndonor ¢és hidrogénakceptor atomok nem tudnak kedvezé hidrogénhid kotést

kialakitani az oldoszerrel a kett6s lipidrétegben, ezért a polipeptid lanc csak olyan szerkezetet
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vehet fel, amelyben a lehetd legtobb hidrogéndonor és hidrogénakceptor atom a lancon beliil
alakit ki hidrogénhidat. Ez az oka, hogy a fentebb emlitett két membranon ativeld szerkezeti
elem terjedt el, ahol a-helikalis szerkezetben a szekvencialisan 1-4 pozicidban levé karbonil-
oxigén és az amid-hidrogén atomjai k6zott, vagy két parhuzamosan futéd (anti)parallel B-szal

kozott alakulnak ki a hidrogénhidak™'®

. Mig az o-helikalis fehérjék minden biologiai
membranban megtalalhatok, addig a B-hordd fehérjék a Gram-negativ baktériumok kiilsé
membranjaban, valamint az eukariota sejtek mitokondrium és kloroplaszt membranjaiban

fordulnak el8'’.

A szerkezeti adatbazisok szerint kozel 3000 a-helikalis és 400 B-horddo TM fehérje
térszerkezetét ismertjﬁklg‘lg, ami az Osszes ismert térszerkezet alig tobb mint 2%-a. Globularis
fehérjék esetében a lehetséges nativ térszerkezetek (foldok) szama egyes becslések szerint

nem tébb mint 1000022

. A TM fehérj¢ékben a membranon keresztiilhaladd o-hélixek
altalaban merdlegesek a membranra és egymashoz szorosan illeszkednek, ezért a TM fehérjék
szerkezeti variabilitdsa kisebb, mint az azonos hosszisagi globularis fehérjéké. A TM
fehérjék azonban lényegesen nagyobbak a globularis fehérjék tobbségénél, és mivel a
lehetséges szerkezeti variaciok szdma exponencidlisan novekszik a fehérje méretével, igy
Iényegesen tobbféle szerkezetet vehetnek fel. A lehetséges szerkezeti teret azonban sziikiti,
hogy a kiilonb6z6 szamu TM hélixet tartalmazo fehérjék eloszlasa rendkiviil inhomogén. Az
egy TM hélixet tartalmazo fehérjék az 0sszes TM fehérje kozel 40%-at teszik ki, és a 7,
illetve 12 TM hélixet tartalmazo fehérjék szama is kiugroan magas. Becslések alapjan a TM
fehérjék kozel 80%-a 300 szerkezetbe, 90%-a pedig 500 szerkezetbe sorolhaté®’. Jelenleg
megkozelitdleg 100 kiilonbozd szerkezeti TM fehérjét ismeriink, igy a fenti becslés alapjan
szamitott nem redundans szerkezeti térhez viszonyitva a lehetséges szerkezetek alig 20%-at
ismerjiik.

A megoldott 3D szerkezetek hianya miatt, a TM fehérjék egy részérél mind kisérleti,
mind bioinformatikai eszk6zokkel probalnak topologiat meghatarozni. A topoldgia megadja a
TM fehérjék TMS-einek szamat, azok szekvencian beliili helyét és membranhoz viszonyitott
topologiat és az 1.3 fejezetben ismertetett o-helikalis TM fehérjék csoportositasat is. E16szor a
bakterialis fehérjékben fedezték fel, hogy a pozitivan t6ltott aminosavak négyszer nagyobb
mennyiségben taldlhatéak a citoplazmés hurkokban, mint a periplazmatikus hurkokban®,
Ennek hatterében egyrészt az allhat, hogy a TM szegmensek membranba agyazasat végzo

transzlokon (heterotrimer fehérjekomplex) molekularis gépezet a-alegysége negativan toltott
11



Bevezetés

aminosavat tartalmaz a riboszémalis komplex kotésének kornyezetében. Tovabba a
fejcsoportjaban negativ toltésii lipidek a citoszolikus oldalon gyakrabban talalhatoak, illetve
az elektrokémiai gradiens jelenléte szintén hatdssal lehet a fehérje szintli pozitiv toltés

tobbletre a citoszdlban®*2®

. Szamos tanulmany vizsgalta, hogy ha a TM szegmensek
citoszolikus szegélyezd régidiban 1évd pozitivan toltdtt aminosavakat kicserélik negativan
toltottre, illetve az extra-citoszolikus szegélyezd régidoban 1évo aminosavakat pozitiv toltéstire,
ezzel megzavarhat6 a transzlokon molekularis gépezet, a nativval ellentétes orientaciot is el

lehetett érni a megfeleld TM szegmens esetében” .

A dolgozat f6 témaja a human eredetii sejtek plazmamembran fehérjéinek

vizsgalatarol késziil, a tovabbiakban az a-helikalis fehérjéket targyalom részletesebben.

1.3 Az a-helikalis transzmembran fehérjék szintézise és
csoportositasa
A TM fehérjék a fehérjét kodolo dezoxiribonukleinsav (DNS) szakaszokrol atirodott
hirvivdé RNS érése utan, a tradiciondlis fehérjeszintézisnek megfeleléen, a riboszoéman
szintetizalddnak. Az a-helikalis TM fehérjék csoportositasa a szintézis soran keletkezett TM

fehérje topologidja (TM hélixek szdma és irdnyultsaga) alapjan torténik.

A TM fehérjék elsé harom csoportjat az egy TMS-sel (bitopikus) rendelkez6 fehérjék
alkotjak.

Az 1. csoportba tartoznak azok a TM fehérjék, amelyek a szolubilis fehérjékhez
hasonléan hordoznak egy endoplazmatikus retikulumba (Endoplasmic reticulum, ER) iranyit6
szignal szekvenciat. Az adott fehérje mRNS-ér6l a riboszoman szintetizalodott szignal
peptidet felismeri a szignal felismerd részecske (signal recognition particle, SRP), amely
komplexet az ER membranban lokalizal6dé SRP receptor megkot. Az ER felszinén az SRP
receptor (réviden: SR) tovabbitja az mRNS-riboszoma-SRP komplexet a transzlokon
komplexre (ez a Sec61 komplex emlésokben®). Ezt kévetéen az SRP disszocidl, mikozben a
szintetizalodo peptidlanc szignal peptid régioja athalad a transzlokon poérusan, majd a
transzlokon komplexbdl a kettds lipidréteg felé tovabbitodik (laterdlis irdnyt tovabbitas).
Majd a szignal-peptidaz levagja a szignal peptidet az ER lumenében®"*2. Amikor a kévetkezd
hidrofob szegmens/TMS szintén beflizOdik a transzlokon porusaba, akkor a transzlokacid
megakad (szegmens neve stop-transzfer szekvencia, mivel onnantél kezdve, hogy a TMS

stabilizalodik, a szintetizalddo szal tobbi része nem jut be a transzlokon porusaba), igy a teljes
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fehérje iranyultsaga a szintézis végeztével az N-terminalis lumenalis, C-terminalis

citoszolikus lesz.

A kovetkez6 két csoport fehérjéi nem tartalmaznak szignal szekvenciat, igy ezeket a
fehérjéket a szintetizalodd TM régid rogziti a transzlacido soran a transzlokonhoz. Annak
fliggvényében, hogy a hidrofob szakaszt szegélyez6 N-vagy C-terminalis részen (a ,,flanking”
régioban) halmozodnak fel a pozitivan toltott aminosavak, a TM régiod eltérdé orientacioban
helyezkedhet el a membranban (lasd ,,pozitiv-bent” szabaly>>**. A 2. csoportba tartoznak az
N-terminalis citosz6likus/C-terminalis lumenalis TM fehérjék (ennek TM régidja az
ugynevezett start transzfer szekvencia, hiszen ettél a szekvenciatdl kezdve a szintetizalodo
tobbi fehérje rész a lumenbe jut), mig a 3. csoportba tartozd6 TM fehérjéknek a TM régidja az

mint az 1. tipust TM fehérjéknél).

A tobb TM régioval rendelkezd fehérjék alkotjdk az utolsdé két csoportot. A 4A
csoportot alkotjak azok a fehérjék, ahol a fehérje N-terminalisa a citoszol felé néz. A 4B
csoportban 1évé fehérjéknek ellentétes oldalon, azaz a lumenalis/ extra-citoszolikus térben van

26,29,35

az N-terminalisa (a csoportositast az 1. tablazat szemlélteti).
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Csoport Sematikus abra Mechanizmus Topologia Példa
LW
Citoszal Glikoforin A,
1 SRP/SR/Sec6l+ | N-terminus_lumen/ | Alacsony sdrdségd
ER lumen szighdl peptiddz | C-terminus_ citoszdl | lipoprotein (LDL)
receptor
N,
oy D | Transzferrin
Itos20 N-terminus_citoszo receptar,
2 SRP/SR/Sec61 e / peor,
ER lumen C-terminus_ lumen Galaktozil
aﬂl transzferaz
OO
Citoszdl & N-terminus_lumen/ | Szinaptotagmin 1,
3 SRP/SR/Sec6l = .
C-terminus_ citoszal Neuregulin
ER lumen d.\“.
MN-terminus_citoszal/ )
NH, COOH o Band 3 anion
Citoszol § C-terminus_ lumen transzporter
4A SRP/SR/5echl vagy citoszol (paros [J !
v . Glikoz
ER lumen vagy paratlan TMS
P e . transzporter
szam flggvényéhen)
N-terminus_lumen/
COH
. C-terminus_ citoszal .
4B Ctoszol ot nqs SRP/SR/Secel | va Iumeal: aros Rodopszin,
&Y . i Dopamin receptor
ER lumen Wiy J U U v:?g',f paratl{aan TMS
szam fliggvényeben)

1. tablazat: Az a-helikélis TM fehérjék alaptipusai

1.4 Az a-helikalis transzmembran fehérjék sejten beliili utja és
poszt-transzlaciés médosulasai

A szintetizal6do TM fehérjelanc megfeleld szegmenseinek transzlokon kozvetitett ER

membranba épiilése alatt, az ER lumenében, az egyes fehérjeszakaszokon glikozilacié

torténhet. Ennek két fajtajat kiilonboztetjiik meg: N- vagy O-glikozilacid. Az el6bbi esetében

az aszparagin aminosavakra keriilhet szénhidratlanc, ha az aszparagin kornyezete NXS/T

motivum, amelyben az X barmilyen aminosav, kivéve prolin. Ennek a motivumnak minimum

10-15 aminosav tavolsagra kell lennie a membran hatarto1*®, hogy az oligoszacharid protein

transzferaz at tudja helyezni az aszparagin amid nitrogénjére a dolicholon (poliizoprenoid

tipust membranlipid) 1évé oligoszacharid részt. Az O-glikozilaciondl nincs konszenzus

motivum, illetve membranhoz viszonyitott tavolsagi megszoritds sem, a Szerin és treonin
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aminosavak hidroxil csoportjain kovetkezik be ugy, hogy az N-acetilgalaktézamin koétédik a

fehérjékhez a GalNAc-transzferaz enzim segitségével®.

Ezutan a TM fehérjék az ER-bdl a cisz-, medialis- és transz-Golgi ciszternakon
haladnak keresztiil, ahol a szacharid egységek tovabb modosulhatnak (glikozidaz enzimek
bonthatjak a meglévo struktarat, és kiilonbozo transzferazok kapcsolnak rajuk tovabbi aktivalt
monoszacharid egységeket), terminalis 1épésként fukdz és szialsavak kapcsolodnak a meglévo
struktardhoz, végiil a fehérjék a rendeltetési helyiikre (pl. endo lizoszomadlis rendszerbe,
plazmamembranba stb.) kerlilnek. Egyes esetekben még tovabbi poszttranszlacios
modositasokon mehetnek keresztiil - ilyenek példaul a foszforilacio, acetilacio - hogy az adott

jelpalyaban betdltstt szerepiiket megfelelden ellathassak, szerkezetiik stabilizalodjon®® .

A plazmamembranban lokalizdlodo TM fehérjék klatrin-fliggd vagy-fiiggetlen
utvonalon internalizdlédhatnak tjra. Ezutdn vagy az endoszomaélis rendszeren keresztiil
juthatnak vissza a rendeltetési helyiikre (reciklizalé endoszomabol) vagy ubikvitinilacioval (a

s 7 r e I r1 7 . r r 41-4
korai és kés6i endoszomabol) a lizoszomaba* .

1.5 Transzmembran fehérjék funkcidja

A TM fehérjék jelentds szerepet toltenek be a kiillonb6z6 extracellularis és citoszolikus
mediatorok felismerésével (receptor funkcio) jelatviteli palyakban, transzport folyamatokban,
enzimkatalizalt reakciokban, energiatermel$ folyamatokban, tapanyag felvételben, valamint a
sejt/organellum kiils6 és belsé kornyezete kozott a komponensek dinamikus egyenstlyanak
fenntartasaban, a sejt-sejt kapcsolatok kialakitasaban, valamint extracellularis matrixhoz vald

horgonyzasban.

A humén genomban a membranfehérjék legnépesebb receptor funkcidval rendelkezd
csaladja a G-protein kapcsolt receptorok (G Protein Coupled Receptor, GPCR), melyek szama
800 felett van***®. A TM fehérjék jelatvitelben betoltott szerepét szemléltethetjiik a GPCR-
fehérjékkel. A GPCR-ek ligand kotés utan a heterotrimer G-fehérjével hatnak kolcson,
amelynek hatasara a G-fehérje o-alegység guanozin-difoszfatja cserélddik guanozin-
trifoszfatra, igy az a-alegység aktivalodik. Ez a foszfolipaz C-t (Phospholipase C, PLC)
aktivalja, ami a foszfatidil-4,5biszfoszfatot (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP2)
inozitol-trifoszfatra (Inositol trisphosphate, IP3) és diacilglicerolra (diacilglicerol, DAG)
bontja. Ezek a folyamatok a membran kozelében jatszodnak le, majd a keletkezett
kismolekulak a citoplazmaba tovabbitjak a jelet. Kovetkez6 1épéshben az IP3 koté receptor TM

fehérje, amely egy intracellularis ligandum hatasara nyil6é ioncsatorna, specifikusan koti az
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IP3-at és ami endoplazmés retikulumbol Ca?* felszabadulast eredményez. A folyamat végén a
Ca’*-t koti a kalmodulin, és ez a komplex aktivalja a kalcium—kalmodulin-dependens protein
kinazt (CaM kinazt), a DAG pedig aktivalja a protein kinaz C-t*’. A jelatviteli palyan igy
elérkeztiink a kinadzokhoz, amelyek foszforilaljak a célfehérjét, igy tovabbi jelatvitel

Gtvonalakat aktivalhatnak/inaktivalhatnak™.

A TM fehérjék egyes alcsoportjai passziv transzportot végeznek, mivel a
transzporthoz nem sziikséges energiaforras - példaul az adenozin-trifoszfat (ATP) —
hidrolizise, a folyamatot a koncentracio-gradiens hajtja. A GPCR jelpalyaban emlitett IP3
receptor altal végzett ca® transzport is passziv. Az IP3 kotése segiti el6 a kalciumion
transzportjat az ER lumenbdl a citoszol felé, a folyamat az elektrokémiai gradiens iranyaba
zajlik. llyen transzport mechanizmussal rendelkezik a gliikoz transzporter (GLUT1)* is, és a

nitrogén lebontas melléktermékét, az ureat transzportalé (UT-A, UT-B) fehérjék is™**.

Mas TM fehérjék aktiv transzporttal tovabbitjak az adott komponenst, ellentétes
iranyban, mint ahogy a koncentracid-gradiensbdl kovetkezne. Ezek tovabbi két csoportra
oszthatéak. Az elsddleges aktiv transzporterek csoportjaba tartozo TM fehérjék esetében
kozvetlen energiafelhaszndlds, ATP-hidrolizise sziikséges az adott komponens
transzportalasahoz. A masodlagos aktiv transzporter csoportba tartozo fehérjék esetén egy
masik molekula energiagradiensének felhasznélasaval transzportaljak az adott anyagot, azaz
két komponens transzportalasa torténik egy id6ben. Ez utobbi esetnél az egyiranyt

transzportot szimportnak, mig az ellentétes iranyut antiport-transzportnak nevezziik.

Az aktiv transzporterek elsddleges csoportjaba tartoznak az ATP-koto kazetta (ATP-
binding cassette, ABC) fehérje csalad tagjai, melyek baktériumokban, gombakban,
ndvényekben, allatokban és az emberben is fellelhetdek®”. Emberben 48 fehérjét azonositottak
a csaladbol, amelyek 7 csoportba sorolhatéak (ABC A-G). Jellegzetességik a 6 TMS-t
tartalmazé Transzmembran Domén, amelyekbdl funkcionalis ABC transzporter fehérjékben
mindig ketté van (egy vagy tobb fehérjelanc alakithatja ki). Tovabbi jellegzetes egységiik a
nukleotid kété domén (NBD), amelyet harom konzervativ motivum (Walker A/B), valamint az
ABC signature motivum jellemez. A citoszolikus NBD az ATP kotésért és a hidrolizisért
felelds, az ebbdl szarmazod energia forditodik a transzporter miikodésére. Egyes tagjair6l mar
azonositottak, hogy milyen funkcidkat latnak el a sejten beliil. Az ABCA alcsalad tagjai részt
vesznek a lipid €s koleszterol transzportban, az ABCB1 multidrog rezisztenciat okozhat, mig
ABCG2-t az emldrak esetén emelték ki az alkalmazott kemoterapias szerekkel szembeni

rezisztencia kapcsan. A cisztds fibrozis transzmembran konduktancia regulator fehérje
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(CFTR, ABCCY7), egy kloridion csatorna, ami kivételt képez mas ABC fehérjékkel szemben,

mivel a transzportot nem ATP-hidrolizis segitségével végzi, hanem passziv transzporttal® >,

Az aktiv transzporterek masodlagos csoportjaban az antiporterek kozé tartozik példaul
a Band 3 anion transzporter, amely az egyik leggyakoribb fehérje a vorosvértestek (Red
Blood Cell, RBC) plazmamembranjaban, és a kloridion és a hidrogénkarbonation cseréjéért

56,57
felelds

. Szintén antiporter a Na*/Ca®" cserélé fehérje, amely a transzport soran 3
(Na*):1(Ca*") aranyban végzi az ionok kicserélését a membran két oldala kozott™.
Szimporterek fehérjék jellegzetes képviseldi a Na* és gliikoz, illetve a Na* és aminosavak

egylittes szallitdsat végzo transzporterek®".

A membran transzporter fehérjék csoportositasat az IUBMB (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology) altal jovahagyott TCDB (Transporter Classification
Database) adatbazis tartalmazza. A transzporter csoportositasi rendszer hasonlit az Enzim
Bizottsag (Enzyme Commission, EC) rendszeréhez, amelyben az enzimeket csoportositjak
mind funkcid, mind filogenetikai informéciok alapjan. Osszesen 1277 transzporter csaladot

rendszereztek az adatbazisban®.

A funkcionalis csoportositasok példaibol egyértelmi, hogy a TM fehérjék valoban
széles spektrumu és biologiailag jelentds folyamatokban jatszanak szerepet. Ezek alapjan nem
meglepd tény, hogy a jelenleg forgalomban 16v6, Elelmiszer- és Gyodgyszeriigyi Hatdsag
(Food and Drug Administration, FDA) altal engedélyezett gyogyszerhatdoanyagok tobb mint

fele, valamilyen TM fehérjét céloz meg®.

1.6 Transzmembran fehérje 3D szerkezetek meghatarozasa

A Dbiologiai célmolekuldra (jelen esetben TM fehérjék) valdo gyogyszertervezés
kiindulopontja, a célmolekula kivalasztdsa wutdn, annak eldallitisa, majd tisztitdsa
szerkezetkutatasi célokra. A célmolekula és mar ismert ligandja egyiitt ugynevezett bioaktiv
konformaciot vehet fel, amely szerkezetének megismerése lehetévé teszi a kolcsonhatod
felszinek pontosabb azonositasat, ezaltal akar nagyobb affinitasu, de szerkezetét tekintve
analog molekuldk tervezését és tovabbi hozzaférhetd molekularis felszinek megismerését is
biztositja. A fehérjék 3D szerkezetének (amit az atomi koordinatakkal irhatunk le)
meghatarozasra 3 f6 modszert hasznalnak jelenleg: a rontgenkrisztallografiat, a magneses
magrezonancia spektroszkopiat (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ¢és a krio-
elektronmikroszkopiat. A kovetkezékben ezeket targyalom altalanosan, valamint TM

fehérjékre vonatkozoan.
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1.6.1 Rontgenkrisztallografia

A rontgenkrisztallografidval makromelekuldk rendezett kristalyai vizsgalhatok. A
rontgensugarzas nagyenergiaju elektronmégneses sugarzas, amely a fehérjemolekuldk altal
alkotott kristalyracson elhajlast szenved (mivel kristalyracspontok tavolsaga Gsszemérhet6 a
hullamhosszal). A detektalt diffrakciés mintazat alapjan Fourier-transzformacio segitségével
megkapjuk a fehérje elektronsiiriiség-térképét, amelybdl a vizsgalt fehérjeszekvenciajanak
ismeretében a 3D szerkezet modellezhet6®. A médszerrel a tul flexibilis régiokat tartalmazo
fehérjék nehezen vizsgalhatoak, mivel a szort sugar az ilyen részekrél valtozatosan interferal,
ezért a diffrakciés mintazat annyira elmosddotta valik, hogy nem lehet az elektronstirliségi-
térképet kiszamolni. A krisztallografia hatranyaként kezelik, hogy csak statikus informaciot

ad az adott fehérjeszerkezetérdl, a dinamikajat nem tudja jellemezni.

A membranfehérjék kristalyositasat, mas szolubilis fehérjékhez hasonléan a fehérje
overexpresszidja elézi meg a sejtekben (akér specifikusan jelolve a tisztitds konnyitése
céljabol) és ezekbdl kell izolalni detergensek felhasznalasaval a vizsgalni kivant
membranfehérjéket. Az alkalmas detergens megvalasztasa, amit még a megfelelé TM fehérje
toleral (ha nem sériill a szerkezet, feltételezhetéen a funkcié is megmarad) altalaban
iddigényes folyamat. Nem megfeleld detergenst, puffert, pH-t, hémérsékletet valasztva a
fehérje nativ szerkezete 1is megvaltozhat, a polipeptid ladncok aggregéaldodhatnak,
kicsapédhatnak, amelyek igy ellehetetlenitik a kristalyképz6dést®*®:. A legujabb technikak az
izolalt TM fehérjéket membrant mimikalé rendszerekbe (pl.: Lipidic Cubic Phase, LCP)
agyazzak és igy vizsgaljék a szerkezetiiket®®®. A kisérleti kihivasok ellenére a legtobb TM

fehérjeszerkezetét rontgenkrisztallografia segitségével hataroztak meg®.

1.6.2 NMR

A masik elterjedt szerkezet-meghatarozasi modszer az NMR. Az eljaras azon az elven
alapszik, hogy a neutront, vagy protont, vagy mindkettdt paratlan szamban tartalmazo NMR-
aktiv atommagok informacioét adnak a kornyezetiikrél, szomszédos atom kapcsolataikrol,
elektronjaikrol. Mikor elektromagneses térbe helyezziik azokat, gerjesztédnek, és az adott
mag kornyezete miatti arnyékolasbol kiszdmolhatd az arnyékolatlan referencia anyaghoz
viszonyitott kémiai eltolédas, amelyb6l a vizsgalt makromolekula szerkezetére
kovetkeztethetiink. A technika eldnye, hogy nativ kdzegben és roncsolas nélkiil végezhetd a
mérés, akar €16 sejten beliil is®, Hatranya, hogy els6sorban kisebb szerkezetek vizsgalhatok

(<25kDa), az érzékenységvesztés és a spektralis komplexitas miatt® 7,
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A TM fehérjék jelentds része az emlitett fels6 molekulaméretnél Iényegesen nagyobb,

igy ezzel a technikdval kevesebb szerkezetet oldottak meg'"'

. A krisztallografidhoz
hasonléan tovabbi hatrany, hogy a célfehérjébol, példaul a tomegspektrometriahoz (Mass
Spectrometry, MS) képest nagy mennyiség kell €s gyakran koltséges izotdpjelzést is hasznalni

kell az NMR vizsgalat el6tt.

1.6.3 Krio-elektronmikroszkopia

A krio-elektronmikroszkopia  egy  specidlis  mintaelokészités  és  az
elektronmikroszkopia  6tvozésével sziiletett. Az  elektronmikroszkopok a normal
fénymikroszkopokhoz hasonld elven mikodnek, de fény helyett gyorsitott elektronokat
bocsatanak a mintdra vakuum alatt, a fokuszalashoz pedig optikai lencsék helyett
elektromagneses lencséket hasznalnak. A hullamhossz csokkentésével a feloldoképesség
csokken, azaz javul. Ahol nagy rendszamu elemek vannak a targylemezen, ott elektron
eltéritést fogunk tapasztalni, azaz a detektor ernydre kevés elektron jut, igy sotét lesz a kép,
mig ahol konnyi elemek vannak jelen, ott vilagos, hiszen azok az elektront kevésbé fogjak
eltériteni. A Krio-elektronmikroszképianal a ,,krio” sz6 a mintaelkészitési koriilményét
jelenti, mely soran a mintat nagyon gyorsan lefagyasztjak. llyenkor a mintaban 1év6 viz még
nem tud kristalyt képezni, vitrifikalt amorf viz képzddik, ezéltal nem is tudja roncsolni azt
(folyékony nitrogénnel -196°C-ra elOhiitétt propannal vagy etannal végzik). A krio-
elektronmikroszkopia lehetdvé teszi az egyes makromolekulak szerkezeti és
molekuladinamikai vizsgalatat nativ allapotukban. A fagyasztott fehérje makromolekuldk 2D

vetiileteibdl rekonstrualjak a molekula 3D szerkezetét”> ™,

A TM fehérjék tekintetében a jovoben jo kiegészitd moddszere lesz az el6zd két
technikanak, hiszen ennél a modszernél nagyobb molekuldk is vizsgalhatok nativ
koriilmények kozott, raadasul a konformacio valtozasok is kovethetéek egy adott ko-faktor
hatésara’. Azonban az idéigényes fehérje tisztitasi 1épéseket ennél a modszernél is el kell
végezni.

A harom felsorolt szerkezet-meghatarozo modszer, habar az 6sszes atom koordinatajat

crer

membran pontos elhelyezkedését nem, ezt utodlag kell rekonstrualni bioinformatikai vagy

kisérleti eszkozokkel 3178,
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1.7 Topografia, topologia becslé bioinformatikai médszerek

A TM fehérjék esetén a teljes szerkezet-meghatarozasa nagyon sok problémaba
titkozik, mas kisérletek pedig idéigényesek, illetve csak egyes fehérjeszegmensek helyzetét
tudjak meghatarozni, a topologia meghatarozasara elterjedtek a kiilonb6zo szamitdogépes

predikcids modszerek.

