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Absztrakt

A posztszinaptikus membran alatt taldalhaté, nagy fehérjekomplexekbdl felépllé strukturat
posztszinaptikus denzitasnak (postsynaptic density, PSD) nevezziik. A PSD kulcsszerepet jatszik a
szinaptikus jelatvitel szabalyozdsaban, a memoria kialakulasaban és a tanulasi folyamatokban. A
struktira fehérjéit érint6 mutacidk kilonb6z6 neurodegenerativ és neurodevelopmentalis
rendellenességek kialakuldsahoz vezethetnek. Ezek kozé tartozik az autizmus spektrum zavar
(Autism Spectrum Disorder, ASD), amelynek hatterében tébbek k6zott a Homerl fehérje EVH1

doménjében bekbvetkezé mutacidkat is azonositottdk.

A Homerl a PSD egyik allvanyfehérjéje, amely egy globularis EVH1 domént, egy hosszu coiled-coil
régiot, valamint a kett6 kozott elhelyezkedd rendezetlen linkert tartalmaz. Az EVH1 domén felelds
a célfehérjék felismeréséért és kotéséért, elsGsorban prolinban gazdag motivumokon keresztil;
ilyen kot6partner példaul a Shank fehérje. Munkam célja a Homerl EVH1 domén vad tipusu és két
ASD-hez kothet6 mutans vdltozatanak szerkezeti, dinamikai és kolcsonhatdsi jellemzése volt,

valamint a mutaciék molekularis kovetkezményeinek feltarasa. Emellett foglalkoztam még egy

sz

A rekombinans fehérjéket bakteridlis expresszids rendszerben allitottam el6 és kromatografias
mddszerekkel tisztitottam. A szerkezet meghatdrozdsat oldatfazisi NMR spektroszkdpidval
végeztem, a jelhozzarendelést a CCPNMR szoftver segitségével készitettem el. A domén variansok
dinamikai tulajdonsagait S? rendparaméterek és Rex értékek meghatarozasaval vizsgéltam,
amelyek rendre a gyors (pikoszekundum—nanomasodperc) és a lassabb (mikro—milliszekundum)
id&skalaju mozgasokrdl adnak informacidt. A globdlis szerkezeti jellemz6k elemzésére kisszogl
rontgenszorast (SAXS) és cirkularis dikroizmus (CD) méréseket alkalmaztam. A fehérje—fehérje
kolcsdnhatdsok vizsgalatat biolayer interferometridval (BLI), valamint NMR titralasos kisérletekkel
végeztem, az adatok kiértékelését szintén CCPNMR-ben hajtottam végre. Kisérletes munkamat a

belsé dinamika szamitdgépes elemzésével egészitettem ki.

Eredményeim azt mutatjak, hogy a vizsgalt mutdcidk els6sorban az EVH1 domén stabilitasat és
dinamikai viselkedését befolyasoljadk, mikozben a globalis szerkezeti felépités alapvetGen
megG6rzédik. A dinamikai analizis arra utal, hogy a mutdacidk a bels6é mozgasok atrendezédését
idézik el6, amelyek hatdssal lehetnek a partnerkdtés egyes aspektusaira és a létrejové nagyobb
fehérjekomplexek stabilitdsara. A kombindlt szerkezeti és biofizikai megkozelités atfogd képet
adott a Homerl EVH1 domén szerkezet—dinamika—funkcié kapcsolatardl, hozzajarulva az ASD-hez

kapcsolédd molekularis mechanizmusok jobb megértéséhez.



Abstract

The structure located beneath the postsynaptic membrane and composed of large protein
complexes is called the postsynaptic density (PSD). The PSD plays a key role in the regulation of
synaptic transmission, memory formation, and learning processes. Mutations affecting PSD
proteins may lead to the development of various neurodegenerative and neurodevelopmental
disorders. Among these is Autism Spectrum Disorder (ASD), in which mutations occurring in the

EVH1 domain of the Homerl protein have been identified.

Homerl is a scaffold protein of the PSD that contains a globular EVH1 domain, a long coiled-coil
region, and an intrinsically disordered linker located between them. The EVH1 domain is
responsible for the recognition and binding of target proteins, primarily through proline-rich
motifs; one such binding partner is the Shank protein. The aim of my work was to characterize the
structural, dynamic, and interaction properties of the wild-type Homerl EVH1 domain and two
ASD-associated mutant variants, and to explore the molecular consequences of these mutations.

In addition, | worked on the production of the GBR region of another scaffold protein, GKAP.

Recombinant proteins were produced in a bacterial expression system and purified using
chromatographic methods. Structural determination was carried out by solution-state NMR
spectroscopy, and resonance assignment was performed using the CCPNMR software package.
The dynamic properties of the domain variants were investigated by determining S? order
parameters and Rex values, which provide information on fast (picosecond—nanosecond) and
slower (microsecond—millisecond) timescale motions, respectively. Global structural
characteristics were analyzed using small-angle X-ray scattering (SAXS) and circular dichroism (CD)
measurements. Protein—protein interactions were studied by biolayer interferometry (BLI) and
NMR titration experiments, with data evaluation performed in CCPNMR. The experimental work

was complemented by computational analysis of internal dynamics.

My results show that the investigated mutations primarily affect the stability and dynamic
behavior of the EVH1 domain, while the overall global fold remains largely preserved. Dynamic
analysis suggests that the mutations induce a rearrangement of internal motions, which may
influence certain aspects of partner binding and the stability of larger protein complexes formed.
The combined structural and biophysical approach provided a comprehensive view of the
structure—dynamics—function relationship of the Homer1 EVH1 domain, contributing to a better

understanding of the molecular mechanisms associated with ASD.



1. Irodalmi attekintés

1.1 A neuralis szinapszis

1.1.1 Idegsejtek szinapszison keresztiil torténé kommunikacioja

Az eml6sok agydban taldlhatd neuralis haldzatot tobb millidrd idegsejt alkotja, melyek kozott az
informdcié atadasa, az idegsejtek kommunikdaciéja szinapszisok segitségével valdosul meg. A
szinaptikus kapcsolatok kialakuldsa és fenntartasa, valamint a szinaptikus plaszticitas alapveté
tényez6k a normalis agymikodés és a homeosztazis szempontjabdl (Grabrucker et al., 2011). Egy
szinapszis alapvet6en két idegsejt talalkozdsandl teremt kapcsolatot, de egy adott idegsejt a
néhanytdl tobb szazezerig terjed6 szdmu kapcsolat kialakitasara képes. Ezek megvaldsulhatnak
egy kozeli idegsejttel vagy akdr egy, az agy egészen mas teriletén taldlhatd neuronnal is.
Megkilonboztethetlink elektromos és kémiai szinapszisokat. Elektromos szinapszis esetében a
réskapcsolatok kozvetlen, ionok aramlasan alapulé kommunikaciot biztositanak az idegsejtek
kozott, ez egy gyors, egyszer(ibb felépitési jeltovabbitd rendszer. Ezzel szemben kémiai szinapszis
esetében az informacié dramldsa neurotranszmitterekkel torténik, ez egy 0Osszetettebb,
komplexebb, jobban szabalyozhatd jeldtadast valdsit meg. A kémiai szinapszisnak tobb fajtdja
ismert, alapvet6 tipusai a serkent6 vagy gatld szinapszis. A szinapszisok alapveté jellemzéje a
felszabadult neurotranszmitter tipusa. A kémiai szinapszis altaldban egy idegsejt (jelet kiildé
neuron) axonja és egy masik idegsejt (a jelet fogadd neuron) dendritje k6zott valdsul meg. Az axon
végén taldlhato a preszinaptikus terminal, ahova az axonon végig terjed§ akcids potencidl elésekor
létrejové depolarizacié elinditja a preszinaptikus folyamatokat. Ezek soran kinyilnak a Ca?
csatorndk, Ca®* ionok aramlanak be a sejtbe. Ez a kalciumszint-emelkedés a szinaptikus vezikulak
preszinaptikus membrdnnal torténé Osszeolvaddsdhoz vezet. A vezikuldk tartalma, a
neurotranszmitterek ennek kovetkeztében a 10-20 nm-es szinaptikus résbe (preszinaptikus és
posztszinaptikus sejt kozotti tertlet) jutnak, majd hozzakétnek a posztszinaptikus membranba
agyazédé receptorokhoz, igy adddik at az ingeriilet egyik idegsejtr6l a masikra (Caire et al., 2025)
(Sadhof, 2012) (Hammond & Esclapez, 2015) (Pereda, 2014). Mind a jelet leadd, mind az azt
fogado sejtek esetében fehérjék Osszetett, komplex haldzata vesz részt a jel tovabbitasaban.
Gerincesek esetében a serkent6 szinapszisoknal, a kozponti idegrendszerben elsGsorban a
glutamat jatszik szerepet, mint serkentd neurotranszmitter, innen is kapta a nevét a serkentd
glutamaterg szinapszis (Dosemeci et al., 2016). A preszinaptikus membrannal egybeolvadd

vezikuldkban megtaldlhaté glutamat a dendritikus tiskék végén |év6, a posztszinaptikus


https://www.zotero.org/google-docs/?E8Jych
https://www.zotero.org/google-docs/?WqMU1a
https://www.zotero.org/google-docs/?dlzF4q
https://www.zotero.org/google-docs/?oPwRWo
https://www.zotero.org/google-docs/?h9rlTd
https://www.zotero.org/google-docs/?shFTgc

membranba agyazédott NMDA (N-metil-D-aszpartat) és AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
izoxazol-propionsav) ionotrop glutamat receptorokhoz kapcsolédik. Ez a glutamat-receptor
kot6dés aktivdlja a receptorokat, melyek ennek hatasara konformacié-vdltozason mennek
keresztll. A glutamat és a receptorok kozott Iétrejové interakcid hatdsdra a magnézium- és
cinkionok, amik kordbban megakaddlyoztak az egyéb ionok dramlasat, most szabaddd teszik a
receptorokat és ezdltal a natrium, kdlcium és kalium ionok ataramldsat is. A kalcium- és
natriumionok a posztszinaptikus sejt belsejébe aramolnak, mig a kalium a szinaptikus rés felé (Luo
et al., 2011) (Luscher & Malenka, 2012). A bedramlé natrumionok a posztszinaptikus terileten
akcios potencidlt indukalnak. Fontos megjegyezni, hogy a kivaltott valasz pontos jellege fligg a
szinapszis aktudlis felépitésétdl és allapotatdl. A membrdnba agyazédo receptorok mennyisége
nem allandd, hanem egy ugynevezett kétirdnyu visszacsatoldsi mechanizmus hatdrozza meg,
amikor a szinapszis inaktiv, akkor a receptorok az endoplazmatikus retikulum (ER) iranyabdl a
plazmamembrdnba szallitddnak, mig aktiv szinapszis esetében endocitdzis jatszodik le, valamint
lelassul az NMDA receptorok exportja az ER-b6l (Rasmussen et al., 2017). Az AMPA receptorokat
négy f6, a csatornat létrehozd alegység (GIuAl-GluA4) alkotja, amelyhez egyéb kiegészit6
alegységek csatlakoznak, pontos 6sszetétele attdl fliggben véltozik, hogy az agy mely teriletén
fordul elS. Alegységeinek C-terminalis része kdzvetlen kapcsolatot alakit ki a vazfehérjékkel (lasd
aladbb), igy jatszva szerepet a jelatvitelben. Az NMDA receptorokat harom alegység alkotja, az NR1,
NR2 és az NR3 (Luo et al., 2011). A glutamat az NR2 alegységet aktivalja, ami a PSD-95 fehérje
amino terminalisan megtalalhaté elsé és masodik PDZ doménjéhez kapcsolddik (Cousins et al.,
2009). Ez a két PDZ domén a Stargazine transzmembran fehérje C-terminalis végéhez is kotédik,
ennek az interakcidnak a hatasara az AMPA receptorok kihelyez6dnek a sejt felszinére, aminek
hatasara még tobb glutamat megkotésére lesz képes a sejt, igy erGsebbé téve a szinapszist (Choi
et al.,, 2002). Az NMDA és AMPA receptorok interakciéban dllnak a posztszinaptikus denzitast
(PSD) alkoto fehérjék stirti, komplex haldzataval, elsGsorban a PSD-95 fehérjén keresztiil kétnek a
mélyebb rétegek fehérjéivel, kialakitva egy a citoplazmaig ativel6 kapcsolatrendszert tébbszint(i

fehérjeinterakcion keresztil (Sheng & Hoogenraad, 2007).

1.2 Posztszinaptikus denzitas és az azt felépit fehérjék

A posztszinaptkus denzitas feladata a szomszédos idegsejtekbdl neurotranszmittereken keresztiil
érkez6 jel fogadasa és tovabbitasa a mélyebb rétegek felé (Suzuki et al., 2018). Szerepe van a

szinaptikus szerkezet fenntartasaban, atrendez6désével kulcsszerepet tolt be a tanulds és a
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memadria molekularis szintl folyamataiban. Elektronmikroszkdpos vizsgalatok alapjan a PSD a
dendritikus tiskék végében, a posztszinaptikus membrdan alatt taldlhatd struktidra, melyet tobb
ezer fehérje alkot (Sheng & Kim, 2011) (Sheng & Hoogenraad, 2007). A PSD els6sorban serkenté
szinapszisokban kifejezett, elektrondenz képlet. A PSD-t alkoté fehérjék meghatarozdsa azonban
nem volt egyszer( folyamat, és részletes haromdimenzids szervez6dése mai napig intenziv kutatds
targyat képezi. Tobbféle mddszerrel probaltak kideriteni a PSD-t alkotd fehérjék szamat és tipusat.
Végeztek vizsgalatokat antitestekkel, alkalmaztdk az élesztS kéthibrid- és ko-immunoprecipitacios
maddszereket PSD fehérjékkel, emellett proteomikai technikak alkalmazasara is sor kerilt. SDS-
PAGE elvalasztas és MALDI-TOF tomegspektrometria segitségével példaul 30 PSD fehérjét
azonositottak, de emellett alkalmaztak neurondlis széveti frakcionalast is (Boeckers, 2006). Ami
leginkdbb megnehezitette a PSD pontos feltérképezését és megértését, az az, hogy a PSD egy
komplex fehérjehalézat, ami vizben oldhatatlan, sGrd, de ugyanakkor nem rendelkezik hatarozott
sztochiometridval és emellett a szerkezete is dinamikus (Zhu et al., 2016). A legujabb kutatdsok
szerint egy korulbelll 30-50 nm vastag és 300-400 nm széles lemez alaki 1.1 +/- 0.36 GDa tomeg(i
fehérjehaldzatrél van szé (Chen et al.,, 2005) (W. Feng & Zhang, 2009) (Suzuki et al., 2018)
(Boeckers, 2006). Ennek mérete és dsszetétele azonban nem allandé, dinamikusan véltozhat attdl
fliggben, hogy mely agyteriileten talalhatd meg, milyen a szinaptikus aktivitas, illetve kilonb6z6
fajoknal is eltéré méreteket mutat (Sheng & Hoogenraad, 2007). Emellett az idegsejt tipusatol is
fligg (Luo et al., 2011) és a szinaptikus plaszticitds is befolyasolja a PSD felépitését (Zhu et al., 2016)
(Suzuki et al., 2018). Intenziv szinaptikus aktivitas hatasara példaul a PSD lentebb kifejtett 'pallium’
rétege s(rlbbé valik (Dosemeci et al., 2016). Amikor mindkét idegsejt aktiv, akkor a szinapszisok
erésodhetnek (hosszu tavu potenciacid vagy angolul long term potentiation, LTP), ilyenkor példaul
né az AMPA receptorok mennyisége a membranban. Amikor pedig az idegsejtek inaktivak, a
szinapszis gyengtl (hosszu tava depresszié vagy angolul long term depression, LDP), az AMPA
receptorok szama is csdkken. A szinaptikus plaszticitdsnak jelent6sége van a tanulds és a memoaria

kialakulasdban (Kennedy, 2013) (Sheng & Hoogenraad, 2007).
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1. Abra: Az idegsejtek kommunikdcidja és posztszinaptikus denzitdst felépité fehérjék. A
preszinaptikus idegsejt (axon) és a posztszinaptikus idegsejt (dendrit) k6zétt kialakulo kémiai
szinapszis neurotranszmitterekkel, elsésorban glutamdttal valdsul meg. A posztszinaptikus denzitds
a posztszinaptikus sejtmembrdn alatt taldlhaté komplex hdlézat, amelyet kiilonféle egymdssal
interakcioban dllé fehérjéek alkotnak, kéztiik az dltalam is vizsgdlt Homerl, Shank3 és GKAP
fehérjék.

A PSD-ben tobb ezer fehérje talalhaté meg. A PSD egyik kilonleges jellemz6je, hogy csak egy
oldalrél van membrannal elhatdrolva, a citoplazma felé nyitott, a posztszinaptikus membranhoz
interakcidkon keresztil kapcsolddik (1. dbra). Szervezédésében feltehetéen kulcsszerepe van a
folyadék-folyadék fazisszeparacidnak (liquid-liquid phase separation, LLPS), ami lehet6vé teszi,
hogy a molekuldak kondenzalt allapotban maradjanak, egyiitt lokalizalédjanak és szabalyozzak az
interakcidkat (Z. Feng et al., 2019). A PSD-ben megtaldlhato fehérjéket 13 kiilonb6z6 funkciondlis
csoportra oszthatjuk (ezek részét képzik példaul az allvanyfehérjék, receptorok, motor fehérjék,
enzimek stb.) azon belll is koérulbelll 400 fehérjetipust azonositottak tomegspektorméter
segitségével (Peng et al., 2004) (Sheng & Kim, 2011) (Cheng et al., 2006). Azonban a kilonb6z6
vizsgalatok eltéréseket mutatnak a PSD-t alkotd fehérjék szamaval kapcsolatban (Sheng & Kim,
2011). A kvantitativ tomegspektormetria, illetve a kilonféle képalkotd technikak fejlédésének
készonhetéen megbecsiilhet6 az egyes PSD alkotdk relativ mennyisége. A legnagyobb
mennyiségben a CaMKlla fehérjét talaltak, ami korilbelll 4800 példanyban van jelen a PSD-ben

(Sheng & Kim, 2011). A PSD slir(isége, illetve az azt alkoto fehérjék el6fordulasa nem egyenletes,
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vertikalisan 2 kiilonb6z6 részre oszthaté a membranfehérjéken kivil; a’core’ és a’pallium’ rétegre

(Dosemeci et al., 2016).

Az elsG réteg a PSD-ben az Ugynevezett ‘core’ réteg, 30-50 nm-re taldlhaté a plazmamembrantdl,
itt lelhetd fel az allvanyfehérjéknek a nagy része (Suzuki et al., 2018). Az allvanyfehérjék hidként
m(ikédnek a PSD-ben, a fels6bb (membranhoz kozelebbi) szinteken elhelyezked6
glutamatreceptorokat kotik 6ssze az alsdbb szinteken megtalalhatd jeltovabbitd komplexszel és a
citplazmatikus vazzal. Igy tehat az allvanyfehérjék kulcsfontossagu szerepet tdltenek be a
szinaptikus jelatvitelben és plaszticitasban is (Zhu et al., 2017). A MAGUK (membran asszocialt
guanilat kindz) fehérjék is az allvanyfehérjék kozé tartoznak, ezek alkotjdk a PSD legnagyobb
csoportjat emlGsokben, kozéjik tartozik példaul a PSD-95 fehérje (mas néven DLG4, discs large
homolog 4). De ide sorolhaté még a DLG1, a CASK (kalcium/kalmodulin fliggd szerin protein kinaz),
a MAGI (membranhoz kotott guanilat-kinaz inverted), MPP (palmitoiladlt membranfehérje), ZO
(zonula occludens) fehérjecsaldd is. A CASK fehérje kinaz mind a pre- mind a posztszinaptikus
oldalon el6fordul, a neurotranszmitterek felszabaduldasaban és a vezikuldk szallitdsdban, a
jelatvitel szabdlyozasaban jatszik szerepet. A MAGI fehérjecsaldd a szovetek megfeleld
fejl6désében és mikodésben kulcsszerepl6. Az MPP csalad a sejtek polaritasanak kialakitasaban,
valamint fenntartasaban vesz részt (Zhu et al.,, 2016). A MAGUK fehérjék minden esetben
tartalmaznak PDZ domént, legtobb esetben harmat, emellett rendelkeznek SH3 (Src homoldg 3)
és C-terminalis, peptidkét6é funkcidju guanilat kindz (GK) doménnel (Boeckers, 2006). Fentebb
emlitett médon a PSD-95 N-termindlis elsé és masodik PDZ doménjei interakciéba Iépnek az
NMDA és AMPA receptorokkal (Boeckers, 2006). A PDZ domének mellett a PSD-95 tartalmaz egy
SH3 és egy GK domént a C-termindlis végen, ez utdbbival alakit ki interakciét a GKAP (guanilat-
kindz asszocialt fehérje) fehérje, ami pedig a Shank fehérjével teremt kapcsolatot (Dosemeci et al.,
2016) (Zhu et al., 2017). Ez a kbzponti, vagy 'core’ komplex mind a szinapszisok fejlédésében, mind
a mlkodésikben kulcsfontossagu szerepet télt be (Zhu et al., 2017). Nem meglepé mdédon e
fehérjéket kddold mutdacidk dsszefliggésbe hozhatdk szdmos pszichiatriai zavarral és idegrendszeri
fejl6dési betegséggel. Példaul a PSD-95-6t kddold DLG4 gén hidnyaban egerekben megfigyelhetd
volt az ASD (Autism Spectrum Disorder) és a Williams-szindroma, a SAPAP2 és -3 gének torlése
OCD-vel (Obsessive-Compulsive Disorder vagy kényszerbetegség), ASD-vel, valamint Tourette
szindromaval is Osszefliggésbe kerilt (Feyder et al.,, 2010). A PSD-95 fehérje a masodik PDZ
doménjén keresztll a Shaker tipusu K* csatornaval kapcsolddik, de emellett interakcidba Iép az
nNOS-sal (neuronal nitric oxide synthase), mely pedig a Kalirin7-tel kapcsoldodik, ami egyben egy
Rho-GFE (Rho-specifikus guanin nukleotid-exchange faktor) fehérje, a dendritek alakjanak

kialakitasaban és a PSD szabalyozasaban van szerepe. A PSD-95 harmadik PDZ doménjéhez a
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neuroligin kot, ami egy sejtadhézids fehérje, szerepe van a szinapszis létrejottében és
fenntartasaban. Az EGFR (epidermalis novekedési faktor receptor) és az ErbB4 tirozin kinaz
receptor az elsé és masodik PDZ doménnel Iép kapcsolatba. Emellett fontos még kiemelni a Ras
GTP-azt aktivalo fehérje, a SynGAP kotddését, ez mindhdarom PDZ doménnel interakcidba tud [épni

(Boeckers, 2006). Ezek mellett szamos mas interakcidban is részt vesz a PSD-95.

A ‘core’ réteg alatt taldlhaté meg a ’pallium’ réteg, 50-60 nm-re a plazmamembrantél, ahol az
altalam vizsgalt Homer és Shank fehérjék is el6fordulnak (Dosemeci et al., 2016) (Suzuki et al.,
2018). A ’core’ és ’pallium’ réteg kdzott a GKAP teremt kapcsolatot azzal, hogy interakcidba Iép
tobbek kdzott a Shank fehérjével. A Shank fehérje kapcsolatot alakit ki a Homer fehérjével. A PSD-
95-GKAP-Shank-Homer interakcid pedig a PSD egy fontos strukturadlis keretrendszerét alkotja (Shin
et al., 2012) (Romorini et al., 2004) (Hayashi et al., 2009) (2. dbra). A Shank fehérje SAM doménjei
egymassal is asszocidlhatnak és egy lapszerd szerkezetet alakitanak ki. Emellett a Homer fehérjék
tetramer formaban keresztkotéseket alakitanak ki a Shank fehérjékkel, igy ezek a pallium réteg f6
vazat alkotjak (Dosemeci et al., 2016). A Shank fehérjék el&segitik a dendritikus tliskék érését és
azok megnagyobboddsat, ennek mechanizmusa még nem teljesen ismert, feltételezhetéen az
aktinnal vald kolcsonhatasuk révén vesznek részt ezen folyamatok szabdlyozdsdban. A Shank
fehérjék harom aktin szabdlyozd fehérjével kdlcsonhatasba tudnak Iépni, ilyen az IRSp53 (Inzulin
Receptor Szubsztrat Fehérje 53), az Apbl és kortaktin, igy teremtve kapcsolatot a PSD és a
citoszkeleton k6zott (Dosemeci et al., 2016). Az aktin és az aktinkot6 fehérjék fontos dsszetevdi a

PSD-nek, szereplik van a dinamikus atrendez6désben (Boeckers, 2006).

A PSD-ben megfigyelhet6 egy Ugynevezett ’lattice’ vagy rdcs struktira, ami egy szalas haldzat,
amely egy sokszogl strukturakbdl allé (poligondlis) lyukacsos réteg. Ezek a lyukak kb 20 nm
atméréjliek és korilbeliil 5 nm vastag szalak alkotjak 6ket. A ‘lattice’ réteg f6 alkotdelemei a
tubulin, aktin, CaMKII, kis mennyiségben PSD-95, Shank, Homer és GKAP fehérje is megtaldlhato
benne. Ez a racs a posztszinaptikus membran szerkezetének és funkcidjanak fenntartasaban
jatszik fontos szerepet, fehérjéket, receptorokat és citoszkeletalis elemeket kot valamint a
neurotranszmitterek fogaddsdban, a jeldtvitel tovabbitasaban is szerepe van. A PSD
architekturajanak feltérképezése hozzasegithet a PSD dinamikus jellegét megalapozé molekularis

mechanizmusok megértéséhez (Suzuki et al., 2018).
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PSD-95 — GK doménje

I
.

18-111 380-400 930-1030

Shank3 @ PDZ
1-345  470-529 570-664  812-1658  1677-1740

Homerl EVH1
1-118 119-175 193-364

2. Abra: A PSD-t felépitd allvanyfehérjék sematikus abrazoldsa a fébb doménekkel, aminosav

szamozassal és a kialakitott interakciokkal.

1.2.1 A Homer fehérjecsalad

A Homer fehérjecsalad, vagy mds néven Vesl, Cupidin vagy PSD-Zip45 a posztszinaptikus
allvanyfehérjék egyik kulcsfontossagu tagja, a szinapszis szervezésében van fontos szerepe. Ezen
kiviil a szinaptikus aktivitas altal kivaltott plaszticitasban is részt vesz (Hayashi et al., 2006). igy a
Homer fehérjnek a tanulds és memodria kialakuldsanak molekularis mechanizmusdaban is szerepe
van. Fokozott expresszalédast mutat szinaptikus aktivitas hatdsara, ennek megfelel6en a Homer
géneket korai géneknek is nevezziik (Dosemeci et al., 2016). Ezek mellett szerepiik van még a Ca?*
szint szabdlyozdsdban. Kozvetleniil szabdlyozzak az RyR1 (Ryanodine Receptor Type 1) fehérje
m(ikodését, kiléndsen annak Ca?* érzékenységét, aktivalddasi valdszinliségét. Az adapterként
mikdédd Homer fehérjék fizikailag kot6dnek mas fehérjékhez és ezdltal funkcionalis kapcsolatot

létesitenek koztik.

A sejtbe valé Ca?* bedramldst a SOC (store-operated calcium channels) csatorndk kdzvetitik. A
TRPC csatorndk a SOC alkotdelemei. A TRPC csatorndk C-terminalis végén taldlhatunk egy prolin
gazdag régiét, a Homerl ide, illetve az N-terminalis végéhez is képes kotddni EVH1 doménjén
keresztlil. Nyugalmi allapotban a TRPC-Homerlb/c és IP3R komplex megakadalyozza a TRPC
aktivaldodasat, viszont, ha ez a kapcsolat megszakad, példaul az N- vagy C-terminadlis két6helyen
|évé mutacido miatt, vagy ha a monomer Homerla izoforma expresszalddik, az megsziinteti a
kapcsolatot és aktivalddni fog a TRPC. Tehat a Homerl-nek fontos szerepe van a TRPC-Homerlb/c-
IP3R komplexek kialakuldsaban és a TRPC csatornak membranba vald jutasanak szabalyozasaban

is (Luo et al., 2012).
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A Homer fehérjecsalddnak harom tagja ismert (Homerl, Homer2 és Homer3), melyeket harom
gén kédol (W. Feng et al., 2002). EmIGsok esetében a Homer fehérjét kddold gének kiilonbozé
kromoszémakon helyezkednek el; a Homerl gén az 5q14.2, a Homer2 gén a 15q924.3, a Homer3
gén pedig a 19p13.11 I6kuszon taldlhato (Shiraishi-Yamaguchi & Furuichi, 2007). Alternativ splicing
kovetkeztében mindhdarom tag tobb izoformaval rendelkezik, megkiilonboztethetlink révid és
hosszu varidansokat (Shiraishi-Yamaguchi & Furuichi, 2007). Mind a révid, mind a hosszi Homer
fehérjék megtalalhatdak a PSD-ben, ahol szerepet jatszanak a jelatvitelben, illetve célfehérjék
lokalizacidjat szabalyozzak (Luo et al., 2011). Egy 2017-es tanulmanyban arrdl szamolnak be, hogy
a Homer fehérje igen fontos szerepet t6lt be az alvas alatti PSD dtrendezddésben, igy jarul hozza
a tanulds és az emlékezés molekuldris szint(i folyamataihoz. Alvas sordn a rovid izoforma, a
Homerla lesz a domindns, ami monomer szerkezetd, igy megszakad a kapcsolat a membran és az
ER kozott azaltal, hogy megsz(inik az mGIuR1/5 - IP3R és mGluR1/5 — PKC komplex kialakulasanak
lehetGsége. Ezeket a molekuldkat ébrenléti allapotban a hosszu, tetramer architekturaju,
multivalens kotésre képes Homer izoforma koti 6ssze. Ez az atrendez6dés kulcsfontossagu a
szinapszis Ujraskalazédasahoz, az idegsejt igy tud masnap Ujra tanulasi folyamatokban részt venni.
Az Ujraskdlazédas lényege, hogy a szinapszis meger6sodésekor bekovetkezett méretndvekedés
korlatok kozott maradjon, és a szinapszis megvaltozott er6ssége mas molekularis mechanizmusok
altal legyen hosszabb tavon fenntartva. A Homert tartalmazd jeldtviteli komplex lebontasa
emellett az AMPA receptorok eltavolitdsahoz, igy a szinapszisok gyengiiléséhez vezet (Diering et

al., 2017).

A Homer fehérje els6sorban az idegrendszerben expresszalddik, azonban a test kiilonb6zd részén
is el6fordul kisebb mennyiségben. Példaul a Homerlb/c megtaldlhaté még a szivben, vesében,
petefészekben, herékben és a vazizmokban is, a Homer2a/b szintén kimutathaté a szivben és az
izmokban, de emellett a majban és a bélrendszerben is. A Homper3a/b pedig a
csecsemd@mirigyben, tidében, vesékben és petefészkekben lelhet6 fel. Az agyban is kiilonb6z6
eloszldst mutatnak térben és id6ben egyarant. A hippokampuszt példanak véve megallapithatd,
hogy a Homerlb/c elsGsorban a CA1l régidban, mig a Homer2a/b a CA1-CA2 régidban, a
Homer3a/b pedig a CA2-CA3 régidkban koncentralddik (Shiraishi-Yamaguchi & Furuichi, 2007)
(Irie et al., 2002). A rovid Homer valtozatok (példaul a 186 aminosav hosszd Homerla) nem
tartalmazzdk a C-terminalis domént, korai géntermékekként expresszaldédnak. A Homer fehérjék

szerepet jatszanak a MAPK Utvonal aktivalasaban is (Luo et al., 2011).

Tobbféle membranreceptor is kapcsolddik a PSD mélyebb rétegeihez a Homer fehérjén keresztiil,

mint az mGlu5 vagy IP3 receptorok (Diering et al., 2017). A Homer fehérje a Shankkal haldzatszer(
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szerkezetet alakit ki és kapcsolddik az egyik legfontosabb allvanyfehérjéhez, a GKAP-hoz (Hayashi
et al., 2009). A citoszkeletonhoz pedig az F-aktin és Drebrin kot6édésen keresztil kapcsolddik
(Shiraishi-Yamaguchi & Furuichi, 2007) (de Bartolomeis et al., 2022). A Homer fehérje EVH1
interakcidin kiviil kapcsolatot alakit ki tobbek kozott az Oscar vagy RYRI fehérjékkel is (Irie et al.,
2002) (Luo et al., 2012) (Beneken et al., 2000) (Shiraishi-Yamaguchi & Furuichi, 2007). A Homer
fehérje interakcidban all a dynamin-3-mal is, hogy a PSD-t 6sszekosse az endocitikus zonaval, ez
egy specialis régid, ahol endocitdzis megy végbe, ez a PSD-n kiviil helyezkedik el (Sheng & Kim,

2011).

A Homer fehérje hosszi izoformainak (példdaul Homerlc, Homer2a, Homer2b, Homer33,
Homer3b) amino-terminalis végén taldlhatd meg az EVH1/WH1 (Enabled/vazodilatator-stimulalt
foszfofehérje (Ena/VASP) homology 1) domén, ami ligandumké6ts funkcidval bir. Az N-terminalis
EVH1 domén kb. ~110 aminosava 80% szekvencia azonossagot mutat a Homer csalddon belil. A
Homerl-ben szokasosan megkiilonboztetnek egy konzervalt CRH1 (conserved region of Homerl)
régiot, ami az 1-175 aminosavak kozotti szakasz, és az EVH1 domén (1-118), valamint az utédna
taldlhatd an. P motivum (138-Ser-Pro-Leu-Thr-Pro-142) alkotja. A kozottik lévé szakasz
funkcionalisan rendezetlen. A fentebb emlitett P motivum a hosszu, rendezetlen “csuklépant”
régio része, ami elvdlasztja az EVH1 domént a coiled-coil szegmenstdl (3. dbra). Egyes eredmények
alapjan ugy tlinik, hogy ez a P motivum gyenge interakcidba képes lépni az EVH1 doménnel,
viszont ez a kapcsolat csak kristalyszerkezetben jon létre, oldatfazisban nem detektalhatd, igy a
fiziolégids relevancidja maig nem tisztazott (Irie et al., 2002) (Shiraishi-Yamaguchi & Furuichi,
2007). Ismertek olyan fehérjék, amik a P motivummal alakitanak ki kapcsolatot, és ez a
kolcsdnhatds kizarja a homo-multimerizacidt. A karboxi-terminalis végen azonositottak egy hosszu
coiled-coil régiot, amely teljes hosszaban minddssze 30% szekvencia azonossagot mutat a Homer
csalddban. A Homer fehérjék hosszu izoformaja a jelenlegi elképzelések szerint két dimerbdl
0sszedlld tetramer formaban van jelen, a tetramerizaciét a coiled-coil régié C-terminalis szakasza

biztositja, melyrdl kristalyszerkezet is elérhet6 [3CVE, 3CVF] (Hayashi et al., 2009).

A fentebb emlitett médon a Homerl fehérje a PSD vaz egy kulcsfontossagu alkotéja, az egyik
legtobbet tanulmanyozott Homer fehérje (Luo et al., 2012). A Homer1 hosszu izoforma szerepet
jatszik abban, hogy a PSD membranfehérjéi és a citoszkeleton mélyebb rétegeinek dsszekottetése
megvaldsuljon. A rovid izoforma, a Homerla rendelkezik egy EVH1 doménnel és egy rovid
rendezetlen C-termindlis résszel. A hosszu izoforma (Homerlb és Homerlc) esetében
megfigyelhetlink egy EVH1 domént, ami a hosszu C-terminalis végi coiled-coilhoz kapcsoladik. A

coiled-coil régid6 tobb Homer polipeptid lanc 6sszeszerel6déséért is felel6s. A Homerlc a
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receptorok klaszterezésében, szdllitdsaban, sejten belili komplexek kialakuldsaban, illetve a
kalcium homeosztazis fenntartdsaban jatszik kulcsszerepet (Luo et al., 2012). M. K. Hayashi és
kollégai ugy vélték, hogy a coiled-coil régié két szegmensre oszthatd, egy roévid, dimer,
parhuzamos coiled-coilra és egy masodik szegmensre, ami parhuzamos dimerként kezdédik, majd
tetramerként folytatddik, a dimer C-termindlis végei antiparallel médon kapcsolddnak 6ssze

(Hayashi et al., 2009).

P-motif
Homer1a EVH1 I 186
Homer1b EVH1 | Coiled-coil [0 354
Homertc EVH1 [ Called-coll 366
letramerisation

site

3. Abra: Homer1 kiilonb6z6 izoformai. Az EVH1 domén konzervalt mindharom izoformaban.

1.2.1.1 A Homer1 patofizioldgidja

A glutamat receptor jelatvitel rendellenes mikodése szamos neuroldgiai betegséggel hozhaté
kapcsolatba, ide tartozik példaul a tanulasi és memodriazavarok, epilepszia és a skizofrénia.
A kilénb6z6 Homer fehérjék tobb kozponti idegrendszeri betegséggel is 6sszefliggésbe hozhatdk,
valamint a koros szinapszisfejl6dés kilénb6z6 rendellenességek kialakulasaban jatszik fontos
szerepet, ilyen betegségek és rendellenességek a neuropatias fajdalom, az Alzheimer-kor,
skizofrénia vagy a fragilis X szindréma (Luo et al., 2011), vagy éppen az autizmus (Sheng &

Hoogenraad, 2007).

A Homer fehérjék kozil a Homer1 fehérje hidanya, funkcidjanak elvesztése 6sszefliggésbe hozhato
skizofrénidval, mentalis retardaciéval, Alzheimer kérral, krénikus fajdalommal és autizmus

spektrum zavarral is (Szumlinski et al., 2005), (Luo et al., 2012).

A krénikus fajdalom kialakulasaban két kulcsfontossagu szerepl6 vesz részt, a glutamatreceptorok
aktivacidja és az intracelluldris kalciumraktarak valtozdsa. Az mGIuR-IP3R utvonalon keresztiil
tdrténd Ca?* dramlast a Homer1 fehérje szabalyozza. A Homerla expresszaldddsa meg fog néni a

fajdalom és a gyulladas hatdsara, csdkkenteni fogja a tulzott Ca?* dramlast és igy enyhiti a
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fajdalmat. A Homerlb/c hosszabb tavon fog aktivalodni és szintén hozzajarulni a
fajdalomérzékenység szabdlyozdsdhoz. Ennek kovetkeztében tehdt a Homerl fehérje akar

terdpias célra is igéretes lehet krénikus fajdalom kezelésére (Luo et al., 2012).

A fragilis X szindrdma az egyik leggyakoribb 6rokletes értelmi fogyatékossdgot okozd hiba. Az
FMR1 gén hidnya a szinaptikus fehérjeszintézist zavarja és ennek kovetkeztében a kialakuld
dendrittiiskék rendellenesek lesznek. FMR1 hidnyos egerekben azt figyelték meg, hogy az mGIuR5
receptor kapcsoldédasa a Homerlb/c-hez gyengiil, inkdbb a Homerla-hoz fog kotni, ami pedig
fokozott mGIuRS5 aktivitashoz, zavart viselkedéshez vezet. Megfigyelték, hogy ha kilitik a Homerla

gént, akkor a viselkedés javulni fog, de a helyes fehérjeszintézis nem all vissza (Luo et al., 2012).

Fentebb emlitett mddon a Homer fehérje az Alzheimer-kér kialakulasaban is szerepet jatszik. Az
Alzheimer-kdr az amiloid-béta fehérje agyi felhalmozddasanak koszonhetd. Ennek hatadsara
memoaria és kognitiv zavarok jelennek meg a betegeknél. A Homer1l a kiilonb6z6 védd szerepet
tolt be, korai Alzheimer-kor fazisban védelmet tud nyujtani az amiloid béta toxicitdsaval szemben.
Emellett képes serkenteni a BK-csatorndkat, ezdltal csokkentve a tulingerelhetGséget.
Megfigyelték, hogy a Homerla mRNS szintje alacsonyabb volt, mint egészséges egyedeknél. igy

tehat egy potencialis terdpias megkozelités lehet a Homerla adasa betegeknek (Luo et al., 2012).

A skizofrénia egy neuropszichidtriai, Osszetett betegség, aminek kialakuldsaban
valdszinlsithet6en mind genetikai, mind kdrnyezeti tényez6k szerepet jatszanak. Azonositasra
kerilt egy SNP a HOMER1 génben. Homer1-KO egerekben pedig glutamaterg zavart mutattak ki.
A prefrontdlis kéregbhen megnovekedett a glutamat szint, ez hozzdjarulhatott a glutamaterg
transzmisszié diszregulacjéahoz, igy jatszva szerepet a skizofrénia kialakuldsaban (Luo et al.,
2012). Amikor pedig bejuttattak Homerla és Homerlb/c fehérjéket, az részben képes volt
visszaallitani a normalis viselkedést. A Homerla a stresszvalaszt mddositotta, a Homerlb/c pedig

a kognitiv folyamatokat befolydsolta (Luo et al., 2012).