Az elsd becsld eljarasok azon a megfigyelésen alapultak, hogy a kettds lipidrétegben
elhelyezkedd részek csak megadott hosszisagiiak lehetnek és ezekben a membranon atmend
régiokban, a fehérje tobbi részéhez képest magasabb a hidroféb aminosavak ardnya. Ez utobbi
mérésére szamos skalat bevezettek, amelyek az egyes aminosavak a lipidbdl a vizes
kérnyezetbe vald mozgatasukhoz sziikséges szabadentalpia véltozast irjak le”’. A kiilsnboz6
hidrofobicitas skalakat szamos egyedi fehérje vizsgalatakor hasznaltak a kisérleti adatok
alatdmasztasara’®. A skala hasznalataval becsiilhetd, hogy a szekvencian beliill hol

helyezkednek el a TM szegmensek (azaz megadja a topografiat).

Késébb von Heijne és mtsai leirtdk a ,,pozitiv-bent szabalyt” (1.2 fejezetben
részletesebben)79 ¢és ezzel nagyjabol egyiddben elterjedtek a szamitogépes topologia becsld
moédszerek is. Az elsé eljarasok egyszerii csiszoablak atlagolassal mikodtek®. Késébb
statisztikai eljardsok 1is megjelentek, melyek jelentdsen megndveltek a predikcid
pontosségétsl. Az ismert szerkezetek szdmanak folyamatos ndvekedésével elegendd adat valt
elérhetdve, ami lehetové tette a tanulogép eljardsok hasznalatat. Ezek nem csak a topologia
becslés pontossagat novelték nagy mértékben, de lehetévé tették a szekvencia még
részletesebb felosztasat, igy a koztes hurkok membranhoz kozel és tavol esd részeinek
megkiilonboztetését™. A kovetkezd lépést a homolog fehérjék tulajdonsagainak
figyelembevétele jelentette: mivel a szerkezet konzervaltabb, mint a szekvencia, azok a
szekvenciak, melyeknek szekvencialis azonossdga magas, nagy eséllyel ugyanabba a

szerkezeti osztalyba (foldba) tartoznak és ugyanazzal a topolégiaval fognak rendelkezni®.

A topologia becslésére az egyik lehetséges gépi tanulasi eljaras a rejtett Markov
modell. A rejtett Markov modell legnagyobb eldnye az altala biztositott architektura, amellyel
lehetséges figyelembe venni azokat a torvényszeriiségeket (nyelvtani szabalyokat), amelyek a
TM fehérjéket jellemzik (pl citoszolikus és extra-Citoszolikus szegmensek nem
kovetkezhetnek egymds utdan; a membranrégio hossza legalabb 14 aminosav, hogy atérje a

lipidréteget, stb.). A rejtett Markov modellek masik nagy elénye, hogy képesek figyelembe
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venni a kiilonb6z6 kisérleti eredményeket és ezeket kényszerfeltételként hasznalni a becslés

soran®s,

A tanulogép eljarasokat csoportosithatjuk a tanitas modja alapjan. A legtobb modszer
feliigyelt tanitason alapult, azaz egy nagyobb halmaz elemeit felcimkézték és az algoritmus a
cimkéket figyelembe véve tanulja meg az egyes fehérjék jellemzc'iit84. Nem feliigyelt tanitas
esetén ez a l1épés elmarad: ilyenkor a kiilonbozd térrészekre jellemzd aminosav eloszlasok

8385 Mindkét modszernek

maximalis kiilonbségét keressiik, és ez alapjan osztjuk részekre
vannak el6nyei ¢€s hatranyai: feliigyelt tanitds esetén a moddszer alkalmas TM fehérjék
szlirésére. A nem feliigyelt tanitdson alapuld modszereknél ez sok hibaval jarna, mivel az
algoritmus egy globularis vagy rendezetlen fehérjén is megtalalja a legkiilonbdzobb részeket.
A nem feliigyelt tanitdssal miikodé modszerek viszont hosszatavon pontosabbak®®, mivel nem

az aktualisan ismert TM fehérjék halmazan lettek tanitva, hanem az egyes részek eltérd

tulajdonsagait hasznaljak ki.

A TM fehérjék becslése soran fontos figyelembe venni a szignal peptid jelenlétét is.
Ezek a szegmensek a TM régiokéhoz nagyon hasonlé aminosav eloszlassal rendelkeznek és
ez sok predikcios modszert Osszezavar. Az jabb modszerek mar képesek megkiilonboztetni
ezeket a részeket is. Régebbi eljarasok hasznalata esetén ezeket a részeket el kellett tavolitani

a szekvencia elejérol.

A legmodernebb moédszerek (Consensus Constrained Topology, CCTOPY,
TOPCONS2®® mar otvozik az itt felsorolt tulajdonsdgok Osszes el8nyét: egyrészt tobb
madszer eredményét is figyelembe veszik, és ez alapjan hoznak 1étre egy konszenzus becslést.
Ilyenkor az egyes modszerek egyedi hibai kikiiszob6lddnek a tobbségi dontésnek
koszonhetden. Masrészt ezek a modszerek mar automatikusan figyelembe veszik az

8990 illetve a szerkezet-

irodalomban fellelhetd molekularis biologiai Kisérletek eredményét
meghatarozasbol szarmazo6 adatokat (PDBTM®®, OPM™), vagy a konzervativ médon, mindig

a membran azonos oldalan megjelend doméneket és motivumokat (TOPDOM™).

1.8 Kisérleti topoldgia modszerek

A korabban ismertetett TM fehérjék 3D szerkezet-meghatarozas nehézségei miatt
alternativ kisérleti modszerek alakultak ki a megoldatlan térszerkezeti fehérjék részbeni
jellemzésére. Ezek a stratégiak a szubcellularis lokalizacion és mas bioldgiai informaciokon
tul, az egyes TM fehérjék egy-egy aminosavanak, szakaszanak membranhoz viszonyitott

helyzetét is megadhatjak (citoszolikus, extra-citoszolikus, membran szegmens), azaz
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topologiai adatot generalhatnak, amelyek az 1.7 fejezetben targyalt topoldgia becsld
modszerek pontosabb eredményeit is eldsegithetik (amennyiben az adott algoritmusban
megszoritasként alkalmazzuk azokat). A kisérletek két nagy csoportba sorolhatok: a célfehérje
kodold DNS szakaszanak valtoztatasa alapjan modositott, illetve nem modositott fehérjéket

1étrehozo technikdkat kiilonboztetiink meg.

1.8.1 A kédoldé DNS szekvencia megvaltoztatasaval végzett technikak

A kovetkezokben olyan topologiai adatot nyujtod technikakat targyalunk, ahol az adott
TM fehérje kodoldo DNS szekvencidjat a molekuldris biologia eszkdztaraval modositjuk és a
modositasok segitségével tudjuk az adott Szegmens membranhoz viszonyitott helyzetét

jellemezni.

1.8.1.1 Fuzios fehérje konstrukciok

A topologial adatszerzés egyik elterjedt modszere, hogy a vizsgalandd TM fehérjét
kodoldo DNS szakaszaval fuzids fehérje konstrukciokat hoznak 1étre. A célfehérjére fuzionalt
enzim tobbek kozott lehet alkalikus foszfataz (Alkaline phosphatase, PhoA)®% -
galaktozidaz (B-galactosidase, LacZ)®, P-laktamaz (B-lactamase, BLAM)®. A fuzionalt,
riporterként hasznalt enzim aktivitasa eltér a membran két oldalan, igy kovetkeztetni lehet a
célfehérje megfeleld részének (a fuziondlt enzim szekvencidlis helye a fehérjében)
lokalizacidjara (PhoA, BLAM periplazmatikus térben aktiv, mig a p-galaktozidaz a
citoszolikus térben). Szintén ide tartoz6 technika a fluoreszcens fehérjékkel torténd
fuzionalas, pl. zold fluoreszcens fehérjét fuzionalnak az adott TM fehérje terminalisara és
annak membranhoz viszonyitott helyzete antitesttel detektalhatd, membran permeabilizalt és
nem permeabilizalt koriilmények kozott (az antitest normal koriilmények kdzott membranon
nem tud athatolni)®. Az utdbbi opcionalis médositasa, hogy a TM fehérje-fluoreszcens
fehérje konstrukciot expresszald sejteket fehérje degradalé enzimmel kezelik, amelyek
antitestekhez hasonléan membran impermeabilisak, ezaltal a fazionalt fluorofor elveszitheti a
fluoreszcenciajat ¢és igy meghatarozhat6 a terminalis szubcellularis lokalizacidja (a modszer
neve, floureszcencia protedz védelem, Fluorescence protease protection, FPP)*"®. Tovabbi
fejlesztése a fluoreszcens fehérje fuzios modszereknek, hogy redoxi-potencial érzékeny
fluoreszcens fehérje alkalmazasaval a sejt permeabilizalasa/roncsolasa nélkiil detektalhato,
hogy az adott floureszcens fehérje hol helyezkedik el, a membran két oldala kozotti
elektromos potencialkiilonbség miatt (reduction-oxidation sensitive Green Fluorescent

Protein, roGFP)®.
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A flziés modszerek egy-egy célfehérjére is alkalmazhatok (lasd korabbiak), de akar
teljes proteomokra is ki lehet terjeszteni azokat. Elesztében a HA-Suc2-His4C (ahol a HA: az
Influenza hemagglutinin epitop, Suc2: az invertaz gén fragmentje, His4p hisztidinol
dehidrogenaz katalitikus doménje) kiméria fehérjét fizionaltak 617 éleszté membranfehérje
C-terminalisara. A terminalisok elhelyezkedését két modon vizsgéltak. Eldszor a kiméra
fehérje egység glikozilacidja alapjan vizsgaltdk Endoglikozidaz H (endoglycosidase H,
EndoH) enzim felhasznalasaval. A glikozilalt fehérjékrdl a cukorlancok lehasadnak EndoH
kezelés hatasara, igy a fehérje gélben futtatva gyorsabban vandorol, az enzimmel kezeletlen
parjanal. Az eltolodas jelzi, hogy a kiméra glikozilalodott, azaz a kiméra elhelyezkedése
lumenalis/extra-citoszolikus, mig, ha nincs eltolodas a gélen, akkor citoszolikus volt. A masik
vizsgalati mod hisztidin-mentes, de hisztinidolt tartalmazo lemezeken valé novekedési teszt
alkalmazasa. A kiméra His4C része a citoplazmaban aktiv, igy a hisztinidolt képesek
felhasznalni és tudnak novekedni a sejtek, viszont, ha extra-citoszolikus térbe keriil a domén,
akkor sejtnovekedés nem figyelhetd meg. Az éleszt6 TM fehérjék C-terminalisanak
membranhoz viszonyitott helyzetének meghatarozasa, igy egyféle fuzids egységgel, de kétféle

100 Az Escherichia coli belsé membran TM proteomjat is fuzios fehérjékkel

kisérlettel tortént
vizsgaltak, 601 bels6 membranfehérje C-terminalisara flzionaltak a membran két oldalan
ellentétes aktivitdsi profillal rendelkezd fehérjeket. Alkalikus foszfatazt (aktivitdsa a
terminalis periplazmatikus helyzetét jelzi) vagy zold fluoreszcens fehérjét helyeztek az adott
TM fehérjék C-terminalisara (fluoreszcencidja a termindlis citoplazmatikus lokalizaciot
jelzi)*.

Az ilyen jellegli topologiai adatok nem mindig egyértelmiiek, nehéz értelmezni a
részleges enzimfunkciokat, valamint a célfehérjék méretéhez képest tul nagy moddositasok,
amelyek akar a fehérjeszerkezetére, ezéltal funkcidjara is kihathatnak (kiilondsen, ha nem
csak a terminalisokra, hanem a célfehérje belsd részeire helyezik 6ket). Az ABCG2 fehérje
esete is megerdsiti az el6z6 allitast, a C-terminalisara helyezett fuzids fehérje konstrukcio is
problémat okozott: korlatozta a fehérje funkcidjat és a fehérje intracellularis retenciojara is

hatassal volt %,

1.8.1.2 Epitop inzercio

A vizsgaland6 fehérje méretével 6sszemérhetd fuzids fehérje konstrukciokhoz képest,
ebben a fejezetben csak a néhany aminosav hosszusagli ismert antitest-epitop célfehérje

jelolési stratégiakrol lesz sz6. Az epitdpok kiilonbozo fehérjékben eléforduld lineéris vagy

23



Bevezetés

konformdcios antigén-determinans csoportok, amelyeket az immunrendszer fehérjéi képesek
felismerni. Az ismert epitop-célfehérje fuzids konstruktok felhasznalasi lehetésége széles
spektrumu: hasznalhatoéak a célfehérje tisztitasahoz az epitopra specifikus antitestet hordozo
affinitas oszlopok segitségével, a célfehérje Western blot modszerrel térténé azonositasahoz
vagy az epitdp membranhoz viszonyitott elhelyezkedésének antitesttel vald detektalasa

alapjan célfehérje topologiai adatszerzésre is alkalmasak. Ilyen ismert epitopok:

e Influenza hemagglutinin (HA) epitop, emberi influenza hemagglutinin, egy
virus felszini glikoproteinjébdl szarmazd peptid szakasz, szekvencidja:
YPYDVPDYA.

e Myc epitop, c-myc gén termékébdl szarmazik, szekvencidja: EQKLISEEDL.

o FLAG epitop mesterséges antigén, amelyhez nagy affinitasi antitestet
fejlesztettek, szekvencidja: DYKDDDDK, a felépité aminosavak hidrofilitasa
miatt hasznaljak, mert igy kevésbé denaturalhatjak ¢és ezaltal kevésbé

inaktivalhatjak a célfehérjét.

Az epitopokat kodold nukleotid szekvenciat a célfehérjét kodoldo DNS vizsgalni kivant
szakaszara (hurok régiok, terminalisok) épitik be polimeraz lancreakciéo (Polymerase Chain
Reaction, PCR) segitségével'®. A human redukalt folat karrier (RFC) fehérjénél HA epitop
inzerciot végeztek a becsiilt TMS-eket 6sszekotod régiokba, valamint a fehérje terminalisokba.
Az epitopok membranhoz viszonyitott helyzetét, HA-epitopra specifikus rodamin-konjugalt
antitest jeloléssel vizsgaltdk permeabilizalt, vagy nem permeabilizalt koriilmények kozott,
fluoreszcens mikroszkoppal (ha permeabilizalas nélkiil detektaltak, akkor extra-citoszolikus,
ellenkez6 esetben intracellularis). Azokban az esetekben, ahol a fehérje funkcid megmaradt,
ott hasznalhat6 topoldgiai informaciot szolgaltatott, példaul a Q120-L121 aminosavak kozotti
epitop (3/4 TMS kozotti hurok) extracellaris, E226-1.227 aminosavak kozotti epitop (6/7 TMS
kozotti hurok) citoszolikus sth'®. Hasonld elven a humén epesavtranszporter (ASBT) fehérje
egyes szakaszait HA és FLAG epitop inzercioval vizsgaltak szaponinnan permeabilizalt vagy
nem permebilizalt sejteken'®, mig a human szerves anion transzporter (OAT1) egyes
szakaszainak elhelyezkedését Myc epitop inzercioval vizsgaltak'®. Az epitopok protedz
kezelés utani antitesttel valo detektalhatosaga, egy tovabbi megkozelités az epitdp
membranhoz viszonyitott helyzetének meghatarozasara, igy vizsgaltak a Myc epitdppal jelolt

human Insig 1 fehérje terminalisait™”.
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Ezek a célfehérje szekvenciajanak hosszahoz képest relativ rovid modositasok, olykor
szintén miikodés képtelen fehérjét eredményeztek, ezért még kisebb modositasokkal végzett

modszereket is fejlesztettek topoldgiai adatszerzésre (1.8.1.3 és 1.8.1.4 fejezet).

1.8.1.3 Glikozilaciés motivum vizsgalatan alapulé technikak

Az NXS/T motivumot az 1.4 fejezetben mar megismertiik. Az aszparagin oldallanc
nitrogénjére helyezddhet a cukorlanc indit6 egység, ha a linearis motivum az ER lumenében
(extra-citoszolikus térben) helyezkedik el. igy ezen az aszparaginon bekovetkezd glikozilacio
szintén topologiai adatot szolgaltat, ami igazolja, hogy a célfehérje azon pozicidja extra-
citoszolikus. A motivumot a fehérje kddolo szekvencidjanak kivant szakaszara megtervezett
megfelelé NXS/T-t kodolo szakaszokkal 5 végen meghosszabbitott PCR primerekkel végzik.
Esetenként elég csak egy-egy nukleotid pontmuticioval létrehozni a motivumot'™. A
cukorlanccal ellathatd pozici6 membranhoz viszonyitott helyzetét deglikozilalast végzo
enzimekkel vizsgaljak, példaul Endo H enzimmel, ami a kitobioz (GlcNAc2) magnal

100,108 109

hasit , vagy PNGase F enzimel, ami a legels6 GlcNac és az aszparagin kozott hasit™ .

Tovabba a megfelelé aszparagin mutalasa mas aminosavra, szintén informaciot adhat annak
glikozilaltsagarol és ezaltal lokalizacidjarol is**™!. Barmely esetben, ha megvaltozik a
fehérje gélben mutatott vandorlasi profilja, akkor arra lehet kovetkeztetni, hogy volt cukorlanc

a fehérje aszparagin aminosavan.

Egy kisérletben az ¢élesztd membranfehérjéinek C-termindlisdra Osszesen 12db
glikozilalhaté konszenzusmotivumot tartalmazé részt, valamint HA epitopot fuzionaltak. A
mintakat Endo H enzimmel kezelték vagy nem kezelték, majd SDS-PAGE gélen
megfuttattak. A HA epitopra specifikus antitesttel el6hivott Western-blottal vizsgaltak, hogy a
futasi profiljuk megegyezik-e, amibdl lehet kdvetkeztetni a glikozilaltsagra'®, igy jellemezni
tudtak a vizsgalt €leszté TM fehérjék C-terminalisanak membranhoz viszonyitott helyzetét.
Egy masik eljaras soran a human redukalt folat karrier fehérjénél lokalisan egy-egy aminosav
kodont mutaltak PCR-rel, hogy glikozilalashoz sziikséges motivum jojjon létre, majd a mar

ismertetett modszerrel vizsgaltik azok membranhoz viszonyitott helyzetét*®*,

Bar a glikozilalashoz sziikséges motivum létrehozasa vagy elrontasa kisebb modositast
jelent, mint az epitdp inszercid vagy fehérje fuzid, de ezekben a kisérletekben is eléfordulhat,
hogy az adott fehérje nem fejezddik ki vagy nem miikodoképes. A Western-blottal valo
eléhivashoz pedig mindig sziikség van az adott fehérje elleni, vagy a fuzionalt epitopra

specifikus antitestre.
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1.8.1.4 Aminosavak kémiai modositasan alapulé eljarasok

Az 1.8.1.3 fejezetben is eléfordult olyan konstrukcio, amit egy aminosav
modositasaval el lehetett allitani. Ebben a fejezetben olyan kisérletekrdl lesz szo, ahol
mindig egy-egy aminosavat modositanak egy TM fehérje megfelel szakaszaban. A vizsgalni
kivant aminosavat egy reaktiv oldallancot tartalmazo aminosavra cserélik, amelyekre
kaphatok specifikus membran permeabilis és membran impermeabilis kémiai jel6lé agensek.
A kémiai jelolok membran permeabilitési tulajdonsaga alapjan tudjak késébbiekben a vizsgalt
kisérletek nagy hatranya, hogy mieldtt a célfehérje megfeleld pozicidiba bevezetnék a
modositandé aminosavat, a célfehérjébdl 1étre kell hozni a méodositandd aminosavat nem
6,106,107,112

tartalmazod konstrukcidt, €s ellendrizni kell a modositott fehérje miikodését’

crer

szekvenciakat akartak létrehozni, igy el0szor az Gsszes endogén ciszteint mutaltak szerinre,
majd egyesével ciszteinre mutaltak a vizsgalandé aminosavakat. Az egyedi cisztein tartalmu
konstrukciokat HEK-293 sejtekben expresszaltdk, majd metantioszulfondt bromid
(methanethiosulfonate bromide, MTSET), membran impermeabilis szulthidril reagenssel
kezelték a sejteket, végil pedig hozzaadtak a biotin-maleimid membran permeabilis
szulfhidril reagenst. Ezutdn azt vizsgaltdk, hogy a fehérje dusithaté-e avidin gyongyon
(biotin-kotésre specifikus oszlop), aminek eredményérél Western-blottal gy6zodtek meg.
Azok az egy-egy darab ciszteint tartalmazo fehérjék, amelyek biotinalasa nem tortént meg,
igy az avidin gyongyon sem tudtak dusitani az MTSET blokkold alkalmazasakor, csak a
blokkol6 nélkiili kisérletben, a modositassal bevitt ciszteint citoszolikus térrészben
tartalmaztak. Azon cisztein tartalma fehérjék, amelyek biotinalasa mind blokkoloval, mind
blokkold nélkiil megtortént és igy a gyongyon dusithatd volt a fehérje, arrol tantiskodott, hogy
a bevitt cisztenin pozicioja extra-citoszolikus. Szamos egyedi cisztein tartalma konstrukciorol,
azonban nem lehetett ezzel a kisérlettel megallapitani, hogy hol lokalizaloédott a ciszteinre

. ; . 107
modositott aminosav 0 .

A human szerves anion transzporter (hOAT1) esetében az egyetlen extra-citoszolikus
térbe josolt lizin aminosavat mutaltak (K59-et) argininna, majd bizonyos aminosavakat lizinre
modositottak. Az egyes konstrukciok egyedi lizin aminosavanak elhelyezkedését membran
impermeabilis szulfoszukcinimidil-2-(biotinamido)etil-1,3-ditiopropionat (Sulfosuccinimidyl-
20(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionate, Szulfo-NHS-SS-biotin) reagenssel tesztelték,

avidin agar6z gyongyon valo dusithatosagat Western-blottal vizsgaltak. Egyes konstrukciok
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esetében megallapitottak, hogy nem hozzaférhet6 a reagens szdmara, igy azok pontos
membranhoz viszonyitott helyzetét nem tudtdk meghatarozni. Mas esetekben nem miik6dé
fehérjét kaptak az adott aminosav mutalasa altal, igy azokat nem vizsgaltak tovabb. Azonban

crer

extra-citoszolikus lokalizaciojat sikertilt megerc’isitenilos.

1.8.2 A kédoldé DNS szekvencia megvaltoztatasa nélkiili technikak

Az 1.8.1 fejezetben felsorolt technikdk, a koédold szekvencia moddositasa miatt,
kihathatnak a célfehérje szerkezetére, funkcidjara vagy a sejten beliili elhelyezkedésére,
valamint sokszor nem egyértelmil vagy ellentmond6 eredményt adnak, igy tovabbi mddszerek
fejlesztésére volt sziikség. A kovetkezOkben olyan technikakrol lesz szd, ahol a vizsgalando
fehérjék kodolo DNS-ét nem modositjuk. Ezen technikak kozé tartozik a kiilonb6zo
protedzokkal valo részleges emésztés altal keletkezett fragmentek vizsgélata, vagy a

célfehérje ellen termeltetett antitest ktddésének vizsgalata.

1.8.2.1 Endogén epitop helyzetének vizsgalata

A célszekvencia modositasa nélkiili technikak kdzott szerepel az endogén epitdp ellen
termeltetett antitest, amelynek topoldgiai térképezésre vald felhasznalasa a korabbi epitdp
inzercids technikdhoz hasonléan torténik. Az antitest fiziologias koriilmények kozott nem
membran permeabilis, igy csak a sejtfelszinén 1évé endogén epitopot képes felismerni. A
detektalasa tobbnyire floureszcens festékkel jelolt masodlagos antitest felhasznélasaval
torténik, ami nem a vizsgalt fehérje epitdpjara, hanem az ahhoz k6t6do antitestre specifikus.
fgy kikiisziibiilhetd, hogy a jelzémolekula esetleg befolyasolja az elsddleges antitest
specificitasat. A fluoreszcens jel feldolgozasa fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatasos
(Fluorescence-activated cell sorting, FACS) technikaval, illetve fluoreszcens, konfokalis,

esetleg szuperrezolucios mikroszkoppal torténik.

Egy buza TM fehérje 6 darab endogén epitdpja ellen nyulakban termeltettek
antitesteket. A fehérjét 293T sejtekben kifejeztették, majd Triton X-100-zal permebilizalt
illetve nem permebilizalt koriilmények kozott inkubaltak az adott epitopra specifikus nyul
antitesttel. Végiil Alexa Fluor 594 festékkel (AF594)-konjugalt kecske anti-nyul 1gG antitestet
hasznaltak az elsddleges antitest el6hivasara, az AF594 jelz6 molekulat fluoreszcens

113
k.

mikroszkdppal detektalta Fontos megjegyezni, hogy a detergens hatasara extra-
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citoszolikus térben nativ koriilmények kozott nem hozzaférhetd epitdp is elérhetévé valhat az

antitest szamara, igy a deterges hasznalataval kapott eredmények nem mindig helyesek.

1.8.2.2 Parcialis proteolizis vizsgalatok

Egy masik elterjedt technika a parcialis proteolizis, amely soran a célfehérjéket
valamilyen sejtvonalban kifejeztetik és a sejteket specifikus vagy kevésbé specifikus hasitasi
hellyel rendelkez6 fehérje bontd enzimmel kezelik. A hasitas utan kapott fragmenteket gélben
megfuttatjak, majd méretiik az ismert tomegti marker molekulak felhasznalasaval szamithato,
majd az alkalmazott enzim hasitasi specificitasanak ismeretében kovetkeztethetiink, hogy hol
mehetett végbe a hasitds a fehérjében. Az alkalmazott enzimek fiziologias koriilmények
kozott nem tudnak keresztiilhatolni a membrdnon, igy, ha sejtfelszini protedz kezelést
végeznek egyértelmii, hogy a fehérje megtalalt hasito helye extra-citoszolikus térben
hozzaférhet6 volt. Egyes esetekben ,,inside-out” (kiforditott) vezikulan végzik a kisérletet, igy

k114

citoszolikus hasitasi helyeket térképezhetnek ™. Homogén kiforditott vezikula-populécio

elballitasa azonban nagy kihivas, a kontaminaciok miatt kisérlet pontossaga sériil.