1.2.1.2 EVH1 domén csalad és mutacioi

A Homerl EVH1 domén térszerkezete ismert rontgendiffrakcids kisérletekbél. Ez alapjan az EVH1
doménben 7 antiparallel B red6 és egy C-terminalis végen taldlhaté a-hélix talalhaté. llletve az is
kimutatasra kerilt, hogy az EVH1 kotGpartnere egy erésen konzervalt, prolingazdag linearis
motivum (short linear motifs, SLiM), melynek konszenzus szekvenciaja PPxxF vagy FPxoP (ahol az
x barmilyen aminosavnak felel meg, o pedig hidroféb részt jelent). Az EVH1 domén az ilyen

motivumokat felismerve teremt kapcsolatot tébbek kdzétt az mGluR1, IP3R, Shank, Drebrin,
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Dynamin3 vagy épp a Ryanodin receptor fehérjékkel (Beneken et al., 2000) (Shiraishi-Yamaguchi
& Furuichi, 2007) (W. Feng et al., 2002) (Ball et al., 2002). Amennyiben ezekben a motivumokban
a prolin vagy a fenilalanin aminosavakat lecseréljiik, akkor az interakcié is megsz(inik (Beneken et
al., 2000). Az EVH1 doménben a kotSzsebet a kovetkez6 aminosavak alkotjak: 24 Trp, 70 Thr, 74
Phe, 76 GIn, 85 Val és 89 Gly (UniProt: Q972Y3) (Shiraishi-Yamaguchi & Furuichi, 2007).

Az EVH1 doménben tébb olyan pozicidba vittek be mutdciét, melyek a ligandkdtés szempontjabdl
jatszanak fontos szerepet. Ilyen volt a 89-es glicin mutacidja, mely aminosavat alaninra és
aszparaginra cserélték, mindkét esetben azt tapasztaltdk, hogy az interakcid megszlint a Homer
EVH1 és a Shank3, valamint az mGIuR1 kozott. Emellett a prolin érzékeny régidkat is vizsgaltak,
harom mddositast hajtottak végre, mutdciot vittek be a 24-es triptofanba, 70-es treoninba és a
74-es fenilalaninba. A 74-es és 24-es aminosavat alaninnd mutdltak, ennek hatdsdra megsz(int
mindkét ligandumhoz valé kot6dése. Amikor a 24-es triptofant tirozinra cserélték, akkor a Shank3-
hoz valé kotédés nem valtozott, az mGluR1-het vald két6dést viszont gyengitette. A 70-es treonin
glutaminsavra vald cseréje tonkretette a Shank3-hoz vald interakciot, az mGluR1 interakciét nem
befolyasolta, alaninra valé mutacidja viszont nem befolyasolta egyik esetben sem a kot6dést. A
kapott eredményekbél azt a konklluziét vontdk le, hogy az EVH1 domén egyes aminosavai
kiilonboz6 célfehérjéhez vald kotédésben jatszanak szerepet, a mutacidk pedig minden
ligandumra specifikus hatast valtanak ki. Megallapitottdk, hogy rovidebb oldalldanc esetében (pl.
alaninra vald csere esetén) kevésbé sériilt, szlint meg az interakcié, mint amikor nagyobb
oldallanci aminosavra (pl. glutaminsavra) tértént a csere, ennek okaként a térbeli torzulast hoztak

fel (Beneken et al., 2000).

Tobb pontmutacidt (SNV - single nucleotide variant) azonositottak, mint lehetséges autizmushoz
kothetd mutacid. Ebbdl kett6 olyat taldltak, melyek az EVH1 doménen helyezkednek el, ezek az
65-6s metionin cseréje izoleucinra, illetve a 97-es szerin cseréje leucinra (4. dbra). A harmadik
lehetséges autizmus mutacié a 142-es prolin cseréje leucinra, ami a P motivum részét képezi.
Emellett még két pontmutaciot irtak le, az R323H-t és egy 3’ UTR mutaciot Homer1 fehérjékben
(Kelleher et al., 2012). Kutatasaim soran az M65I és S97L pontmutacié EVH1 szerkezetére és

funkcidjara gyakorolt hatasat vizsgaltam.

Homerl EVH1

1-118 119-175 193-364
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Shank3

4. Abra: A Homerl sematikus abrazolasa a f6bb doménekkel és aminosav szdmozéssal a fenti abran.
Az alsé abran az EVH1 domén szalagdiagramos (ChimeraX) abrdazolasa lathaté. Zold nyil az M65I
mutacié-, sarga nyil pedig az S97L mutacio helyét jelzi. Emellett a Shank3 peptid kotGdése is jelolve

van.

1.2.2 A Shank fehérjecsalad

A Shank (masnéven ProSAP, SSTRIP, Synamon, CortBP vagy Spank) fehérjecsaldd a kozponti
idegrendszerben taldlhatd PSD vdazszerkezetének kialakitasaban jatszik szerepet. A Shank az
allvanyfehérjék kozé tartozik (Luo et al.,, 2011) (Dosemeci et al., 2016), a posztszinaptikus
membran receptor komplexeit koti 6ssze a citoszkeletdlis elemekkel, ezzel a PSD szerkezetét
|étrehozva (Grabrucker et al., 2011). A Shank fehérje a szinapszisok kialakuldsaban, fejlédésében
és m(ikodésében jatszik szerepet (Sala et al., 2015). A Shank fehérjéket harom gén kddolja, a
SHANK1, SHANK2 és SHANK3 gének (Sala et al.,, 2015). Az agy kilonbdz6 teriletein
expresszalddnak a Shank gének, széles korben, beleértve a kérgi régidkat és a hippokampuszt
(Grabrucker et al., 2011). A Shank1 fehérjét kddolé mRNS-ek megtalalhatdak a hippokampuszban,
Shank (Shankl, Shank2, Shank3) fehérje el6fordul, azonban eltéré ardnyban. A Shankl

expresszidja a legerGsebb, ezt kdveti a Shank3 majd a Shank2. A Shank2 ezen kiviil el6fordul a
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vesékben, a mdajban, a kéregben és a Purkinje-sejtekben. A Shank3 expresszidja magas a

hippokampuszon kivil a szivben és a |épben (Sala et al., 2015).

A Shank fehérjékben 5 domén talalhaté, az N-terminalis végen az ankyrin domén (vagy ANK
ismétl6d6 régidnak is nevezik), majd ezt koveti az SH3 (Src homolégia 3) domén, a PDZ (PSD-
95/DLG/Z0-1) domén, a prolin-gazdag régid, a ppl (kortaktin kot6) domén és végiil a C-terminalis
végen a SAM (sterile alpha motif) domén (Boeckers et al., 2002) (5. dbra). A Shank fehérje PDZ
doménjével interakcidt alakit ki a GKAP fehérje QTRL motivumaval. A Homer fehérjével is
interakciéba lép a Shank (a Homer EVH1 kot6dik a Shank prolin gazdag régiéjahoz), vazkomplexet
alkotnak, és kozponti szerepet jatszanak mds PSD fehérjék 06sszedllitasaban. Ebbdl
kovetkeztethet6en a Shank fehérjék befolyasoljak a szinapszisok fejl§dését és a jelatvitelt (Luo et
al., 2011). A Shank a Homer EVH1 domén a PPxxF motivummal kerl interakcidéba, ez a motivum
azonban minden Shank konstrukcidban mads. A Shankl esetében: PLPPPLEFSN, Shank2-nél:
PLPPPLEFAN vagy FLPPPESFDA, Shank3-nal pedig LVPPPEEFAN. Ez utdbbit (Shank3) hasznaltam

peptid formajaban az interakcié vizsgalatok soran.

Tobb tanulmany alapjan a Shank vazfehérjék kulcsfontossaguak olyan rendellenességek
kialakulasdban, mint a skizofrénia, autizmus vagy Alzheimer-kér, emellett azonositottdk a Phelan-
McDermid szindréma (PMS) f6 genetikai okaként is. Ez arra utal, hogy a Shank fehérje
kulcsfontossagu a szinaptikus mikodés szabdlyozdsdban. Kutatasok azt is bizonyitottak, hogy a
PSD szerkezeti integritasahoz elengedhetetlenek a Shank fehérjék és a cink ionok. A Shank
fehérjék SAM doménijiikon keresztil kotnek a cink ionokhoz, ez alapjan arra jutottak, hogy a cink
kiils6 adagolasa fontos lehet abbdl a célbdl, hogy a Shank2 és Shank3 klaszterezését elGsegitse

(Grabrucker et al., 2011).

A Shank fehérje mutdcidit ASD-vel is kapcsolatba hoztadk (Zhu et al., 2017). Az autizmus egy
komplex idegrendszer fejlédési rendellenesség, mely elsGsorban tarsas interakciés zavarként
jelentkezik (Sala et al., 2015) (Kelleher et al., 2012). Gyermekkorban, leggyakrabban harom éves
kor alatt kezd&dik, koriilbelil a gyerekek 1%-at érinti (Kelleher et al., 2012). Emellett az érzelmi és
szocialis hidnyossagok, kapcsolati nehézségek, ismétl6d6 mozgasok, valamint beszédmintak is
jellemzik. Az autista betegek altaldban széles spektrumu klinikai tinetet mutatnak, igy a
betegséget autizmus spektrum zavarnak hivjuk (ASD-Autism Spectrum Disorder) (Sala et al., 2015).
Az ASD genetikai hattere heterogenitast mutat, azaz nincs egy meghatarozhatd oka, tobbféle
genetikai hiba is okozhatja. Tobb gént is azonositottak, mint lehetséges ASD-t okozd gén, példaul
FMR1, TSC1/2, NLG3, NLG4 és a Shank3 gént is. Ez alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy

egy génben jelenlévd mutdcid is szerepet jatszhat a betegség kialakulasaban. Az mGluR Utvonalat
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tobb bizonyiték alapjan is fontos szerepld lehet az ASD kialakuldasaban. Az mGIuR receptorok a
Ras/ERK valamint PI3K/mTOR jelatviteli kaszkadokon keresztlil szabdalyozzdk egyes fehérjék
szintézisét. Megfigyelték, hogy az ASD rendellenességek kialakuldsa 6sszefliggésben all olyan
génmutdacidkkal, amelyek az ERK aktivitast, az mTOR aktivitast vagy magat az mRNS transzlaciot

szabalyozé Utvonalat érintik (Kelleher et al., 2012).

Shank3 @ PDZ
1-345  470-529 570-664  812-1658  1677-1740

5. Abra: A Shank3 fehérje sematikus abrazolasa a f6bb doménekkel és aminosav szdmozéssal.

1.2.3 A GKAP fehérjecsalad

A GKAP (guanilat kindz-asszocialt fehérje) vagy masnéven SAPAP (SAP90/PSD-95-associated
protein) vagy DLGAP (Dlg-associated protein), egy a PSD core régidjaban viszonylag nagy
mennyiségben el6forduld vazfehérje (Verpelli et al., 2012). A GKAP egy majdnem teljes egészében
funkcionalisan rendezetlen fehérje, két6helyein is szerkezeti flexibilitdst mutat (Droogers &
MacGillavry, 2023). A rendezetlen fehérjék, vagy angolul intrinsically disordered proteins olyan
teljes fehérjék vagy fehérje részek, melyek fizioldgias koriilmények k6zott nem rendelkeznek
stabil, j6I meghatdrozott térszerkezettel. Rendezetlenségiikbsl addddan tobb fehérjével is
képesek interakciot kialakitani és igy mas-mas funkciot ellatni.
A GKAP négy izoformajat kulonboztethetjuk meg (SAPAP1-4/DLGAP1-4) amelyet négy gén kddol.
Mind a négy esetben eltéré expressziot figyelhetiink meg az agyban. A GKAP1 féleg a kéreg,
hippokampusz, amigdala és kisagy teriletein expresszdlédik magasan, a GKAP2 a
hippokampuszban, a GKAP3 legnagyobb mennyiségben a stridtumban és tobb talamikus magban
a GKAP4 pedig pedig a kéregben, a kisagyban, a hippokampuszban és az amidalaban
expresszalddik. Osszességében elmondhatd, hogy a GKAP fehérjék féleg a glutamaterg és a
kolinerg szinapszisokban expresszalddnak, a glicinerg és GABAerg szinapszisokban nem fordulnak
el6, azaz a serkentd szinapszisok alapvetd komponensei (Bai et al., 2022). Az allvanyfehérjék
csoportjdba tartozik, legfébb szerepe a szinapszisok méretének, jelatviteli mikddésének
szabalyozasaban, maddositasaban, felerGsitésében van, expresszidbeli valtozasuk, mutacidjuk
kiilonboz6 betegségekhez vezethet, mint az ASD, Alzheimer-koér, skizofrénia vagy a

kényszerbetegség (OCD) (Bai et al., 2022) (Zhu et al., 2017). Alzheimer-kor és skizofrénia esetében
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a GKAP fehérje megvaltozott expresszidjat, illetve epigenetikai szabdlyozdsi zavarokat figyeltek

meg.

A GKAP fehérjéket négy f6bb régid alkotja, az N-terminalison taldlhaté GBR (GK binding region)
régio, a C-terminalison helyet foglald globularis GH1 (GKAP homology domainl), a kett6 kozott
pedig a szintén rendezetlen dynein konnyl lancot koté régié (DLC binding region) és egy
prolingazdag domén taldlhaté (6. dbra). A PSD-95 GK (peptidkété funkcidju guanilat kindz)
doménjével |ép interakcidba a rendezetlen, 6t darab 14 aminosavas ismétl6désbél allé GBR régid.
Ez az interakcid foszforilaciofiiggd, Zhu et al. 2017-es kozleményében kimutattdk, hogy
foszforilacio nélkil az interakcid nagyon gyenge, nem stabil, viszont amennyiben az
ismétlédésekben taldlhatd 5 szerin foszforildlva van, er6s kotés jon létre a két fehérje kozott. A
foszforilaldas nem csak az interakcidéhoz, hanem a GKAP altal kdzvetitett szinaptogenezishez is
sziikséges (Zhu et al., 2017) (Droogers & MacGillavry, 2023). A GK domén tobb masik fehérjében
is el6fordul a PSD-95 mellett, mint példaul a SAP97, SAP102, chapsin-110/PSD-93 vagy Z0O-1, ZO-
2, CASK stb. Két-hibrid modszerrel vizsgaltak a GKAP kotédését ezen fehérjék GK doménjéhez. Azt
tapasztaltak, hogy a PSD-95 alcsaladba tartozd MAGUK fehérjék esetében létrejott a GK-GKAP
kotés, viszont példaul nem volt interakcid a GKAP és ZO-1 fehérje kozott. Ez GK domének
aminosavsorrendjének hasonldsagdval is 6sszhangban van. A chapsin fehérje GK doménje pl. 70%
azonossagot mutatott a PSD-95 GK doménével, mig a ZO-1 fehérje GK doménje minddssze 30%-
os azonossagot mutat (Kim et al., 1997). A GKAP a DLC régidjaval a DLC2 és DLCS8 fehérjékhez kot.
A GH1 domén interakcidi jelenleg kutatds alatt allnak, nem teljesen tisztazottak. A GKAP fehérje
fehérjét a Shank molekulakkal, igy kialakitva a PSD kézponti komplexét. Osszességében tehat a
GKAP fehérjék fontos kozvetlen vagy kozvetett szerepet jatszanak a sejten belilli jelatvitelben,
Osszekotik tobbek kdzott a PSD-95 és a Shank/Homer fehérjéket. De emellett kapcsolddnak a
neuroligin nev(i sejtadhézids fehérjéhez, kiilonb6z6 ionotrép glutamat receptorhoz (NMDA,
AMPA, kainat és Shaker-tipusu kaliumcsatorna), metabotrdp glutamat receptortokkal (mGlu1/5)
és tovabbi jelatviteli fehérjékkel. Osszekdtik a PSD-t az aktin citoszkeletonnal és kiilénb6z6
utvonalakat kapcsolnak 6ssze. A GKAP fehérjék szabalyozdasa foszforilacion keresztiil valésul meg,
amelyet kiilonb06z6 kindzok végeznek, pl. CaMKIl, PKA, PKC, AKT1. Fentebb emlitett médon a PSD-
95-GKAP interakcié is foszforilalaciofiigg6. A GKAP fehérjék elengedhetetlenek a PSD
fehérjehaldzatanak szervezésében és a szinaptikus struktira fenntartdsdban. Ezt az is
aldtamasztja, hogy ha mutacio hatdsara gatlédik a GKAP fehérje lebomlasa, akkor az aktivitasfiiggé

PSD-95, Shank atrendez6dés gatlddik, az AMPA receptorok felszini szabalyozasaban is zavar
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keletkezik, igy a GKAP lebomldsanak zavarai nagy hatdssal lehetnek a szinaptikus plaszticitasra,

abnormalis viselkedési jelenségekhez vezetve (Bai et al., 2022).

PSD-95 — GK doménje

18-111 380-400 930-1030

6. Abra: A GKAP fehérje sematikus abrazoldsa a f6bb doménekkel és aminosav szimozassal.
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2. Célkitlizések

Munkam sordn célul tlztem ki a GKAP és Homerl posztszinaptikus fehérjék szerkezetének,

< sy

doménijére, ezen beliil annak adott mutans valtozataira fokuszdlva az alabbiak szerint:

-A Homer EVH1 oldatfazisu szerkezetének véglegesitése és 6sszehasonlito szerkezeti-

dinamikai elemzése

A Homerl EVH1 domén madgneses magrezonancidval torténé térszerkezet-meghatarozasaval
Czajlik Andrds és Maruzs Brigitta jelent6s mértékben el6rehaladt, azonban még nem volt
publikalhatd allapotban. Célul tliztem ki az utolsd szerkezetfinomitdsi |épések elvégzését, ehhez
kapcsoléddan a dinamikai mérések kiértékelésének véglegesitését, valamint a kapott eredmények

osszehasonlitd elemzését és funkcionalis értelmezését.

-A Homer EVH1 doménben el6fordulé két pontmutacié szerkezeti hatasanak vizsgalata

magneses magrezonancidval

Célom volt az M65I és az S97L pontmutdns EVH1 domének expresszdldsa, tisztitdsa, NMR
mérésekre alkalmas egyszeresen (**N) és duplan izotdpjeldlt (**N és 3C) mintak el6allitdsa. Az
NMR mérések soran keletkezett spektrumok kiértékelése, ezen belill a jelhozzadrendelés
elvégzése, illetve a belsé dinamika jellemzésére alkalmas mérések feldolgozdsa és kiértékelése,
valamint a mutdnsok globdlis szerkezetének, illetve stabilitdsanak vizsgalata SAXS és TSA
mérésekkel. A kapott eredmények kiegészitése és értelmezése szamitdgépes elemzésekkel, illetve

mutansok dsszevetése a vad tipussal és egymassal.

-A két pontmutacié funkcionalis hatasanak vizsgalata Shank3 interakcids mérésekkel,

illetve NMR titralasokkal

A szerkezeti és dinamikai vizsgalatok mellett az is a célom volt, hogy megvizsgaljam az egyes
pontmutaciok hatdsat az EVH1 domén Shank3 peptiddel torténd interakciojara. Ehhez mind az
interakci6 er6sségének meghatdrozdsara alkalmas BLI méréseket, mind a ligandummal kialakitott
kolcsdnhatas részleteinek elemzésére alkalmas NMR vizsgalatokat kivantam elvégezni, kiegészitve

a komplexek héstabilitasanak jellemzésével.
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-A GBR1-3 fehérje tisztitasi protokolljanak bedllitasa, optimalizalasa, a fehérje NMR

vizsgdlata

Célul tlztem ki GKAP fehérje funkciondlisan rendezetlen, az irodalom alapjan korabban ilyen
formdban nem elGallitott és jelemzett GBR1-3 régidja termelési és tisztitasi protokolljanak
kidolgozdasat és optimalizalasat, valamint NMR vizsgdlatra alkalmas minta el&allitasat. Célom volt
tovdabbda a GBR1-3 fehérje NMR mérése, majd a kapott spektrumok kiértékelése, a

jelhozzarendelés elvégzése, a fehérje rendezetlen jellegének részletes jellemzése céljabadl.

3. Maddszerek

3.1 AHomerl EVH1 domén és variansai biotechnoldgiai el6allitasa

A fehérje expressziéhoz a BL21 (DE3) Escherichia coli baktériumokat haszndltam, a kiénozasokhoz,
illetve a plazmidok felsokszorozdsdhoz pedig a DH5 a nev( E. Coli torzset haszndltam. Az E. coli
tobb mint egy évszazada szolgdl Ugynevezett mondellorganizmusként kilonféle kisérletekben,
mind genetikai, evolucids, és molekularis bioldgiai tekintetben (Cobo-Simén et al., 2023). Ezek a
baktériumok képesek arra, hogy plazmidot vegyenek fel a citoplazmajukba. A plazmid egy
kisméretl, kor alaku, kettés szali extrakromoszdmadlis DNS molekula, mely kiilonalléan
replikalédik a kromoszémalis DNS-t6l (Esser, 1986), esetlinkben a termeltetni kivant fehérjéket

kddold DNS-szakasz hordozasara szolgal.