A ,antiproliferativ antitest célpont” (the target of an antiproliferative antibody, TAPA-
1) fehérje topologajat példaul sejtmentes transzlacios rendszerben vizsgaltadk mikroszoma
frakcioval kiegészitve. Tripszin és proteinaz K fehérje bontd enzimeket hasznaltak, a fehérje
gélen valo futtatasi profiljaban jelent6s eltérést figyeltek meg, ha az emésztés soran triton X-
100 permeabilizalo szert is alkalmaztak. Ez a feltételezett TMS-eket 6sszekoté nagy hurkok
lumenalis/extra-citoszolikus lokalizaciojat igazolja ¢€s indirekt moédon a terminalisok
citoszolikus elhelyezkedését is'™. Az interferon-indukalhato transzmembran fehérje csalad
(interferon-inducible transmembrane proteins, IFITM) egyik tagjanak C-terminalisara HA
epitopot fuzionaltak, az ezeket expresszald sejteket 5- 30 perces tripszines kezelésnek vetették
ald. Gélen valé megfuttatds utdn Western-blottal, a megfelelé specifikus antitesteket
alkalmazva, vizsgaltdk egyrészt a fehérje, masrészt a HA epitdp jelenlétét. A fehérjére
jellemzd blot sadvban, a hosszabb idejii enzimes kezelés a HA epitdép detektalhatosagat
csokkentette, tehat valosziniileg a fehérje C-termindlisan 1évé ,,R” vagy ,,K” aminosavaknal
hasitas kovetkezhetett be, ami fehérje C-terminalisa extra-citoszolikus lokalizacidjara utal. A
HA epitop detektalhatosaganak csokkenését aramlasi citometriaval (FACS) s

megerdsitették .
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1.8.2.3 Glikozilacié azonositasa egyedi fehérjéken és teljes proteomokon

A glikozilaciét nem csak mesterségesen létrehozott glikozilacidos motivumot hordozo
fehérjékben vizsgaljak, hanem nativ célfehérjékben is, az 1.8.1.3 fejezetnek megfelelden. Ha a
vizsgalt fehérje pontosan egy potencialis NXS/T motivumot tartalmaz, akkor a megfeleld
cukorlanc rész eltavolithatd a glikozidaz enzimek segitségével (PNGase F, Endo H), vagy

glikozilaciot blokkolo szerekkel (pl tunikamicin®

) gatolhato a kialakulasuk. Ezt kovetden a
fehérje gélen valod futtatasabol kovetkeztetni lehet a fehérje glikozilacios allapotara és igy a

topologiara.

Az 1jabb tanulmanyokban egyszerre tobb nativ allapota fehérje glikozilaciojat
vizsgaljak, komplex mintael6készitéssel, lektin affinitas kromatografiaval szelektiven dusitva
az adott glikocsoportokra. Tobbnyire még a dusitas eldtt elemésztik specifikus fehérje
degradalo enzimmel/enzimekkel a komplex bioldgiai mintat és csak a glikocsoportokat
tartalmaz6 fehérje peptideket dusitjak fel. A peptidek szekvencigjat tandem MS (MS/MS)
technikaval hataroztadk meg, valamint a glikozilacio peptiden beliili pontos helyét és a

peptiden 1évé cukorlancok dsszetételét is azonosithattak™ 8. Ezzel a technikaval, valamint

119-121 122,123

ennek alternativaival, mind az O- glikozilacios , mind az N-glikozilacios helyeket

lehet vizsgalni.

A glikoproteomok részletes elemzésének a f6 akadalya sokdig az volt, hogy nagy a
heterogenitds mind a modositasi helyekben (az O-glikozilacionak nincs konszenzus
motivuma), mind pedig az azokra kapcsolt glikan szerkezetekben. Az O-glikozilacid
vizsgalatahoz egy tanulmanyban a glikan szerkezet heterogenitasat csokkentették, ugyhogy
cink-ujj-nukleaz felhasznalasaval meggatoltak az O-glikan szerkezeteket hosszabbitd
Gtvonalat. fgy agynevezett ,,SimpleCell” sejtvonalakat hoztak 1étre, amelyek homogén O-
glikdn szerkezetekkel rendelkeznek. A sejteket lizaltdk, emésztették, a megfeleld gliko-
peptideket lektin affinitas oszlopon kototték ki, amelyeket végiil tandem MS késziilékkel
vizsgaltak  elektron-transzfer  disszociaciés  (Electron-Transfer  Dissociation, ETD)
fragmentacid segitségével. Steentoft és mtsai 3 sejtvonalra tobb mint 100 O-glikoproteint
talaltak, tobb mint 350 O-glikan hellyel*® ezzel a modszerrel. Kés6bb tovabbfejlesztették a
modszert szekretalt fehérjék vizsgélataval, valamint MS analizis el6tt az izolalt peptideket
izo-elektromos fokuszalasnak is alavetették, tovabba alternativ proteazt (kimotripszin) is
hasznaltak, igy kibOvitették a 3 sejtvonalra talalt fehérjék és glikozilalt peptidek listajat.
Osszesen 259 glikoproteint és 856 glikozilacios helyet azonositottak'®. A folyamatot 12

sejtvonalon elvégezve mar kozel 3000 glikozilacios helyet talaltak, tobb mint 600
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fehérjébenllg. Egy tovabbi tanulmanyban a human majbol glikoproteineket dusitottak HILIC
¢s hidrazid oszlopon is, majd PNGaseF-fel elualtak az N-glikopeptideket és tandem MS
késziilékkel elemezték a mintakat. Ezzel a modszerrel 6sszesen 2210 N-glikoprotein talaltak
4783 N-glikozilacios hellyel®®. Végiil 41 human és 31 egér sejttipus Nglikopeptidjeit

vizsgalva létrehoztak MS analizisbdl szarmaztatott sejtfelszini fehérje atlaszt ist?,

A fehérje halmazokban jelentés mennyiségi TM fehérjén azonositottak a biologiailag

jelentds N- és O-glikozilacids pozicidkat.

1.8.2.4 Aminosav specifikus jelolési stratégiak

A nativ TM fehérje topologia vizsgalati technikak kozott megkiilonboztethetiink még
egy csoportot, amik az aminosav specifikus kémiai jelol reagensekre épiilnek. Az ezekkel
torténé modositasokat, az 1.8.2.3 fejezetben is alkalmazott tandem MS-sel mutathatjuk ki'?.
Elsédlegesen az olyan reaktiv oldallancu aminosavakra fejlesztettek reagenseket, mint a
cisztein szulfhidril csoportja, vagy mint a lizin primer amin csoportja. A szulfhidril csoportra
specifikus reaktiv csoport példaul a maleimid, piridildiszulfid, mig a primer amin csoporttal
szobahdmérsékleten konnyen reagald az N-hidroxi-szukcinimid (NHS)-észter, imido-észterek
vagy 1,5-difludr-2,4-dinitrobenzén (DFDNB). A reaktiv csoportok kiilonbdzd tavtartd
karokkal és mas dusitasra alkalmas egységgel ellatott reagensek szerves részei, amelyek eltérd
membranpermeabilitasi  tulajdonsagokkal rendelkeznek. A Szulfo-NHS-SS-biotin a
dolgozatban leirt kisérletek f6 komponense, amely tartalmaz egy primer amin specifikus NHS
észtert, valamint egy avidin agarozzal toltott oszlopon vald dusitasra alkalmas biotin részt. A
két egység kozott egy 24,3A hosszh tavtartd kar helyezkedik el, a benne talalhaté diszulfid-
hid redukaldszerekkel hasithatdo (pl.: (1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol) (Dithiothreitol,
DTT) vagy trisz(2-karboxietil)foszfin-hidroklorid (tris(2-carboxyethyl)phosphine, TCEP),
amely megkonnyiti az oszloprol vald eludlast. Tovabba a reagens membran impermabilis

tulajdonsagu.

A nem csak egy aminosavra specifikus csoporttal rendelkezo reagensek kozott
l1éteznek homobifunkcionalisak (két ugyanolyan reaktiv részt tartalmazo keresztkotd agensek)
¢és heterobifunkcionalisak (két eltérd), valamint trifunkcionalisak is (harom kiilonb6z6, vagy
két ugyanolyan és egy eltérd). Az utobbiak segitségével fehérjéken intra- és inter-molekularis
keresztkotéseket lehet végezni. A keresztkotések helyének azonositdsaval lehet kovetkeztetni
arra, hogy az adott fehérjében mely aminosavak helyezkednek kozel egyméshoz, hogyan

nézhet ki a fehérje kolcsonhatdo felszine komplexben. Bar ezek a technikak limitalt
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felbontastak, viszont tranziens kolcsonhatasokat is rogzithetnek, igy jo kiegészitéi az 1.6
fejezetben targyalt szerkezet-meghatarozasoknak, tovabba tavolsagi megszoritasként

hasznéalhatok a fehérjék modellezése soran™2®%°,

A fenti modositasok MS segitségével azonositva szintén szolgaltathatnak topoldgiai
adatot. A membran impermeabilis, aminosav specifikus jelolokkel csak a membran egyik
oldalan jelen 1évé és hozzaférheté aminosavakat modositjak a kémiai reagenssel. Szamos,
ugynevezett sejtfelszini fehérje izolalasi technikanal hasznalnak ilyen jeloloket, az ezeket

leirdé tanulmanyok tobbségében a teljes fehérjéket izolaljak, mint példaul endotél sejteklgo,

kB vagy a metasztdzisban szerepet jatsz6 melandma sejtek132 felszini

sztromalis Ossejte
proteomjanak analizise soran. Ezek munkak azt azonban kevésbé vizsgaljak, hogy egy
fehérjét, mely aminosav pozicion/poziciokon keresztiil dusitottak a vizsgalt sejttipus
felszinérél. Egyes tanulmanyokban azonban a proteomikai peptid azonositasnal keresik az
aminosav specifikus mesterséges modositasokat, példaul a hepatocita sejtvonalak (Lys-cell

133

surface capture technology, Lys-CSC technika)™**, a Hodgkin és non-Hodgkin limfémak*®*

vizsgalata soran, valamint egy plazmamembran fehérjék eltéré dusitasi modszertanat

Osszevetd tanulméanyban is'®°,

A korabbi tanulmanyokban azonban nem optimalizaltak a kisérleteket arra, hogy egy
felszini jelolésbol minél tobb TM fehérjérdl szerezzenek extra-citoszolikus topologiai adatot,

igy érdekesnek talaltuk ennek a lehetdségnek a megvizsgalasat (4.4 fejezet).

1.9 Fehérjék és peptidek szekvenalasa tomegspektrometriaval
1.9.1 Tomegspektrometriarél altalanossagban

A tomegspektrometria egy olyan nagymiiszeres analitikai modszer, ahol a vizsgalando
molekulat ionizaljuk, majd az egységnyi toltésre esé tomeget meghatarozzuk. Kis molekulak
érzékenysége ¢és felbontoképessége miatt. A felbontoképesség (R) megadja, hogy két iont
mekkora tomegkiilonbség esetén tudunk egymastél megkiilonboztetve detektalni (korszerti
készililékekkel mar akar 1 ppm (milliomod rész) felbontas is elérhetd). Egy altalanos MS
késziilek mintabeviteli egységbdl, ionforrasbol, tdmeg analizatorbdl, detektorbol, az el6z6
haromban vakuumot biztosité rendszerbdl (az ionforras olykor lehet 1€gkori nyomason is
(Athmospheric Pressure lonization, API) és végiil a detektorban érzékelt jeleket feldolgozo

egységébdl all (2. abra).
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2. abra: Tomegspektrométer altalanos felépitése

A mintabeviteli egység egyszerli mintdk esetén kozvetlen, mig komplex mintdk esetén
egy elvalasztas-technikai elem van beépitve az ionforras elé, példaul gazkromatografia (gas
chromatography, GC) vagy nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (High-performance
liquid chromatography, HPLC). Az ionforras segitségével allitjak el6 a vizsgaland6 anyagbol
a gazhalmazallapoti molekulaiont, mig az analizator egységen vélasztjdk szét az ionokat
tomeg/toltés (m/z) szerint térben és/vagy id6ben is, a detektorral pedig kvantalni lehet az adott
ion mennyiségét. Az MS belsé részeiben azért sziikséges a légritkitott tér, mert az ionok
eldallitasara altalaban hasznalt elektronok, valamint a képz6dd ionok nagyon reaktivak, ezért
csokkenteni kell az iitkozések valdsziniiségét. Végiil a feldolgozo egység a detektorba
beérkez6 jelekbol spektrumot vesz fel, amely aztin tovabb értékelhet6. A tandem MS
késziilekekkel a kivalasztott molekulaion (prekurzor ion) fragmentalhatdé ¢és az abbol
szarmaz6 ugynevezett lednyionok szintén meghatdrozhatok, amelybdl akar vizsgalt molekula

szerkezetére is lehet kovetkeztetni*®® (1.9.2-1.9.4 fejezet).

1.9.2 Biomolekulak tomegspektrometriai vizsgalata

A biomolekuldk vizsgalatat a lagy ionizéacios technikdk tették lehetdvé, ugymint a
matrix segitett 1ézer deszorpcid/ionizacio (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization,
MALDI) vagy electrospray ionizacio (Electrospray lonization, ESI), amelyek elénye, hogy a
vizsgalt molekula alapvdza nem vagy kevésbé fragmentalodik, helyette kvazi molekulaionok
képzédnek, [MH,]"™ formaban (M: molekulaion, n: tltésszam). A tSbbszords toltések
felvétele altal a nagyméretli biomolekulak (nukleinsavak, fehérjék) is vizsgalhatoak, a
molekulatomegiikh6z képest kisebb m/z értéknél mutatkoznak. Az ESI kapcsolhato
kozvetleniil kromatografiaval, igy a komplex bioldgiai mintékat sok esetben HPLC-ESI-MS"-
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nel vizsgaljak (n altalaban 2 vagy 3)137‘138. A dolgozat mintait is ilyen késziilékekkel

analizaltuk, igy a tovabbiakban ennek alkotéelemeit targyalom.

A folyadékkromatografia (Liquid Chromatography, LC) olyan elvalasztasi technika,
melyben a mozgofazis folyadék, az allofazis pedig szilard. A modern késziilékeknél az
allofazisnak olyan kicsi a szemcsemérete a nagy fajlagos feliilet eléréséhez (ami befolyasolja
a vizsgalando molekula allofazison valod tartozkodasi idejét), hogy emiatt nagy nyomason
(High Pressure - HP) kell az olddszert atpumpalni rajta. A komponensek elvalasztasanak
alapja a komponensek megoszlasi hanyadosainak kiilonb6zdsége. A komponensek eltérd
ideig tartozkodnak az allofazisban, igy elvalnak. Az elvalasztasi célra hasznalt HPLC vagy
ultranagy hatékonysagt folyadékkromatografias (Ultra Perfomance Liquid Chromatography,
UPLC) oszlopokat hosszusaggal (mm), belsé oszlop atmérével (mm), részecske toltetet
atmérdjével (mikrometer), valamint pérusmérettel jellemzik (A). A vizsgalandé mintédk a
megfeleld Osszetételti folyadékfazisban dramoltatva haladnak keresztiil a kromatografias

oszlopon.

A HPLC-rél a minta egyes elemei az ionforrasba jutnak elektroporlasztasos ionizacio
soran, amelyben folyadékkromatografival szeparalt folyadék fazisban 1évé minta egy
nagyfesziiltségre kapcsolt kapillarison halad keresztiil. A folyamat alatt a t6ltéssel rendelkez6
ionok az oldat felszinén felhalmozoddnak, és a toltott részecskék kozotti taszitas, valamint a
potencialgradiens hatasara a kapillarisbol kilépve kup alakot vesz fel (Taylor kup). Az
ellenelektrdd és a kup kozott kialakult elektrosztatikus tér hatasara toltott cseppek flizédnek le
¢és haladnak az analizatorba vezetd belépd rés felé. Kozben a szaritd/porlasztd gaz (N) és a hd
hatasara a lefiz6d6 cseppek beparolddnak, mely soran a folyadékcseppek toltésstirlisége
addig tud novekedni, amig a folyadék feliileti fesziiltségét meghaladja az ionok taszitasi ereje,
¢s ezaltal a cseppek felrobbannak (Coulomb-robbanas). A vizsgalt molekulakbol ezen

folyamat altal lesz egyszeresen, vagy tobbszordsen toltott gz fazisu molekulaion™**%,

A molekulaion ezutan keriil az analizatorba, amiben a tomeg/t6ltés (m/z) arany alapjan
szortirozhatjuk, illetve fragmentalas utan a fragmensionokat hasonld analizatorokban

elemezhetjiik. A dolgozat szempontjabdl fontos analizator tipusok:

e kavdrupol-analizatorok: az analizatorba belép6 ionok négy parhuzamos fémrad
kozott elektromos mezd segitségével valamilyen — az m/z ardny altal
meghatdrozott — trajektoriara allnak és igy koziiliik csak egy adott m/z

aranyhoz tartozo ionok jutnak a kilépdrésre, igy csak ezek hagyhatjak el az
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analizatort. Ha az m/z aranyt meghatarozd analizator-paramétereket
valtoztatjuk, a teljes vizsgalt tomegszdm-tartomanyt végigpasztazhatjuk
(scanneliink).

e arepiilési id6-analizatorok (Time of Flight, TOF) miikodése azon alapul, hogy
azonos gyorsitotér esetén az ionok sebességét egyértelmiien meghatarozza m/z
tulajdonsaguk. Ezért az azonos ut befutdsdhoz sziikséges 1d6bdl az m/z
meghatarozhato.

e ioncsapda analizatorok: altalanossdgban egy belépd és egy kilépd és a koztiik
elhelyezkedd gytri-elektrodabol allnak, utobbira egyen-és valtofesziiltséget
kapcsolva az ionok oszcilldlni kezdenek. Az m/z ardny szerinti sorrendben
engedik ki Oket az analizator bels teréb6l a detektor felé. Ide tartozik a
nagyfelbontasti Orbitrap elektrosztatikus ioncsapda, amelyben két hord6 alaku
elektroda kozott talalhaté egy orso alaku elektroda, amely koriil spiralisan

keringenek (m/z —hez kothetd korpalyan) az ionok™*.

A dolgozatban hasznalt két késziilék egy Orbitrap Elite Hybrid késziilék, amelyben
egy érzékeny, de kis felbontasu ioncsapda és egy nagy pontossagu és felbontasu Orbitrap
analizator lett flizionalva, valamint Bruker Maxis Il ETD Q-TOF késziilék, amelyben pedig
egy kvadrupol és egy repiilési id6 analizator helyezkedik el. A késziilékekben lehetdség van a
vizsgalt molekula ionok fragmentalasara és keletkezett fragmentek m/z szerinti elvalasztasara.
Mindkét késziilékben titkozés altal kivaltott disszociaciot (Collision-Induced Dissociation,
CID) alkalmaztunk, valamint az Orbitrap késziilékben egy szintén CID alapti modszert, a
nagyenergiaju itkozéses fragmentaciot (Higher-energy collisional dissociation, HCD). CID
esetén inert iitkozési gaz alkalmazasaval fragmentalunk (pl.: argon), a fragment ionokbdl a
biomolekula pontos szerkezetére kovetkeztethetiink. A detektorba érkezé prekurzor és
fragmens ionoknak az m/z értékiik és relativ intenzitasuk alapjan létrejonnek a

tomegspektrumok.

1.9.3 Tomegspektrometria a proteomikaban, a peptidek azonositasa és
szekvenalasa
A proteom alatt egy adott €l6lény altal szintetizalt Gsszes fehérjét értjiikk. A korszerli
MS moddszerek jelentds szerepet toltenek be a komplex fehérje elegyek vizsgalataban,
valamint ezek poszttranszlacios modosulasainak (pl.: foszforilacio, acetilacid, metilacio,

glikozilacid) azonositasaban. A tomegspektrometrian alapuld fehérje azonositasnak két o
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iranya van: a ,,bottom up” és a ,,top down” technika. Mig az eldbbi a fehérjék proteolitikus

hasitésa utan keletkezé peptid fragmenseket vizsgaja, addig az utobbi a teljes fehérjéket™*,

A dolgozat bottom up proteomikara épiil, amelyben a fehérjemintak izolalas utan
gélben vagy oldatban proteaz emésztésen mennek keresztiil az MS analizis el6tt. A keletkezett
peptideket folyadék kromatografiaval szeparaljak, amely on-line kapcsolhatd ESI ionforrassal
ellatott MS késziilékhez. A keletkezett spektrumok azonositasa (peptidhez ill. fehérjéhez
tarsitasa) kétféle modon torténhet. Az elsé a ,,peptide mass fingerprint” (PMF, peptid
ujjlenyomat), a masik a tandem MS modszer. A PMF esetén a mintabol nyert peptidek
tomegét hasonlitjuk 0Ossze, az adott adatbazisban 1évdé fehérjék szekvencidinak a
kisérletiinkben hasznalt proteazzal in silico emésztett peptideinek tomegértékeihez. A tandem
MS moadszer kevésbé komplex mintadknal haszndlatos, egy fehérje jelenlétének igazolasahoz
tobb hozzatartoz6 PMF-et is meg kell talalnunk. A masik megkozelitésben nem csak a
prekurzor peptid ion tomegét tudjuk meg, hanem az iitk6zési cellaban fragmentaljuk a
peptideket. A fragmensionokbol lehet kovetkeztetni a peptid aminosav-sorrendjére, azaz a
peptid szekvenaldsa is megtorténik. Az {itkdzési cellaban leggyakrabban hasznalt CID
fragmentalas esetén, ha a toltés a peptid N-teminalisan marad, akkor a peptidkotés hasadasi
helyétdl fiiggden ,,a” és ,,b” fragmens ionokat kapunk, a C-termindlison visszamaradd toltés
esetén pedig ,,y” fragmenseket142‘143. A fragmenseket a megfeleld terminustdl szamozzuk. A
3. abran az el6zokon kivill tovabbi jellemzdé fragmentionok és jeldlésiik is lathato. Az
adatbazisokban 1évo fehérjékbol elméletileg keletkezd peptidek, elméleti fragmentalodasi
mintazata Osszevethetd a gyakorlatban tapasztalt MS/MS spektrummal, jo egyezés esetén a

peptid azonosithato™.
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3. dbra: Az MS/MS spektrumok esetében megfigyelhetd lehetséges fragmensek €s azok

elnevezése, attol fiiggden, hogy hol marad a toltés.
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1.9.4 Tomegspektrometriai spektrumok elemzése, feldolgozasa

A vizsgalt peptidek prekurzorionjairdl és a hozzajuk tartozé fragmentumok ionjair6l
csucslistak késziilnek. A csucslistakat a nyers fajlokbol programokkal exportaljak, kiilonb6zo
lekeresé algoritmusok (mint a Mascot, Protein Prospector stb.) felhasznaljak ezt, mint a

mintéra jellemz3 gyakorlati spektrum lista**>#°.

A gyakorlati spektrumok azonositdsdhoz a lekeresd algoritmusok a mintaban 1évo
¢lélény ismert fehérjeszekvenciait hasznaljak fel a fehérjeszekvencia adatbazisokbol (pl.:
UniProt'’). A kisérlet elvégzéséhez hasznalt emésztd enzimmel in silico emésztik a
fehérjeszekvenciakat. A kisérletek soran elképzelhetd, hogy nem minden Iehetséges
hasitohelyen torténik emésztés, ezért megadhatod, hogy maximum hany hasitohelyet hagyhat
ki az in silico emésztés, igy hosszabb peptidek is lekereshetok. Beallithaté, hogy a
lekeresendd peptidek terminalisai teljesen, vagy csak szemispecifikusak legyenek a hasznalt
emésztd enzimhez mérten (utobbi esetében elég, ha csupan az egyik peptid terminalis
keletkezett az adott enzim hasitasa altal). Tovabba megadhatjuk a mar felfedezett természetes
modosuldsokat is az adott aminosavakon opcionalis modosulasként (ez a lekeresésnél
lehetdséget ad az adott aminosavat tartalmazod peptidek modosult és modosulatlan
valtozatanak keresésére is). Ide tartozik példaul a szerin, treonin, tirozin foszforilacio (ha
foszforilacios helyeket kereslink), vagy metionin oxidacié. Végil megadhatunk
mesterségesen létrehozott modositasokat is, mint a cisztein szulfhidril csoportjainak
alkilalasa, altalaban fix modositasként (igy csak az adott aminosavat tartalmazd peptidek

alkilalt valtozataval torténik a keresés).

Altalanositva az eléz6 bekezdésben felsorolt beallitasokkal jon létre a hasznalt
adatbazis alapjan egy elméleti peptid lista, amelyre jellemzé prekurzor- és leanyionok
(bizonyos ppm toleranciaval) spektrumai keresenddk a gyakorlati spektrumok kozott. Minden
lekeres6 algoritmus masféle modon pontozza a taldlatokat, és kivalasztja a megbizhatonak
itélteket. A szoftverek un. E-value értéket szamolnak minden peptidre, amelyik az adatbazis
méretének, illetve egyéb paraméterek értékeinek felhasznalasaval megadja, hogy egy,
legalabb olyan jo pontszammal rendelkezd talalat, mint a vizsgalt, mennyire lehet a véletlen
eredménye. Egy — a bedllitott konfidenciaintervallumnak megfelelé — kiiszobérték
meghuzasaval végiil megtorténik a megbizhatonak itélt peptid talalatok kiszlirése a listabol.

Az egymastol fiiggetleniil azonositott peptideket végiil fehérjékhez rendelik.
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Konnyen belathatd, hogy a kereséshez hasznalt adatbazis méretének novelése,
valamint az abban 1évé szekvencidkon minél tobb természetes és mesterséges modositas,
valamint aspecifikus hasitdas megengedése, az elméleti peptidlista jelentds boviilését
eredményezi, ami novelheti a hamis pozitiv, azaz véletlenszer(i azonositasok lehetéségét. A
véletlen talalatok szamanak becslésére altalaban a ,.target-decoy” moédszert hasznaljak, azaz
randomizalt (dltalaban a megforditott fehérjeszekvencidkbol képzett) peptidekkel is torténik
lekeresés. Ez megmutatja, hogy hany olyan peptidet taldl meg az algoritmus a mintaban,
amelyik biztosan nincsen benne. Ebbdl becsiilhetd a hamis taldlati ardny (decoy talalatok

szdma/target talalatok szama= false discovery rate, FDR)*,
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2 Célkitizések

A TM fehérjék szamos fontos bioldgiai folyamatban szerepet jatszanak az €16
sejtekben, ennek ellenére a meglévé TM szerkezetek szama rendkiviil alacsony, mivel a 3D
szerkezet-meghatarozasat lehet6vé tévé technikak limitaltan ¢és esetenként hossza
optimalizacios folyamatok utan hasznalhatok ezen fehérjékre. A szerkezeti tér jelentds része
jelenleg még nem ismert, ezért alternativ topoldgia meghatarozo elméleti és kisérleti

technikak terjedtek el a TM fehérjék jellemzésére.

A bionformatikai megkozelitésen alapuld topologia becslések univerzalisan
hasznalhatoak az Osszes TM fehérje jellemzésére, azonban egyes esetekben eltérd
eredményeket szolgaltatnak a meglévé kisérleti eredményekkel. Léteznek azonban olyan
becslé modszerek, amelyek képesek figyelembe venni a kisérleti topologiai megfigyeléseket,

ezaltal pontosabb becslést szolgaltatni. Igy az elsédleges célja a munkamnak:

e A tudomanyos irodalomban olyan kisérleti eljarasok Osszegytijtése, amelyek
alkalmasak arra, hogy topologiai adatot szolgaltassanak a TM fehérjékrol
(fuzios fehérjék, poszt-transzlacids modositasok, immuno-lokalizacid, proteaz-
védelem stb.).

e Az éltaluk szolgaltatott adatok rendszerezése €s a csoport korabbi topologiai

adatokat 0sszegylijtd TOPDB adatbazisanak frissitése.