3.1.1 Expresszids vektor és gazdaszervezet

A vad tipusu Homerl EVH1 konstrukcid, valamint az M65I és az S97L pontmutansok klénozasat
egy bakteridlis expresszidos vektorba, a plazmid el6készitését, majd a fehérjék tisztitasi
protokolljanak alapvetd beallitasat laborunk egyik volt kollégdja, Maruzs Brigitta végezte el.
Expresszids vektorként a pEV2 nevl vektort hasznaltuk, amely egy olyan genetikai elemeket
tartalmazo plazmid, amely el&segiti a beinzertalt DNS szakasz expresszidjat -esetemben a Homer1
fehérje EVH1 doménjét. Ezt a pEV2 vektort Stiveges Danielt6l kaptuk, és valdjaban egy modositott
pET-15b plazmid, amely a thrombin hasitéhely helyett TEV proteaz hasitéhelyet kddol a célfehérje
és annak izolalasat el6segité peptidszakasz (expression tag) kozott. Ebbe az alapvektorba Papp
Istvan és Homonnay Csilla ligdlta be a PCR-el elGallitott, vad tipusi Homerl EVH1 domént (a

Q9Z72Y3 Uniprot azonositéju szekvencia, 1-118 aminosavai) kddolé DNS szakaszt, melynek pontos
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szekvencidja a 7.dbrdntaldlhaté. A ligalas az Ndel (5°...CA'TATG...3’) és BamHI (5'...G’GATCC...3’)
restrikciés enzimek hasitdhelyei kdzé tortént. A pEV2 expresszids vektor tartalmaz tovabba egy
promadter és egy teminator régioét az inzert el6tt és utdn, egy ampicillin rezisztencia gént, amely
szelekcids faktorként szolgdl. Emellett egy replikdcids origdt is, azaz egy olyan DNS szekvenciat,
ahovd a DNS-polimeraz tud kapcsolddni, hogy elinditsa a replikacidt. A beligdlt szakasz el6tt
taldlhato egy ugynevezett 6xHis-tag (peptid cimke), amely a TEV protedzzal eltdvolithatd a
fehérjérdl az affinitds kromatografiat kovet6en. A vektor tartalmazott még egy lacl gént is, ez

szabalyozza a promoétert és teszi lehet6vé az indukcidt IPTG segitségével.

I
MGEQPIFSTR AHVEFQIDPNT KENWVPTSKH AVIVSYFYDS TRNVYRIISL

|
DGSKAIINST ITPNETFTKT SQKFGQWADS RANTVYGLGF SSEHHL KFA

I
EKFQEFKEAA RLAKEKSQ

7. Abra: A Homerl EVH1 domén szekvencidja a masodlagos kémiai elemek és a mutacids helyek

feltintetésével. Zolddel az M65I, sargdval az S92L mutacid helye vannak jeldlve.

3.1.2 In vitro PCR mutagenezis

A M65I és az S97L pontmutans EVH1 doméneket kddold plazmid konstrukcidkat Maruzs Brigitta
hozta létre a vad tipusu fehérje plazmidjanak mutagenezisével. Az eljards soran a teljes plazmid
lett amplifikdlva olyan PCR primerekkel, melyek az adott mutaciéra lettek megtervezve (1.
Tablazat), vagyis a mutacidkat a PCR primerekkel vittik be a képz6dd linearis termékekbe. A PCR
termékeket ligalassal cirkularizaltuk, ezdltal visszakaptuk az eredeti plazmidot, de immar a kivant

mutacioval (8. abra).

5’ POy Bevitt pontmutacié
5' PO,

Cél DNS amplifikdcié 3’ 5 PO, Intramolekulariligalas
eeesesssns) —asessssnn——— EE——)
5’ PO, ¥

8. Abra: Az in vitro PCR mutagenezis lépései. A két primer kéziil az egyik (forward) tartalmazta az
MG65I, illetve S97L pontmutdcidokat (az abrdn kék X-el jelélve). Mindkét primer tartalmazott 5’
foszforilalt véget, ami a két vég egymdshoz vald ligdldsahoz kellett az amplifikaciot kévetéen. A

plazmid megsokszorozdsahoz PCR-t haszndltunk, igy keletkeztek a mddositott szekvenciat
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tartalmazo egyenes templdtok. Ezt kévetden ezek az egyenes fragmentek cirkularizalédtak
intramolekuldris ligdlds hatdsdra, az igy keletkezett plazmidokat transzfordltuk baktérium

sejtekbe.

1. Tablazat: A mutdns EVH1 primer szekvencidi. A tabldzatban a mutdciot kialakito reverz és forward
primerek szekvencidi lathatdak. Az elsé két sor primerei az M65] mutdciot viszik be a H118 konstrukcidba,
az utolso két sor primerei pedig az S97L mutdcidt viszik be a H118 konstrukcidba. Pirossal az elmutdlt

nukleotidok lathatoak.

Oligo név Szekvencia
H118- M65I_F ATCACACCAAACATTACATTTACTAA
H118- M65I_R GGTGCTATTTATTATTGCCTTTGAG
H118-S97L_F AGCATCATCTTTTAAAATTCGCAGA
H118-S97L_R CAGAGGAGAATCCCAGTCCATAAAC

A PCR (polimeraz-lancreakcié) egy olyan molekularis bioldgiai eljards, amellyel DNS egy kis
darabjat tudjuk amplifikalni, ennek segitségével az adott protokollban a teljes, EVH1 domént
kédold plazmidot megsokszoroztuk. Ehhez a kdvetkez6 PCR keveréket hasznaltuk: 0,2 pl Fusion
High Fidelity Polimeraz (alacsony hibaaranyu polimeraz), 0,4 pl 10 mM dNTP, 4 ul 5xHF puffer, 2
pl templat (5 ng/ul, vad tipust EVH1 plazmid), 0,5-0,5 ul forward és reverse primerek (10-10 pM,
a primerek szekvenciajat Id. az 1. Tdbldzatban) a reakcid végtérfogata 20 pl volt. A PCR reakciét a
SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) készllékkel végeztem el a kovetkez6
protokollt hasznalva: 98 °C 1 perc denaturacié, majd 35 ciklus: 10 masodperc 98 °C denaturacio,
30 masodperc 60 °C anellalas, majd elongacio 72°C 3,5 perc. Az utolso |épés pedig az Ugynevezett
lanczaras, ami 72°C-on tortént 5 percen keresztil. Ennek a folyamatnak az eredményeképp
ligalasi [épésekre is szlikség van. Ehhez két enzimet hasznaltunk, egy polinukleotid kinazt (PNK) és
egy T4 DNS ligazt. Els6 lépésként 10 percig 70 °C-on denaturaltuk, majd rogton jégre helyeztiik a
PCR terméket. Ezt kdvet6en a PCR termék 10-50 ng-jat (0,5 pl) kezeltiink 10 ul végtérfogati PNK
mixben (1x T4 ligdz Puffer, 1 mM ATP) 0,5 pul PNK enzim hozzaadasdval. 10-15 perc 37°C inkubalas
utan kovetkezett a ligdlas: a PNK reakcio 10 pl-éhez 0,5 ul T4 DNS ligdz enzimet és 9 ul 1xT4 ligdz
puffert adtunk, majd 22 °C-on 1-2 éran at ligdltunk. A cirkularizalt PCR termékeket DH5a sejtekbe
transzformaltuk, melyeket szelektiv (ampicillines) lemezekre szélesztettiink. A ligalasi reakcid

ellenérzésére negativ kontroll reakcidkat készitettiink, ennek soran a ligdldshoz azonos
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mennyiségli, de foszforildlatlan PCR terméket hasznaltunk. A DNS végek foszforilacidjanak
hidnydban a negativ kontroll reakcidkban nem térténhetett meg a PCR termékek cirkularizacidja,

ezért ezekrél nem kaptunk telepeket a transzformacio utan.

A transzformdlas utan kin6tt telepekbdl plazmid klénokat izoldltunk, melyeket Sanger
szekvenalassal ellendriztiink annak érdekében, hogy egyértelmivé valjon, nem tértént nemkivant
mutacid vagy hiba a plazmid megsokszorozdsa kozben. A Sanger szekvenalast az Eurofins

Genomics cég végezte el mind a vad tipust mind a mutans EVH1 plazmidokon.

A hibatlan klénok koziil egyet-egyet valasztottunk ki, a tovabbiakban ezeket a klénokat hasznaltuk

a fehérjetermeléshez.

3.2 A Homerl EVH1 variansok expresszidja

Atranszformalds 5 pl (100 ng) - fentebb leirtak alapjan el6allitott - plazmid felhaszndalasaval tortént
50 pl ultrakompetens BL21 (DE3) sejtekbe. Annak érdekében, hogy a baktériumokba a plazmid
bejusson, hdsokk kezelést végeztem. Ehhez a sejteket 1,5 percre 44 °C-os vizbe tettem, majd 5
percig jégen pihentettem (Inoue et al., 1990). Ezt kévet6en 250 pul ampicillin mentes LB médiumot
adtam a sejtekhez, majd 37 °C-os inkubatorba tettem 220 rpm-en 30 percig razédni. Ezt kovetSen
100 pl baktérium-médium keveréket szélesztettem ki ampicillin tartalmu taptalajra. Ezt szintén 37
°C-os inkubatorba tettem egy éjszakara, masnapra tobb telep is képz&dott. EIGszor egy prekulturat
készitettem, amihez 7 ml ampicillin tartalmd LB médiumot haszndltam, ebbe oltottam at a
taptalajrdl steril pipetta hegy segitségével 1-1 baktérium koldniat. A prekultura ezt kovetéen egy
éjszakdra a 37 °C-os inkubdtorban razédott 190 rpm-en. Mdsnapra a prekultura kell6en zavarossa
valt, azt jelezve, hogy a baktériumok sikeresen szaporodtak. A prekulturat aténtottem steril, 500
ml ampicillin tartalma LB-be, majd 37 °C-os inkubdtorba helyeztem 130 rpm-en razatva addig,
amig a sejtek s(r(isége, denzitasa el nem érte a kivant 4-5 kozotti McFarland unitot / egységet
(MFU, ami megfelel 0,8 ODgoo-nak). Amint a kell6 denzitasukat elérték, a fehérje expresszid
indukalasa volt a kévetkezd lépés, ez 1 mM izopropil-B-D-tiogalaktozid (IPTG) hozzdadasaval
tortént. IPTG hozzdadast kdvetben, hogy a baktériumok osztédasat minimalizaljam és a fehérje
expresszidhoz sziikséges koriilményeket optimalizaljam, a kultirak egy éjszakan at 20 °C-on 140
rpm-en voltak rdzatva. Masnap a sejteket centrifugalassal lelilepitettem, hogy a médiumot és a
sejteket kulén valasszam. Ez 30 perces centrifugalast jelentett 4 °C-on és 4500 rpm-en. Ezt

kovet6en a feltluszot (médium) ledntottem a sejtekrél.
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A fenti protokoll jeloletlen fehérjék termeléséhez volt hasznalatos. Ezt olyan vizsgdlatokhoz
haszndltam, amelyekhez nem volt szilkség az izotépos jel6lésre, azaz példaul a Biolayer
Interferometria vagy SAXS vizsgalatokhoz. NMR mérésekhez azonban izotép jel6lt mintdra volt
szilkségem. Az NMR méréshez dupla jeldlt (**N és 3C izotéppal), az NMR titraldshoz °N jeldlt
mintdkat hasznaltam. Ennek fliggvényben az expresszids protokoll is valtozott abbdl a
szempontbodl, hogy nem LB médiumot, hanem M9 minimal médiumot adtam a sejtekhez (Marley
etal., 2001), amelyben a kizardlagos nitrogénforras azammaonium-klorid, a kizardlagos szén forras
pedig a gliikdz. N jeldlés esetében csak °N izotdpos ammodnium-kloridot (2.5 g/l >NH.CI
[Cambridge Isotope Laboratories, Cambridge, MA]) tartalmazott az M9 médium, mig duplan jelolt
minta esetében 13C jeldlt gliikdzt és °N izotdp jeldlt ammonium-kloridot (4g/1 [*3C]-D-gliikdz)
egyarant.

A ligandummal térténd titraldshoz és a CEST mérésekhez csak °N jeldlt mintakat alkalmaztam,
ugyanis ezek a kisérletek a jelhozzarendeléshez sziikséges méréseknél lényegesen kés6bb
torténtek, és az Uj mintakndl technikailag egyszerlbb, olcsébb és a mérések szempontjabdl

elegendd volt az °N jeldlés alkalmazésa.

3.3 A Homerl EVH1 variansok tisztitasa

3.3.1 A sejtek feltarasa ultrahangos homogenizalassal

Mind a jelolt, mind a jeloletlen fehérjék esetében a tovabbi tisztitasi protokoll ugyanazokat a
|épéseket kovette. A centrifugalast kovetGen a sejteket lizispufferrel (300 mM NaCl, 50 mM foszfat
puffer, késhegynyi lizozim enzim pH 7.4) tartam fel. A sejt-pelletek tomegét tizedgrammos
pontossaggal lemértem, majd ennek megfelel6en 10%-os sejtszuszpenziot készitettem (1,5 g
pellethez 15 ml lizispuffet adtam). Ezt kdvette a sejtek ultrahangos feltardsa, a szonikalds. A
szonikalds egy fizikai mddszer, magas frekvencidju hanghulldmokat alkalmaz (20-50 kHz kozott
altaldban). Ez a 1épés ahhoz kellett, hogy a baktériumban lévé fehérjék hozzaférheté valjanak,
azaz, hogy a baktérium sejtfal megnyiljon, felszakadjon. A szonikalas végig jégen tortént, ez
nagyon fontos abbdl a szempontbdl, hogy elkeriljik a fehérjék hé hatasara torténd
denaturdcidjat, illetve proteolizisét. A szonikalas 10-15 perces blokkokban, egyszerre kisebb, ~3
ml-es adagokban tortént 30%-on pulzaldssal 30%-os teljesitménnyel, valamint a kés6bbiekben
kiprobaltuk a magasabb teljesitményen torténd szonikdlast is, ami szintén hatasos volt és

gyorsabb is. Rovidebb id6 alatt, kb 5-7 perc alatt sikerdlt a mintat (~5 ml) szonikalni 60%-os
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teljesitménnyel. A szonikalast kovetéen az volt a cél, hogy a baktérium sejtfalat, illetve a baktérium
tobbi citoplazmatikus dsszetevdjét elvalasszuk a fehérjéktdl, ehhez a szonikalt mintat 11000 rpm-
en lecentrifugdltam 20 percig 4 °C-on. A pellet tartalmazta a sejtfalat és citoszolikus elemeket, a

fehérje a felliliszdba keriilt.

3.3.2 Affinitas kromatografia

A centrifugalds soran keletkezé felliliszot atontottem egy madsik edénybe, majd innen egy
fecskendd segitségével injektaltam az elsé tisztitasi [épés, az affinitas kromatografia megfelel6
oszlopdra. Az FPLC késziiléken tortént a nikkel-oszlop (Nuvia Bio-Scale Mini IMAC 5 ml, BioRad)
ekvilibraldsa binding pufferrel. Ez a puffer azonos a lizis pufferrel, a lizozim kivételével. Az FPLC
késziilék szamos elénnyel bir a manualis, gravitacids oszloppal vald tisztitassal szemben. Az FPLC
szoftvere és detektorai lehet6vé teszik, hogy vizudlisan is nyomon kovethessiik a tisztitas egyes
fazisait, emellett lehet6vé teszi a frakcidk pontosabb begy(jtését, ezzel pedig azt, hogy tisztabb
mintdhoz jussunk. A szonikdlt és lecentrifugdlt baktérium feliiliszd frakcidja nemcsak a
célfehérjét, hanem a baktérium altal termelt Osszes oldhatd fehérjét és nukleinsavat is
tartalmazta. A sok fehérje kozil azonban csak a célfehérje tartalmazta a His cimkét, melynek
segitségével interakcidba tudott Iépni az oszlopban |évé szilard fazissal, a nikkelezett gyongyokkel.
A tisztitas elején a fentebb emlitett binding puffert hasznaltam, ennek segitségével az oszlopradl
lemosasra keriilt az 6sszes olyan fehérje és nukleinsav, ami nem kot6dott az oszlophoz. Ez az
ugynevezett atfolyd frakcid. Ezt kovetSen egy mosasi [épést hajtottam végre, melynek célja, hogy
lemossa az oszloprdl az olyan gyengén kotott szennyez6 fehérjéket és nukleinsavakat, amelyek
gyengébb, aspecifikus interakcidba keriiltek az oszlop szildrd fazisaval. Ehhez mosdpuffert
haszndltam, ez annyiban kiilonb6z6tt a binding puffertél, hogy 50 mM imidazolt is tartalmazott.
Az imidazol molekula kémiailag hasonld a hisztidin aminosavak oldalldncdhoz, ezdltal pedig
ugymond verseng a His cimkével a nikkel gydngyokhéz valé kapcsoléddsban. Miutan
megszabadultam az 0Osszes gyengén kotott fehérjét6l, a cél az volt, hogy az interakciét
megsziintessik a nikkel gyongyok és a célfehérje kozott. Ennek érdekében 250 mM imidazolt
adtam a binding pufferhez. igy az oszloprdl lejévs Ugynevezett eltcids frakcié begydijtésre keriilt.
A fehérje His cimkéje zavarhat egyes vizsgalatoknal, kiilonésen NMR-nél, ezért a His cimke
eltdvolitasra kerilt. Ehhez DTT-t (1 mM végkoncentracidban) és TEV proteazt (~0,3 mg/15 mg
fehérje) adtam a mintahoz. A megfelel6 levagddas eléréséhez a mintat 10 °C-on inkubaltam 16

Ordn at. A Tev hasitas sikerességét SDS-PAGE futtatassal ellenériztem.

Az SDS-PAGE eredményei alapjan mar az IMAC utan kapott mintak is 90% feletti tisztasaguak

voltak, de egészen halvanyan latszott par sav a molekulalétra magasabb fokainal is, amikt6l hogy
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megszabaduljak, tovdbbi tisztitdsi lépéseket végeztem el. Affinitds kromatografia utan
maradhatnak a mintdban nem specifikusan kot6dott fehérjék, kiilonboz6 oligomer allapotok és
mivel az NMR-hez nem csak tiszta, hanem homogén minta is szikséges, igy toltés alapu
elvalasztast is alkalmaztam. Ez volt az ioncsere kromatografia, amellyel a toltésben eltéré
szennyez6désektdl tudtam megszabadulni. Legvégiil pedig, hogy megszabaduljak az esetleges
aggregatumoktol, oligomerektdl stb. méretkizdrasos kromatografiat alkalmaztam, ez egyben
ahhoz is kellett, hogy a fehérje puffertartalmat beallitsam az NMR méréshez sziikségesre. A harom
tisztitasi [épést kovetGen SDS-PAGE nem mutatott szennyez6 savokat, igy kozel 100%-os tisztasagu

mintat kaptam.

3.3.3 loncsere kromatografia

Masodik tisztitasi Iépésként az ioncsere kromatografiat alkalmaztam. Ennek lényege, hogy a
fehérjéket toltésik alapjan valasztjuk szét. Azonban miel6tt nekifogtam volna ennek a tisztitdsi
lépésnek, még egy nagyon fontos feladat vart rdm, a puffer kicserélése alacsony sétartalmu
pufferre. Az IMAC elici6 300 mM NaCl tartalmu pufferrel valésult meg, viszont a sé
megakaddlyozza a fehérje IEC oszlophoz vald kotGdését, igy egy puffercsere oszlop (3 darab
Sephadex G-25 Superfine tartalmu egymdsba koétott HiTrap Desalting 5 ml oszlop) segitségével 20
mM NaCl tartalmu pufferre cseréltem az IMAC-nal hasznalt puffert. Ehhez a puffercsere oszlopot
ekvilibralni kellett az alacsony sés 20 mM NaCl, 50 mM natriumfoszfat, pH 7,4-es pufferrel, majd
atfolyatni rajta az IMAC utan kapott fehérjét. A folyamat lényege, hogy a fehérje gyorsabban fog
eludlédni, mint a puffer (a kis molekuldk, koztik a sé is bejutnak az oszlopot alkotd gyanta
porusaiba, igy késébb eludlédnak, mig a nagy molekuldk, koztiik a fehérjék nem férnek be ezekbe
a porusokba, igy hamarabb fognak eludlédni, azaz lejonni az oszloprdl, azaz a retencios térfogatuk
kisebb). Ezt kovetSen az IEC oszlopot racsatlakoztattam az FPLC készlilékre. Az oszlop lehet kation
vagy anion kicserél6. Az alapjan, hogy a célfehérje milyen toltésd, valasztjuk ki a megfelel6 IEC
oszlopot. A Homerl EVH1 fehérje pozitiv toltésl 7,4-es pH-n, igy egy negativan toltétt anion
kicserél6 oszlopot (5 ml-es Bio-Scale Mini Macro-Prep S Cartridge) hasznaltam. A fehérje oszlopra
injektaldsa utdn rogton atfolynak azok a fehérjék, amelyek nem pozitiv, hanem a célfehérjével
ellentétes, negativ toltéslek, igy tovabbi nemkivanatos fehérjéktsl tudtam megszabadulni. A
tisztitasi protokoll bedllitasanal gradiens elluciét hasznaltam, azaz 20 mM-rél 1000 mM-ra
emeltem a sétartalmat egyenletesen, dm a minta elég tisztanak bizonyult izokratikus eltcidnal is,

ezért a kés6bbiekben emellett dontottem, vagyis egy |épésben emeltem 20 mM-rél 1000 mM
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NaCl-re a sétartalmat, hogy megszakitsam a gydngyok és a fehérje interakcidjat és hozzajussak a

célfehérjéhez.