A megismert topologia meghatarozasahoz hasznalhato kisérleti eljarasok sokszor csak
egy-egy TM fehérje topoldgiajardl szolgaltatnak limitalt informaciot, kivitelezésiik
altal hozott eredmények raadasul nem mindig egyértelmiiek. A huméan TM fehérjék tobb mint
50%-4rdl egyéltalan nem talaltunk topoldgiai adatot a TOPDB adatbazis frissitése soran. Igy

tovabbi célokat tliztem ki:

e Egy olyan kisérleti modszer kifejlesztését (tovabbiakban: MSTOP), amely
gyors ¢és egyszerre akar tobb szaz TM fehérje topologidjarol képes informaciot

adni. Ezen belil:
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o A mddszerfejlesztés kezdeti szakaszdban voOrosvértestek felszini
fehérjéin a kisérlet egyes paramétereinek beallitasat

o Az MSTOP modszer egyes szakaszainak kontroll kisérleteinek
kidolgozasat és alkalmazasat

o A kisérlet egyes 1épéseinek optimalizaldsat, ugy, hogy a kidolgozando
moddszer minél tobb TM fehérjét jellemezzen

o Az MSTOP mddszer kiterjesztését sejtvonalakra (HL60, K562)

o Az azonositott jelolt lizin poziciok szekvencialis kornyezetének
elemzését

o Az MSTOP modszer altal szolgaltatott topoldgiai  adatok
pontossaganak jellemzését (Osszehasonlitva a korabbi kisérleti
adatokkal)

o A moddszer altal kapott adatoknak a topologia becslés pontossagara

gyakorolt hatdsdnak meghatarozasat

A végsb cél, hogy a generalt adatokkal a lehetd legtobb TM fehérjére pontosabb
topologia alljon rendelkezésiinkre. A pontosabb topoldgia ismerete megkonnyitheti a TM
fehérjék 3D modellezését és igy szamos maés kutatési teriiletekhez segitséget fog nytjtani. igy
tobbek kozott a hozzaférhetd fehérjerégiok pontosabb meghatarozasa altal az uj kismolekulas

hatéanyag-fejlesztéseket vagy a TM fehérjére specifikus antitest tervezéseket is segitheti.
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3 Anyagok és médszerek

3.1 Anyagok
3.1.1 Felhasznalt sejtek/sejtkulturak

A dolgozatban bemutatott munkdk soran a kovetkezO sejteket és az Amerikai

Sejtgyiijtemény (American Type Culture Collection, ATCC) egyes sejkulttrait hasznaltuk:

Vorosvértest (RBC), CHO-K1- kinai horcsog petefészek (Chinese Hamster Ovary,
CHO, ATCC® CCL-61™), HL60 sejtvonal (ATCC® CCL-240™), K562 sejtvonal (ATCC®
CCL-243™).

3.1.2 Felhasznalt anyagok

A dolgozatban felhasznalt anyagok 7.1-es fejezetben talalhatoak, gyartok szerint

csoportositva.

3.2 Felhasznalt eszk6zo6k

A dolgozatban felhasznalt eszk6zok a 7.2-es fejezetben talalhatoak, gyartok szerint

csoportositva.

3.3 Modszerek
3.3.1 A TOPDB adatbazisban levo adatok bovitése

Neégy forrasbol gyljtottiik ki a TM fehérjék kiilonb6z6 szekvencidlis pozicidinak

membranhoz viszonyitott lokalizaciojat:

e a Pubmed tudomanyos cikkeket tarold adatbazis (2014. augusztusig megjelent
cikkek),

e a UniProt annotalt fehérjeszekvencia adatbazis (2014 07 kiadas),

e aPDB (Protein Data Bank) és PDBTM (Protein Data Bank of TransMembrane
Proteins) fehérje 3D szerkezeti adatbazisok (mindketté 2014. augusztus 22-i

verzid).

A publikusan elérhetd cikkek koziil azokat vizsgéltuk at, amelyek tartalmaztdk a
,topology” ¢és ,transmembrane” Kkulcsszavakat. Ezekbdl a kisérleti topologia adatokat

kigytjtottilk, ¢és a megfeleld kategériaba soroltuk a TOPDB honlapjan talalhaté
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,,Documents/Experiments” menii alatt targyaltak szerint. A legtobb kisérleti adatot a riporter
enzimmel, valamint fehérjével vald fuzidos technika altali lokalizacido vizsgalatok,
poszttranszlacios modosulasok meglétének és helyének meghatdrozasa (ezek kozott mind
egyedi fehérjére vonatkozd, mind nagy ateresztOképességli  (high-throughput, HT)
proteomikai vizsgéalatokkal meghatarozott poszttranszlaciés modosuldsokat is talaltunk),
proteazemésztésen alapuld topologial kisérletek, immunolokalizacios kisérletek, valamint

kémiai modositasok (ezek nagy részét részletesen targyaltuk a 1.8 fejezetben) szolgaltattak.

Az eléz6ken kiviil a UniProt adatbazis bejegyzések koziil az ,,RP” cimkével kezd6do
sorok TOPOLOGY kulcsszavat tartalmazo irodalmi forrasokat is atvizsgaltuk Gjabb topologia

adatok megtalalasa érdekében.

A TOPDB korabbi verzidjanak kozlése ota tobb mint 1300 TM fehérjeszerkezetet
oldottak meg. A PDB szerkezeti adatbazisba tarolt szerkezeteken, a TMDET algoritmust
hasznalva’®, topografiai informaciokat nyertiink a TM fehérjékrdl. Ezek az eredmények a
PDBTM fehérjeszerkezeti adatbazisba is bekeriiltek. A PDBTM adatbazis azonban nem
tartalmaz topoldgiai adatot csak ,,Sidel” és ,,Side2” bejegyzéseket, amely megkiilonbozteti a
membran két oldaldn tulnyul6 részeket. Igy a topologiai adatokat az eredeti szerkezet kozld
cikkekbdl kerestilk és manualisan egészitettiik ki a talalt topologiai adatokkal a vizsgalt
fehérje TOPDB bejegyzését.

Tovabbi adatokat kaptunk a UniProt, és a PDB kombinalt vizsgalataval. A PDB
adatbazisbol TM fehérjékhez tartozo szolubilis fragmenteket tartalmazd bejegyzéseket és
azok lokalizacigjat is kigytjtottiik. Ehhez kivalogattuk azokat a UniProt bejegyzéseket,
amelyek tartalmazzdk az FT TRANSMEM sort vagy membran szubcelluléris lokalizaciot és
van legalabb egy referencia PDB bejegyzés a kereszthivatkozasok kozott, de a TMDET
algoritmus nem talalta meg ezeket, mint TM fehérje. Ezeket a fehérjéket szintén kigytijtottiik,

publikécioikat atvizsgaltuk.

Az Osszes Osszegyljtott topologiai adatot a CCTOP topoldgia predikcidos modszer
hasznalta fel megszoritasként, a fehérjék pontosabb topoldgia becslésének elérése érdekében.
A CCTOP az Osszegylijtott topologiai adatokon kiviil, tovabbi megszoritasként hasznal 10
kiilonb6z6 topologia becslé modszert, valamint a konzervativ elhelyezkedésii doméneket a

TOPDOM adatbézisbol®*** és a homolég fehérjékbdl meghatarozott kisérletes adatokat.
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3.3.2 Sejtizolalas, sejttenyésztés

A RBC izolatumokon végzett kisérletekhez a vért mindig a kisérlet reggelén vették le
egy onkéntestdl az Orszagos Vérellatd Szolgalaton. A vért etilén-diamin-tetraecetsav
(Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) tri-kalium véralvadasgatloval ellatott csdvekben
kaptuk meg, jégen tartottuk a RBC izolalasaig. A vért tartalmaz6 csovet kilengd rotorba
helyeztik és 5 percen keresztil 500xg-n 4°C-on centrifugaltuk. Az RBC-k a csé also
harmadaba szeparalodtak, a folottiik elhelyezkedd sargas szinli plazma feliiliszot, valamint a
plazma és az RBC-k hatarfazisan talalhato ,,buffy coat” réteget is eltavolitottuk. Végiil az
RBC-ket kétszer 4°C-0s 10-10 ml foszfat pufferes sooldattal (Phosphate Buffered Saline,
PBS) atmostuk, minden mosas utan 500xg 4°C-on 5 percig centrifugaltunk, ezutan a
feliiliszot valamint a hatarfazist ismét eltavolitottuk. Az izolalt RBC-ket jégen taroltuk a

tovabbi kisérletekig.

A kisérletet tovabbi sejteken is tesztelni akartuk, ezért human K562 kronikus és HL60
akut mieloid leukémia szuszpenziés sejtvonalakat tenyésztettiink. Tovabba a kontrasztosabb
mikroszkopos képek készitéséhez CHO letapado sejtvonalat hasznaltunk. A tenyésztést erre
alkalmas sejttenyésztd laboratdriumban, steril koriilmények kozott végeztiik. Az alkalmazott
RPMI (HL60 és K562 sejtek taplalasahoz), valamint F12 HAM (CHO sejtek taplalasahoz)
tenyészt0 meédiumokat lamindris fiilke alatt (Streamline® Class Il BSC) kiegészitettiik
50 pg/ml Penicillin-Sztreptomicin antibiotikumokkal és 10% fotalis borjii szérummal (Fetal
Bovine Serum, FBS). A folyamat utan a tenyésztomédiumokat egyszer hasznalatos
vakuumsz{ird rendszeren sziirtiik (Corning® bottle-top vakuumsziiré rendszer) a sterilitas
biztositasa érdekében. A foly€kony nitrogén alatt tarolt sejteket felvettiik a sejtszdmhoz
mérten megfeleld mennyiségli médiumban, majd T25-6s vagy T75-0s flaskakban
tenyésztettiik azokat 37°C-os termosztatban 5% CO2 jelenlétében. A sejteket két-harom
naponként Biirker-kamraval szamoltuk fénymikroszkép alatt, majd passzaltuk a megfeleld
médium felhasznalasaval, Ggy, hogy a sejtszam a kovetkezO alkalomig az ATCC altal
megjelolt optimalis tartomanyban maradjon. Az egy-egy kisérletekhez sziikséges ~107-10% db
sejtszamig novesztettiik a sejteket. A RBC-k elokészitéséhez hasonloan, a tenyésztett sejteket
is kétszer 10-10 ml 4°C-os PBS-sel mostuk, a mosasok feliiltiszoit 300xg 4°C-on 3 percig

végezett centrifugalassal tavolitottuk el.
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3.3.3 Sejtfelszini primer amin csoportok jelolése

A kereskedelmi forgalomban kaphaté ,,Sejtfelszini fehérje izolalo kit” (Thermo
Scientific) primer amin csoportokra specifikus reagensét, a Szulfo-NHS-SS-biotint hasznaltuk
az izolalt sejtek jelolésére. A reagens membran impermeabilis tulajdonsaga miatt csak a sejtek
kiils6 felszinén hozzaférhetd lizin e-amino csoportot, valamint fehérje N-terminalisat képes

kovalensen jelolni (4. abra).
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4. dbra: A fehérje primer amin csoport és a Szulfo-NHS-SS-biotin reagens reakcioja

Miel6tt jeloltiik az izolalt sejteket a Szulfo-NHS-SS-biotin reagenssel egy harmadik 10
ml-es PBS mosast végeztiink, 20 percen keresztiill 4 mM végkoncentracioju jodacetamid
alkilaloszer jelenlétében. Az alkilaloszer felhasznalasaval a szabad szulfhidril csoportokat
blokkoltuk, ezzel elkeriilve a jel6l6 reagensben jelenlévo diszulfid hidnak a jeldlés fiziologias
koriilménye alatt bekovetkezheté diszulfid izomerizaciojat. A sejtekrél a mos6 puffert
eltavolitottuk 3-5 perces 300-500xg 4°C-on végzett centrifugalassal, ezt kovette a ~2 mM
(pH=7,4-es) PBS pufferben. A jelolést az internalizaci6 minimalizalasa céljabol végeztiik
alacsony hémérsékleten. Az inkubacids id6 végén a reakcio leallitasahoz hozzaadtuk a 10 ml
25 mM Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethane) primer amin tartalmu puffert (pH=7,2),
majd ismét centrifugaltuk 300xg 4°C-on 3 percen keresztiil ¢s a feliiluszot kidobtuk, végiil ezt

a lépést kétszer megismeteltiik a felesleges jelolo eltavolitasa érdekében.

A jelolés sikerességét eloszor CHO sejteken és RBC-ken teszteltiik, valamint

vizsgaltuk a membranpreparatumokban a jelolés jelenlétét, megmaradasat (7.3.1. fejezet).

3.3.3.1 A sejtek felszini biotinalasanak optimalizalasa

Az  Szulfo-NHS-SS-biotin  reagenst tekintélyes mennyiségii  tudomanyos

116,130,131

kozleményben hasznaltdk mar korabban , amelyekben az alkalmazott reagens

mennyisége valtozatos, olykor csak végkoncentraciokat ismertetnek, de pontos reakciodelegy-
43



Anyagok és modszerek

térfogatokat nem. A reakcidelegy masik f6 Osszetevoi a sejtek, amelyek szama szintén nagy
variabilitdst mutat (fiigg a sejttipustdl, a kisérlet céljatol). A kiilonféle ismeretek miatt nem
tudtunk egyértelmii dontést hozni, hogy a hasznalt sejttipus mennyiségéhez mennyi jelold
reagensre van sziikkség, hogy a sejtek felszinét maximalisan jelolni tudjuk. A probléma
megoldasa érdekében FACS Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Blue/Violet)
késziilékkel teszteltik a RBC-k felszinének biotinalasi hatékonysagat a reagens

végkoncentracio fliggvényében.

A kisérlethez az RBC-ket frissen izolaltuk (3.3.2-es fejezet), majd 16 db egyenld
részre osztottuk az izoldtumot. Az elsd eppendorf csébe nem keriilt biotindl6 reagens (vak
minta), mig a tovabbi 15 részhez ndvekvo koncentracidoban (anyagmennyiséget nézve: 0,1; 1;
2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 200; 500; 750; 1000; 2000; 5000 végiil 10000 nmol reagens) adtuk

hozza a Szulfo-NHS-SS-biotin reagenst, ligyelve az egységes végtérfogatok tartasara.

A jelolést tris pufferelt sooldatos (Tris-buffered saline, TBS) mosassal allitottuk le,
majd 6%-0s Szarvasmarha szérum albumint (Bovine Serum Albumin, BSA) tartalmazo PBS-
sel blokkoltuk a jeldlési reakciot 4°C-on 10 percig (az aspecifikus antitest kotddések
elkeriilése végett). 2 pg/ml fluoreszcens izotiocianat (Fluorescein isothiocyanate, FITC)
konjugalt anti-biotin monoklonalis antitesttel (szintén 6%-0S BSA-t tartalmazo PBS-ben)
inkubaltuk 1 oran keresztiil s6tétben enyhén razatva mind a 16 mintat. A sejtek eldre iranyulo
¢s oldaliranyl fényszorasuk alapjan aramlasi citométerrel jellemeztiik, a megfeleld szorasi
értekekkel rendelkezd populacidt a jeloletlen mintdban kivalasztottuk (,,kapuztuk™), majd
minden mintara az adott szordsi érték tartomdnyban (,,kapuban”) megjelend sejtek atlagos
fluoreszcencia értékeit vizsgaltuk. A kisérletiinknél a sejteket a FITC flourofor gerjesztéséhez
sziikséges hullamhosszusaghi fénnyel megvilagitottuk, majd az emittalt fény sejtenkénti
atlagos intenzitasat detektaltuk. A sejtenkénti atlagos zdld (FITC) flureszcencia intenzitdsok
alapjan kovetkeztethettiink a sejtfelszinen torténd biotin felhalmozodasra, meghatarozhattuk a

minimalis reagens koncentraciot, amely elegendd sejtfelszin maximalis biotinalasahoz.

3.3.3.2 Jelolo agens membran impermeabilitisanak vizsgalata

A jel616 reagens a forgalmazo szerint a kettds foszfolipid rétegen nem képes athatolni
nativ  korlilmények kozott. Ennek ellendrzése a kidolgozanddé modszer —sikeréhez
elengedhetetlen volt. A jelolé agens membran impermeabilis attributumanak tesztelését
permeabilizalt ill. nem permeabilizalt HL60 sejtvonal felhasznalasaval készitettik el. A

mintakat az 5. abran lathatdé modon osztottuk fel és kezeltik.
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5. abra: A HL60 sejtek permeabilizalt és nem permeabilizalt koriilmények kozotti jelolésének
folyamata. Szulfo-NHS-SS-biotin: sarga csillag. A szamok a keletkezett 6 féle mintat jelolik,
amelyeket FITC konjugalt anti-biotin antitesttel és Hoechst 33342 DNS festékkel inkubaltuk,
majd konfokalis mikroszkoppal elemeztiik (1. jel6lt, nem premabilizalt, 2. jelolt,
permeabilizalt, 3. jelolt, permeabilizalt és permeabilizalas utan ismét jelolt, 4. jeloletlen,
permeabilizals és permebailizalas utan jel6lt, 5. jeldletlen, permeabilizalt 6. jeldletlen)
A HL60 sejteket eldszor két részre osztottuk, az egyik részt 20 percig 4°C-on 2 mM
Szulfo-NHS-SS-biotin reagenssel jeloltik PBS pufferben, a masik részt az el6z6hez

hasonldan, csak jel616 agens nélkiil inkubaltuk PBS pufferben. A TBS puffer felhasznalasaval

torténd reakcio leallitas kozben 3-3 egyforma részre osztottuk a jeldlt és jeldletlen mintdkat
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(5. abra — 1-3: jelolt, 4-6: jeloletlen), majd fixaltuk azokat 4% PFA-val 4°C-on 10 percig. A
fixalod szert kétszeri PBS pufferes mosassal és centrifugalassal (300xg 4°C-on 3 percig)
tavolitottuk el. Két-két jelolt és jeldletlen (5. abra — 2-3: jelolt, 4-5: jeloletlen) sejtpopulacid
membranjat 0,1%-0s TritonX-100 PBS pufferben permeabilizaltuk, 3 percen keresztiil 4°C-
on, majd a detergenses oldatot szintén 2-szeres PBS-es mosassal tavolitottuk el. Végiil a
permeabilizalt mintabol egyet-egyet Szulfo-NHS-SS-biotin jelolésnek vetettiik ala (5. abra:
3-4).

A keletkezett 6 féle mintat 6% BSA tartalmu PBS-ben blokkoltuk 10 percig 4°C-on a
kovetkez6 1épésben hasznalt anti-biotin antitest aspecifikus kot6désének minimalizalasa
érdekében. A jelolé agens biotin részére specifikus FITC konjugélt anti-biotin monoklonalis
antitesttel (1:250-szeres higitasban PBS-ben, FITC gerjesztési és emisszids maximuma:
490525 nm) inkubaltuk 4°C-on 30 percig az 5. abran bemutatott modon el6készitett 6
sejtcsoportot. Végiil egy PBS-es mosas utan, mind a 6 mintat 0,1 pg/ml Hoechst 33342 DNS
festékkel inkubaltuk 2 percig.

A jeldletlen/jeldlt és permeabilizalt/nem permeabilizalt mintakban a festékek (FITC,
Hoechst) lokalizaciojat Zeiss LSCM 710 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk 63x NA=1.4
Plan Apo objektiv felhasznalasaval. A festékeknek a sejtek adott sikjaban 1évo
elhelyezkedését, a megfeleld hulldmhosszusagh gerjesztd 1ézerek felhasznalasaval, valamint
emisszios  spektrumukra jellemzé  hulldmhosszusdgt  fény  kiszlirésére  alkalmas

szlir6kockakkal rogzitettiik/fényképeztiik.

3.3.4 Sejtek feltarasa, membranpreparalas

A sejteken végzett Szulfo-NHS-SS-biotin jelolési kisérletek pozitiv tapasztalatai utan,
a kovetkezd megoldandd probléma a mintdk komplexitdsa volt. A plazmamembranban
eléforduld fehérjék relativ alacsony szama a citoszolikus fehérjékhez képest, megnehezitette a
hasznalt reagens altal modositott peptidek analitikai azonositasat. A minta komplexitasanak
csOkkentése, valamint a plazmamembran fehérjék duasitdsa érdekében tobbféle
membranpreparalasi protokollt probaltunk ki. Az eddigi tapasztalatok alapjan analitikai
szempontbol leghatékonyabb (legtobb jelolt TM fehérjét eredményezte) membranpreparalasi

modszert ismertetem.

A sejteket az izolalas és a megfeleld jelolés utan hipotonias lizis pufferbe (20 mM
Tria-HCI (Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride) pH=7,4, 10 mM KCI, 20 mM

szukroz) helyeztiik, amely tartalmazott 10 mM jodacetamidot, hogy a sejtek feltarasa alatt
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szabadda valo szulfhidril csoportokat azonnal alkilaljuk (diszulfid-izomerizacio elkeriilése
érdekében).

Az izolalt RBC-ket 10 percig kevertiik jégen tivegbottal a hipotonias lizis pufferben, a
folyamat ideje alatt megkozelitdleg az O0sszes RBC feltarodott. A HL60 és K562 sejtek
sejtizolatumok hatékonyabb sejtfeltarasa érdekében elGszor potteres eljarast alkalmaztunk (40
ciklusban mozgattuk le-fel a homogenizaldo rudat), majd 26G-s tiin 1 ml-es fecskend6
segitségével tovabb homogenizaltuk (20 ciklusban vettiik fel és injektaltuk vissza a
homogenizatumot a fecskendd segitségével), majd a RBC-khez hasonldéan jégen 10 percig
inkubdltuk a mintdkat a lizis pufferben. A leukémids sejtvonalak estén a feltaras utdn 1700xg
4°C-on 7 percig torténd centrifugalassal kiiilepitettiik a feltaratlan sejteket, sejttormelékeket

¢s sejtmagokat, majd a feliiluszoval dolgoztunk tovabb.

A lizatumokat specialis polikarbonat csovekbe (10,4 ml-es, 355603) toltottiik és
~100000xg 1 oran keresztil 4°C-on 70.1 Ti fix rotor feltéttel L7-55 ultracentrifugaban
fugaltuk és iilepitettiik ki a membran pelleteket. Az RBC-ket kifehéredésig mostuk 10-
szeresére higitott lizis pufferrel, amelynek natrium-hidroxiddal allitottuk be a pH-jat, pH=7,7-
re. Az RBC-knél 2-3, mig a sejtvonalakndl egy-egy mosasi 1épés volt, mosasonként szintén

fugaltuk a mintdkat 100000g-n, 4°C egy oran keresztiil.

A kifehéredett sejtpelleteket frissen készitett 50 mM-os ammonium-bikarbonatban
(NH4HCO3, pH=8) vettiik fel, majd azokat egy 2ml-es boroszilikat {iveg homogenizald csébe
pipettaztuk. A homogenizal6 csében a teflon (PTFE, Polytetrafluoroethylene) fejjel és
rozsdamentes acél szarral ellatott homogenizald ruddal a mintat jégen tartva potteres
eljarasnak vetettilk ala (25 ciklus le-felmozgatasa a homogenizald radnak). A keletkezett
homogén opalos szuszpenzidt egy nagyobb és egy kisebb részre osztottuk, a kisebb részt
fehérje mérésre tettiik félre, a nagyobb részt a fehérje mérés alapjan megfeleld fehérjetartalmu
részekre osztottuk. A fehérje mérést minden membranpreparatum minta esetén Lowry és

150

mtsa™" altal kidolgozott modszerrel végeztiik (7.3.3 fejezet).

3.3.4.1 SDS-PAGE

Az egységes fehérjetartalmi (5-20 pg) membranpreparatumok, mindségét,
reprodukalhatosagat Na-dodecil-szulfatos poliakrilamid gélelektroforézissel (Sodium Dodecyl
Sulphate Polyacrylamide Gelelectrophoresis, SDS-PAGE) teszteltik Coomassie Brilliant
Blue (CBB) R-250 festék felhasznalasaval.
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A redukalészeres (100 mM DTT) vagy redukaldszertél mentes mintakoktélban
(0sszetétele: 1,3 ml ultratiszta viz; 2,5 ml 0,5 M Tris-HCI; 2 ml glicerin; 4 ml 10% SDS; 200
ul 0,5% bromfenolkék) kétszeresére higitottuk a mintdinkat, majd 5 percre 95°C-ra
eldmelegitett termoblokk késziilékbe helyeztiikk oOket. Visszahiités €s centrifugalas utan
egységnyi térfogatih és azonos fehérjemennyiségii mintakat vittiink fel 4%-os tomorité és
12%-o0s szeparald SDS-Page gél zsebeibe. EuroClone Sharpmass markert hasznaltunk a

mintanként jellemzd fehérjesavok méretének azonositasara.

A mintakat a tomorit6 gélben futtatuk 10 percig, 140 V-on, a fehérjék elvalasztasat az
elvalasztogélben 60-90 percig végeztiik, ,,PowerPac™ Universal” késziilék segitségével. A
gélt ezutan kivettiik az {iveglapok koziil, levagtuk a tomoritd részt, kétszer desztillalt vizben
atmostuk, majd 2mg/ml koncentarcioji Coomassie festékkel inkubaltuk 1-2 oran keresztiil,
vagy 16 orés idOtartamig, a kontrasztosabb festés céljabol. A festék elmosasa utan a szeparalt

fehérjék gélsavjait ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) késziilékkel monitoroztuk.

Ezt a modszert haszndltuk a szolubilizdlt membranprepardtumok over night

fehérjebontd enzimmel vald kezelés (3.3.5 fejezet) utani analizalasara is.

3.3.4.2 Western-blot

Az SDS-PAGE gélfuttatast DTT mentes futtato pufferrel végezve, a biotin a jel6lé
agenssel modositott fehérjéken marad (jelolé molekuldban 1évd diszulfid hid nem
redukalodik, nem hasad le), igy a membranpreparatum szolubilizalt fehérjéinek biotinaltsaga

vizsgalhato a gél futtatasa utan (Coomassie festés nélkiil) Western-blot technikaval.

A komplex fehérje mintdkat SDS-PAGE gélen elvalasztottuk, majd polivinilidén-
difluorid (Polyvinylidene difluoride, PVDF) membranra blottoltuk 70 V-on 200 mA-en, alul-
feliil 1-1 szivacs és 3-3 szlrdlap kozé befogva a gélt és a membrant (membran az anodhoz
kozelebb), transzfer pufferben (25 mM TRIS, 192 mM glicin, 15% MeOH), 1-2 o6ran

keresztiil végezve a folyamatot.

A blottolas utan a PVDF membrant 5% BSA-TBS-T (TBS-T 0sszetétele: 25 mM Tris-
HCI, pH=7.4, 140 mM NaCl, 3 mM KCI, 0.05% Tween-20) pufferben blokkoltuk 45 percen
keresztiil. A kovetkezd 1épésben a blokkold pufferbe 0,02 ug/ml tormaperoxidaz (Horseradish
peroxidase, HRP)-konjugalt avidint adtunk és ezzel is 45 percig inkubaltuk a PVDF
membrant. Végiil 3-szor 10 perces TBS-T pufferes inkubalassal elmostuk a felesleges jelolot

¢s blokkolé6 puffert. A membran el6hivasahoz HRP  szubsztratot (enhanced
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chemiluminescence, ECL) hasznaltunk, egy percig inkubaltuk. A szubszrat peroxidaz altali
oxidacioja kemilumineszcens jelet eredményezett, amelyet ChemiDoc™ XRS+ késziilékkel

detektaltunk, kiilonb6z6 expozicios idokkel felvételeket készitettve.

3.3.4.3 Dot-blot

Ezt az eljarast a membranprepratumok biotinaltsagi szintjének szemikvantitativ
elemzésén tul, a membranpreratumok szolubilizalt fehérjéinek elemésztése utan az avidin
agardzzal toltott oszlop (Pierce™ Spin Columns - Snap Cap) elétti és az oszlopon atesé
frakciok biotin tartalmanak jellemzésére hasznaltuk. Az utdbbinal a cél, hogy meghatarozzuk
az avidin agar6z optimdlis mennyiségét, ami elégséges az Osszes biotinalt komponens
kikotésére a mintabol.

Az avidin agardozzal toltott oszlop eldtti és utan frakciokat, a tovabbi
membranpreparatum és mosé puffer mintakat 50 mM NH4HCO; pufferrel higitottuk. A
mintdkat elOre eltervezett sorrendben vittik fel, a metanollal eléaktivalt PVDF membrant
befogd 6sszeallitott Bio-Dot™ mikrofiltracios rendszer welljeibe (6. abra bal oldala) 50 pl
végtérfogatra kiegészitve. A mintakat vakuum szivattyu segitségével ataramoltattuk a wellek
ala helyezett PVDF membranon, igy blottolva azokat a biotinalt komponenseikkel egyiitt. A
membrant a blottold berendezésbdl kivettiik, majd a Western-blottnal bemutatott folyamatot
végeztik el rajta (3.3.4.2-es fejezet), amelyet a 6. abra jobb oldala szemléltet (membran
blokkolasa, HRP-konjugalt avidinnel inkubalas, majd a felesleges reagens eltavolitasa, végiil

HRP szubsztrat hozzaadéasa, kemilumineszcens jelének detektaldsa).
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A modszer eltérd pontjain
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6. abra: Biotinalt komponensek szemi-kvantitativ kimutatasara fejlesztett dot-blot technika

3.3.5 Membranpreparatumok szolubilizalasa, emésztése

A preparalt membranok fehérjéinek bottom-up proteomikai vizsgalatdhoz enzimatikus
emésztéssel kisebb poli- és oligopeptidekre hasitottuk a fehérjéket, ugy, hogy kozben keriiltiik

az olyan detergens szennyezOk hasznalatat, amelyek zavarhatjak a peptidek MS analizisét.

A membranpreparatumokat a fehérjemérés alapjan 100 pg, 200 pg és 500 pg
fehérjetartalmt mintakra osztottuk. A mintak szolubilizalasahoz 50 mM NH4HCOj3 pufferben
(pH=7,9) feloldott 0,5% (Mm/V-0s) MS kompatibilis Rapigest detergens tdrzsoldatot ¢és
ultratiszta vizben feloldott 100 mM ditioetanol és 500 MM jodacetamid torzsoldatot
hasznaltunk fel. A mintakhoz a kdvetkezd végkoncentraciokban alkalmaztuk az el6z6 harom
komponenst: 0,05-0,1% (m/V) Rapigest detergenst és 1-1 mM ditioetanolt és jodacetamidot.
A reakcio elegyet 5*1 percen keresztill vizfiirdés szonikatorral kezeltiik (,,degas” funkci6 az

Elmasonic S 30 (H) késziiléken), majd fél oran keresztiil jégen inkubaltuk, 5 percenként

vortexelve azokat.
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A modszer hatékonysaganak novelése céljabol a szolubilizalas utan 2 6ran keresztiil
37°C-on PNGaseF kezelésnek vetettiik alda a mintakat, hogy az aszparaginokon 1évo
acetilglikézamin cukor egységeket lehasitsuk. Ezt kovetden 1:50/1:25 fehérje: protedz
(tripszin, MS Grade tripszin, Kimotripszin, Termolizin) aranyban hozzaadtuk az enzimeket a
mintakhoz €és az adott enzim optimalis homérsékletén (tripszin, MS Grade tripszin: 37°C,
kimotripszin: 30°C; termolizin: 70°C) inkubaltuk 2, 4, 6, 8 vagy 16 oran keresztiil. Az
emésztések végén az enzimeket 10 percen keresztiil 95°C-on héinaktivaltuk, majd ezt kovetd
jégen visszahtitottiik. A mintdkhoz ezutdn a megfeleld protedz inhibitorat adtuk a gyartok altal
eldirt végkoncentracioban (Tipszin és MS Grade tripszin: Na-Tosyl-L-lysine chloromethyl
ketone hydrochloride (TLCK), kimotripszin: N-p-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone
(TPCK), termolizin: EDTA). A biotindlt és nem biotinalt peptideket is tartalmazo
oldatot -80°C-on taroltuk, vagy a folyamatban kovetkez6 avidin agardzzal toltott oszlopra
vittiik fel (3.3.6 fejezet).

3.3.6 A biotinalt peptidek dusitasa, elualasa, C18 oszlopon valé tisztitasa

A biotinalt peptideket normal, vagy nagy kapacitasii neutravidin agardéz gyongyot
tartalmazo oszlopon tisztitottuk, hogy a jellések proteomikai azonositasa a bioldgia minta
komplexitdsanak tovabbi csokkentésével (jeloletlen peptid-hattér jelentds részét

eltavolitottuk) egyszeriibbé valjon.

A sziikséges neutravidin oszloptdltet mennyiségét dot-blot technikaval optimalizaltuk
(3.3.4.3 fejezet), hogy elkeriiljiik a biotinalt komponensek elvesztését, azaz az oszlop utani
frakciobol ne detektaljunk biotin jelet. A megfeleld mennyiségli neutravidint tartalmazé
oszlopon a 16 oran keresztiill emésztett membranprepratum mintakat (3.3.5 fejezet)

szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil inkubaltuk enyhe razatas kozben.

Az avidin agardzzal toltott oszlopon kikotédott aspecifikus komponensek lemosasat
kiilonboz6 ionerejli és fiziologids vagy magas pH-ju pufferekkel (50 mM NH;HCO3, pH=8;
5M NaCl; 100 mM NaHCOs, pH=10; 60°-0s 50 mM NH4HCO3;, pH=8) végeztik. Az
alkalmazott avidin agar6éz gyongy térfogatahoz képest a mosé pufferekbél 10-20-szoros
térfogatokat hasznaltunk, 400-400 pl-es mennyiséggel mostuk a gydngyo6t vakuum manifold
segitségével.

crcr

TCEP vagy 50 mM DTT redukald agensek jelenlétében végeztiik. A redukald szerek a
Szulfo-NHS-SS-biotin diszulfid kotéseit hasitjak, igy az inkubaciéo utan 1000xg 4°C-on 1
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perces centrifugélassal nyertiik vissza az oszlopon immobilizalt, jelolt peptideket. A mintat az
alkalmazott redukéloszer végkoncentracibhoz képest 2,2-szeres végkoncentracidju
jodacetamiddal alkilaltuk 45 percen keresztiil, 37°C-on (ezzel meggatoltuk a szabad

szulfhidril csoportok diszulfid-hid képzését), majd a mintakat vakuum alatt beparoltuk.

Az MS mérésre valdo mintael6készités utolsd 1épéseiként C18-as oszlopon tovabb

tisztitottuk és somentesitettiik. A C18 oszlopon valo tisztitas menete:
- 2* 50% MeOH C18 oszlop kondicionélésa az oszlop toltetének
- 2* 0,5% trifluor ecetsav (Trifluoroacetic acid, TFA) 5% acetonitril (ACN) mosas
-2*0,1% TFA mosas
- A vakuum beparolt mintakat felvettiik 50-50 ul 0,1% TFA-ban

- A mintakat az els6 harom pontban irtak szerint elokészitett C18 oszlopra helyeztiik,
centrifugalassal (2000xg 4°C-on 1 percig) a C18 tolteten ateresztettiik, majd az ates6 frakciot

visszahelyeztiik az oszlopra és még egyszer centrifugaltuk
- Az oszlopon kotddott peptideket 2#0,1% TFA mosasnak vetettiik ala

- Végiil 50-50 pl 70% AcN és 0,1% TFA-val eluadltuk a peptideket kétszer, a
keletkezett 100 pl-eket Gjra vakuum beparoltuk és 20-30 pl 2% AcN, 0,1% hangyasavban
(Formic Acid, FA) vettiik fel, majd az MS analizishez megfeleld teszt csovekbe toltottitk

3.3.7 Peptid fragmensek nano UPLC-MS/MS analizise

A tomegspektrometriai méréseket, valamint a spektrumok feldolgozasat az MTA TTK
Proteomikai Kutatocsoport és a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont Proteomikai Kutatocsoport
végezte. A 3.3.6 fejezetben keletkezett komplex peptid elegy elvalasztasat és analizisét két

nanoLC-MS/MS késziilékkel végeztiik:

Az elsé berendezésben a peptideket egy nanoAcquity UPLC rendszeren (Waters)
valasztottuk el, majd azokat ionizalas utan az LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Scientific)
tomegspektrométerrel elemeztik. A mérések sordn a komplex peptid elegybdl 5 pl-es
mennyiségeket injektaltunk a rendszerbe. A peptideket el6szor egy Symmetry C18
nanoAcquity UPLC trap oszlopra keriiltek (Waters, 5 pm, 100 A, 0,18*20 mm) 10 ul/ perces
aramlasi sebeséggel, 2 percig, majd az elvalasztast BEH300C 18 nanoAcquity UPLC oszlopon
(Waters, 1,7 um, 300 A, 0,075*250 mm) végeztiik. A hasznalt linearis gradiens 97-60% A
eluens és 3-40% B eluens keveréke volt 40 vagy 100 percig (ahol A eluens: 0,1% FA-t
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tartalmazo HPLC tisztasdgu viz, B eluens: 5% DMSO-t és 0,1% FA-t tartalmazo acetonitril)
300 nl/perc aramlasi sebességgel. Az MS spektrum felvétele az Orbitrap analizatorban
(60000-¢es felbontas), majd az 5 vagy 10 leggyakoribb tobbszordsen toltott ion kivalasztasa és
fragmentacioja a linearis ioncsapdaban tortént, CID vagy HCD technikaval (normalizalt

iitk6zési energia 35% volt €s a dinamikus kizaras 30 masodpercre volt allitva).

A masodik berendezésben a peptidek elvalasztasa Dionex Ultimate 3000 NanoLC
(Sunnyvale) kromatografidas rendszer haszndlataval tortént. CapativeSpray nanoBooster
ionforrassal ionizaltuk, majd Bruker Maxis Il ETD Q-TOF (Bremen) tomegspektrométerrel
analizaltuk a peptideket. A mérések soran a komplex peptid elegyb6l 1-6 pl-es mennyiségeket
injektaltunk a berendezésbe. A peptidek eldszor Acclaim™ PepMap™ 100 C18 Nano-Trap
oszlopra (5 um, 100 A, 100 um*20 mm, Thermo Scientific) keriiltek, majd elvalasztasuk
15cm Waters Peptide BEH C18 nanoACQUITY 1,7 um részecske méretli UPLC oszlopon
tortént. Az alkalmazott nanoLC gradiens dsszetétele a kovetkezd volt: 97,5-75% A eluens és
2,5-25% B eluens keverékét 80 percen keresztiil aramoltattuk, azutan 20 percen keresztiil
futott a 75%-55% A eluens és 25-45% B eluens keveréke (ahol A eluens: 0,1% FA-t
tartalmazd HPLC tisztasagh viz, B eluens: 0,1% FA-t tartalmazd acetonitril). Az MS
mérésekhez pozitiv ionizaciés modot és 2,5 masodperc fix ciklus id6t hasznaltunk. A ciklus
ideje alatt tortént az MS spektrum feldolgozasa 3 Hz-ig 150-2200 m/z tartomanyban, valamint
az MS/MS spektrumok felvétele CID fragmentaci6 utan 16 Hz-ig a gyakori prekurzorok és 4

Hz-ig a ritkabb prekurzorok esetében.

3.3.8 A nanoLC-MS/MS adatok értékelése, a peptidek/fehérjék
azonositasa

Az els6 berendezéssel mért nyers adatokbol Proteome Discoverer (Thermo, v1.4) vagy

Pava script'®

segitségével generaltunk MS/MS csucslistdkat. A feldolgozott spektrumokat
ProteinProspector v5.14.1 szoftverrel értékeltiik ki. Két egymast kovetd lekeresést végeztiink.
Az els6 lekeresés a teljes SwissProt fehérje adatbazison (SwissProt.06.10.2014
(545388/545388 bejegyzés) tortént, amelynek az volt a célja, hogy a mintaban 1évé fehérjéket
azonositsuk. A masodik lekeresésnél a human UniProt fehérje adatbazis
(UniProtKB.2015.4.16 (145723/47262724 bejegyzés) és azok randomizalt szekvenciai voltak
Osszeflizve a SwissProt lekeresés fehérje talalatainak szekvenciaival. A ProteinProspector

v5.14.1 lekeres6 algoritmus tovabbi bedllitasai a kovetkezok:
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e Egy vagy két, a hasité enzimre (a négyféle hasznalt enzim: tripszin, MS Grade

tripszin, kimotripszin, termolizin) nem specifikus hasitasi vég megengedése,

maximum két-harom hidnyz6 hasitohely peptidenként.

e Variabilis modositasok keresése:

O

O

©)

karbamidometil a cisztein aminosavakon.

oxidacio a metionin aminosavakon.

deamidécid az aszparagin €s glutamin aminosavakon.

tioacilaci6 vagy karbamidometiltio-propanoilécio a lizin aminosavakon
¢s a fehérje N-terminalisokon (utébbi a jodacetamiddal alkilalt
mintékban).

ha az avidin agardzrol hangysavval elualtuk a peptideket, akkor a lizin
aminosavakon a tioacil-biotin (Thioacyl-B) modosulas keresése (mivel
az ilyen elucional a biotinald reagens teljes egésze rajta maradt a
modositott helyen).

ha a TCEP/DTT eludlds utan jodacetamid helyett mas reagenseket
hasznaltunk a szabaddd valt szulthidril csoportok alkilalasara: a
brometilamin esetében Thio(AE), az N-etilmaleimid alkilalas utan a

Thio(NEM) moddositasok keresése a lizin aminosavakon.

e A harom megengedett maximalis mddositds peptidenként, 10 ppm prekurzor

tomeg tolerancia, a fragmention tolerancia CID esetében 0,6 Da, HCD

esetében 25 ppm.

e A Protein Prospector alapértelmezett elfogadasi kritériumait (minimum 15 és

22 pontszam ¢és 0,05 és 0,01 max E value peptidekre és fehérjékre) hasznaltuk

az ¢értékeléshez, valamint a moddositott lizineket tartalmazdé peptideket

manudlisan is ellendriztiik. Az FDR-t ugy hataroztuk meg, hogy a kétszeres

»decoy” peptid szamot elosztottuk az Gsszes azonositott spektrumok szaméval

¢s igy minden lekeresésnél kevesebb, mint 1%-ot talaltunk.

A masodik berendezéssel mért nyers adatokat wijra kalibraltuk a Bruker Compass

DataAnalysis software 4.3 (Bruker Daltonik GmbH) segitségével a bels6 kalibrald anyagra.

Az MS/MS csucslista generalasa ProteinScape 3.1 szoftverrel (Bruker Daltonik GmbH)

tortént. A feldolgozott spektrumokat a Mascot (Matrix Science) programmal értékeltiik ki. A

fehérjék/peptidek azonositasahoz a human fehérjéket hasznaltuk a SwissProt adatbazisbol
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(SwissProt 2014 08; 546238/546238 bejegyzés). A randomizalt (,,decoy”) szekvencidkat a

Mascot generalta. A Mascot lekeresd algoritmus tovabbi beallitasai a kdvetkezok:

Szemi-triptikus  hasitasi vég, maximum négy megengedett hianyzo
hasitohellyel.
Fix modositasként: karbamidometil a cisztein aminosavakon.
Variabilis modositasként:

o oxidaci6 a metionin aminosavakon.

o deamidaci6 az aszparagin €s glutamin aminosavakon.

o tioacilacié vagy karbamidometiltio-propanoilacié a lizin aminosavakon

¢s a fehérje N-terminalisokon.

Az anyaionok esetén 7 ppm tolerancia, mig a fragmens ionok esetén 0,05 Da
tomeg tolerancia.
A Mascot iontaldlatok koziil a 95%-nal nagyobb valdszinliséggel
azonositottak Mascot score értéke 13 volt, de a biztosabb modositott peptid
azonositas érdekében a talalatokat 24-es pontszam folott fogadtuk el. Az FDR

minden lekeresés alatt 1% alatt volt.

3.3.9 A médositott peptidek vizsgalata

A komplex peptidmintakat a két tandem MS késziilekkel analizaltuk, majd a

keletkezett spektrumokat a 3.3.8 fejezetben targyaltak szerint kiilonb6z6 lekeresd

algoritmusokkal vizsgaltuk. Az analizisekbdl megbizhatéan azonositott peptid listat tablazatos

formaban kaptuk meg (tablazat egyes sorai tartalmaztdk az adott pepidet, a megfeleld

analitikai tulajdonsagaival egyiitt: m/z, retenciés id6, modositasok, tomeg pontossag stb.). A

megkapott tablazatokbol kisziirtiik a 2. tablazatban felsorolt modosulasokat.
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Hozaadott

Maodositds Hozzdadott molekula molekula L.
Szerkezeti képlet
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2. tablazat: Az alkalmazott fehérje N-terminalis és lizin oldallanc mddositasok jellemzoi

(Unimod ID forras: http://www.unimod.org/modifications_list.php™?)

A Szulfo-NHS-SS-biotin reagens membran impermeabilitasa miatt, a 2. tablazatban
listazott modositasok az extra-citoszolikus térben elhelyezkedé és hozzaférhetd lizin
aminosavakon vagy fehérje N-terminalisokon kovetkezhettek be. Az 1. sorban a membran
impermeabilis reagens redukalasa utan jelolt peptideken maradt modositas lathato. A 2-4.
sorban a reagens redukélasa utdn keletkezett szabad szulfhidril csoportok eltérd alkilalasa
miatt 1étrejott modositasok figyelhetok meg (sorrendben jodacetamid, N-etilmaleimid vagy
brometilamin alkilaloszerekkel végezve). Végiil az 5. sorban a reagens redukalasa nélkiil
eléidézett modositas lathatod, ekkor a biotinald reagens diszulfid hid utani biotin felé es6 része

is a peptiden marad).

Mivel a peptidek értékeléséhez kiillonboz6 keresd algoritmusokat, valamint

adatbazisokat hasznaltunk, az eredményeket egységesitettiik, a megbizhatéan azonositott
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modositott peptideket visszaillesztettilk a UniProt adatbazis human szekvencidira, majd a
kapott fehérje halmazt sziirtiik 95%-0s szekvencia azonossagra. A CCTOP algoritmussal
dontottiik el, hogy a keletkezett fehérje halmaz elemei koziil, melyek TM fehérjék. A TM
fehérjékhez tartozo, legalabb harom biologiai replikabol meghatarozott modositott poziciokat

tovabb elemeztik.

Vizsgaltuk ezeknek a jelolt pozicioknak a szekvencialis kornyezetét, a £10 pozicidban
talalhaté aminosavak eloszlasat, amelyek a vart&detektalt lizinek kornyezetét jellemzik. Ezt
Osszevetettiik a vart&nem detektalt lizinek kornyezetének aminosav eloszlasaval
ugyanezekben a poziciokban. A vart (elméletileg jelolhetd) lizineket hordozd peptidek
tomegspektrometriai detektalhatésaganak meghatarozasa kovetkezok szerint tortént: a lizin
extra-citoszolikus TM régidban legyen, szemi-triptikus peptid maximum négy modositassal,
m/z 380-1600 kozotti értéken legyen, és a toltés 2-4 kozott. Ezutan a jel6lheté pozicio koriili
+10 aminosavat kivagtuk a szekvencidbol, és a vart&detektalt, valamint a vart&nem detektalt
lizinek elétti és utani szekvencidk szekvencia logoit Seq2Logo szoftverrel készitettiik el*3. A
torzitas elkeriilése érdekében a szekvencakat szlrtik 40% azonossagra CD-HIT™
segitségével. Azon hurok/loop régioknak a hosszeloszlasat is elemeztiik, amelyben a jeldlt
poziciok eléfordulnak. A TOPDB adatbazisban megvizsgaltuk, hogy a megtalalt jelolt
szegmensekre 1éteznek-e mar korabbi kisérletes topologiai adatok. Végiil szamitasokat
végeztiink arra, hogy a CCTOP becslé algoritmus pontossagat mennyire tudja névelni a
madszer altal generalt adott aranya (megtalalt extra-citoszolikus lizin aminosavak és az extra-
citoszolikusan josolt lizinek hényadosa) és mindségii (a korabbi kisérletes adatokkal valo

egyezOség mérteke) extra-citoszolikus lizin aminosav megszoritas.
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4 Eredmények

4.1 A TOPDB adatbazis frissitése kisérletes topologiai adatok gyiijtésével

A 3.3.1 fejezetben felsorolt forrasokat atvizsgaltuk, az azokban talalhatd topologiai
adatokat kigytjtottiik és kibovitettiik a TOPDB adatbazist. Az 7. és 8. abran mutatjuk be a
korabbi és a frissitett adatbazis egyedi azonositd szamainak €s topoldgiai adat szamainak

kisérlet tipusonkénti valtozasat.

Fuzios konstruktok Keémiai modositas

Poszttranszlacios modositds Szerkezet

oy
1. T
2l

0

Protedz emésztés

38 1 1+

i +
6
|
.
s L
Immuno-lokalizacio
Qi i
Pra el |
o T
i -
il -

7. abra: A korabbi (kék) és frissitett (piros) adatbazis egyedi azonositd szamanak valtozasa

kisérlet tipusonként
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Fuzids konstruktok

Kémiai maodositds

Poszttranszlacios madositas
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Immuno-lokalizacid

8. abra: A korabbi (kék) és frissitett adatbazis (piros) topologiai adat szamanak valtozasa

kisérlet tipusonként

A korabbi és frissitett adatbdzis szamadatait aranyaiban tekintve a legnagyobb

novekedés a kisérleti modszerek koziil a poszttranszlacios modositasoknal kdvetkezett be, az
N- és O- glikozilacids helyek meghatarozasra fejlesztett HT proteomikai kisérletek altal.
Jelenleg a TOPDB 1400 TM fehérjéhez tartalmaz legalabb egy HT modszerrel meghatarozott
topologiai adatot. A legnagyobb topologiai adat mennyiséget az 10j meghatarozott 3D
szerkezetek szolgaltattak, hiszen egy-egy TM fehérjeszerkezetének meghatdrozasa, egy TM
fehérje Osszes szegmensének helyzetét (citoszolikus, membran, extra-citoszolikus) megadja.
A TOPDB adatbazis legutobbi frissitése Ota sok szerkezetet hataroztak meg. A TMDET
algoritmus felhasznélasaval azonositottuk, hogy a megoldott szerkezet koziil, melyek T™M

fehérjék, és hogy a fehérjék szekvencidjaban hol helyezkednek el a TM régiok. A
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meghatarozott szerkezeti informaciokkal szintén bovitettilk a TOPDB adatbazist, igy 1300-zal
nétt azon TM fehérjék szama, amelyekhez 3D szerkezeti adat all rendelkezésre. A PDBTM
adatbazisban ezeknek a fehérjéknek a membranhoz valé irdnyultsdga nincs meghatarozva,
ezért az eredeti szerkezetet kozl0 cikkekbdl gyljtottiink informacidkat az egyes
fehérjeszegmensek membranhoz viszonyitott helyzetérdl és ez alapjan egészitettiik ki a pontos
iranyultsagokkal a TOPDB adatbazist. A PDB adatbazisban egyes esetekben a TM
fehérjékhez kothetd citoszolikus és extra-citoszolikus domének 3D szerkezete is megtalalhato.
Ezeket a TMDET algoritmus nem tudja kisziirni, mint TM fehérje. Ezek azonositasara a
UniProt adatbazis 6sszes olyan azonositojat atvizsgaltuk, amely tartalmazta az ’FT transmem’
sort vagy a membran lokalizaciot. A talalt azonositok koziil, amelyeknél referenciaként egy
vagy tobb PDB azonositd volt megjeldlve, kerestiik azokat a PDB azonositokat, amelyeket a
TMDET nem azonositott, majd manualisan értékeltiik az azokhoz tartozé cikkeket. Osszesen
898 UniProt bejegyzéshez tartozott 2797 PDB referencia, melyekbdl a fentebbi sziirések altal
tovabbi 653 j TM fehérjével bovitettiik a TOPDB adatbazist.

A 3D szerkezetmeghatarozas mellett 1éteznek tovabbi népszerti modszerek, amelyek
egyedi fehérjékrdl szolgaltatnak informaciot (ahogy az 7-8. abran is lathatd): a fuzios
konstrukciok  vizsgalatan alapuld ~moddszerek, a poszttranszlacidos modousuldsok
meghatarozasa vagy megvaltoztatasara épiild6 modszerek, proteaz emésztéses mdodszerek, TM
fehérjék TM szegmensei kozott levé régiok elhelyezkedését immunolokalizacioval
meghataroz6 technikak, a specifikus kémiai aminosav modositasokat hasznald modszerek stb.
A felsorolt modszerekkel Osszesen 1438 ) TM fehérjével bovitettik a TOPDB adatbazist,
legalabb egy topologiai adattal fehérjénként.

A TOPDB adatbézis korabbi adatmennyiségét haromszorosara ndveltiikk a gyljtott
topologiai informaciokkal, ezaltal a kisérleti modszerekkel meghatarozott topologiai adatok

legnagyobb tarhelyévé valt.