A TEV hasitas soran levagddott His cimkéket is el kellett tavolitani a levagddast kovetben. Ehhez
az ugynevezett reverz IMAC tisztitasi |épést végeztem el. A reverz IMAC lényege, hogy az IEC
ellcids frakcidjahoz 25 mM imidazolt és erre a pufferre ekvilibralt IMAC gyongydket tettem (250
ml-t), hogy megkdssék a levagott His cimkét. Par perc inkubacié utan a mintat lecentrifugdltam,
majd a fellldszot lepipettaztam. Ennek hatdsara a His cimke elvdlasztasra kerilt a Homer

fehérjéktdl. A 9. dbrdn lathaté SDS-PAGE alapjan a TEV hasitas sikeres volt.

3.3.4 Méretkizarasos kromatografia

Utolsd [épésként a méretkizarasos kromatografiat alkalmaztam. Célom ezzel az volt, hogy méretiik
alapjan szabaduljak meg az esetlegesen még a mintdban maradt szennyezé fehérjéktsl és
egyidejlileg a magas sotartalmu puffert egy olyan pufferre cseréljem, ami kompatibilis az adott
vizsgalattal, amit késGbb szeretnénk elvégezni (ez alacsony sétartalmu puffer volt az NMR
esetében). A SEC el6tt még egy fontos lépés volt a minta koncentrdldsa, azaz a fehérje
toményitése, minél tobb felesleges puffer eltavolitasa. A koncentralas ultrasz(iré oszlop (Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filters, 3K) segitségével tortént tobb 3-5 perces centrifugalasi |épésben (4°C-
on, 5000 rpm-en), az egyes lépések kdzott a mintat pipetta segitségével kevertem meg. Ezeket a
|épéseket addig ismételtem, amig a minta hozzavetélegesen 10 mg/ml fehérjekoncentraciét nem
mutatott, kb. 1 ml térfogatban. A toményitési folyamatot NanoDrop 2000 készilék segitségével
ellendriztem. A kell6en tomény mintabdl 600 pl-t az FPLC késziilékre csatlakoztatott SEC oszlopra
(SEC70 analitikai gélkromatografids oszlop, Bio-Rad) injektaltam. Az oszlopot az injektalast
megel6z6en alacsony sés foszfat pufferre (20 mM NaCl, 50 mM foszfat puffer, pH 7,4)
ekvilibraltam. A minta viszonylag nagy térfogatban j6tt le az oszloprél (kb 2-3 ml), igy egy Ujabb
koncentralast kellett végrehajtanom, amig a minta elérte a kivdnt, NMR méréshez sziikséges
térfogatot és koncentraciét. A koncentraciét ez alkalommal is NanoDrop spektrofotométerrel
mértem, majd utolsd |épésként SDS-PAGE vizsgalatra is sor kerilt, hogy ellen6rizzem a minta
allapotat (pl., hogy nem csapdodott-e ki, aggregalddott-e) illetve, hogy lassam, kell6en tiszta mintat
kaptam-e, tartalmaz-e a minta mas savot a célfehérje sdvjan kivil. A Homerl EVH1 esetében a
varakozdsoknak megfeleléen 13 kDa kornyékén volt megfigyelhet6 ez a sav (a fehérje tomege
jeloletlen minta esetén, a szekvencia alapjan 13718,37 Da). Az SDS-PAGE vizsgalat minden tisztitasi
|épés kozott elvégzésre kerllt, igy meggy6z6dhettem, hogy a fehérje stabil, a tisztitasi lépések
pedig miikodnek. Annak érdekében, hogy a minta hosszabb ideig hasznalhaté legyen,

tartdsitdszert, natrium azidot adam a mintahoz 0,02% koncentracidban.
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3.4 A Homerl EVH1 variansok szerkezetének, dinamikajanak és
hdstabilitasanak vizsgalata

3.4.1 Cirkularis dikroizmus spektroszkoépia (CD)

Az Elektronikus Cirkularis Dikroizmus spektroszképidval, vagy roéviden ECD-vel kilonbozd
valtozasat vizsgdlhatjuk. Ahhoz, hogy az ECD sikeres legyen, kromofér jelenléte sziikséges
(fehérjék esetében ez altaldban a fehérjegerinc a kirdlis a-szénatomokkal), amely - kémiai
kornyezetének flggvényében - kiilonbozé mértékben képes elnyelni a polarizalt fényt. Fontos,
hogy a kromofér egy optikailag aszimmetrikus kérnyezetben legyen, azaz egy kirdlis molekulan
(Pain, 2005). Az ECD méréssel a fehérjék masodlagos szerkezeti elemei, mint az a-hélix, B-redé
vagy random coil el6fordulasa és aranya mutathaté ki. Mindharom szerkezeti elem kilénb6z6 CD
gorbét rajzol ki optikai tulajdonsdga alapjan. A CD egy érzékeny moddszernek tekinthetd
masodlagos szerkezeti elemekre nézve, igy tehat arra is haszndlhaté mddszer, hogy ellenérizziik
az elGallitott rekombinans fehérje minGségét. A spektrum mérése altalaban 180 és 260 nm-es UV
tartomanyban torténik. Amennyiben egy fehérje kizardlag a-hélixekkel rendelkezik, 210 és 222
nm kozott lathatunk egy lokalis minimumot és negativ csucsot 193 nm-nél. B-red6 esetében a
negativ csucs 218 nm-nél, pozitiv csucs pedig 195 nm-nél figyelheté§ meg. Random coil szerkezet
pedig 198 nm-nél mutat negativ- és 218 nm-nél pozitiv cslicsot. A mddszer arra is alkalmas, hogy
meghatarozzuk a feltekeredést illetve a konformacids stabilitast (Wei et al., 2014). Az ECD
spektroszkdpias vizsgdlat a JASCO J-1500 CD spektrométerrel (JASCO Corporation, Tokyo, Japan)
kerilt elvégzésre az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem Fehérjemodellezd Kutatécsoportjaban,
Farkas Viktorral egyuttm(kodve. A méréshez 1 cm Uthossza kvarc kiivettat hasznaltunk (J/21,
Jasco). A mérés 195-250 nm intervallumban tortént, 50 nm/perc szkennelési sebességgel, 1 nm
savszélességen, 0,2 nm lépésmérettel, 0,5 masodperces valaszidével és 3 felvétel akkumulacidval
és alapvonal-korrekcidval. A mérésekhez 10 pM toménységli mintat hasznaltam. A minta 50 mM
natrium-foszfat puffert, 20 mM NaCl-t tartalmazott 7,4-es pH-n. Kilonb6z6 h6mérsékleteken is
végeztiink el méréseket 20 °C-t6l 60 °C-ig, 10 °C-os emeléssel. A masodlagos szerkezeti elemek
meghatdrozdsa és az adatok kiértékelése a BeStSel nevli szoftverrel tortént:

https://bestsel.elte.hu (Micsonai et al., 2022).
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3.4.2 Tomegspektrometria a fehérje molekulatémegének meghatarozasahoz

A tomegspektrometria (MS) egy olyan érzékeny, analitikai mddszer, amellyel meghatdrozhatjuk
molekuldk toémegét, illetve, akar ismeretlen vegylilet beazonositdsdban is tud segiteni. A mddszer
elénye, hogy kis mennyiségli minta is elegendd. Az MS els6 1épése a molekuldk ionizaldsa, majd
ezek elvalasztasa tomegiik és toltésiik szerint. Majd kovetkezik a detektalas, az eredményiil kapott
spektrumok a detektdlt ion jelintenzitdsat mutatjdk a toltés/tomeg arany fluggvényében. MS
méréshez TEV hasitott, jeloletlen és jelolt fehérje mintakra volt szlikség, mindharom (vad tipus,
M651 és S97L) EVH1 domén vaéltozat vizsgalata megtortént, a pontos molekulatomeg
meghatdrozasra keriilt. A mérések elvégzését Pap Istvannak koszonhetjlik. A HPLC-MS méréseket
egy Shimadzu LC-MS-2020 késztilékkel végeztiik el Reprospher-100 C18 oszloppal, pozitiv-negativ
kett8s ionforrassal (DUISZ) és kvadrupdl MS analizatorral m/z 50-1000 tartomanyban. Gradiens
eluciét alkalmaztunk a kovetkez6 eluensek felhasznaldsaval: A eluens (0,1% hangyasav vizben) és
B eluens (0,1% hangyasav acetonitrilben). Mindhdrom fehérje molekulatémege megegyezett a
varttal. >N jel6lt minta esetén a jeldlés hatékonysdga 98%-osnak, a 3C jelolés esetében pedig

98%-osnak bizonyult.

3.4.3 Nukledris magneses rezonancia (NMR) spektroszkdpia

Az NMR egy olyan kémiai szerkezetvizsgdlati mddszer, amellyel molekuldk haromdimenziés
térszerkezetét, kolcsonhatdsait, interakciéit, valamint dinamikajat hatarozhatjuk meg. Egyarant
alkalmas rendezett, globuldris és rendezetlen fehérjék vizsgalatara, ez azért is jelent6s, mert a
hagyomdnyosan legelterjedtebb szerkezetvizsgalati mddszer, a rontgenkrisztallografia szinte
kizdrélag rendezett fehérjék vizsgdlatara alkalmas, és az Ujabban el6retéré krio-
elektronmikroszkdpia is elsGsorban ezek esetében hasznélhaté. igy nagy elSrelépés volt fehérjék
szerkezetvizsgalata terén az NMR késziilékek és mddszerek elterjedése. A folyamatosan fejl6d6,
egyre Ujabb mérési technikdkat felvonultatdé NMR egyik nagy elénye a rontgendiffrakcidval és a
krio-EM moddszerekkel szemben, hogy a molekuldris mozgasok széles id6skalan torténd, atomi
szint{ vizsgalatara is alkalmas. Az NMR vizsgalat torténhet szilard vagy oldott allapotban 1évé
mintan is. Utébbi esetben fontos tovabbi elény, hogy a fehérje a vizsgdlat sordn nativ vagy kozel
nativ dllapotban marad. Az NMR altal mért adatok segitségével informacidhoz juthatunk a mért
minta szerkezetét illetéen, feltérképezhetjiik a kémiai kotéseket, és még az egyes atommagok

térbeli elhelyezkedésérél is kaphatunk informaciot.
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Az NMR mérések alapja, hogy a megfelel6 magneses tulajdonsagokkal rendelkezé atommagok (a
gyakorlatban % spin, ilyen mag pl. az H, a 3C és a ®N) magneses térbe helyezve diszkrét
energiaallapotokat vesznek fel, melyek kozotti atmenet adott mddon gerjeszthetd. Minden
atommag kornyezete sajatos, a korulotte 1évs elektroneloszlas a lokalis és a globalis szerkezet
fliggvénye, és egyedi mdédon modositja a kils6 magneses teret az atommag kdzvetlen
kérnyezetében. Ezek az egyedi kiilonbségek okozzdk a gerjesztési energidk piciny eltéréseit, mely
a kémiai eltolddas jelensége, amely a gyakorlatban azt okozza, hogy az egyes atommagok jelei a

spektrumokban eltéré pozicidban jelennek meg.

A makromolekularis NMR vizsgalatok esetében — az NMR-aktiv magok alacsony természetes
gyakorisaga és az alkalmazhaté mintakoncentraciok miatt — a mintdkat sokszor izotdpjeldlt
formaban kell elGallitanunk. Attél fliggben, hogy milyen jeldlést hasznalunk, mas-mas
informdcidkhoz juthatunk a kiildnbdz8 atomokrdl. Amennyiben mind nitrogén (**N) és szén (*3C)
jelolést is alkalmazunk, ugy a fehérje csaknem minden atomjardél kdzvetlen jelet kaphatunk, ami
pedig tobbféle informacidt hordoz a molekula dinamikajardl és szerkezetérdl. Fontos, hogy a
jelélés legaldbb 90%-ot meghaladd ardnyban legyen a természetben el&forduld 2C és 4N

gyakorisagok helyett, ahhoz hogy a méréskor kapott eredmények haszndlhatdak legyenek.

Az izotoppal jelolt mintdkon sokféle mérést lehet elvégezni, a jelatfedések elkeriilésére és adott
kémiai kapcsolatok feltérképezése céljdbdl a fehérjék esetében altaldban legaldabb
kétdimenzidsak, pl. 'H-3C nagy H-®N korreldciés HSQC (heteronuclear single-quantum
coherence?) spektrumok. A magneses magrezonancia mérések egyik elsédleges célja az adott
atommagok kémiai eltoldddsanak meghatdrozasa, azaz a jelhozzarendelés vagy asszignacio.
Ehhez tipukusan 3D spektrumokat vesziink fel, amelyek a fehérjék adott atomjai kozotti
kapcsolatok feltérképezésére szolgalnak, ezaltal azonosithatdak az ugyanazon aminosavakhoz
tartozd, egymashoz kapcsolddd atomok, valamint a szekvencidban egymds utan kovetkezd
aminosavak is. A jelhozzarendelés soran a felvett kilénb6z6 spektrumok (HNCA, HN(CO)CA,
HN(CA)CO, HNCO stb, a nevek azokra az atomokra utalnak, amelyek kozo6tt az adott mérés
kapcsolatot mutat ki) egyidejli haszndlatdval, az aminosavszekvencia ismeretében a
spektrumokban fellelhte6 atomi kapcsolatokon ,végiglépkedve” tudjuk az egyes atomok kémiai
eltolddasat meghatdrozni. A gyakorlatban ehhez tobbféle szoftver all rendelkezésiinkre, melyek a

spektrumok megjelenitése mellett a kapcsolatok, ill. a hozzarendelés kapcsan széba johetd

1, a név az atommagok kdzdtti magnesezettség dtadasdnak médjéra utal, itt tovébb ezt nem
részletezem
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aminosavak és szekvenciarészletek megmutatdsaval is segitik a feladat elvégzését. En a munkam

soran a CCPNMR szoftvert hasznaltam Windows kérnyezetben.

Az egyik legfontosabb spektrum tipus a *H-"N HSQC, ez az egymdssal kdzvetlen kotésben 1évé
protonok és nitrogénatomok kozotti korrelacién alapul, ezdltal minden amid N-H csoporthoz
tartozik egy jel, amelyek igy egy-egy aminosavat jelentenek. Bizonyos nitrogéntartalmu
oldallancok is jelet adnak a spektrumban (pl. Trp, Arg, GIn, Asn, Lys), viszont az amid protonnal
nem rendelkez6 prolinok, illetve a protonalhatd és emiatt sokszor az oldészerrel gyors cserében
|év6 terminalis aminocsoport nem jelenik meg. A HSQC spektrumot a fehérje ujjlenyomatanak is
lehet tekinteni, amely minden fehérjére nézve egyedi, ugyanis nagyon érzékeny az egyes
aminosavak lokalis kémiai kornyezetére. A HSQC spektrum arra is kivald, hogy segitségével
megmondjuk, hogy a mért fehérje globularis vagy rendezetlen. Rendezett fehérjék esetében a
jeldiszperzid sokkal szélesebb skalan mozog, a jelintenzitds azonban gyengébb, mig rendezetlen
fehérjéknél ez a tartomdny sokkal szlikebb. Ez azért van, mert nincs stabil szerkezetiik,
konformacidjuk valtozik, ennek a mozgasnak kdszonhet6en sok aminosav egy kidtlagolt, hasonld
koérnyezetben van. A rendezetlen fehérjék esetében a szlik spektrumtartomany miatt a jelatfedés
is nagyobb, viszont fehérje dinamikaja miatt a jelek intenzitdsa tipikusan erésebb. A HSQC
spektrumok fontos felhasznalasi terilete pl. mutacidk hatdsara bekdvetkezd valtozasok vizsgalata
a mutdns és a vad tipusu fehérje spektrumanak dsszevetésével, illetve a ligandumkotés hatdsara
bekovetkez6 valtozasok kovetése. Mindkét esetben fontos, hogy a mdodszer érzékenysége miatt
informdciét kaphatunk nem csupdn a mutacio vagy a ligandum altal kbzvetlenil érintett régidkrol,
hanem a fehérje tavolabbi részein bekovetkezd szerkezeti és/vagy dinamikai valtozasokrol is. Bar
a ligandumkotés esetében azt varjuk, hogy els6sorban a partnerrel kozvetlenil érintkezé
aminosavak jelei vdltoznak, a kot6helytdl tavolabb |évé atomok érintettsége allosztérikus

hatasokra utalhat.

A kémiai eltolddasokbdl a fehérjék lokalis szerkezetére is kbvetkeztethetiink. Els6sorban a Ca és
Ha atomok esetében lehet az un. masodlagos kémiai eltolédasokat a fehérjék masodlagos
szerkezeti elemeivel 6sszefliggésbe hozni. A masodlagos kémiai eltolédasokat ugy kapjuk, hogy a
mért értékeket egy altalanos, ,szerkezetnélkili” szakaszra becsiilt Un. random coil kémiai
eltoléddashoz viszonyitjuk. A random coil eltolddasok szamitdsara szamos mddszer létezik, amelyek

figyelembe veszik az aminosav szomszédsagokat is (Kovacs & Bodor, 2023).

A fehérjék méagneses magrezonanciaval térténd szerkezetmeghatarozdsa hagyomanyosan az H-
'H tavolsagokon alapul. Ez f6leg olyan molekuldknal fontos, amelyek nem kristalyosithatdak

(Frueh, 2014) (Bax & Clore, 2019) (Marion, 2013). Ezeket a tavolsagokat az un. nuklearis
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Overhauser effektus (NOE) segitségével tudjuk meghatarozni, mely a térben egymashoz kozeli *H
atommagokrdl ad informaciét. Elegendd ilyen kozeli atom-atom tadvolsag segitségével a fehérje
térszerkezete megfelel6 programok (pl. Cyana, XPLOR-NIH) segitségével kiszamithaté. A
szerkezetmeghatdrozds hosszadalmas, iterativ folyamat, ugyanis az egyes kémiai eltolédasok
adott atomhoz, és emiatt az egyes tavolsagok atomparokhoz rendelése nem mindig egyértelmd,
és valamennyi zajjal is terhelt. A gyakorlatban a szamitds a programok sokszor egymds utdn
torténd futtatdsat igényli kiilonb6z6 beallitdsokkal és a jelhozzarendelés folyamatos javitasaval.
Az 'H-'H tavolsagok mellett a szerkezetszamolds adott stadiumaban a méasodlagos eltolédasokbdl

becsiilt, a lokalis szerkezetre vonatkozo torzids szogek is felhaszndlhatdak.

A magneses magrezonancia legnagyobb eréssége, hogy képes informdaciét szolgaltatni a fehérjék
bels6é dinamikajardl tébb id6skalan is, atomi szinten. A gyors, ps-ns id6skalaju dinamika globularis
fehérjék esetében leginkdbb az un. Lipari-Szabo-féle modellfiggetlen (modelfree) elemzéssel
vizsgalhatd, melyhez >N T1 és T2 relaxacios, valamit *H->N heteronukledris NOE paraméterek
szlikségesek. Ezek a paraméterek megfeleld spektrumok, ill. spektrumsorozatok segitségével
kaphatdak meg, és Osszefliggést mutatnak mind a molekula globalis mozgdsaval, mind az egyes
aminosavak molekuldn beliili mozgékonysagaval. A model-free elemzés a gyakorlatban egy két
|épésbél alld matematikai illesztési folyamat, az elsé |épésben a molekula un. globalis rotacids
korrelacids idejét (t.) becsiiljik meg a T1 és T2 relaxacids paraméterek segitségével. Ez az id6 azt
mutatja meg, hogy atlagosan mennyi id6 alatt fordul el a molekula az oldatban 1 radidnnak
megfelel6 mértékben. A globularis fehérjéket els6 korben merev testként kozelitve ez képet ad a
molekula méretérél is. Az illesztés masodik |épése a t. ismeretében az egyes aminosavak,
pontosabban a gerinc amid N-H csoportjainak lokdlis mozgdsa, melyet kilénb6z6
paraméterkészletekkel irhatunk le a mozgas Osszetettségének fliggvényében - a bonyolultabb
modelleket akkor alkalmazzuk, amikor az egyszerlbbek nem adnak megfelel§ illeszkedést a
kisérleti paramézterekhez. Az én munkdm sordn alkalmazott két legfontosabb paraméter az S?
rendparaméter (order parameter) és a kémiai kicserél6désre utald Rex hozzajarulas. EIGbbi a gyors,
ps-ns id6skalaju mozgdsokat amplitiddjat jellemzi, értéke 0-1 kdzott lehet, az 1 azt jelenti, hogy
az adott amid N-H teljesen egylitt mozog a molekula egészével, ahhoz képest (molecular reference
frame) nem flexibilis. Alacsonyabb értékek az adott aminosav, amid NH nagyobb mértéki
molekuldn beliili flexibilitasara utal. Az Rex értékek az illesztés soran akkor sziikségesek, amikor a
T2 relaxacios id6k alacsonyak (vagy mashogy fogalmazva, az R2=1/T2 relaxacids ratak magasak),
ami tipikusan arra utal, hogy az adott amid N atom kémiai kérnyezete a ps-ms idGskalan valtozik.
A gyakorlatban adott értéknél (pl. 2,5 1/s) magasabb Rex értékeket arra utalo jelként tekintik, hogy

az adott aminosav valamilyen lassu idGskalaju mozgasformaban érintett.
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Az NMR id6skalajan lassu (us-ms) belsé elmozduldsok részletes jellemzésére tobbféle magneses
magrezonancia eljaras létezik, ilyenek a relaxacid diszperzids, R1p és CEST moddszerek. Ezek
képesek az adott id6skalaju belsé mozgas ratajat, illetve a kdzveltenil nem észlelhetd, alacsony
populdltsagl, a f6 konformerrel kicserélédésben |évé allapotra jellemz6é kémiai eltolddasra is
becslést adni. A munkam soran is alkalmazott CEST (chemical exchange saturation transfer) mérés
azon alapul, hogy az éppen rejtett allapotban I1évé atom gerjesztése a 6 allapot jelén is észlelhetd,

ha a két forma kozotti konformacios csere sebessége a mérés idéskalasajara esik.

Az NMR méréseket a Debreceni Egyetemen végezte el Dr. Batta Gyula a Bruker Avance NEO 700
MHz spektrométerrel 298 K hémérsékleten. Az M65I és S97L mutansok esetében rezonancia
vizsgalathoz 500 pl mintat hasznaltunk, amelyek tartalmaztak 50 mM natrium-foszfét puffert, 20
mM NaCl-t, 0,02% NaNs-at 7,4-es pH-n, valamint 6% D,0-t. Az M65I fehérje koncentracidja 491
UM, az S97L fehérje koncentracidja pedig 560 uM volt. A kévetkez6 spektrumok felvétele tortént
meg. 2 dimenzids: *H->N HSQC, *H-*C HSQC, 3 dimenzids: HNCO, HNCA, HNCACB, HN(CO)CACB,
HN(CA)CO, HN(CO)CA. Emellett késziiltek HCCCONH (S97L esetében), HCCH-TOCSY és TOCSY-
HSQC spektrumok is. A nyers mérések feldolgozasa, valamint a spektrumok el6zetes vizsgdlata a
Bruker TopSpin szoftverrel tortént. A processzalt spektrumok részletes elemzéséhez és a
jelhozzarendeléshez a CCPNMR v3.2.3 szoftvert (Vranken et al., 2005) és az NMRFAM Sparky
programokat hasznaltuk (Lee et al., 2015). A mdsodlagos kémiai eltoléddsokat a Tamiola et. al
(Tamiola et al., 2010) altal leirt médszerrel szdmoltuk a CONSENsX* szerver segitségével (Dudola

et al., 2017).

A szerkezetfinomitashoz kiindulasként a Czajlik Andras kollégam altal az ATNOS/Candid/Cyana
eljards segitségével, H-1H tavolsdgokat és a TALOS-N program segitségével a kémiai eltolédasok
alapjan becsiilt torzids szogekre vonatkozd kényszerfeltételeket is hasznald protokollal kapott
kiindulasi szerkezeteket hasznaltam. A szamoldsokhoz az XPLOR-NIH programot hasznaltam,
kizdrélag az elBzetes protokoll &ltal a szerkezet mellé kimenetként kiadott 'H-H
kényszerfeltételek listdjat hasznalva. A finomitas el6tt a NOE kényszerfeltételeket kézzel
ellendriztiik, hogy kizarjuk a fennmaradd nem trividlis redundancidkat, példdul a gemindlis
protonok esetében az ugyanazon partneratomhoz valé kozelség sztereospecifikus és 6sszevont
definidlasat. A Cyana formatumu listdt XPLOR formatumra kellett konvertdlnom az atomi
nevezéktan kiilonbségeit is figyelembe véve, ehhez a csoportunkban irt Perl nyelv{ szkripteket
haszndltam. Ennek soran a kezdeti protokoll kimenetként kapott sztereospecifikus
kényszerfeltételeket megtartottuk. A finomitdshoz az XPLOR-NIH ,refine.py” protokolljanak
madositott valtozatat hasznaltam, ez egy un, szimulalt h6kezeléses (simulated annealing) eljaras,

amelyben a fels6 h6mérsékletet jelent6sen, 150 °Gra csokkentettem, hogy a kiinduldsi geometria
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ne valtozzon tulsdgosan. A protokollt a kiindulasként hasznalt, 20 tagot tartalmazé sokasag
minden konformerére egyesével lefuttattam, és mindegyik esetében a kapott legalacsonyabb
energiaju konformert megtartva allitottam el6 a finomitott 20 tagu sokasdgot, melyet bekildtink
a PDB adatbazisba. A validalast az RCSB szabvanyos validacids szolgaltatasaval (RCSB validation
server), valamint a PSVS 1.5 verzidjaval (Bhattacharya et al., 2007) végezték. A szerkezet
vizualizaldsa a MOLMOL (Koradi et al., 1996) és a Chimera (Pettersen et al., 2004) segitségével
tortént. Az elektrosztatikus felszamolast az ABPS segitségével szamitottak ki, amely elérhet6 a

https://server.poissonboltzmann.org/ oldalon (Jurrus et al., 2018).

Az EVH1 domén és varidnsai belsé dinamikajanak meghatarozasahoz a ma mar hagyomdanyosnak
tekinthetd, Lipari-Szabd féle modellfiiggetlen (model-free) eljarast hasznaltam. Az NMR-mérések
a standard Bruker kényvtar pszeudo-3D T1, T2 és heteronuklearis NOE spektrumai voltak. A vad
tipus esetében a szerkezetmeghatarozdshoz is alkalmazott duplan (*3C, °N) jelélt, a mutdnsok
esetében egyszeresen (*°N) jeldlt mintdkat hasznaltunk a dinamikai mérésekhez. A késleltetési
id6k a T1 méréshez 40, 80, 120, 160, 200, 300, 400, 600, 1200 és 2400 ms voltak, a T2 méréshez
pedig egy 16,96 ms-os ciklus (a Bruker pulzusszekvencia p30 és d21 paramétereibdl szamolva) 1,
2,3,4,5,6,7,9,12, 15, 18 ismétlésével. A 'H-°N heteronuklearis NOE-t valtakozd mddon mértiik
7s (vad tipus), illetve 8s (mutansok) késleltetési id6vel. A méréseket a Topspin programmal
dolgoztam fel, melynek része volt a pszeudo-3D spektrumsorozatok szétvalasztasa egyedi
spektrumokra. A Sparky formatumba konvertdlt egyedi spektrumokat az NMRFAM-Sparky
program 1.413 verzidjaval (Lee et al., 2015) elemeztem, a csucsok intenzitasat és azok alapjan a
T1 és T2 relaxacios id6k illesztését is ezzel a programmal végeztem. A model-free elemzést a
kapott paraméterek alapjan a Tensor2 programmal (Dosset et al., 2000), a vad tipusi EVH1 domén
szerkezetét felhaszndlva végeztem el. Az elemzésnél hangsulyt fektettem arra, hogy az egyes
variansok esetében konzisztensen jarjak el. Az elemzésekhez nem hasznaltam fel azon aminosavak
adatait, amelyekhez tartozé amid NH keresztcsucsok jelentds adtfedést mutattak egymassal. A
rotdacids korrelacids id6 (t ) illesztésekor kizdrtam az elemzésbdl azokat az aminosavakat, amelyek
T1/T2 hanyadosa az 6sszes érték atlagatdl legalabb az adatok szérasanak megfelel6 mértékben
eltért (barmely irdnyban). A model-free illesztéshez nem hasznaltam fel az 1-nél nagyobb, illetve
nagy negativ heteronuklearis NOE értéket mutaté aminosavakat. A végs6 diszkusszibban nem
vettem figyelembe az irredlis paraméterekkel (pl. 1-nél nagyobb S? rendparaméter) jellemezheté

aminosavakat.

A °N jeldlt mintdkon elvégzett CEST mérések kiértékelését a ColmarVista (D. Li & Briischweiler,
2025) programmal végeztem. Mivel az ezzel kapott adatokban nem észleltiink a kémiai cserére

utalo utald egyértelmdi jelet, az adatok matematikai illesztését nem végeztem el.
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3.4.4 Kisszog( rontgenszoras (SAXS) vizsgalatok

A SAXS adatokat a Rigaku BioSAXS-2000 késziilékkel mértiik le a CEITEC intézetben (Csehorszag,
Brno) Tomas Klumpler segitségével. A késziilék egy HyPix-3000 nev( detektorral van felszerelve
0,48 m-es minta-detektor tavolsagban. A szérasintenzitast 0,008-0,65 1/A intervallumban mértiik
le, ahol g= 4m sin B8/\; 20 a sz6rasi sz6g és A = 0,154 nm. Hat darab 10 perces mérés adatait
gylijtottik be 25 °C-os mintahémérsékleten. Az adatok a beesd sugdr intenzitdsdhoz lettek
normalizdlva, majd radidlisan atlagolva. Az egyes mérések szdrdsi gorbéi sugdrzasi karosodas
szempontjabdl is ellenrizve és atlagolva lettek. Az olddszer blankbdl szarmazé széras is levonasra
kerult, igy hataroztuk meg a végs6 szordsi profilt. A SAXS gorbék szerkezetalapu szamitdsat a
Pepsi-SAXS programmal (Grudinin et al., 2017) végeztik, a szerkezeti modellek tartalmaztak az N-
terminalison 1évé expresszios cimkéket (GSH), hogy a mérések soran ténylegesen hasznalt

konstrukciokat modellezziik.

A SAXS méréshez a mintakat az NMR-hez hasonléan allitottam eld. ElGszor baktérium sejtekbe
megtortént a fehérje expresszidja, termelése, majd a 3 lépéses fehérjetisztitdsi protokoll
kovetkezett IMAC, IEC és SEC |épésekkel. SAXS méréshez jeldletlen mintdra volt sziikségem. A
minta el6allitasa a jelolésen kivil még abban kiilonbdzott az NMR mintdhoz képest, hogy utdlag
nem lett semmi hozzdadva a pufferhez, példdul az azid is mar az utolso tisztitasi [épésnél, a SEC
oszlop ekvilibralasanal a pufferhez volt adva (20 mM NaCl, 50 mM natrium-foszfat, 0,02% azid 7,4-
es pH). Ez azért fontos, mert a mintak és a mintak higitdsahoz hasznalt pufferek térésmutatodjaban
a legkisebb eltérés is jelentds m(itermék képzdédéshez vezethet a SAXS mérés soran. Tobbféle
toménységl minta lett lemérve; 8-, 4-,2- és 1 mg/ml-esek. Nativ PAGE is elvégzésre keriilt a mintak
esetleges dimerizdlédasanak kizarasara. A SAXS nagyon érzékeny a molekulaméretre, nagyobb
molekuldkat nagysagrendekkel nagyobb érzékenységgel tud detektdlni, ezért rendkivil fontos a
vizsgalandd fehérje dimer illetve aggregalt formaitdl megszabadulni, illetve minden nagyobb

szennyez( fehérjétdl is.

3.4.5 Thermal shift olvaddspont vizsgalat

A Thermal Shift Assay-t fehérjék olvadaspontjanak meghatdrozdsara, ezen felll akar fehérje-
ligandum interakciok vagy fehérjeszerkezet stabilitdsanak meghatarozasahoz is hasznaljuk. A
mddszer lényege, hogy egy real-time PCR készlilékben a fehérjét lassan melegitjiik egyenletesen,
mikozben egy fluoreszcens festék, esetemben a SYPRO Orange (SYPRO Protein Gel Stains, Thermo

Scientific), hozzd tud kot6édni a fehérje felszini hidroféb részeihez, ezaltal megné
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fluoreszcencidjanak intenzitdsa. A h6mérséklet emelkedésével eljutunk addig a pontig, ahol a
fehérje denaturalddik, igy a hidrofdb részek a fehérje felszinére keriilnek, és ezért a festék
fluoreszcencidja hirtelen megné. Ezt az intenzitdsnovekedést detektaljuk, és a kapott olvadasi
gorbén az inflexids pont jelzi a fehérje denaturdcids h6mérsékletét. Szokdsosan a gorbe derivaltjat
elemezziik a fehérje olvadaspontjanak meghatarozdsahoz. A fehérjék olvaddsi hémérséklete
aranyos azok stabilitdsaval. Amennyiben egy ligandum kotés hatasara né a fehérje denaturaldsi
hémérséklete, az azt jelzi, hogy a ligandum koétés stabilizalja a fehérjét (Huynh & Partch, 2015). A
mérés kis mennyiségl minta felhasznaldsaval torténik, a modszer nem igényel jelolést. Az altalam
végzett mérések valds idejii PCR (Thermo Scientific PikoReal) késziilékkel torténtek. A fehérje
mintdkbdl 10 pg/ul mennyiséget hasznaltam, mig a SyproOrange festéket 5x-0s
végkoncentraciéban. A méréseknél 20 ul-es fehérje-peptid-festék mixet készitettem majd
toltottem be a PCR stripekbe. A fehérje koncentracidja 0,375 mg/ml volt mindhdrom esetben, a
Shank3 peptidé pedig 186 mM. A gPCR gép programjat ugy allitottam be, hogy a hémérséklet 25
°C-rél 90 °C-ra n6jon 0,3 °C-os Iépésekben, minden lépés kdzott 15 mdasodperces varakozassal és
természetesen fluoreszcencia detektalassal. A fehérjéket 6nmagukban és Shank3 peptid

interakcids partner hozzaadasaval is lemértem.

3.4.6 Az EVH1 domén és variansai szamitégépes elemzése

A vad tipusti domén Gauss halézati modell (Gaussian Network Model, GNM) elemzését a ProDy
programcsomag segitségével végeztiik el egy olyan szerkezetei modellen, amely csak a nativ
domén szekvencidjat tartalmazta az N-terminalis expresszids szekvencia (GSH) nélkil. A modellt

ennek megfelelGen Ujraszamoztuk. A szerkezet megjelenitését a ChimeraX-szel végeztiik.

A vad tipusu és mutans EVH1 doméneken hagyomanyos molekuladinamikai szamitasokat is
végeztiink az dltalunk meghatarozott oldatfazisi NMR szerkezet reprezentativ modelljébdl
kiindulva. Ezekhez a szamitasokhoz a teljes, expresszids szakaszt is tartalmazé modellt hasznaltuk.
A mutdacidkat tartalmazé modelleket a FoldX program segitségével allitottuk el6. Mindharom
varians esetében 3-3 parhuzamos szamitast végeztiink a GROMACS programcsomag Komondor
szuperszamitogépen elérhet6 2023.2 valtozatat hasznalva. Az alkalmazott er6tér az AMBER99SB-
ILDN volt, a szimulacids koérnyezet olyan téglatest, amelynek a falai a molekulatél legalabb 1 nm
tavolsagra voltak. A szimulacidkat explicit vizes kdrnyezetben, a szerkezet neutralizdlasa utan, 1
ns NVT, majd 1 ns NPT, a nehéz atomokra poziciondlis megkotéseket (position restraints)
alkalmazé ekvilibracié utan futtattuk 1 ms szimuldcids idével, abbdl egyenletesen 500 szerkezet

mintavételezésével. A futdsok elemzése standard GROMACS eszkozokkel, illetve a RING
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(Clementel et al., 2022) eljarassal tortént, a megjelenitéshez a ChimeraX (Meng et al., 2023)

programot hasznaltuk.

Az ortoldg szekvencidkat az OMA adatbdzisbél toltottik le, illesztésiiket a ClustalO eljardssal
végeztik a Jalview programmal. A humdn EVH1 szekvencidkat az InterPro adatbazisbdl gyUjtottik

ki.
3.5 A Homerl EVH1 variansok partnerkotési vizsgalatai

3.5.1 Biolayer interferometria interakcio vizsgalat

A Biolayer Interferometria (BLI) egy optikai analitikai technika, amellyel kilénb6z6 molekulak
kozotti interakcidkat vizsgalhatunk, informaciot kaphatunk mind nukleinsavak, peptidek, lipidek,
kis molekulak vagy akar fehérjék kozott kialakuld interakciokrél. ElGnye, hogy a vizsgalt molekulak
nem szorulnak izotdp jelélésre. A méréseim soran a FORTEBIO cég BLItz nevii eszkézét hasznaltam.
Laboratériumunkban ez az egycsatornds késziilék érhet6 el, ez azt jelenti, hogy egyszerre egy
mintat képes vizsgalni, mig létezik ennek tobbcsatornas valtozata is, ami akdr 96 vagy 384-es
lemezek vizsgalatdra is alkalmas egyid6ben, ezt a késziiléket Octetnek hivjak. A készlilékek egyik
nagy elénye, hogy vizudlisan megjelenitett, valds id6ben térténé adatokkal szolgdl, igy mar a
mérés kozben kideril, hogy miikédik-e az interakciéd, megfelel6-e a hasznalt puffer vagy kell
esetleg valamin valtoztatni. A BLItz haszndalata soran szlikségem volt bioszenzorra. A Homer-Shank
interakcié vizsgalathoz a Streptavidin bioszenzort (Sartorius) hasznaltam. De emellett tobbféle
bioszenzor is hasznélhaté attdl fiiggden, hogy a vizsgélni kivant molekuldn milyen cimke van. igy
tehat bioszenzor lehet anti-Fc, ami antitesthez koz, Ni-NTA, ami a His cimkét-, anti-GST, ami a GST
cimkét- vagy anti-FLAG, ami pedig a FLAG cimkét koéti. A bioszenzoron kiviil sziikségem volt még
kinetikai pufferre, egy csaliként hasznalt molekuldra, ami tartalmazza azt a cimkét (esetemben a
Shank3 peptid biotinalt volt, melynek segitségével a streptavidinnel tudott kapcsolddni), amivel a
bioszenzorhoz kot, illetve szlikséglink van még egy ugynevezett analit molekuldra, mds néven csali
molekuldra, amely interakcids partnereként szolgal. Amennyiben az interakcio létrejon, biolayer
megvastagodast tudunk detektdlni a szenzor feliiletén. A biolayer vastagsaganak real-time mérése
a szenzorban levetitett fehér, és a szenzor- illetve a bioréteg felliletérél visszaver6dott fény
interferencia mintazatanak elemzésével torténik. A molekula kot6dése sordn megvaltozik az
optikai vastagsdg a bioszenzor kots részén, ezzel a visszavert fény interferencia mintazata
eltolddik. A BLI médszer hatalmas elénye, hogy mind6ssze nagyon kevés mintara van sziikséglink
(4-5 upl-re). Hasznadlhatd6 még akar baktérium felliliszébdl valé célfehérje koncentracid

meghatarozasara is, mivel a mintdban talalhaté egyéb szennyezG6 fehérjék nem befolyasoljak az
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eredményt jelentésen. Az interakcid kinetikai konstansa tisztitott fehérje mintabdl allapithatd
meg, kotési és disszociaciés sebességek meghatarozasara is alkalmas. Hatranyai kozé azt
sorolhatjuk, hogy az eszkdz szobah6mérsékleten mér, igy h6érzékeny mintak esetében nem, vagy
nehezen kivitelezhet6 a mérés, valamint, hogy a minta mérete, a molekulatomeg nem lehet kisebb
10 kDa-nal analit molekula esetében. Fontos, hogy a minta stabil legyen, kicsapddastdl /
aggregaciotdl mentes. A mérés kiértékeléséhez alap kinetika vagy haladd kinetikai beallitasok is
hasznalhatdak, mindkett6t haszndltam. Alapbeallitdsokndl a csali mar rogzitve van a szenzorhoz,
csali fehérje a mérés soran kotddik a bioszenzorhoz. A mérés el6tt a bioszenzort az elGre
elkészitett pufferben kell ekvilibralni legalabb 10 percig, illetve a mérés elsé l1épése a bioszenzor
pufferbe martasa, azaz az alapvonal felvétele. Ezt kbveti a Iépés, amely soran a csali fehérjét adjuk
a bioszenzorhoz, majd Ujabb alapvonal felvétel torténik. Majd az analit minta hozzaadasa
kovetkezik. Amennyiben az interakcio létrejott, rétegmegvastagodast lathatunk, ez az asszociacids
szakasz. Utolsé lépésként a disszocidhoz Ujra pufferbe martjuk a szenzort. A BLI mérések soran a
kiértékelést kbvet6en kapunk egy Kd értéket, ez egy disszociaciés allandd, amely két molekula
kozott kialakulé kot6dés erdsségét irja le. Ennek kiszamitdsa az asszociacids rata (ks) és a
disszociaciés rata (kd) hanyados (Kd=kd/ka). A BLI esetében még egy fontos paramétert kell
figyelembe venni, ez az R?, ami azt jelzi, hogy milyen az illeszkedés mértéke. R?=1 jelenti a

tokéletes illeszkedést (Sultana & Lee, 2015) (Miiller-Esparza et al., 2020).