4.2 A TOPDB adatbazis és a CCTOP kapcsolata

A TOPDB adatbazis olyan TM fehérjeszekvenciakat tartalmaz, amelyekhez legalabb
egy irodalmi topoldgiai adatot talaltunk. A csoportunk altal fejlesztett CCTOP algoritmus a
megléve topologial ismeretek felhasznalasaval (becslé algoritmusok eredménye, TOPDB
adatbazisban talalhato topologiai adatokat, valamint TOPDOM adatbazisban talalhato
doméneket) becsli meg a TM fehérjék topologiajat. A TOPDB és a CCTOP kapcsolatat a 9.

abra bal oldala szemlélteti.
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9. abra: A CCTOP becsléshez felhasznalt topologiai adatok forrasainak sszesit6 abraja (bal
oldal), valamint egy példa fehérje (Glutamate receptor ionotropic, NMDA 1, UniProt
azonositoja: P35439) szekvenciajan a topologiai adatok megjelenitése (jobb oldal). Az abra
bal oldalan lila hattéren lathaté a TOPDB adatbazisba rendszerezett kisérleti topologiai
adatok, kék hattéren pedig bioinformatikai modszerekkel meghatarozott topologiai adatok. A
narancssarga ellipszisek az adatbazisokat jelolik, ahonnan a topoldgiai adat szarmazik, zold
lekerekitett téglalapban pedig a szarmaztatott topoldgiai informacio figyelheté meg. Az abra
jobb oldalan lathat6 egy példa fehérje a TOPDB-ben megjelenitve, a fels6 sorban a
szekvenciajara a CCTOP algoritmus altal meghatarozott topologia becslés (a kékkel jelolt
szakaszok az extra-citoszolikus részek, a sargaval jelolt szakaszok a TM szegmens részek,
végiil a pirossal jelolt szakaszok a citoszolikus részek). A kovetkezo sorokban lathato a
CCTOP altal felhasznalt kiilonb6z6 topologia predikciods algoritmusok (Predictions), valamint
a példa fehérjeszekvencidjara adott topologia becsléseik, végiil a TOPDB ¢s a TOPDOM
adatbazisbol szarmazo topologiai adatok altali megszoritaskok (Constraints). Forras:
http://topdb.enzim.hu/

Egy példa fehérjéhez gyijtott topologiaadatok és a fehérje CCTOP algoritmussal
meghatarozott topologiaja a 9. abran jobb oldalt lathat6. A kiilonb6z6 kisérleti és

bioinformatikai moddszerek topoldgiai adatait felhasznilva a CCTOP algoritmus a példa

crer

CCTOP predikcié utan eldszor a 10 féle topoldgia becsld algoritmus eredménye lathatd a
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vizsgalt fehérjeszekvenciara, majd a kisérleti (TOPDB) topoldgiaadatokat, valamint az azonos

oldalon megjelené doméneket (TOPDOM) figyelhetjiik meg a ,,Constraints” feliratnal.

A TOPDB adatbazis a bemutatott példdhoz hasonléan Gsszesen 1268 human TM
fehérjéhez tartalmaz legalabb egy kisérleti vagy bionformatikai uton meghatarozott topologiai
adatot. A jelenlegi ismereteink szerint ez a teljes human TM proteomnak kevesebb, mint a
negyede, amelybdl kovetkezik, hogy a human TM fehérjék jelentds hanyadahoz még nem
tudunk kisérletek alapjan topologiaadatot rendelni. A tovabbi adatok szerzése érdekében 1j
elméleti és gyakorlati modszerek fejlesztése sziikséges, hogy minél tébb human TM
fehérjéhez létezzen legalabb egy topologiaadat, amely jelentdsen tdmogatnd a teljes human

TM proteom topologia becslésének pontossagat.

4.3 A fejlesztendé modszer eredményeinek topoldgia becslésre
gyakorolt hatasanak bioinformatikai elemzése
A TOPDB adatbazis frissitése alatt egyértelmiivé valt, hogy a jelenleg elérhetd
topologiai adatszerzésre is alkalmas modszerek megbizhatosaga és érzékenysége nagy
valtozékonysagot mutat, valamint a legtobbjiilk nem alkalmas proteom szintli vizsgalatra.
Tovabba a 4.2 fejezet végén targyaltuk, hogy a dolgozat targyat képez6 human TM fehérjék
jelentds részéhez még egyaltalan nincs kisérleti adat. Ezért human TM fehérjékre topoldgiai

adatot szolgaltato sajat HT technika tervezését is elkezdtiik (4.4. fejezet).

A mobdszer célja a TM fehérjék extra-citoszolikusan hozzaférhetd lizin aminosavainak
specifikus jelolése €s a jelolés segitségével az extracellularis lizin poziciok meghatarozasa.
Miel6tt a kisérlet kivitelezésébe kezdtiink, megvizsgaltuk bioinformatikai elemzéssel, hogy ha

ismernénk az extra-citoszolikusan elhelyezkedé lizin aminosavak poziciojat, akkor

javitanank-e a topologia predikcid pontosagan.

A megvalositando kisérletiink potencialis hatasat a topoldgia becslésre egy emberi TM
fehérje referencia-készleten analizaltuk, amely 333 nem redunddns TM fehérjeszekvenciat
tartalmazott™. A fehérje halmaz 8099 extra-citoszolikus és 4892 intracellularis lizint
tartalmaz. A CCTOP algoritmus hasznalataval elvégeztiik a topoldgia predikciokat novekvo
szamu extra-citoszolikus lizineket megszoritasként haszndlva. Az esetleges torzitas elkeriilése
érdekében minden tovabbi bioinformatikai és kisérleti megszoritast elhanyagoltunk ¢és csak a
kivalasztott lizineket vettiik figyelembe. Véletlenszeriien kivalasztottuk az extra-citoszolikus
lizinek 25, 50 és 75%-4t megszoritdsként, majd ennek fiiggvényében Osszehasonlitottuk a

crer
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50 és 75% extra-citoszolikus lizin aminosav random kivalogatasat megismételtiik 50-szer,
hogy kiszamoljuk a becslés pontossaganak atlagat és szorasat (10/B. abra). A moddszeriink
elméleti korlatjdnak felméréséhez, olyan szdmitasokat is végeztiink, amelyekben az Osszes
extra-citoszolikus lizint megszoritasként hasznaltuk (100% a 10/B. abran a kék vonal). A
varakozasoknak megfeleléen a topologia predikcid pontossaga szignifikansan javult az extra-
citoszolikus lizin megszoritasokkal. A szamitasok azt sugalljak, hogy a becslés pontossaganak
a maximalis novekedése 23% (56%-r6l 79%-ra, 10/A. abra kék vonal), amit az Gsszes extra-
citosz6likus lizin megszoritassal kaptunk meg. Az extra-citoszolikus lizinek 20%-at
megszoritasként haszndlva a topoldgia predikcid pontossaga 14%-kal novekedett (56%-16l

70%-ra).

Minden moédszernek van hibaja, igy megvizsgaltuk, hogy mennyi hibat (Ggymint nem
extra-citoszolikus lizinek extra-citoszolikusként azonositasa) lehet még toleralni a
fejlesztendd modszerrel szemben. A tévesen azonositott pozicidk hatdsit a becslés
pontossagara ugy vizsgaltuk, hogy a véletlenszertien kivalasztott 25, 50, 75 és 100% extra-
citoszolikus lizinek 4, 8, 12 és 16%-at random intracellularis lizinekkel helyettesitettiik. A
10/A. abran egyértelmiien lathato a predikcid pontossaganak drasztikus romlasa mar 4-8%
citoszolikus lizin extra-citoszolikus megszoritasként vald hasznéalatdval. Ezek alapjan
megallapithato, hogy a fejlesztendd kisérleti modszernek nagyon pontosnak kell lennie, hogy

hozzéjaruljon a becslés pontossaganak noveléséhez.
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10. abra: Az extra-citoszolikus lizinek felhaszalasanak a CCTOP topologia becslés
pontossagara gyakorolt hatasa a tesztszetten. A) A CCTOP predikcié pontossaganak valtozasa
a felhasznalt extracellularis lizin megszoritasok szazalékanak fliggvényében. A
megszoritasként hasznalt extra-citoszolikus lizineknek a 0, 4, 8, 12, és 16%-at lecseréltiik
intracellularis lizinekre (kék, z61d, narancssarga, piros és fekete vonal), hogy vizsgalni tudjuk
az esetleges hamis pozitiv talalatok hatasat a becslésre. B) A topologia predikciokat
sorbarendeztiik a megbizhatosagi értékiik alapjan és a legmegbizhatobb fehérjehalamzokon
mért pontossagot abrazoltuk (a lefedettség az x tengelyen). A gorbék szine jelzik a random
kivalasztott extra-citoszolikus lizin aranyat, amelyeket megszoritasként hasznaltunk a becslés
soran (kék, zold, narancssarga, piros és fekete rendre a 100, 75, 50, 25 és 0% extra-
citoszolikus lizin felhasznalasa). Az atlag értékeket a folytonos vonal, mig a szorast az

arnyekolas jelzi.

4.4 A topoldgiai adatokat szolgaltaté MSTOP kisérleti modszer
fejlesztése
A modszerfejlesztés kezdeti kisérleteit vorosvértesteken végeztiik. A Szulfo-NHS-SS-
biotin reagenssel jeloltiik a vorosvértesteket, majd a sejteket feltartuk, szolubilizaltuk és
emésztettiik, majd HPLC-MS/MS proteomikai elemzésnek vetettiik ala. A komplex minta
peptideinek azonositasanal az egyes fehérjék jelentés mennyiségi tobbsége (citoszolikus
fehérjék: haemoglobin, aktin, tubulin stb.) megnehezitette az alacsonyabb kdépiaszammal

rendelkez6 jelolt TM fehérjeszegmensek azonositasat. Ezért a késobbiekben sejtek feltarasa

64



Eredmények

utdn membranpreparatumot készitettiink, amelyet tisztitottunk, hogy a citoszolikus, mas
sejtszervecskékbol szarmazo fehérjék, valamint a membranpreparatumhoz csak asszocialodo
fehérjék szdmat csokkentsiik. A membranpreparatum elkészitése mar jelentdsen segitette a
jelolt peptidek azonositasat, azonban még igy is szamos jeloletlen (a kisérlet szempontjabol
hattérként vagy jelolt peptidek azonositast nehezitd faktoroként értelmezhetd) peptid kertlt
azonositdsra a mintakbol. A membranprepardtum szolubilizdldsa és adott proteolitikus
enzimmel torténd emésztése utan a jeldletlen peptid hatteret a kovetkezd mintdk esetében
tovabb csokkentettiik, gy, hogy a jeldlt peptideket a jelold biotin részére specifikus
neutravidin agar6zzal toltott oszloppal dusitottuk. Az oszlopon kikotott jelolt peptidek melldl
kiilonb6z6 ionerejli és pH-ju pufferekkel (3.3.6. fejezet) tavolitottuk el a jeldletlen peptidek

jelentds részét, ezzel elésegitve a jelolt peptidek analitikai azonositasat.
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11. abra: Az extra-citoszolikus térben hozzaférhetd primer amin modositasra épiilé HT
topologiai adatot szolgaltato MSTOP modszer folyamatabraja. Az izolalt sejteket, jeloljiik
membran impermeabilis primer amin specifikus kémiai agenssel (Szulfo-NHS-SS-biotin). A
sejteket feltarjuk, a plazmamembran frakciot tisztitjuk, majd szolubilizaljuk és emésztjiik
kiilonboz6 proteolitikus enzimekkel. A modositott peptideket izolaljuk neutravidin agar6z
gyongyon, majd elualjuk és szekvenaljuk tandem tomegspektrométerrel. A jeldlt poziciokat
extra-citoszolikus megszoritasként lehet hasznalni a megfelel6 TM fehérje szekvenciajara a

CCTOP topoldgia becsld algoritmusban.
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Az elokisérletek tapasztalatait felhasznalva kialakitottuk a fejlesztendé modszer
alapjait, amely a sejtfelszini fehérjék szelektiv kémiai jelolésére tamaszkodik, a Szulfo-NHS-
SS-biotin reagenssel, amely membran impermeabilis, ezatal csak az extra-citoszolikus
térrészben el6forduld fehérje amino-terminalist, valamint lizin-oldallancot képes jeldlni.

Egyes cikkekben ezt a kovalens jelolést hasznaljak sejtfelszini proteomok azonositasara™*!,

viszont a sejtfelszinen kifejez6dott endogén TM fehérjék extra-citoszolikus szegmenseit
jeloltik a human TM proteom topoldgia becslésének tdmogatasa érdekében. Az ép sejtek
felszinének jelolési koriilményeit Gigy optimalizaltuk, hogy minimalizaljuk a hamis pozitiv

talalatokat (igymint jelolt citoszolikus TM fehérje régiok).

Az izolalt sejtek jelolését kovetden (3.3.3 fejezet) az eldkisérletek megallapitasai
alapjan a jelolt sejteket feltartuk, membrant prepraltunk, a prepratumot pedig fehérje bonto
enzimekkel emésztettiik (3.3.4-3.3.5 fejezet). A biotinalt peptideket neutravidin agar6zzal
toltott oszlopon dusitottuk, majd az oszloprol a jelolt petideket a rendukaldszerekkel (DTT,
TCEP) elualtuk. A proteomikai elemzés eldtt C18 oszlopon is tisztitottuk a mintakat (3.3.6.
fejezet). A peptideket tandem MS késziilékekkel szekvenaltuk és a modositas helyét
meghataroztuk (3.3.7.-3.3.8. fejezet). A kapott eredmény listabol a 3.3.9-es fejezetben
ismertetett szerkezetekkel kovalensen modositott peptideket kisziirtiik, a megfeleld T™M
fehérjékhez tartoz6 ~modositott peptidek modositott  pozicidjat — extra-citoszolikus
megszoritasként tudtuk hasznalni CCTOP topoldgia becsld algoritmusban. A fejlesztett

modszer leegyszerlsitett folyamat abrajat a 11. abra szemlélteti, a technikdt MSTOP

eljarasnak neveztiik el.

44.1 A jelolés maximalizalasa ép sejtek felszinén, valamint a
sejtintegritasra gyakorolt hatasa

A sejtfelszini biotinalas eredményességérdl eldszor letapadd kinai horcsog petefészek

sejteken gy6zodtiink meg konfokalis mikroszkop felhasznalasaval (12. abra).
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12. abra: A CHO sejtek sejtfelszini biotinalasa Szulfo-NHS-SS-biotin reagenssel, majd
TexasRed konjugalt avidinnel a biotinaltsag tesztelése, DNS festése Hoechst 33342
reagenssel. Az A blokkban Hoechst (DNS marker), B blokkban differencial interferencia
kontraszt (DIC) vizsgalat, C blokkban TexasRed (jeldlt extra-citoszolikus rész) és a D
blokkban egyesitettiik az el6z6 harom blokk képeit. A vorosvértestekbdl készitett
membranpreparatum biotinaltsaganak tesztelése szintén TexasRed konjugalt avidinnel tortént

(F), az E blokkban a DIC lathato.
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A CHO sejteken elvégzett kisérlet igazolta, hogy a felszini biotinalas miikodik, mivel
a biotinra specifikus TexasRed konjugdlt avidin lokalizaciojat a jeldlt sejtek felszinén
figyeltiik meg (piros szin, a C és D blokkban a 12. abran, az A blokkban a Hoechst DNS
festék, B blokkban a DIC vizsgalat). A vak (jeloletlen) mintdkban ellenben nem volt
megfigyelhetd a TexasRed festék felszini felhalmozodasa (7.4.1 fejezet, 28. abra). A Szulfo-
NHS-SS-biotin membranpreparalas utani jelenlétét is megvizsgaltuk. Egy RBC izolatumot két
részre osztottunk, az egyik részt 3.3.3 fejezet alapjan jeloltiik, a masik részt nem, majd
mindkét részbdl a 3.3.4 fejezetben irtak szerint membranpreparatumot készitettiink a sejtek
feltarasa utan. A keletkezett membranpreparatumokat szintén a biotinra specifikus TexasRed
konjugélt avidinnel inkubdltuk és konfokalis mikroszkoppal vizsgéltuk. A jelolt minta
esetében igazoltuk, hogy a mebranpreparatumban is megfigyelhetd a biotin jelenléte (piros
szin a 12. abra F blokkjaban, E blokkban DIC), jeldletlen minta esetében viszont nem

detektalhat6 jelentds hattérfluoreszcencia.

A céljaink érdekében az ¢ép sejtek felszinének biotindldsanak maximalizalasdhoz
hatarozni a sejtszdm fliggvényében. A maximalis biotinalassal ndvelhetjiik annak az esélyét,
hogy a hozzaférhetd extra-citoszolikus szegmensek mindegyikét jelolni tudjuk és izoldlasuk
utan megfeleld6 mennyiségben legyenek jelen a tomegspektrometrias kimutatashoz ¢és
azonositashoz. A 3.3.3.1 fejezetben ismertetett moédon 1 jeldletlen és 15 kiilonbozd
koncentracioju jelolé agenssel inkubaltunk egységes mennyiségii RBC-t. A sejteket FITC
konjugalt avidinnel inkubaltuk, igy az atlagos sejtenkénti FITC intenzitasat értékeltiik a 16
sejtpopuléciora aramlasi citometriaval, amely kozvetett informéciot szolgaltatott a sejtek

felszinének biotinalodasarol.
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13. abra: Sejtfelszini biotinalas telitési gdrbéjének meghatarozasa aramlasi citometriaval, az
alkalmazott biotinal6 reagens mennyiségének fiiggvényében, FITC konjugalt avidin
felhasznalasaval. A nyilak (1-t61-5-ig) jelzik azokat a jel6l6 koncentraciokat, amelyeknél
membranpreparatumokat készitettiink a sejtekbdl és azokat dot-blottal elemeztiik (18. abra
B2-t61 B6-ig).

A jel6lé ~200-300 nmol anyagmennyiségben alkalmazva telitette az alkalmazott
mennyiségi sejtek sejtfelszinét (13. abra), amely a hasznalt végtérfogatokkal atszamolva ~1-2

crer

cikkekben hasznalt végkoncentracioival*®.

Arr6l is meg akartunk gy6zddni, hogy a megallapitott maximalis jel6ld
végkoncentraci6 a  kezelt sejtek integritdsat befolydsolja-e a  megvalasztott
reakciokoriilmények kozott. Ezt harom-harom jeldletlen és jelolt K562 és HL60 sejthalmaz

propidium-jodid felvételével teszteltiik (7.3.2. fejezet).
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14. dbra: Jeldletlen és jelolt K562 és HL60 ,halott” (PI pozitiv) sejtek szazaléka (* ns= nem

szignifikans a kiilonbség a nem parametrikus Mann-Whitney teszttel)

Az aramlési citometriaval megvizsgalt sejtek propidium-jodid felvétele nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a jelolt és jeloletlen sejtek kozott (14. abra). Kijelenthetd, hogy a
sejtek integritasara nincs hatassal a 2 mM Szulfo-NHS-SS-biotin, a PBS pufferben 4°C-on

torténd 20 perces inkubalas alatt.

4.4.2 A Szulfo-NHS-SS-biotin membran impermeabilitasanak vizsgalata

A primer amin specifikus jelolési technikaval az extra-citoszolikus szegmensek
szelektiv jelolése volt a célunk. Mivel a jelolé agens membran impermeabilis, ezért
elméletben csak permeabilizalds utan juttathatd be a citoszolba. A céljaink érdekében a
reagens ezen attributumat mindeképpen igazolni akartuk, hogy a folyamatot tovabbvihesstik.
A 3.3.3.2 fejezetben részletezett mdédon, valamint az 5. abra alapjan vizsgaltuk a jel6l6

membran impermedbilis tulajdonsagat.
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15. abra: A jel6l6 agens membran impermeabilitas tesztje HL60 sejtvonalakon. A szamok (1-
t6l 6-ig) a 3.3.3.2 fejezetben ismertetett 5. abra megfelel6 minta sorszamainak felelnek meg.
Az ott leirt mintael6készités utan a biotinalt részeket FITC konjugalt anti-biotin antitesttel
jelenitettiilk meg, valamint Hoechst DNS festékkel vizualizaltuk a sejtek magjait. Az egyes
mintaknal a bal-fels6 sarokban a FITC, a jobb-felsé sarokban a Hoechst festék, a bal-als6 a
DIC kép, végiil a jobb-alsé a kombinalt (merge) kép lathato.
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A FITC konjugélt anti-biotin antitesttel a biotinnal jelolt egységek sejten beliili
elhelyezkedését tudtuk vizsgélni, az eltérd mintaeldkészitési 1épések fliggvényében (3.3.3.2
fejezet). A 15. abran a zold szini fluoreszcens jelek mutatjdk meg a biotinalt részek
lokalizaciojat, mig a Hoechst festék a sejtek magjat jelzi a kék szint fluoreszcenciaval. Az 1.
minta permebilizalas nélkiil jelolt, a FITC konjugalt antitest a sejtfelszinen felhalmozodik,
mig a 6. jeldletlen és permeabilizalatlan mintanal az elvarasoknak megfeleléen FITC jel nem
lathaté. TritonX detergenssel kezeltik az egyes mintdhoz hasonldéan jeldlt 2-es és 3-as
mintakat, valamint 6-os mintdhoz hasonldan jeldletlen 4-es és 5-0s mintakat, mely hatésara az
antitest és a biotin jelol6 dgens szamara atjarhatova valt a membran. A négy minta koziil a 3.
(jelolt) és a 4. (jeloletlen) mintakat permeabilizalas utan inkubaltuk a 2 mM Szulfo-NHS-SS-
biotinnal, igy lehetdvé valt a sejten beliili biotinalas is. A FITC festék elhelyezkedése a 3. és
4. mintanal egyértelmiien kiterjedt a konfokalis mikroszkoppal rogzitett sejtek sikszeleteinek
teljes teriiletére. Az 5. permeabilizalt vak mintanal nem mutatkozott hattérfluoreszcencia (a
FITC konjugalt antitest az elvarasoknak megfelelden nem halmozodott fel a sejten beliil). A 4.
jelolt és azutan permeabilizalt mintanal az elsé mintdhoz hasonldan a plazmamembran kiilsé
felszinén halmozodott fel a FITC jel (egy sejt kivételével (15. abra/2)), a sejtek belsejében

nem mutatkozott zold fluoreszcencia.

Az eredmények alapjan egyértelmiien kijelenthet6, hogy a Szulfo-NHS-SS-biotin
alkalmas extra-citoszolikus TM fehérjeszegmensek szelektiv jelolésére, a hasznalt reakcio

koriilmények kozott a membran impermedbilis maradt a jeldl6 molekula szadmara.

4.4.3 Membranpreparatumok készitése, fehérje tartalom mérése,
minéség ellenérzés SDS-PAGE-gélelektroforézissel

A sejteket az 4.4.1-es fejezetben tesztelt reakciokoriilmények kozott, a maximalis
feltartuk hipotonias lizis pufferben és ultracentrifuga felhasznalasaval
membranpreparatumokat készitettink a 3.3.4-es fejezetben részletezett modon. A
preparatumok fehérjetartalmat Lowry és munkatérsai'® altal fejlesztett modszerrel hataroztuk
meg, a 7.3.3-as fejezetben leirtak szerint. Az egy adott sejttipus membranpreparalasi
miiveletének reprodukalhatosagardl SDS-PAGE gélelektroforézissel (3.3.4.1 fejezet)
gy6z6dtink meg, gélzsebenként 10-20 pg fehérjetartalmu preparatumok felvitelével (16.

abra). Egy adott id6pontban parhuzamosan és id6ben eltolva is elvégeztiink technikailag
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ugyanolyan membranpreparalasokat a megfeleld sejtekbdl €s vizsgaltuk mennyire hasonld
fehérje mintdzatokat tapasztalunk a gélen Coomassie festés utan. Igy vizsgaltuk meg azt is,
hogy ezek a jellemzd savok eltiinnek-e, ha fehérjebontd enzimekkel 16 orat kezeltiik a

szolubilizalt membranpreparatumokat.

K03 Nfarker RBC1 RBC2
~250

~130
~100

16. abra: Membranpellet az ultracentrifugalas utan, valamint két eltéré idopontban készitett

RBC (RBC1,2) membranpreparatum SDS-PAGE gélelektroforézise

A 16. abran bemutatott membranpelletb6l tobb mint 100 késziilt. Az azonos
mintatipusbol készitett mintdk SDS-PAGE gélelektroforézise utan lathaté fehérje savok, a
bemutatott példahoz nagy hasonldsagot mutattak. Ebbol kovetkezik, hogy membranpreparalas
folyamata ezzel a mddszerrel ellenérizve reprodukalhatonak mutatkozik. Ezt meger6siti, hogy
ugyanannyi sejtbdl készitett membranpellet teljes fehérjetartalma is jO egyezést mutatott.
Végiil a membranpreparatumokat szolubilizélva és 16 oran keresztiil emésztve, majd SDS-
PAGE-en futtatva a gélen emésztés nélkiil lathato éles fehérjesavok teljesen eltlintek, tehat az

emésztés folyamata végbement.
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A redukaloszer nélkiil futatott emésztetlen mintakat Western-blottal is vizsgaltuk
(3.3.4.2 fejezet) és az az egyes fehérjesavok biotinaltsagat HRP-konjugalt avidint alkalmazva
igazoltuk (17. abra).