A BLI mérésekhez a Streptavidin bioszenzort haszndltam, amit haszndlat el6tt kozvetlenil 10
percig szobahémérsékleten (25°C) hidrataltam a kinetikai pufferben, ami tartalmazott 50 mM
foszfat puffert, 20 mM NaCl-t, 1% BSA-t és 0,1% Tween 20-at 7,4-es pH-n. Eredetileg alacsonyabb
koncentraciéju BSA-t és Tween20-at haszndltam, viszont ez erGs aspecifikus kot6dést
eredményezett Homer fehérje esetében a bioszenzorhoz. Ez az aspecifikus kotédés
megnehezitette volna a mérést, fals eredményeket okozhatott volna, igy ennek a problémanak a
megolddsa volt az elsd Iépés. Az aspecifikus kot6dést megnovelt BSA (1%-ra) és Tween20 (0,1%-
re) segitségével sikerilt nulldahoz kozelire csdkkenteni, minddssze minimalis, korilbelll 0,05 nm-
re (Kd=20,5). A kinetikai assay a BLItz (ForteBio, USA) késziilékkel tortént meghatarozasra. A
Homer interakcids partnere a biotinalt Shank3 peptid volt (LVPPPEEFANG). A Shank3 peptidet 2
mM-os koncentraciéban hasznaltam és martottam bele a bioszenzort 60 masodpercen keresztdil.
Ezt kovetben a kinetikai pufferbe merités kovetkezett 30 masodpercig, majd az analitot (a Homerl
EVH1 domén vad tipusu és mutans valtozatait) 6t kiilonb6z6 koncentraciéban (10-, 5-, 2,5-, 1.25-
és 0 uM) hasznaltam, a bioszenzort 30 masodpercig tartottuk a mintakban. A 0 mM-os mérést

haszndltuk referencidnak, ehhez lett illesztve az 6sszes tobbi gorbe, tehat az Ugynevezett globalis
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illesztési mdédszert hasznaltam, hogy meghatdrozzam az egyes mérési sorozatok soran keletkezett

Kd-t a BLI szoftverének segitségével.

3.5.2 Partnerkotési vizsgalatok NMR spektroszkopiaval

Az NMR spektroszkdpia alkalmas arra is, hogy egy fehérje partnerkotés hatasara bekovetkezd
valtozasait is jellemezziik és nyomon kdvessiik. Az NMR titrdlas sordn egy konkrét mennyiségl és
koncentracidju fehérje és egy masik, hozza kapcsolddo fehérje/peptid kiillonb6z6, egyre ndvekvd
koncentraciéban valé hozzdaddsat és az igy valtozd kémiai eltoldddsokat rogzitjuk. A kémiai
eltolddasok megvéltozasa aminosavspecifikus mddon szolgdltat informaciét a partnerkotés
hatdsdra bekovetkezd szerkezeti-dinamikai valtozasokrél. A médszer elénye, hogy oldatfazisban
torténik és nagyon pontos, atomi szintld eredményeket biztosit, hatrdanya, hogy a kémiai
eltolddasok megvaltozasanak kozvetlen kivaltdé oka - ami lehet a partner molekulaval vald

kozvetlen kblcsdnhatas vagy allosztérikus hatas - tovabbi elemzéseket igényel.

A kémiai eltolddds perturbacidk (chemical shift perturbation, CSP) a kdvetkezd képlettel lettek

kiszdmolva: Appm=v0.14 * AGN2 + ASH2. A kémiai eltolédds perturbacié a vizsgalt fehérje
eltolddasainak véltozasat koveti nyomon ligandum hozzdaddsa soran. Kémiai perturbdcié
valtozasok elemzésével meghatdrozhatjuk a kot6hely fehérjén valé elhelyezkedését, a ligandum
kotéserdsségét, affinitasat, illetve felhaszndlhatjuk olyan modellezési eljarasokban, amelyekkel a
kialakulé komplex szerkezetét vizsgdljuk. Adott esetben valtozdsok a kozvetlen kotShelytél
tavolabbi aminosavak esetében is eléfordulhatnak, ez az adott fehérje nagyobb szerkezeti és/vagy
dinamikai atrendezddésére utalhat. llyen példaul a kt6helyek kozotti allosztérikus kommunikaciod
megléte. A vizsgdlathoz °N jelolt fehérjét és izotépjeldlést nem tartalmazd ligandumot,
esetemben peptidet haszndlunk. A csicsok megvaltozasanak pontos mikéntjét - lassu ,,vandorlas”
vagy Uj pozicidban térténd megjelenés - a 2D H-*N-HSQC spektrumokon a szabad és kotdtt
allapot kozotti kicserélédés sebessége hatarozza meg, ami lehet gyors vagy lassu (Williamson,
2013).

Titrdldshoz mind a vad tipus, mind a két muténs EVH1 fehérjék el&allitottam °N jelélt formaban,
mintakhoz jutottam. Vad tipus esetében 571 uM, M65I esetében 509 uM, S97L esetében pedig
352 uM koncentracioju minta keriilt egy-egy 500 pl-es cs6be, majd az NMR késziilékbe. A mintak
le lettek mérve 6nmagukban is, majd A Shank3 peptid (LVPPPEEFANG), 4500 uM koncentracidban,
10 pl-enként lett hozzdadagolva a fehérjékhez 10 titraldsi ponton keresztiil. Osszesen tehat 11

mérési pont eredményei kertiltek meghatdrozdsra, egy interakcids partner nélkil, majd 10 titralasi
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sz

hasonléan a CCPNMR v3.2.3 szoftverrel végeztem el. Azokat a titraldsi pontokat hasonlitottam

Ossze, ahol a fehérje:peptid ardnya kb. ugyanaz volt mindharom esetben.

3.6 A GBR1-3 konstrukcid tisztitasi protokolljanak optimalizalasa

A GBR1-3 fehérje (a haszndlt GBR1-3 aminosavszekvencia:
ghhhhhhdydipttenlyfqGSHMGKDDEIPCRRMRSGSYIKAMGDEDSGDSDTSPKPSPKVAARRESYLKATQP
SLTELTTLKISNEHSPKLQIRSHSYLRAVSEVSINRSLDSLD)  tisztitasi  protokolljanak  beallitasaban
rengeteg munkam van, ugyanis a fehérje er6sen hajlamos kicsapddasra, igy tobb mddszer,
kilonb6z6 pufferek, tobbféle adalék hozzdadasaval kisérleteztem, mig végil sikerllt egy
viszonylag stabil mintat kapni. A mintdan NMR vizsgdlat is tortént, azonban az asszignalasi
folyamatok soran kiderilt, hogy a spektrumok nem voltak alkalmasak arra, hogy megbizhatdan
azonositsuk a kémiai eltoléddsok jelent6s részét. Annak érdekében, hogy Uj mddszereket,
latdsmaddot tanuljak és annak reményében, hogy a GBR1-3 projekt sikeres lesz, néhdny hdonapot
Jyvaskylaben toltottem egylttm(ikods partneriink, Prof. Perttu Permi laboratériumdban Erasmus
program keretein belll. Az ottani tapasztalatokat is integrdlva kisebb el6relépéseket sikeriilt
tennem, de a végleges megoldds még varat magara.

A GBR1-3 plazmid mar rendelkezésemre allt, Nagy-Kanta Eszter tervezte, klonozta és tisztitotta. A
fehérje termeléshez az els6 1épés a plazmid E. Coli sejtekbe térténd transzformaldsa volt. Ehhez
70 ng/ul plazmidot adtam 20 pl kompetens BL21 sejtekhez. A plazmid sejtekhez adasa jégen
tortént. Ezt kdvette egy hésokk, ez 42 °C-os vizfiird6ben tortént 1,5 percig. A h6sokkot kovetSen
ugynevezett SOC médiumot (20 g tripton (enzimesen emésztett kazein), 5 g éleszt6 kivonat, 0,5 g
NaCl, dH,0-ban feloldott 0,19 g KCl, kiegészitve 1000 ml-re majd autokldvval sterilizdlva. Majd
hozzdadva 10 mM MgCl; and 10 mM MgSo. haszndlat el6tt. llletve tovdbbi 20 mM steril glikoz
hozzdadasa) adtam a baktériumokhoz majd inkubatorba helyeztem 37 °C-ra 45 percig 250 rpm-en
razatva. Az inkubdcidt kévetéen ampicillin tartalmu Petri lemezekre szélesztettem ki 50 pl-t a
transzformalt baktériumokbdl. Ismét inkubatorba tettem 37 °C-ra, majd masnapra korulbeltl 100
db koldnia nétt ki a lemezen. A koldénidkbdl el6szor prekulturat késztettem, ami azt jelentette,
hogy egy napig kisebb mennyiségl médiumban razattam és névesztettem a sejteket 37 °C-on. Ezt
kovetSen 4 darab 500 ml-es minimal médidhoz (200 ml 10xM9, 2 ml 1 M MgSog, 2 ml 0,1 M CaCl,,
2 ml 10 mM FeCls, 2 ml 1% tiamin, 2 ml 1000x trace elements, 10 ml 40% gliikdz, 2 g NH4Cl, 2 ml
ampicillin) adtam 30 ml a prekultirabdl és névesztettem (37 °C-on, 250 rpm-en razatva) addig,

amig az ODeoo €l nem érte a 0,6-ot. Majd a hémérsékletet lejjebb allitottam 25 °C-ra, amig el nem
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érte a 0,8-as ODggo-at. Tapasztalatom alapjan a minimal médiumban termelt GBR1-3-hoz tisztabb
formdban tudtam hozzajutni az LB médiumban termelthez képest. Izotépjel6lt formaban is
termelésre keriilt a GBR1-3, °N izotép jel6lésnél példaul az egyetlen nitrogén forras az NH,4Cl volt.
A megfelel6 denzitds elérését kovetéen 1 mM IPGT-t adtam a sejtekhez és 20 °C-on razattam 20
O0ran keresztil. Masnap kovetkezett a baktériumok sziiretelése, ehhez 6000g-n 30 percig
cenrifugaltam a sejteket, hogy lelilepedjenek az edény aljara és elvdlaszthatéak legyenek a
médiumtél. A lellepedett sejteket jéghideg 1x-es PBS-el (25 ml) oldottam fel, majd ismét
lecentrifugdltam, ezdttal 20 percig 4000 rpm-en és 10 ml PBS-el oldottam fel, ezzel egyiitt lettek
lefagyasztva -80 °C-ra tovabbi hasznalatig. A tisztitasi |épések elkezdésekor ezt a -80 °C-os
baktérium szuszpenzidt 42 °C-os vizflird6ben felolvasztottam, majd GndHCI-t (guanidium
hidrogénklorid) adtam hozza (1:1 ardnyban) és az igy kapott mixet folyattam at emulziflexen, ami
egy magas nyomason mikodé homogenizald, melynek segitségével a sejtfal eltorik és
hozzaférhet6vé valik a baktérium altal megtermelt Gsszes fehérje, koztik a célfehérje.
Emulziflexen 3 alkalommal folyattam at a mintat, majd 30 percig 2000 rpm-en lecentrifugaltam,
annak érdekében, hogy a sejtfal és alkotdi lelilepedjenek, mig a konnyebb fehérjék a felliliszéban
maradjanak, tehat, elvalasztdsra keriljenek. A GBR1-3 ennek ellenére is kis szdmban a pellet
frakcidba is kerilt, ezt az SDS-PAGE egyértelmlen kimutatta. A pellet frakciot igy GndHCI
hozzdadasaval feloldotta, Ujra centrifugdltam, és az igy keletkez6 felliliszét hozzdadtam a kordbbi
feliiliszohoz. igy az 6sszes megtermelt fehérje egy helyre keriilt. Elsd tisztitasi Iépés az IMAC volt.
A tisztitast manualisan végeztem, nagyobb méret(i Givegcs6be/polyprep oszlopba téltéttem 3 ml
nikkel gyongyodket, majd hozzaadtam a mintdt, amiben a célfehérje tartalmazta a nikkel
gyongyokkel interakciét kialakitani képes 6x His cimkét. Egy 6ran keresztlil rdzattam a mintat a
gyongyokkel, hogy minél hatékonyabban kétédjenek. Az egy Ora letelte utan két mosasi lépést
végeztem el, el6sz6r 25 mM foszfat puffert, 150 mM NacCl-t, 20 mM imidazolt és 3 M GndHCl-ot
tartalamzo pufferrel mostam, majd 50 mM foszfat puffer, 300 mM NacCl és 10 mM imidazol-os
mosas kovetkezett. Végiil az elicié 50 mM foszfat puffer, 300 mM NaCl and 250 mM imidazol-os
pufferrel tortént. A GndHCl azért volt sziikséges, mert a GBR1-3 kicsapddasra hajlamos, denaturalt
allapotban jobban megmarad, viszont NMR vizsgalathoz el kell tavolitani, ugyanis nativ formaban
szeretnénk a mérést elvégezni, igy a masodik mosasi lépés valamint az elicid6 mar nem
tartalmazott GndHCI-t. Ez a lassu, tobb lépéses tisztitds hozzajarult ahhoz, hogy a lehet6 legtdbb
fehérjéhez jussunk hozza kicsapdédasmentesen. Majd, hogy megszabaduljak az imidazoltdl,
puffercserét alkalmaztam, ami a Sephadex tartalmd PS-10 oszloppal tértént. Majd a cimke
eltdvolitdsa érdekében egy dializist allitottam Ossze, 2 liter folyadékban tértént, 50 mM KH,PO,,

100 mM KCI, 1 mM DTT-t és glicerint tartalmazott, valamint a TEV enzimet. A dializis soran kis

40



molekuldktdl tudunk megszabadulni (pl. sék, reagensek). A fehérje mintat egy féligatereszté
membrannal elldtott dgynevezett dializis tasakba tessziik, ezt pedig a 2 literes pufferoldatba. A
membran csak a kis molekuldkat, igy az imidazolt és a levagott cimkét engedi at. A dializis végére
sajnos a minta nagy része kicsapddott, de igy is maradt annyi minta, amennyivel tovdbb tudtam
dolgozni. Ez kb. 20 mg fehérje volt NanoDrop szerint, viszont nagyon hig formaban, igy
koncentralni kellett a mintat. Koncentraldsnal arra figyeltem, hogy nagyon lassan torténjen,
elkerlilve a tovdbbi kicsapddast. Az utolsé tisztitasi 1épés a SEC volt, a koncentralt minta 2
injektalas soran keriilt az oszlopra. Az oszlop 50 mM KH,PO4, 50mM KCI, 1 mM DTT, pH 6,5 pufferre
volt ekvilibrélva. Ez a puffer megfelel6 NMR vizsgalathoz. A SEC-et az Akta nevii géppel végeztem
el hasonldéan a fentebb emlitett FPLC-hez, itt is valds id6ben latszodnak a tisztitds |épései. A
tisztitast kovet6éen, amennyiben szinte azonnal megtértént az NMR mérés, megel6zhetd volt a
minta kicsapdéddsa, ha mar hagytam allni, akkor sajnos a minta mar nem volt haszndlhato a
kicsapddasok miatt. NMR-hez 196 pl (450 uM) mintat 4 ul DSS-el készitettem el6 vékony NMR
csovekben majd vittem el az NMR készilékhez mérésre. A kapott spektrumot elkezdtem
kielemezni a CCPNMR szoftver segitségével, azonban révid idén belil belattam, hogy a kapott
spektrumok nem elég jo minGségliek egy teljes asszignalds elvégzésére, illetve a mintaban tortént
valtozasok (egy, a szekvencidval trividlisan nem 0Osszeegyeztethet6 C-termindlis fragmens
jelenléte) megértése, igy azok kikiliszobolése is hosszas tovabbi eréfeszitéseket igényelne.
Valdszin(leg specialisabb spektrumok felvételére és stabilabb minta el&allitasara lenne sziikség az
asszignacio elvégzésére.

A GBR1-3 rendezetlen mivolta miatt kicsapdddsra nagyon hajlamos fehérje, tobb féle mddszert,
puffert hasznaltam az évek soran, hogy stabil maradjon. A fentebb részletezett protokoll az, amivel
a legkozelebb keriiltem a célhoz, de tovabbi optimalizaldsra még igy is sziikség van. A kicsapddas
elkerilése céljabdl a tisztitasokat elvégeztem Tris-HCl pufferben, foszfatpufferben, TritonX-100,

EDTA, DTT, TCEP, NaCl kiilonb6z6 kombinacidiban és kilonb6z6 koncentracidiban.
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4. Eredmények

4.1 °N-13C jel6lt, NMR mérésre alkalmas EVH1 varidansok el&allitasa

Az EVH1 domén jellemzéséhez a Mus musculus Homerl fehérje (UniProt ID: Q9Z2Y3) 1-118
aminosavig terjedd szakaszat valasztottuk ki. Az egér, patkany és ember szekvencia 100%

azonossagot mutat a Homerl fehérje ezen szakaszan.

X X X X X X X MW
WT M651 S97L SN TEV TEV TEV
WT M651 S97L

i1

9. Abra: A Tev hasitds sikerességének ellenérzése. Affinitds kromatogrdfiat kévetéen. Az dbra bal
oldaldn az IMAC utdn kapott mintdkat Idtjuk. Rendkiviil témény és jo tisztasagu mintdk. SN alatt a
tisztitdst megelézéen szonikdldst kévetd feliiluszobdl vett minta Idthatd, ez még az IMAC elétti
dllapotot mutatja, sok egyéb fehérjét is tartalmaz a célfehérjén kiviil. Jobb oldalt a Tev hasitds
eredményei lathatéak, a His cimke lehasitds utdn jol Idthatéan csékkent a molekula mérete. MW

alatt a méretek beazonositdsdhoz haszndlt fehérjelétra lathato.

A minta elSallitdsa tobb lépésbdl allt, kezdve a transzformdldssal, aminek a sikerességét az
mutatta, hogy az ampicillint tartalmazé szélesztett lemezeken tébb baktérium koldnia is kindtt és
telepet alkotott. A transzformalast a baktériumok felszaporitdsa, majd a fehérje expresszidja

kovette. A felszaporitott baktériumokbdl vett minta SDS-PAGE elemzése aldtamasztotta a
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termelni kivant Homerl EVH1 fehérje jelenlétét azzal, hogy a vart kb. 13 kDa helyen intenziv savot
detektdltam. A fehérjetisztitds mindharom |épése utdn késziilt ellen6rz§ SDS-PAGE, hogy
ellendrizzem a fehérje meglétét, illetve azt, hogy korilbelll milyen koncentracidban van jelen.
Emellett arrél is informacidhoz jutottam 4&ltala, hogy tartalmaz-e a minta mas, szennyez6
anyagokat, egyéb fehérjéket. A minta koncentraciéjat NanoDrop2000 m{szerrel is ellendriztem.
NMR méréshez dupla izotdp jeldlt (13C és °N), nagy tisztasdgl és nagy mennyiségl mintara volt
sziikségem. Az M651 mutans EVH1 esetében 6,39 mg/ml (0,474 mM), S97L esetében pedig 7,29
mg/ml (0,539 mM) toménységl mintat allitottam el6 sikeresen. A puffer NMR kompatibilis volt,
alacsony sdétartalmu, 50 mM foszfat puffert, 20 mM NaCl-t, 0,02% NaN3-at tartalmazott pH 7,4-

en.

Mindharom varidns esetében a kapott NMR jelhozzarendelés, illetve kisszogl rontgenszoras
eredményeket bekildtik a BMRB, illetve SASDB adatbdzisba. A vad tipusi domén térszerkezetét
a PDB adatbazisba kiildtiik be. Az azonositdkat az 2. 6sszefoglald tablazat tartalmazza, az ezekhez
tartozo eredmények részletezésére az egyes variansok egyedi, ill. 6sszehasonlité elemzése soran

térek ki.

2. Tablazat: Adatbazisok. Az altalam vizsgalt EVH1 variansokhoz tartozd egyes kisérleti adatsorok
adatbdzis azonositdnak 6sszefoglalasa. A dolgozat irasakor mar kdzzétett rekordok a beagyazott linkekre

kattintva elérhetdk

Varians BMRB SASDB PDB
vad tipus 34990 SASDXK2 9QUX
M65! 53479 SASDYW3 -
S97L 53480 SASDYX3 -

4.2 Tomegspektrometrias mérések

A jeloletlen EVH1 domén molekulatomegét 13,7 kDa-nak (13736,38 Da) becsiiltiik a fehérje
aminosav Osszetétele alapjan. Tomegspektrometrids (MS) méréseink aldtdmasztottak a becsiilt
értéket, vad tipus esetén ez 13718,37 Da lett. A vad tipusi domén esetében a jeldletlenen kiviil a
15N és 1°N,13C jeldlt mintdkat is megvizsgaltuk toémegspektrometridval, mig a mutdnsok esetében
a °N izotdppal jeldlt mintak keriiltek lemérésre. A kapott eredmények itt is sszhangban voltak a

becsiiltekkel. Az M651 mutans esetében a becsuilt 13888,1 Da volt, a mért 13889,19 Da, mig a S97L
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varians esetében a becsiilt 13932,21 Da, a mért pedig 13944,1 Da lett. Ezek 6sszefoglalva lathaték
az 3. Tdbldzatban. A helyes molekulaméreteket az SDS-PAGE vizsgalat is alatdmasztotta, a varttal
megegyez6 helyen keletkeztek savok. A tomegspektrometriai mérések esetében a vart
molekulatomegektél vald eltérések részletes elemzését sajnos nem tudtuk elvégezni, mert nem
allnak rendelkezésiinkre részletesebb adatok a mérések pontos korilményeirdl ill. a kapott
spektrumokrol. Mivel a mintdk szerkezeti (NMR, SAXS, CD) ill. funkciondlis elemzése soran
semmilyen olyan aspektus nem meriilt fel, amely kétségbe vonta volna a mintak integritasat, az
MS mérések eredményét kozelité eredményként fogadjuk el, melyek, bar ha a vartnal nagyobb

hibaval is, de alapvet6en konzisztensek a varakozasainkkal.