Vak Prepl Prep2 Prep3 Prep4 Marker

) ¥
2

17. dbra: Redukaloszerrel nem kezelt biotinalalatlan (vak) és biotinalt (Prep1-4)

membranprepratumok Western-blot analizise (el6hivoszer: HRP konjugalt avidin)

4.4.4 A biotinalt peptidek kovetésére fejlesztett dot-blot médszer

A sejtekbdl készitett szolubilizalt membranpreparatum 16 6ran keresztiili emésztése
utan keletkezett komplex peptidmintak biotintartalmat normal vagy nagy kapacitasu avidin
agaroz gyongyon (Thermo Scientific) izolaltuk. Az elméletileg biotinalhaté sejtfelszini primer
amin csoportokra csak kozelitd szamitasok allnak rendelkezésre, valamint azok
hozzaférhet3ségérél is limitalt informaciok léteznek. gy a mintak teljes biotintartalmanak
megkotésehez sziikséges avidin agardz gyongy-mennyiség megvalasztdsa nem hatarozhato
meg egyértelmiien. Ezért a dot-blot technikaval optimalizaltuk, hogy a biotinalt, és a Lowry
moddszerrel meghatarozott fehérjetartalmu, szolubilizalt és emésztett membranpreparatum

biotin tartalmanak kikotéséhez mennyi avidin gyongy sziikséges (3.3.4.3. fejezet, 6. abra).
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Kalibral6é koncentracidja

A DL BE AF 3L
112345678

131 1312 13/3 13/4 13/5
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18. abra: A biotin tartalom szemikvantitativ vizsgalatara alkalmas dot-blot modszer egyik

eredménye. Az ,,A” sorban egy biotinalt membranpreparatum higitasi sora lathaté (1%, 2%,
10%, 25%, 50%, 75%, 90%, 100%). B1, C7 ¢és C8: negativ kontrollok, B2-t61-B6-ig a 13.
abran az 1-t61-5-ig nyilak altal jelzett jel616 koncentracidval feljeldlt sejtek
membranpreparatumainak biotinaltsaganak vizsgalata. B7 és B8: pozitiv kontrollok, majd a
megfelelé enzimmel emésztett membranpreparatumok avidin agarozzal toltétt oszlop eldtti és
utani frakcioinak biotintartalmanak osszevetése: C1-C2 az MS Grade tripszin, C3-C4 a

kimotripszin, C5-C6 a termolizin emésztett mintak oszlop el6tti és utani frakcioja

biotinalo reagenssel feljelolt membranpreparatum higitasaval a kiilonb6z6 mintak biotin
tartalmanak szemikvantalashoz megfelelé tartomanyt értiink el, ami fontos volt a tovabbi
mintdk elemzéséhez. A dot-blot moddszerrel az aramlasi citometria alapjan mért felszini
jeloléssel azonos hatékonysagot mutattunk ki: a 13. abran nyilakkal jelzett 5 ponton készitett
membranpreparatumok egységes higitasa (a 18. abra elsé soraban meghatarozott lekisebb
higitassal (A8)) utdn a kemilumineszcens jelintenzitasok kiillonbsége megfigyelhet (B2-B6
pont), kivéve a B5 és B6 esetében, ahol aramlasi citometridval sem lattunk jelentds
biotinaltsagi kiilonbséget. A legfontosabb eredmény, hogy a dot-blot modszer segitségével
minimalizaltuk a biotinalt membranpreparatumok teljes biotintartalmanak kiko6téséhez
sziikséges avidin agar6z gyongy mennyiségét, ezzel koltséghatékonyabba tettilk a modszert,
valamint biotinalt komponensek mennyiségi veszteségét is meggatoltuk (C2, C4 és C6 mintak

avidin agardzzal toltott oszlopon ates6 frakcidjaban nem volt detektalhat6 biotin jel).
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A dot-blot technika alkalmas volt tovabba az alkalmazott membranpreparalasi
stratégia egyes frakcioinak biotintartalmanak elemzéséhez is, amely igazolta, hogy a biotinalt
komponensek a membranpelletben nagysagrendekkel jobban dusulnak, valamint azt, hogy a
pellet mosogatasakor nem vesztiink jelentés mennyiségii biotint. Az avidin agardzzal toltott
oszlopon dusitott jelolt peptidek mell6l kiillonboz6 Osszetételit mosdpufferekkel mostuk el a
jeloletlen komponenseket, az oszlopon atesett mosopufferek biotintartalmat szintén dot-blot
modszerrel elemeztik. Az olyan mosopuffereket, amelyek az oszloprél dot-blottal
detektalhatd biotinvesztést eredményeztek elhagytuk a rendszerbdl (példaul: 1% NP40 és
0,1% TritonX-100).

4.5 Elualas koriilményeinek analitikai eredményekre gyakorolt
hatasa

Az avidin agaréz gyongyon dusitott jelolt peptideket a jel6lé agens diszulfid-hidjanak
redukéldsaval eludltuk a gyongyrdl. Kétféle redukaloszert, TCEP-et, vagy DTT-t
alkalmaztunk erre a célra a kezdeti RBC kisérleteknél. A TCEP redukaldszer alkalmazasakor
a 3.3.9-es fejezetben targyalt modosulasok mellett, a tomegspektrometriai szekvenalas soran
megfigyeltiink egy nem vart alternativ modosulast a jelolt peptideken, amit ,,propionil”
modosulasnak neveztiink. A jelold redukaldsa utan jeldlt amino-csoportokon visszamarado
,Htioacil” csoport, valamilyen mellékreakcié folytan szulthidril-csoportjat elveszti, tovabba a
jelenség kiterjedt néhany cisztein tartalmt peptidre, amelyekben cisztein aminosav hasonléan
modosult. A DTT redukaloszer alkalmazasakor, ilyen jellegi moéddosuldsokat az izolalt
peptideken analitikailag nem azonositottunk, igy a tomegspektrometriai lekeresésénél nem
kellett novelnlink a megengedett modosuldsok szamat (nem ndvekedett az elméletileg

lehetséges peptid talalatok szama), a tovabbi kisérletekben ezért csak DTT-vel dolgoztunk.

Az avidin agardz gyongyrél tobblépcsés elualast is kiprobaltunk. Maximum
haromszor elualva a jel6lt peptideket ugyanarr6l az avidin agarozgyongyrol azt tapasztaltuk,
hogy minden esetben az elsd eludlds eredményezett a legtobb jeldlt peptidet a proteomikai
azonositas soran, a kovetkezd két eludtum analizisébdl csak olyan jeldlt peptideket kaptunk,
amelyeket az elsé eluatumban is azonositottunk. A tovabbi kisérletekben ezért csak egy
eludlast végeztiink, az eludtumot 3.3.6-as fejezetben targyaltak szerint tisztitottuk, majd

elemeztiik tandem MS késziilékekkel.
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4.6 Vorosveértestekbol készitett jelolt membranpreparatumok
analitikai eredményeibdl szerzett tapasztalatok

A 4.4-es fejezetben ismertetett MSTOP modszert legelészor RBC-ken alkalmaztuk. A
legelsé mintakbol kapott eredmények kevés jelolt peptidet eredményeztek, raadasul nem TM
fehérjékbol, hanem globularis fehérjékbdl (pl. fibrinogén, haemoglobin) kaptunk jeldlt és
jeloletlen peptideket. Az el6z6 fejezetekben ismertetett optimalizalasi 1épések, valamint az
avidin agaro6zzal toltott oszlop megfeleld mosasi 1épéseinek kozbeiktatasaval (3.3.6 fejezet)
jelentés mennyiségli fehérjét azonositottunk tomegspektrometriaval (kozel 50 db) és a
megtalalt fehérjék jelentds hanyadahoz (~50%) legalabb egy jeldlt peptid tarsult (példa a 19.

abran).
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19. abra: A Basigin fehérje jelolt peptidjének MS/MS spektruma. Pirossal kiemeltem a peptid
megtalalt fragmentionjai mind a spektrumban, mind a jellemzd szekvencia ionok koziil. A
jobb fels6 sarokban a peptid szekvencidja és a modositasunk (Thioacyl) peptidszekvencian

beliili helye lathato.

A legelsé mintak 16 oran keresztiil tripszinnel emésztett jelolt membranpreparatumok
voltak, amely idGintervallum jelentésen novelte a teljes folyamat kivitelezésének idejét. Meg
akartuk tudni, hogy a 16 6rds emésztés helyett, rovidebb idejlii emésztésekkel ndvelhetd-e az
analitikailag azonosithato jelolt fehérje pozicidk szdmossaga. A membranpreparatumok 100-
100 pg fehérjetartalmu részeit 2, 4, 6 és 8 oran keresztiil emésztettiik tripszinnel, majd az
emésztést leallitottuk hdinaktivalassal és inhibitor hozzaadasaval, majd a keletkezett
peptideket a 3.3.6-0s fejezet alapjan készitettiik el6 MS analizisre. Az analitikai eredmények

jelolt peptid kihozatala alapjan nem keletkeztek tovabbi taldlatokat a 16 o6ras emésztéshez
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képest, st a 2 6ras emésztés kozel fele annyi jelolt poziciot eredményezett. A tovabbiakban a
16 oras emésztéseket alkalmaztunk a mintak készitésekor, hogy az emésztési folyamat

lejatszodasahoz elegendd i1d6t biztositsunk.

Az emésztési folyamat idejének valtoztatasan kiviil mas paraméterek valtoztatasaval,
példaul mas fehérjebontd enzimekkel is teszteltik a modszert: parhuzmosan készitettliink
tripszin, kimotripszin és termolizin enzimekkel emésztett mintdkat. A harom enzimbdl a
tripszinnel készitett minta produkalta a legtobb jelolt TM fehérjét és hozzajuk tartozoé jelolt
peptidet. A kimotripszin és a termolizin enzimek altalanossagban a tripszin enzimmel
készitett minta TM fehérjéihez szolgaltatott Ujabb jelolt peptideket, esetenként Gjabb jelolt
poziciokat is (20. abra). Az eredmények alapjan a tripszinnel készitettiik a tovabbi mintakat,

de a masik két enzimmel kapott eredményeket az eredmények 0sszesitésénél felhasznaltuk.

Tripszin
89/39

Termolizin

29/13

Kimotripszin \
84/31

166/53

20. abra: Az RBC membranpreparatum harom féle fehérjebontd enzimmel (tripszin,
kimotripszin, termolizin) torténd kezelésének jelolt peptid/jeldlt pozicio kihozataldnak

Osszevetése

Ezutan  teszteltik, hogy a  moddszerben alkalmazott  szolubilizalando
membranprepratumok fehérjetartalmanak novelése segiti-e az MS késziilékkel torténd jelolt
peptid azonositast, ndveli-e a megbizhatoan azonositott jelolt peptidek mennyiségét. A jelolt

membranpreparatumokbol - a Lowry modszerrel mért fehérjetartalmuk alapjan - 10, 100, 400
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ug és 2 mg fehérjetartalmit mennyiséget emésztettiik az emésztési 1d6 optimalizalasanal
tapasztaltak alapjan 16 oran keresztiil tripszinnel, majd dusitottuk aranyosan ndvelve az
avidin agaréz gyongy mennyiségét a fehérjetartalmakhoz mérten, ugyanigy a mosasi
térfogatok mennyiségét is noveltiik, a folyamat tovabbi része valtozatlan volt (3.3.6 fejezet).
A 10 pg fehérjetartalmu preparatumok esetén alig figyeltiink meg jel6lt peptidet, mig a 100
pug ¢és nagyobb fehérjetartalmi preparatumokbdl kiinduld mintdk MS elemzése nem
eredményezett tobbszords mennyiségli jeldlt peptidet, egyfajta telités volt megfigyelhetd,
valészinlileg a dinamikus tartomanyba esé peptidek valtozatlansdga miatt (mindenféle
peptidbdl tobb lett, a hattérbdl is) (21. abra). Igy a tovabbiakban 100-200 pg fehérjetartalma

preparatumokat alkalmaztunk egy-egy kisérlet elvégzéséhez.
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21. abra: A kiilonb6z6 fehérjetartalmi membranpreparatumokbol készitett mintakbol kijott

TM fehérjékhez tartozo jeldlt poziciok kihozatalanak Gsszevetése

Az extra-citoszolikus térben a legjellemzébb fehérje poszttranszlacios modosulas a
glikozilaci6™’, amely a feltételezheten jeldlhetd extra-citoszolikus szegmensek tripszines
emésztését nehezitheti, valamint a jelot peptid izolalasara és a MS azonositasara,
szekvenalhatosagara is hatassal lehet. fgy a 16 oOran keresztiili tripszines emésztés elé
beépitettiink egy 2 6ras PNGase F enzimes kezelést a folyamatba, az aszparaginokon 1évo
acetilglikozamin cukor egységek lehasitasa céljabol. Az RBC-k plazmamembranjaban
legnagyobb kopiaszamban el6férduld Band 3 anion transzporter esetén, -amelynek mar az
el6zo kisérletekbdl is jelentds jelolt peptid kihozatala volt- igy noveltiilk az azonositott jeldlt
pozicioinak a szamat. A 631K és 639K poziciokkal boviilt a modszeriink altal extra-

citoszolikusan azonositott lizinek listdja a Band 3 anion transzporter fehérjébol, amelyek az
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irodalomban mar igazolt 642-es pozicidban glikozilalt aszparagin mellett talalhatoak>®°8:1%°,

A PNGase F kezelést, igy a késdbbi mintaeldkészitésnél mindig alkalmaztuk.

4.7 Voéroésveértest mintak és tovabbi mintak analizalasa, és jelolt
feheérje és peptid kihozatalai

Az RBC mintakbol 6sszesen 65 nano UPLC-LTQ-Orbitrap Elite futtatast végeztiik el,
amely Osszesen 48 TM fehérjérol szolgaltatott 155 kiilonbozo jeldlt poziciot. Az eredmények
kozott voltak olyan jelolt RBC TM fehérjék, amelyeknek térszerkezetét mar valamelyik 3D
szerkezet-meghatarozd6 modszerrel (1.6 fejezet) megoldottak, de talaltunk olyanokat is,
amelyek egyaltalan nem rendelkeztek még topologiaadattal. A 3D szerkezettel rendelkezdre
példa a Band 3 anion transzporter, amelybél 8 db lizint sikeriilt megjelolni (lizinek
szekvencialis pozicidja: 430, 539, 542, 551, 562, 631, 639, 851). Ezeket ravetitve a topologia
becslésre, amely mar figyelembe veszi a megoldott térszerkezetet és tovabbi topologiai
adatokat, valamennyi jel6lt pozicio extra-citoszolikus elhelyezkedésii volt (23. abra/A). Az
539 és a 851 pozicié elfogadasa azonban nem volt egyértelmii. Az 539-es lizin aminosav
pozicid az 5. TM hélix extra-citoszolikus hatdran talalhatd, valosziniileg a reagensiink
szdmara a membran fluiditdsabol addédoan olykor hozzaférheté. A 851-es pozicidban 1évo
lizin aminosav egy citoszolikus oldalra visszahurkolddo régio kézepén talalhatd. A szegmens
kornyékét egy cisztein mutagenezisre épiilé modszerrel vizsgaltak korabban. EQy membran
impermedbilis, ciszteinre specifikus reagens jeldlni tudta 852-t61-855-ig terjedé aminosav
poziciokba bevezetett egyedi cisztein aminosavakat®®. A 3D szerkezetet elemezve és a
membranfluiditast jelenségét figyelembe véve el6fordulhat, hogy ez a szakasz extra-
citoszolikus oldalrél a jel616 molekula szamara elérhetévé valik (22. abra). A Band 3 anion
transzporter fehérje eredményei megerdsitik a modszer altal szolgéltatott adatok mindségét,

hiszen gyakorlati és elméleti eredményekkel is szinkronban voltak.
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22. abra: A Band 3 anion transzporter 539. és 851. lizinje a 3D felszini szerkezeten (PDB:
4Y ZF, piros: citoszolikus tér, sarga: transzmembran régiod, narancs: visszahurkolodo régio,

kék: extracellularis tér)

Az ammonium transzporter RhA fehérjér6l még nem kozoltek topologiai és
térszerkezeti adatot sem, azonban a médszeriink szolgaltatott négy jeldlt lizin pozicidt, mint
lehetséges extra-citoszolikus topoldgiai adatot (lizinek szekvencialis pozicidja: 40, 107, 164
és 235). A fehérjeszekvenciajara futtatott CCTOP konszenzus topologia becsld algoritmus
eredményét elemezve, kijelenthetd, hogy a jeldlt négy pozicid a predikcié alapjan is extra-
citoszolikus (23. abra/B). Tehat egy korabban topologiai adattal nem rendelkezd fehérjérdl is
olyan adatot szolgaltatott a modszer, ami szinkronban van a bioinformatikai topoldgia becslés

eredményével.
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MEELQDDYEDMMEENLEQEEYEDPDIPESQMEEPAAHDTEATATDYHTTS
HPGTHKVYVELQELVMDEKNQE L RWMEAARWVQL EENLGENGAWGRPHLS
HLTFWSLLELRRVFTKGTVLLDLQETSLAGVANQLLDRFIFEDQIRPQDR
EELLRALLLKHSHAGELEALGGVKPAVLTRSGDPSQPLLPQHSSLETQLF
CEQGDGGTEGHSPSGILEKIPPDSEATLVLVGRADFLEQPVLGFVRLQEA
AELEAVELPVPIRFLFVLLGPEAPHIDYTQLGRAAATLMSERVFRIDAYM
AQSRGELLHSLEGFLDCSLVLPPTDAPSEQALLSLVPVQRELLRRRYQSS
PAKPDSSFYKGLDLNGGPDDPLQQTGQLﬁEﬁLVRDIRRRYPYYLSDITDA
FSPQVLAAVIFIYFAALSPAITFGGLLGEKTRNQMGVSELLFSTAVQGIL
ALLGAQPLL GFSGPLLVFEEAFFSFCETNGLEYI“R GFWLILL
LVVAFEGSRWRFISRYTQEIFSFLISL§FIYETFSELIKIFQDHPLQ
TYNYNVLMVP PQGPLPNTALLSLVLMAQ‘FFFAMMB‘KFKNSSYFPGK
LRRVIGDFGVPISILIMVLVDFFIQDTYTQKLSVPDGFKVSNSSARGWVI
HPLGLRSEFPIWMMFASALPALLVFILIFLESQITTLIVSKPERKMVKGS
GFHLDL LLVVGMGGVAAL FGMPWLSATTVRSVTHANAL TVMGKASTPGAA
QIQEVKEQRISGLLVAVLVGLSILMEPILSRIPLAVLFGIFLYMGVTSL
IQLFDRILLLFKPPKYHPDVPYVKRVKTWRMHLF TGIQITCLAVLWVV
KSTPASLALPFVLILTVPLRRVLLPLIFRNVELQCLDADDAKATFDEEEG
RDEYDEVAMPV

Band 3 anion transport protein  4%# HTP 003229 (1/3) W%

1D
MRFTF;\AIVLE IAMIVLFGLFVEYETDQTVLEQLNITKPTDMGIFFEL

YPLFQD@HVMIFVEFGFLMTFLKKYGFSSVGINLLVAALGLQWGTIVQGI
LQSQGQKFNIGIMMINADF SAATVLISFGAVLGETSPTQMLIMTILEIV
FFAHNEYLVSEIFKASDIGASMTIHAFGAYFGLAEAGILYRSGLRKGHEN
EESAYYSDLFAMIGTLFLWMFWPSFNSATAEPGDKQCRATIVNTYFSLAAC
VLTAFAFSSLVEHRGKLNMVHIQNATLAGGVAVGTCADMATHPFGSMIIG
SIAGMVSVLGYKFLTPLFTTKLRIHDTCGVHNLHGL PGVGGLAGIVAVA
MGASNTSMAMQAAALGSSTGTAVVGGLMTGLILKLPLWGQPSDQNCYDDS
VYWKVPKTR

Ammonium transporter Rh type A #4# HTP 001609 (3/3) ¥

23. abra: A, A Band 3 anion transzporter (UniProt azonositdja: P02730) és B, az Ammonium
transzporter RhA (UniProt azonositoja: Q02094) fehérje CCTOP topologia becslés

eredménye (forras: cctop.enzim.ttk.mta.hu, pirossal a citoszolikus szekvencia szakaszok,

kékkel az extra-citoszolikus szakaszok, sargaval a TM régiok, a narancssarga alapon sarga

karakterek a visszahurkolo régié van jelolve). A piros nyilak mutatjak, a kisérletek soran

megjeldlt lizin aminosavakat.
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A RBC mintdknal tapasztalt pozitiv eredmények utan, a bizonyos részeken
optimalizalt, topoldgiai adat szerzésre fejlesztett modszert tovabbi sejteken is vizsgalni
akartuk Olyan sejtvonalat kerestiink, ami nem letepad6 és mar megszekvenaltak a
transzkriptomjat, a valasztds a human K562 krénikus és a HL60 akut mieloid leukémia
szuszpenzids sejtvonalakra esett. A HL60 sejtvonalbol 115, mig a K562 sejtbonalbdl 14
tandem MS futtatast készitettiink, a kisérletek kezdeti fazisaban nanoUPLC-LTQ-Orbitrap
Elite késziilékkel végeztik a méréseket, majd nanoLC-Bruker Maxis Il ETD Q-TOF
késziilékre is kiterjesztettilk az egyes mintak analizalasat. Az Gjabb tandem MS segitségével
vizsgalni tudtuk, hogy eltéréd késziilékek, valamint a hozzdjuk megvésarolt keresd
algoritmusok hasonlé jo eredményeket szolgéltatnak-e szamunkra, amely a modszer
robosztussagardl is informaciot szolgaltatott. A két késziilék a tapasztalatok alapjan azonos
mintara hasonld mennyiségli, de nem teljesen azonos jelolt TM fehérjét és jelolt peptidet
eredményezett. A kiilonbség elsddleges oka lehetett az eltérd késziilék dsszetétel, a lekeresd

szoftverek kozatti kiilonbség, valamint az eltérd kromatografias beallitasok.

A harom sejtvonalra kozel 200 tandem MS vizsgélat soran 17493 jelolt peptidet
kaptunk, legalabb egy kovalensen moddositott pozicioval. Az ezeket a peptideket tdmogatod
MS/MS  spektrumok a  ProteinProspector  publikus ~ weboldaldn  kdzzétettiik
(prospector.ucsf.edu, hozzaférési kulcsok: ,,Supplementary Table 2/Online Repository
Links™). A kiilonboz6 lekeresésekbdl szarmazo jeldlt peptideket egyedi TM fehérjékhez
tarsitottuk. Azokat a jelolt pozicidkat fogadtuk el, amelyeket legalabb 3 fiiggetlen jelolt
peptiddel azonositottunk. Ezzel a sziirével 730 (47%) poziciodt azonositottunk 198 (38%) TM
fehérjében, 593 (38%) poziciot 212 (40%) citoszoélikus, valamint 250 (16%) pozicidt 114
(22%) extra-citoszolikus fehérjében. A jelentds mennyiségli citoszolikus fehérje-hattér, a
jelolési stratégiat alkalmazd kordbbi tudomanyos cikkekben is megﬁgyelhet6133. Az
alkalmazott modell sejtekre kiilon-kiilon lebontottuk a kiilonbdzo jelolt TM fehérje és jeldlt
pozicio kihozatalokat: HL60 sejtvonalbol 167 TM fehérjét 616 jelolt pozicioval, a K562
sejtvonalbol 75 TM fehérjét 198 jelolt pozicidval és az RBC-¢kbol 48 TM fehérjét 155 jelolt
pozicoval azonositottunk. A harom sejtvonalbol kapott jelolt TM fehérjék és poziciok kdzotti

atfedéseket a 24. dbran lathatd Venn-diagram szemlélteti.
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HL60
167/616

RBC
48/155

" K562
75/198

198/730

24. dbra: A jelolt TM fehérjék/poziciok dsszesitd abraja a kiillonb6z6 sejtvonalakbol

Az modszer altal szolgaltatott topologiaadatok Gsszesen 198 TM fehérjét 730 jelolt
pozicioval jellemeztek. A homolog TM fehérjéket is figyelembe véve, a modszeriink altal
szolgaltatott jelolt peptidek, a UniProt adatbazison vizsgalva, 2776 human TM fehérjére adtak
legalabb egy topologiai adatot.

4.8 A kisérlet eredményeinek validalasa

A modszer altal szolgaltatott topologiaadatok (jelolt szekvencialis pozicidk)
validalasanak érdekében Osszehasonlitottuk az eredményeinket a jel6lt lizin aminosavak
membranhoz viszonyitott helyzetét meghatarozé fiiggetlen kisérleti eredményekkel, melyeket
tudomanyos cikkekbdl gytijtottiink 6ssze a TOPDB adatbazisba (4.1 fejezet). A redundans
adatokbol kovetkezd torzulds elkeriilése érdekében, csak nem homolog fehérjéket vettiink
figyelembe. A vizsgalat folyaman 85 TM fehérjére nem talaltunk kisérleti modszerrel
meghatarozott topologiaadatot a jeldlt poziciok szekvencidlis helyein, azonban a 730 jelolt
poziciobdl 450 poziciohoz (113 fehérjében) talaltunk fiiggetlen kisérleteket, amelyek
megerdsihetik azok extra-citoszolikus lokalizaciojat. A 450 pozicio 98,7%-a 6sszhangban van

a korabban mas kisérleti modszerekkel meghatarozott topologiai adatokkal, masképpen
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megfogalmazva, a 450 pozicidnak 98,7%-a fiiggetlen kisérletek altal is extra-citoszolikus

oldalon volt megtalalhato.

4.9 A jelélések szekvencialis kornyezetének elemzése

Annak érdekében, hogy betekintést nyerjiink a jelolési modszer hatékonysagat
befolyasolhatd szekvencidlis tényezOkbe, Osszehasonlitottuk a TM fehérjékbdl azonositott
jelolt lizin pozicidk (25. abra, feliil: Vart&Detektalt), valamint a TM fehérjéken elméletileg
jelolhetd, de a kisérletiinkbél nem detektalt poziciok (25. abra, alul: Vart&Nem detektalt)
kortili £10 aminosav hosszusagi szekvencidk aminosav Osszetételét. Szekvencialogok
felhasznalasaval vizsgaltuk az egyes poziciokban eléforduldo aminosavak gyakorisagat is (25.

abra).

Utana

Vart&
Detektalt

Bits
Bits

Vart& Nem
detektalt

Bits
Bits

25. abra: A vart és detektalt, valamint a vart és nem detektalt lizinek kornyezetének

szekvencia logoi (el6tte-utana 10 aminosav).

A szekvencialogok egyértelmiien azt mutatjak, hogy a kidolgozott modszer preferaltan
azokat a lizineket azonositja, amelyeket kdvet egy pozitivan toltott aminosav (25. abra:
Vart&Detektalt/Utana), amely mivel tripszin enzim hasitohely, igy lehetdséget biztosit
megfeleld méretli peptidek keletkezésére, valamint a peptidek pozitiv ionizaltsagi allapotat is

segiheti, amelyek fontosak az MS analizis szempontjabol. Tovabba a legnagyobb érték a jeldlt
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aminosav elotti és utani (+1) pozicioban volt, amely befolydsolhatja a kémiai reakciot a

jelolési folyamat alatt.

A jelolési modszer eredményességét, a jelolés kornyezetének aminosav szinti
Osszetételén thl, befolyasolhatja a jelolendé lizint tartalmazo extra-citoszolikus hurok régiod
hossza. gy azoknak az extra-citoszolikus szegmenseknek a hosszeloszlasat is kiszamoltuk,
amelyekbdl azonositottunk kovalensen modositott lizin aminosavakat. Ezenkiviil kiszamoltuk,
hogy ha random valasztanank ki hasonld szamu jelolhetd lizint a fehérjék extra-citoszolikus
régidiban, mint amennyit ténylegesen azonositottunk az azonositott fehérje halmazon, akkor
annak a hosszeloszlasa hogyan viszonyulna a megfigyelthez.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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26. abra: Kovalensen modositott lizint tartalmazo extra-citoszolikus szegmensek hosszusag
eloszlasa az Gsszes lizint tartalmazo6 szegmenshez képest (kék 0szlopok). A jelolt lizin
poziciok szamanak megfel616 mennyiségii lizint véletlenszerlien kivalasztottunk az extra-
citoszolikus loopokban, majd a random kivalogatott lizineket tartalmaz6 szegmensek
hosszeloszlasat szamoltuk, a randomizaciot megismételtiik ezerszer és a szorast is feltlintettiik

(piros oszlopok).

A 26. abra alapjan megallapitottuk, hogy a jelolt lizineket tartalmazo extra-
citoszolikus hurkok hosszeloszlasa és random kivalogatott loopok hosszeloszlasa k6zott nincs
szignifikans kiilonbség, ami arra utal, hogy a Szulfo-NHS-SS-biotin reaktivitasara nincs

hatassal az extra-citoszolikus szegmensek vagy domének hossza.
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5 Diszkusszio

A TM fehérjék a biologiai rendszerekben, gyodgyszerhatdanyag- tervezésekben
betoltott jelentds szerepilk miatt kiilonb6zé modszerekkel probalnak a lehetd legtobb
szerkezeti és funkciondlis informaciét megszerezni. A hagyoméanyos 3D szerkezet megoldo
eljarasokkal a TM fehérjék nehezen vizsgalhatoak a kedvezétlen fiziko-kémiai tulajdonsagaik
miatt, igy a megoldott TM fehérje térszerkezetek szdma a PDB adatbazisban rendkiviil
alacsony. Az ismert TM fehérjék szerkezeti terének kitoltésére ezért alternativ és alacsonyabb
felbontasu szerkezeti informacidt szolgaltatd technikdk is elterjedtek, példaul a topoldgia
meghataroz6 kisérleti és bioinformatikai modszerek. Ezeket a mddszereket kombinalva is
szoktdk haszndlni az eredmények megerdsitésére, ugymint kisérleti cikkek eredményeinek
alatdmasztasa topologia becsld modszer eredményével ¢és megforditva. Egyes predikcios
modszerek pontossdga tovabb novelhetd a kisérleti eredmények kényszerfeltételként valod

megadasaval.

Munkam kiindulasi fazisaban az irodalom ¢és adatbazisok szisztematikus
atvizsgalasaval topologiaadatokat gyiijtottiink, amelyet a TOPDB adatbazisban rogzitettiink.
Az adatbazis jelentds felhaszndldsi kore a kovetkezOkbdl adodik: kiindulopont lehet a

referenciaszettek létrehozasahoz becsld algoritmusokhoz'®, a TM fehérjékhez kapesolhato

161-163 164,165 A

adatbazisok fejlesztéséhez ¢és az egyes TM fehérjék kisérletes jellemzéséhez

rrrrrr

forditottunk. Adatbazisokbol, illetve az ott hivatkozott cikkkekbdl, valamint tovabbi

szakirodalmi cikkekbdl gyiijtottiink topologiaadatokat. Ezek kozé tartozik:

e A TMDET algoritmus altal definialt topografia, amelyet a PDB adatbazisban
megtaldlhato egyes 3D szerkezetekbdl ad meg, ezeket az eredeti 3D struktarat
leird cikkben 1év6 topoldgiaadatokkal kiegészitettiink.

e TM fehérjék szolubilis doménjeinek megoldott szerkezete.

e Az utdbbi évek kisérleti modszereibdl szerzett topoldgiaadatok.

e Saccharomyces cerevisiae és Escherichia coli teljes TM proteomjanak
topologia analizise™®%%,

e A HT technikakkal generalt topologiaadatok, igymint N- vagy O-glikozilacid
pozicioi.

A TOPDB adatbazis a frissités altal 75211 kisérleti moddszerrel meghatarozott

topologiaadatot tartalmaz (kozel 3-szor annyi, mint az eldzé verzioban 1évé adatmennyiség).
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A kisérleti adatok a csoport altal fejlesztett CCTOP algoritmusban hasznalhatoak
megszoritasként, amelyek jelentdsen novelik a becslés megbizhatosadgat és pontossagat. A
topoldgia predikcid pontossagat tovabb noveltiik bioinfomatikai eszkdzok felhasznalasaval, pl
a membran egy adott oldalan eléfordulé domének felhasznalasaval (TOPDOM), az eddigi
informaciok homolodg fehérjékre vald kiterjesztésével, valamint topologia becsld algoritmusok
felhasznalasaval. Az ExTopoDB adatbazis a TOPDB adatbazishoz hasonld, szintén kisérleti
moédszerekkel meghatarozott topoldgiaadatokat tartalmaz'®. Az adatbazis azonban 2013.
julius elseje ota nincs frissitve, a teljes TM fehérje szam csak 2143 (158 organizmusbdl),
ezzel szemben a TOPDB adatbazisban jelenleg 282 organizmus 4190 fehérjéjéhez van
topologiai adat 0szegyijtve. A TOPDB, igy a toplogiaadatok jelenleg elérhet6 legfrissebb,

rendszerezett, nyilvanosan hozzaférhet6 legnagyobb tarhelye.

A nagy mennyiségli rendelkezésre 4llo kisérleti adat ellenére, még szamos human T™M
fehérjéhez egyaltalan nem talaltunk semmilyen topologiaadatot, ezért egy sajat kisérleti
modszert fejlesztettiink ki, az MSTOP eljarast. A modszert mind elméleti médon, mind
kiilonboz6 kisérleti rendszerekben, harom sejttipuson, RBC-n, HL60 és K562 sejtvonalakon
teszteltik. A modszer alapkomponense egy jol jellemzett kémiai anyag (Szulfo-NHS-SS-
biotin), amelyet korabban sejtfelszini fehérjék izolalasara hasznaltak. Az altalunk fejlesztett
eljarasban a legfontosabb valtoztatds a hasonld modszerekhez képest, hogy az extra-
citoszolikusan hozzaférhetd primer amint tartalmaz6 fehérjeszegmensek jel6lése utan
membrant preparaltunk (ezzel is eldsegitve a membrankotott fehérjék relativ gyakorisdganak
novekedését a citoszolikus fehérjékkel szemben), illetve a preparatum fehérjéit eldszor
proteaz kezelésnek vetettiik ala és csak a jelolt peptideket dusitottuk (csokkentve a céljaink
szempontjabol irrelevans jeloletlen peptidek szamat). A modositas pontos szekvencialis helyét
tandem MS késziilékkel vizsgaltuk és azonositottuk. Ezek az azonositott extra-citoszolikus
poziciok a CCTOP algoritmus topologia becslésében megszoritasként hasznalhatoak, amely
igy a megfelel6 TM fehérje topologia predikcidjanak pontossagat novelik. A modszer altal
generalhatd megszoritasok hatasait a CCTOP becslés pontossagara megmutattuk egy TM
fehérje teszthalmazon (10. abra). A 25, 50, 75 és 100% extracelluaris lizin megszoritas
hozzaadasaval a pontossag novekedése nem linearisan valtozott. A predikcié pontossaganak
maximalis lehetséges novekedésének kozel fele elérhetd mindossze 20% extra-citoszolikus
lizin megszoritassal (ami megegyezik az MSTOP topologiai adatszerz6 modszer altal
meghatarozott lizinek szazalékos aranyaval). Tovabba igazoltuk, hogy a kisérletileg

meghatarozott extra-citoszolikus megszoritasok csak akkor novelik a pontossdgot, ha az
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adatok hamis pozitiv (azaz citoszolikus) talalatoktol mentesek vagy szinte mentesek (mar 4%
hamis pozitiv arany is jelentdsen csokkenti, a becslés pontossagat). Ezért a modszeriinket ugy
optimalizaltuk, hogy minimalizaljuk annak a lehetdségét, hogy a TM fehérjéket
intracellularisan jeloljiik. Ennek érdekében az alkalmazott membran impermeabilis jelolél6vel
maximalizaltuk a sejtfelszini jelolést, Ggy, hogy az a sejtek integritasat ne befolyasolja,
valamint meggydzddtiink arrdl is, hogy citoszolikus jelolddés konfokalis mikroszkdépon
permeabilizalt koriilmények esetén sem mutatkozott a feljelolt sejteken. Meghataroztuk a
biotinalt mintdk teljes biotintartalmdnak kikotéséhez elegendd avidin agar6z gyongy
mennyiségét iS. Az aspecifikus hattérpeptidek jelentés szazalékat sikeriilt eliminalni a
biotinalt peptideket is hordozé avidin agaréz gyongy mosasi 1épéseinek szamanak és puffer
Osszetételének megfeleld beallitasaval. Az utdbbi két mddositassal, a teljes fehérjéket izolald
protokollokhoz képest jelentésen csokkentettiik a mintdk komplexitdsat, amely ugyan

kevesebb fehérjét eredményezett, de csokkentette a hamis pozitiv talalatok lehetdségét.

Az eddig elvégzett kisérletek altal sszesen 730 szekvencialis pozicidt azonositottunk
198 TM fehérjébdl, a harom kiilonbozo sejttipus vizsgalataival. Ezekre a sejttipusokra mas
cikkekbdl ismert proteomikai elemzésének eredménye alapjan megallapithato, hogy az
azokban azonositott TM fehérjékhez képest kevesebbet detektaltunk, amely kovetkezd okok

miatt lehetséges:

e Nem hozzéaférhetd primer aminok lehetnek a TM fehérjék extra-citoszolikus
szegmenseiben.

e Tripszin proteolitikus enzim hasznalata esetén a jelolt lizin mellett a tripszin
mar nem tud hasitani, emiatt hosszabb peptidek keletkeznek, amelyek mar
nem azonosithatok LC-MS/MS-el.

e Az egyes analizalt peptideken poszttranszlaciés modosulas is eléfordulhat,
amely szintén nehezitheti az azonositast.

e A fehérjék kiilonb6zé mennyisége a biologiai membranokban szintén
befolyasolja a detektalhatosagot (a relativ intenzitdsok miatt), a dinamikus

tartomanynak megfeleld jel6lt peptid-mennyiségeket tudunk azonositani™>.

A jeldlt poziciok wvaliddldsira a publikusan elérhetd, TOPDB adatbazisban
Osszegylijtott adatokat hasznaltuk. A 730 jeldlt poziciobdl 450 pozicidhoz taldltunk fiiggetlen
kisérleti modszerrel szerzett adatokat, amelyek 98,7% -ban megerdsitették, hogy a kapott

poziciok extra-citoszolikusak. Az MSTOP mddszer a jelolt TM fehérjében azonositott extra-
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citoszolikus lizinek széazalékos aranya (az elméleti extra-citoszolikus lizinekhez képest),
valamint fiiggetlen kisérletekkel jellemzett pontossdga a 4.3 fejezetben ismertetett
bioinformatikai szamitasok tiikrében az elvarasoknak megfeleld. Noveli az olyan modszerek
pontossagat, amelyek a megszerzett adatokat megszoritasként hasznaljak (pl.: CCTOP). A
modszer ezért segiti a human TM fehérjék topologia becslés pontossdganak jelentds

novekedését.

A TM fehérjék extra-citoszolikus része mellett, szamos gyakori citoszolikus és extra-
citosz6likus fehérje peptidjein is jelolést azonositottunk. Az extra-citoszolikus oldalon
horgonyzott fehérjékhez tartozo jelolt peptidek a modszerb6l adoddan varhatdéak voltak,
ellenben a citoszolikus jelolések nem. Az eddigi tapasztalatok alapjan egyértelmiien
kijelenthetd, hogy ezek a jelolések nem, vagy nagyon kevéssé torténtek a citoszolikus TM
fehérjeszegmenseken, csak a gyakori citoszolikus gyakori fehérjéket érintették. A citoszolikus
fehérje jelolések eredhetnek sériit sejtekbdl (4.4.2 fejezet 15. abra 2-es részén egy sériilt sejt
lathatd, az egész sejt zold fluoreszcenciaval rendelkezik, mig a tobbi esetén csak a membran
hatarvonalan detektalhatd a zold szin), melyek akar vissza is tapadhatnak a sejtek felszinére,
mint a normal vérkeringés soran'®’. Detektaltunk jel5lt hiszton fehérjéket, amelyek DNS-t
kotnek, de kimutatttak, hogy a hisztonok, sejtspecifikus granulafehérjéket tartalmazo neutrofil

k168

extra-citoszolikus csapdakhoz is koétnek ™. Mas, a moddszeriink altal is jelolt citoszolikus

fehérjekrdl is publikaltik, hogy eléfordulhatnak az a sejtfelszinen (pl.: tubulin'®, aktin*™).
Tovabba Hofmann és munkatarsai, akik a ,,sejtfelszin elfogas” (CSC) technikat hasznaltak,
hasonlo szintii intracellularis jelolést tapasztaltak, amikor négy Hodgkin és négy non-Hodgkin

limféma sejtvonalbol tanulményoztak a sejtfelszini fehérjeket™*

. A fenti tények, valamint TM
fehérjékhez tartozo jelolések extra-citoszolikus validalasa megerdsitette, hogy a modszeriink
hosszutavon alkalmas lehet topoldgiaadat meghatarozésara, tartva az alacsony hamis pozitiv

taldlati aranyt.

A fejlesztett modszer altal szolgaltatott extra-citoszolikus lizin aminosav pozicio
megszoritasok kozott az irodalomban 1évd adatokkal Gsszevetve Osszesen 6 db ellentmondo
poziciot talaltunk (azaz a pozicid lokalizécioja vagy citoszolikus vagy membranrégid volt
korabban). A 6-bol 4 pozicidhoz tartozik két homolog fehérjeszerkezet a PDB adatbazisban.
Az ADP/ATP transzlokaz 2 (ADT2) fehérjéhez tarsithatd megoldott szerkezet (PDB: 2C3E,
89% szekvencia azonossag'’"), amely alapjan a 147-es lizin citoszolikus és a 23-as membréan
régidban lokalizalodik. A 23-as pozicidban 1évé lizin, amelyet 41-szer detektaltunk a
kisérletiinkben, a kifelé nyitott szerkezet iiregében helyezkedik el (27. é&bra), amely igy
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hozzaférhetd a Szulfo-NHS-SS biotin reagens szamara. Hasonléan a 147-es lizin pozicid
esetében, amelyet csak 6-szor detektaltunk jeldlve, a jelolédés azzal magyarazhato, hogy a

fehérje nyitott csatornajan a jel6ld agens keresztiil tud jutni és jeldli a fehérje ezen részét.

K22 (41)

K146 (6)

tortént (kék: extra-citoszolikus, sdrga: membran régid, piros: citoszolikus). A kovalensen
modositott lizineket lila szinnel jeleztiik, a lizinek pozicidjat is jeldltiik, és zarojelben

feltiintettiik, hogy az adott pozicioban levd lizint hany kiséretben azonositottuk jeldlve.

Tovabbi két ellentmondd pozicidt azonositottunk az emberi facilitalt glikoz
transzporter 1 (GTR1) fehérjén, amely poziciok elhelyezkedését a fehérje megoldott
szerkezetén vizsgaltuk (PDB:4PYP, 99%-os szekvencia azonossag™). A fehérje ebben a
szerkezetben befelé nyitott allapotban talalhatd, amelyben a kotott ligand kordinatait is
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meghataroztadk. A 245 ¢és 256-os poziciokat 3-3-szor talaltuk meg jeldlve, amelyek a
térszerkezetben egy olyan a-hélixben talalhatoak, amely a citoszolikus belépési oldallal
szemben vannak. Feltételezhetéen a jelolé agens eléri ezeket a poziciokat nyitott
konformacioban. Az extra-citoszolikus lizineket 1ényegesen tobbszor talaltuk meg ebben a
fehérjében, példaul a 117-es lizint tobb mint 50-szer detektaltuk. Alacsonyabb szintii jelolési
hatékonysagot figyeltiink meg az eddigi kisérleteink alapjan a 38, 183 és 300 pozicidkban,
amely Osszefliggésben lehet a fehérje nyitott és zart allapotai kozotti folyamatos atmenettel,

ami kozben az athalado ligand részben lefedheti ezeket a poziciokat.

Fejlesztett modszeriink mellett egy jelentds konkurens stratégia létezik, amellyel
szintén extra-citoszolikus szegmenseket tud meghatarozni: ez a sejtfelszini N-glikopeptidek
azonositasara épiil, amellyel szdmos sejtvonal sejtfelszini proteomjat jellemezték™*. A
glikozilacid a jelenlegi ismereteink szerint az extra-citoszolikus szegmensekben bekodvetkezd
sejten beliili természetes modosulas, igy a glikocsoportokra specifikus gliko-peptid dusitasi
stratégia specifikusabban képes extacellularis peptideket azonositani. Azonban az extra-
citoszolikusan azonosithato lizinek szdma négyszer nagyobb, mint az extra-citoszolikus N-X-
S/T motivum, ahol az N-glikozilacio torténhet. Ebbol kovetkezik, hogy az extracellular lizin
azonositasok tobb adatot szolgaltathatnanak a topologia predikciokhoz. Egyetlen tudomanyos
kozleményben talaltunk az altalunk kidolgozott stratégiahoz hasonléan Szulfo-NHS-SS-biotin
reagenssel modositott lizineket tartalmazd peptid listat (Hoffman és mtsi, Lys-CSC
technika)'®, amelyben jelentés mennyiségii citoszolikus TM fehérjerégioban azonositottak
jelolést. A jelolt lizinek 17%-a citoszolikus, mig 83%-a extra-citoszélikus TM
fehérjeszegmensekbdl szarmazik a CCTOP algoritmus altal becsiilt topologia alapjan. A
munkankban tagyalt paraméter optimalizaciokkal a hamis pozitiv taldlati aranyt jelentdsen
csokkentettiik, a jelolésiink pontossagat 98,7%-ra emeltiik, amely szignifikansan javitja a

megszoritasokkal végzett topologia predikciot.

A TM fehérje topologiai adatok gyiijtésével a TOPDB adatbazishoz, valamint az
MSTOP modszer altal szolgaltatott kisérleti eredmények felhasznaldsdval pontosabb
topologia becslést értiink el jelentés mennyiségi human TM fehérje esetében. A
késobbiekben tervezziikk a tovabbi adatok szerzését a topologia predikcidk tadmogatasa
érdekében, amelyhez elsddlegesen tovabbi sejtvonalakat és organellumokat szeretnénk
felhasznalni. A szakirodalom szerint ezek mas-mas TM fehérjéket expresszalhatnak, a tandem
tomegspektrometriaval kimutathato mennyiségbenm, valamint mas protedzok bevonasaval
ndvelnénk az adott sejttipusbdl izolalt fehérjék extra-citoszolikus lefedettségét. A jelenlegi és
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a késobbi kisérletekbdl szarmazo adatok segithetik az egyedi TM fehérjék topoldgia becslését

és szerkezeti modellezését, ezaltal segitheti a szerkezet-funkcio kapcsolat jobb megértését.
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7 Mellékletek

7.1 Felhasznalt anyagok melléklete

Sigma-Aldrich: 1,10-Phenanthroline; 2,2'-Thiodiethanol; Bromoethylamine, BSA- Bovine
Serum Albumin; CaCl,; CuSO4*5H,0; EDTA- Ethylenediaminetetraacetic acid; F12 HAM

médium; FITC (Fluorescein isothiocyanate) konjugalt anti-biotin antitest; Folin-Ciocalteu

reagens; jodacetamid, KCI; Kimotripszin; MS Grade Tripszin; Na,COs; Na,-tartarat*2H,0;
NaCl; NaHCOs; NaOH; NEM- N-ethylmaleimide; NH4;HCOj3;; PFA- Paraformaldehyde;
PMSF- Phenylmethylsulfonyl fluoride; SDS- Sodium dodecyl sulfate; TCEP- Tris(2-
carboxyethyl)phosphine; Termolizin; TLCK- Na-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone
hydrochloride; TPCK- N-p-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone; Tripszin; TritonX-
100

Thermo Scientific: DTT- Ditiotreitol; FBS- Fetal Bovine Serum; NeutrAvidin Agarose; PBS-
Phosphate-buffered saline; Pen/Strep- Penicillin Streptomycin Solution; RPMI 1640 médium,;
Szulfo-NHS-SS-Biotin; TBS- Tris-buffered saline

Bio-Rad: Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250, Tris- Tris(hydroxymethyl)aminomethane;

Tween-20
Millipore: ECL Western Chemiluminescent HRP Substrate

New England Biolabs: PNGase F- N-glycosidase F

EuroClone: Prestained Protein Sharpmass VI

Molecular Probes: Hoechst 33342

Merck: HRP (Horseradish peroxidase)-konjugalt avidin; PVDF (Polyvinylidene difluoride)

membran; ZnCl,
Waters: Rapigest

Biomarker Kft.: TexasRed® Streptavidin

7.2 Felhasznalt eszk6z6k melléklete

Sigma: 2 ml-es potter cs6 és homogenizalo rad; 26G-s tii; Corning® bottle-top vakuumsziird

rendszer
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Thermo Scientific: C18 Spin oszlopok; Linear Trap Quadrupole (LTQ)-Orbitrap Elite; Orion

2-Star pH mérd; Pierce™ Spin Columns - Snap Cap, Dionex Ultimate 3000 NanoLC System
(Sunnyvale), Acclaim™ PepMap™ 100 C18 Nano-Trap Columns

Beckman: 10,4ml-es polikarbonat csévek (355603); L7-55 Ultracentrifuga-70.1 Ti fix

rotorral

Eppendorf: 5810 R és 5804 R centrifuga; Galaxy 170R inkubator; T25, T75 sejttenyésztd
flaska

Greiner Bio One: 6ml-es EDTA tri-k&lium csd

Bio-Rad: Bio-Dot® Microfiltration System; ChemiDoc™ XRS+; TC20™ Automated Cell

Counter; PowerPac™ Universal és gélfuttatd kadak

Waters: Bruker Maxis Il ETD Q-TOF; nanoAcquity UPLC trap oszlop; BEH300C18
nanoAcquity UPLC oszlop

Hirschmann: Birker-kamra
Biosan: CH-100 Termoblokk; End-to-end forgatd

Applied Biosystem: FACS Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Blue/Violet)

AnalytikJena: Spektrofotométer

Esco: Streamline® Class IT BSC laminaris fiilke
Merck: Ultratiszta viz el6allitd berendezés
Promega: Vac-Man™ Vacuum Manifold

Elma Schmidbauer GmbH: Elmasonic S 30 (H)-Vizfiirddés szonikator

Zeiss: ZEISS LSM 710

7.3 Alkalmazott modszerek melléklete
7.3.1 A felszini jelolés eredményességének ellenérzése

Elészor az RBC-k és CHO emldssejtek membranfehérjéinek jelolhetoségét vizsgaltuk
Szulfo-NHS-SS-biotin reagenssel, a 3.3.2 és 3.3.3. fejezet 1épéseit elvégezve. A CHO sejtek
letapado sejtek, amelyre azért esett a valasztas, mert a konfokalis mikroszkopon
kontrasztosabb képeket lehet kapni velik. A 24-lyuka plate lemez welljeibe 13 mm-es

Orativeget helyeztiink, majd azon novesztettik a CHO sejteket ~80%-o0s konfluenciaig. A
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médium eltavolitasa utan 2-szer PBS pufferrel atmostuk a wellek sejtjeit, majd kovetkezett a

jelolési reakcid (a negativ kontroll mintak jel616 agens nélkiili pufferben inkubaltuk).

A jelolt és jeldletlen sejteket 6%-0s BSA-val PBS pufferben blokkoltuk 4°C-on 10

percig, ezzel csokkentve a kovetkez6 1épésben az sztreptavidin nem specifikus kotédését.

A sejteket biotinra specifikus, 2 pg/ml-es TexasRed fluoreszcens festékkel konjugalt
sztreptavidinnel inkubdltuk egy 6ran keresztiil 4°C-on (a TexasRed gerjesztési és emisszios
maximuma: 596/615nm). Végiil a sejteket egyszer mostuk PBS pufferrel, majd 0,1 ug/ml
Hoechst 33342 DNS festékkel (gerjesztési és emisszios maximuma: 350461 nm) inkubaltuk 2
percig, a festék feleslegét szintén PBS pufferrel tavolitottuk el.

A jeldletlen és jelolt mintakban a festékek jelenlétét, lokalizaciojat Zeiss LSCM 710
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk 63x NA=1.4 Plan Apo objektiv felhasznéaldsaval. A
festékek helyzetét a sejtek adott sikjaban a megfeleld hullamhosszusagi gerjesztd 1ézerek
felhasznalasaval, valamint emisszidos spektrumukra jellemzé hullamhosszisaghh fény

kiszlirésére alkalmas sziir6kockakkal rogzitettiik/fényképeztiik.

A jelolt és jeloletlen RBC-ékbdl membranpreparatumot is készitettiink (a 3.3.4 fejezet
alapjan), majd TexasRed konjugalt sztreptavidinnel inkubdltuk a keletkezett vezikula
membranokat. Szintén konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk meg, hogy a jelolés megmaradt-e

a membranpreparalds utan is (12. abra E és F).

7.3.2 Jelolt és jeldletlen sejtek viabilitasanak tesztelése

Annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy a jel6lé dgens nincs hatassal a sejtintegritasra,
a sejtmaggal rendelkez0 teszt sejtek (HL60 €s K562) harom-hérom sejt csoportjan elvégeztiik
a 3.3.2-3.3.3. fejezetekben ismertetett 1épéseket (kezelt/jelolt mintak). Tovabbi 3-3 mintan
szintén elvégeztiik a megfeleld 1épéseket, de a jelold reagens nélkiil (kezeletlen mintak). Az
Osszes mintat 1 pug/ml propidium-jodiddal (PI, gerjesztés és emisszios maximuma: 493/636
nm) 5 percen keresztiil szobahémérsékleten inkubaltuk. A sériilt sejtekkel ellentétben az ép
sejtek a PI-t nem veszik fel, a sériilt sejtek DNS-e megfestédik a PI hatasara. A DNS magok
PI fest6dését aramlasi citometriaval (FACS Attune® Acoustic Focusing Cytometer)
hataroztuk meg, amelyb6l kovetkeztethettiink az egyes mintak sériilt sejtszam aranyara. A
kezelt és kezeletlen sejtek PI felvétele kozotti kiillonbség szignifikanciajat nem-parametrikus

Mann-Whitney teszttel hataroztuk meg.
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7.3.3 Fehérjemérés

A membranpreparatumok fehérjetartalmanak kvantitativ meghatarozasahoz Lowry
(Folin) moédszert alkalmaztunk. A modszerhez harom f6 oldat 98:1:1 (A:B:C oldat) ardnya
elegyét hasznaltuk:

A: 4 mg/ml NaOH ¢s 20 mg/ml Na,COg ultratiszta vizben
B: 10 mg/ml CuSO4*5H,0 ultratiszta vizben

C: 28,5 mg/ml Na,-tartarat*2H,0O ultratiszta vizben

A fehérje koncentracid meghatarozasahoz sziikséges kalibraciohoz a BSA fehérje
higitasi sorat, valamint membranpreparatum-mintdk megfeleld0 mennyiségét hozzaadtuk a
harom oldat 1-1ml-es elegyéhez. A vak mintak esetében, a membranpreparatumokat kisérd
puffer kozeget (50 mM NH;HCO3, pH=8) adtuk az eldzdkhez adott mennyiségben. Végiil
Folin-Ciocalteu (foszfomolibdat-foszfowolframat) reagenst adtunk a rendszerhez és 45 percig

sotétben inkubaltuk az oldatokat.

A kék szinvaltozast 660nm-en spektrofotométerrel detektaltuk, majd a BSA higitasi
sor abszorbancia értékeire kalibracios egyenest illesztettiink, amely egyenletébdl

meghatarozhatuk a membranpreparatumok fehérjetartalmat.
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7.4 Eredmények melléklete

7.4.1 Szulfo-NHS-SS-biotin jelolés nélkiili sejtek vizsgalata

28. abra: Biotinalatlan CHO sejtek, TexasRed konjugalt avidinnel inkubalva, DNS festése
Hoechst 33342 reagenssel. A: Hoechst (DNS marker), B: DIC, C: TexasRed (hattér

fluoreszcencia), D: egyesitett abra (az el6z6 harom blokk tartalma).
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