3. Tablazat: Tomegspektrometria eredmények. A tdbldzat a szekvencia és jel6lés alapjdn szamitott és

tomegspektrometridval meghatdrozott témegeket tartalmazza.

Vart tdomeg a Protein Tomegspektrometridval
Calculator alapjan meghatarozott tomeg
WT jeloletlen 13736,38 Da 13718,37 Da
BN WT 13906,13 Da 13888,11 Da
BN BcwT 14517,6 Da 14499,59 Da
>N M65I 13888,1 Da 13889,19 Da
BN s97L 13932,21 Da 13944,10 Da

4.3 A vad tipusi Homerl EVH1 szerkezetének elemzése

Az H-N HSQC spektrum alapjan egyértelmiien megallapithatd, hogy az EVH1 konstrukcid jol
feltekeredett szerkezetd, globularis fehérje. Nagyfoku jeldiszperzid és elkiiloniilé jelek jellemzik.
Az EVH11.113 domén asszigndldsa soran a teljes gerinc- és részleges oldallanc kémiai eltoldédas
hozzarendelés megtortént. A szerkezet gerincének C és N atomjai esetében az asszignacid
teljessége 99%, a H atomok esetében pedig 95%. Az oldallancok esetén a C atomok 86, a H atomok

88 szazalékanal sikerllt a hozzarendelés.
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4. Tablazat: A Homerl EVH1 domén oldatfdzisu szerkezetének dsszefoglalo tabldzata (1. kbzlemény).

Asszignalas teljessége (%)

Modell mindsége?

Félanc 96  [RMSD molekulagerinc® (A) 0,3
Oldallanc 85 RMSD molekulagerinc|1,5
(6sszes aminosavra, A)
Aromas 74 [RMSD nehéz atomok® (A) 0,7
Sztereospecifikus metil 0 RMSD nehéz atomok (6sszes|1,6
aminosavra, A)
RMSD kétéshosszak (A) 0,003
Tavolsag jellegli kényszerfeltételek RMSD kotésszogek (°) 0,4
Osszes 1760
Aminosavon beldli (]i-j|=0) 420 |Molprobity Ramachandran statisztika®®
Szekvencidlis (|i-j|=1) 487 |Legkedvez&bb tartomany (%) 98,1
Kozeli (]i-j|>1 and ]i-j|<5) 262 |Megengedett tartomany (%) 1,9
Tavoli (]i-j|=5) 591 [Tiltott tartomdny (%) 0
Kényszerfeltételekk szama 14,5
aminosavanként
Tavoli kényszerfeltételekk szama 4,9 |Globalis minGségi pontszamok
aminosavanként (nyers/Z érték)>
Verify3D 0,27/-3,05
Nem teljesiil6 kényszerfeltételek Prosall 0,85/0,83
0,1-0,2 A 0.1 Procheck (phi-psi) -0,06/0,08
0,2-0,5 A Nincs |Procheck (6sszes) -0,14/-0,83
>0,5 A Nincs |Molprobity clashscore (atomi(7,33/0,27
Utkozések)
Modell jellemzéi Azonositok
Rendezett régié (aminosavak) 8-118 |PDBID 9QUX
Az 6sszes aminosav szama 121 | BMRBID 34990

Ahol nincs kilon feltiintetve, az adatok a standard PDB validacids elemzésbdl szarmaznak.

aPSVS-sel szamolva

®a rendezett régié aminosavaira (8—118) szdmolva
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10. Abra: A Homer1 fehérje szerkezete.Az EVH1 domén globuldris szerkezetét féleg 8-reddk alkotjdk.
A kiilbnb6z6 hémérsékleten felvett CD-spektrumok mellett jobbra a fent a kérdiagram a BestSel
felbontds eredményét, az alatta Iévé diagram a szerkezetbél DSSP programmal kapott
madsodlagos szerkezeti elemeket mutatja(A). A mdsodlagos szerkezeti elemek elhelyezkedése a
szekvencidban és a térszerkezetben. Zélddel a 8-szdlak, lildval az a-hélix, sztirkével a hurkok és
Osszekoté régiok (B). A mért (piros) SAXS gérbe dsszehasonlitdsa a PDB adatbdzisba bekiildétt 20

konformerre szamolt és dtlagolt gérbével (C).

A kémiai eltolodasok regisztralasra keriiltek a BMRB adatbazisban 34990 azonositoval, a Protein

Data Bank adatbazisba pedig a 9QUX azonositéval keriiltek bejegyzésre. A PDB-be feltoltott
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szamozas az N-termindlison 1évé expresszids cimke miatt harom poziciéval el van tolva, viszont a
tovabbiakban a UniProt szekvencianak (Q9Z2Y3) megfelel6 szamozast fogom hasznalni. Az altalam
vizsgalt Homer EVH1 domén oldatfazisu szerkezete nagyfoku hasonldsagot mutat a tébbi EVH1
szerkezettel. Az EVH1 domének alapvet6 szerkezeti jellemz6ik alapjan a tdgabb PH
domeéncsaladba tartoznak (Ball et al., 2002). A Homer EVH1 szerkezete megfelel az irodalomban
megtaldlhaté EVH1 domének feltekeredésének, mely alapjan tartalmaz egy B-szendvicset (Ball et

al., 2002) 7 db B-redével, illetve egy C-terminalis hosszu a-hélixet (l. kozlemény) (10. abra A,B).

Az elvégzett SAXS mérések kivald egyezést mutatnak a szamolt szerkezettel, a kisérlet soran
kapott, valamint az atlagolt visszaszamolt gorbék illeszkedésére vonatkozé x2 érték 1,067 a 20
konformer esetében (10. C dbra). A SAXS adatokat feltoltottik a SASBDB adatbazisba SASDXK2

azonositoval.

Azonositottunk a kémiai eltolddasok és a szerkezet alapjan egy kation-pi kdlcsonhatdst, amirdl
tudomasunk szerint nem tesz emlitést a szakirodalom, ezt mutatja az 11. A abra. A kation-pi
kolcsdnhatds fontos szerkezetstabilizald szerepet jatszik a fehérjék esetében, igy mindenképpen

érdemesnek tartottuk ezt megemliteni.

Elektrosztatikus felszinét tekintve az EVH1 domén tulnyomorészt pozitiv, emellett két méginkabb
pozitiv terilettel is rendelkezik. Ebb6l az elsé az els6 B-szal és a hélix N-terminalis vége kozott
taldlhato, ez a ligandumkoté helyhez kdzel helyezkedik el, a masik ilyen pozitivabb teriilet pedig a
hélix C-terminalis szakasza és a B-hordd cstcsa kozott lelhet6 fel (11. B abra) (l. kézlemény). Az
elektrosztatikus felszin szamitdsat az APBS programmal végeztiik:

https://server.poissonboltzmann.org/. Ez kiszdmitotta az elektrosztatikus felszint, amit aztan a

Chimera programmal jelenitettiink meg.

Azirodalomban tobb elérhetd Homer EVH1 szerkezet megtalalhaté (1ddv, 1ddw, 1i2h, 1i7a, 2p8v,
5zz9 (Irie et al., 2002) (Beneken et al., 2000) (Barzik et al., 2001) (Huang et al., 2008) (Z. Li et al.,
2019), melyek mindegyikét rongtendiffrakcidval hatdroztdk meg. Tudomasunk szerint
oldatfazisban a mi kutatécsoportunk végezte el az els6 Homer EVH1 szerkezetmeghatarozast. Az
NMR-szerkezetet a kristalyszerkezetekkel 6sszevetve a legnagyobb eltérés a 17-29, valamint 40-
43 aminosav kozotti hurokrégidkban taldlhatd. Az el6bbi egy hosszu hurok, egy B-hajtl cstcsat
alkotja, ez tobb, a ligandumkotésben résztvevé aminosavakat is magaban foglal (11. C dbra) (I.
kozlemény). Az altalunk meghatarozott NMR szerkezetben a Trp24 aminosav indolgyl(r(jének
orientacidja eltérést mutat a tobbi EVH1 szerkezetben megfigyelthez képest, irdnya majdnem
merdleges a tobbi EVH1 szerkezetben észlelhet6ekhez viszonyitva (11. D abra). A Trp24 egyike a

ligandumko6té aminosavaknak, mely oldallancdnak atrendez6dése hozzajarulhat a partner
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prolingazdag régidja és az EVH1 aromas klaszter (Phel4, Trp24 és Phe74) kozotti kélcsonhatas

|étrejottéhez (I. kozlemény).

11.

Phe99 Phe7

Thr70

Abra: Az EVH1 szerkezet lokdlis jellemz&i. A) Feltételezett kation-pi kélcsénhatds a Lys102, Phe7,
Tyr36, Phe99 and Phe106 aminosavak kézétt NMR sokasdgban. B) A Homerl EVH1 elektrosztatikus
felszine, amely a sokasdg elsé, reprezentativ modellje alapjan lett dbrdzolva. Kékkel a pozitiv,
pirossal a negativ téltésd felszini részek keriiltek dbrdzoldsra. C) EVH1 domének 6sszehasonlitdsa.
Zéldel az dltalunk meghatdrozott NMR modell. Narancssdrgdval egy kivdlasztott elérheté Homerl
EVH1 szerkezet (PDB kdd: 1ddv). Lildval pedig egy kivdlasztott, mds fehérjébdl szarmazo EVH1
szerkezet (PDB kod: levh) lett dbrdzolva. D) LigandumkétS oldalldncok orientdcidja az NMR
sokasdg reprezentativ szerkezetében (atomtipus alapjdn kiilbnb6z6 szinekkel jelélve), az 1ddw
szerkezetben (ligandum nélkiil, kék) és az 1ddv szerkezetben (liganddal, lila). Az 1ddv-ben szereplé
ligandum (mGIuR peptid) poziciéja dttetszd lila felszinként van megjelenitve. Az mGIuR és a Shank3

hasonlé médon, az EVH1 prolin-gazdag régiéjdhoz két.
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4.3 A vad tipusu EVH1 domén belsé dinamikaja

A Tensor2 program segitségével els6 lépésben a T1/T2 ardnybdl megbecsiltik a rotacids
korrelacidés id6t (tc), ami alapjan ez 7,89 ns. Ez megfelel a molekula mérete alapjan vérhatd
értéknek. A lancvégeken foglalnak helyet az alacsony hetNOE érték( aminosavak. Az Asn23
esetében a hetNOE érték kissé meghaladja az 1,0-t, ami nem redlis, igy ezt az aminosavat kizartuk
a model-free elemzésbél. Az elemzés soran kapott S? rendezettségi paraméterek altalaban 0,85
folott vannak, mindossze négy érték esik 0,8 ald, ez stabil globularis szerkezetre utal. A két
szomszédos B-szdlban, a 13—15. és 83—86. pozicidkban, azaz a ligandum koét6hely kornyezetében,
valamint a 102—-105. pozicidkban a C-terminadlis hélixben taldljuk a legalacsonyabb S? értékeket

(12. A 4bra).

A jelent8s (> 2,5 1/s) Rex hozzajarulassal rendelkez6 aminosavak nagyrészt a hélix N-terminalis
régidjaban, vagy annak kozelében tomorilnek. Tovabbi kiemelt aminosavak a Val28, amely a
ligandum kot6hely kozelében taldlhato, illetve az Asp39 és a Val44, amelyek hidrogénkotést
alkotnak egymassal a 2. és 3. B-szal kozotti kanyarban (12. B dbra). Ezek az aminosavak olyan
régiokban helyezkednek el, ahol konformacids eltérések figyelhet6k meg a ligandum nélkdli
oldatfazisi NMR-szerkezet és a rontgenkrisztallografids szerkezetek (pl. PDB ID: 1ddv) k6zo6tt, ami

ismét megerdGsiti a ligandumkotéshez kapcsolddo finom szerkezeti atrendezédések lehetGségét.

Megjegyezziik tovabba, hogy a Thr70 — amely szintén a ligandum kot6hely kozelében helyezkedik
el — az elemzésiink alapjan szintén jelent6s Rex hozzdjarulast mutatott. A végsé kiértékelésbdl
azonban ezt az aminosavat kihagytuk, mivel a spektrumban a jele jelent6s mértékben atfedett a
Ser35 amidjelével, igy az illesztett relaxacids ratak nem feltétlenil teljesen megbizhatodak (12. C

abra).

A kapott eredményeket Osszehasonlitva a tdvolabbi rokonsagot mutaté dynaminl PH domén
oldatfazisu dinamikdjaval (Fushman et al., 1997), jél Iathatd, hogy a PH doménben a nagy Rex
hozzajaruldsu aminosavak eloszldsa jelent6sen eltér a Homerl EVH1 doménétél, és a hélixben
taldlhato folt teljesen hidnyzik. Ugyanakkor az Asp79, Thr84 és Tyr86 aminosavak — amelyek a 6.
és 7. B-szalat 6sszekotd kanyar (turn) kozelében helyezkednek el — hasonlé poziciot foglalnak el,

mint a dynaminl PH domén egyik nagy Rex értékd aminosavcsoportja (Ferguson et al., 1994).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy ebben a nagy doméncsaladban egyszerre vannak jelen

konzervalt és egyedi dinamikai jellemzdék (12. C abra).
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12. Abra: Az EVH1 domén dinamikdja. A vad tipusti EVHI1 doménre szémolt S rendparaméterek (A).
A Model-free analizisb8l kapott Rex hozzdjdruldsok az egyes aminosavak esetében (B). A jelentds
Rex hozzadjdruldssal (pirossal kiemelve) elhelyezkedése a Homerl EVH1 szerkezetben. Az N-
termindlis helikalis régidban talalhatoakon kiviil a Val25, Asp39 és Val44 (a UniProt Q922Y3
bejegyzés szerinti szamozdsban) olyan helyeken taldlhatok, ahol jellegzetes konformdcios
eltérések figyelheték meg a rendelkezésre dllo réntgenkrisztallogrdfids szerkezetekhez képest
(z6ld: a mi modelliink, narancssdrga: PDB 1ddv). Emellett olyan aminosavak is érintettek, amelyek
olyan régiéban taldlhatdk, amely megfelel a magas Rex értékeket mutaté aminosavak

klaszterének a dynamin1 PH doménben (bézs: PDB 1dyn) (C).
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4.5 Az M651 és S97L mutansok HSQC spektrumdanak Osszevetése a vad
tipussal

Avad tipusi Homerl EVH1 domén jelhozzarendelése mar rendelkezésemre allt. A vad tipust EVH1
ben is elérhet6ek legyenek, elvégeztem én is a jelhozzarendelést (15. dbra)). Ehhez a dupla izotép
(13C és °N) jelslt, tiszta, tdémény, NMR mérésre alkalmas mintat Maruzs Brigitta biztositotta. A
minta 600 pl, 190 uM téménységli volt. A minta 50 mM foszfat puffer, 20 mM NaCl, 0,02 NaNs-at
tartalmazott, a puffer pH-ja 7,36 volt. A mérések a Bruker Avance NEO 700 MHz spektrométeren
torténtek 298 K hdmérsékleten. A sztenderd 2 dimenzids (*H-N HSQC, *H-3C HSQC) és harom-
dimenzids spektrumok (HNCA, HNCACB, HNCOCACB, HN(CA)CO, HN(CO)CA, HCCONH) lettek
lemérve. Emellett 3D TOCSY-HSQC, NOESY-HSQC, HNHA és HNHB spektrumok is késziltek. Az
M®65I és az S97L mutdnsok esetében - bar el6zetes HSQC adataink voltak - a teljes fehérje termelés
és tisztitasi folyamatot Ujra elvégeztem, majd tovdbbi szerkezeti és funkcionalis vizsgalatot
hajtottam végre. A minta tisztasagat SDS-PAGE futtatassal ellenériztem (13. dbra). A fehérje f6lanc
asszignalds mindkét esetben sikeres lett, és az oldalldncok jelhozzarendelését is sikerilt az
aminosavak tulnyomé tobbsége esetében elvégeznem. A kapott kémiai eltoléddasokat a BMRB
adatbazisban elérhetévé tettik 53479 (M65I), illetve 53480 (S97L) azonositdk alatt. Az M65I
mutans H-N HSQC spektrumat 6sszevetve a vad tipuséval azt lathatjuk, hogy lényegében az
0sszes amid NH kémiai eltolédas mashova esik. Bar a csucsok egymashoz képest kozel maradnak,
de mégis egyértelmden eltolddva jelennek meg. A 14. dbrdn lathaté a vad tipus (WT) - M65|, illetve
vad tipus (WT) - S97L HSQC spektrumanak 6sszehasonlitasa. A WT-M651 HSQC spekrumokon jdl
lathatéan mdshol vannak az M65I1 mutdns kémiai eltolddasai. Ezzel szemben az S97L pontmutacid
alig okoz eltéréseket a vad tipus HSQC spektrumaval osszevetve (WT-S97L). Egyedil néhany
aminosav kémiai eltoldddsa jelenik meg némiképp eltolédva. Az asszignacid elvégzése utan a
csucsok részletes elemzése megmutatta, hogy mindkét mutansnal a pontmutacid helyén és annak
kornyezetében talalhatéd amid keresztcsicsok mutatnak jelentSs valtozast. Ez az M651 mutans
esetében egy kiterjedtebb régidt jelent, a szekvencidban a 60-78 pozicidk szakaszan nagyobb
kémiai eltolddas perturbacidk lathatdak. Ez alapjan elmondhaté, hogy markans kiilonbség van a
két mutans kozott. Az észlelt kilonbségek arra utalnak, hogy a két mutacié eltéré mértékben
valtoztatia meg a domént. Mig az S97L pontmutdcié varhatéan nem okoz lényegi
szerkezetvaltozast, az M65I varians esetében a lehetséges magyarazatok kozott a szerkezet
komolyabb megvaltozasa, vagy esetlegesen a belsé mozgasok nagyobb lépték(i atrendezédése

johet széba. Mivel az amid NH csoportok kémiai eltolddasa nagyon érzékeny a kémiai kornyezet
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kisebb megvaltozasaira is, ez a kérdés pusztan a HSQC spektrumok alapjan nem donthetd el. Az
amid NH jelek pozicidinak ilyen mértékl megvaltozdsa miatt mindenképpen sziikség volt a teljes
jelhozzarendelés elvégzésére az M65I mutans esetében. Kovetkez6 |épésként ezért ezt, illetve a
jobb Osszehasonlithatdsag kedvéért ezzel egyiitt az S97L mutdns jelhozzarendelését is elvégeztem

a megfeleld spektrumok alapjan.

Az M65I varidns esetében a legnagyobb eltérést a 63-as threonin és nem meglepé mddon a 65-as
izoleucin aminosavak mutattak, a tobbi aminosav esetében is szinte mindenhol mashova kertlt a
kémiai eltoléddds, de viszonylag kozel a vad tipus hasonld6 aminosavahoz.
A teljes f6lanc asszignacid elvégzése utan kiszamolt mdasodlagos Ca és Ha kémiai eltolédasok
elemzése megerdsiti, hogy a masodlagos szerkezeti elemek nagyrészt valtozatlanok maradnak a
vad tipushoz képest (16. abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az észlelt kémiai eltolddasok nem
jelentGs szerkezeti dtrendezédés kdvetkezményei az M65-6s aminosav utan. igy a héstabilitast és

a belsd dinamikat is vizsgdltuk, hogy részletesebb informaciéhoz jussunk.
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13. Abra: SAXS és NMR mintdk ellenGrzése SDS-PAGE-n. SAXS minta esetén elsd SEC tisztitds utdn
még lathatdak egyéb sdvok magasabb molekulaméretnél, igy egy mdsodik SEC alkalmdval ezektél!
megszabadultam. Mdsodik SEC utdn teljesen tiszta mintdhoz jutottam. NMR esetében is tiszta

volt a fehérje egyéb szennyezd sdv nélkiil. Az abran a nativ PAGE eredményei ldtszanak.
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14. Abra: Az M65] és S971 mutdnsok HSQC spektrumai. Az M651 mutdns EVHI (méregzéld) és vad

tipusu EVH1 (bordd) domén HSQC spektruma jelentds eltérést mutat, a csticsok nem fednek dt.

Ezzel ellentétben az S97L mutdns EVH1 (mustdrsdrga) és vad tipusu EVHI (bordd) domén HSQC

spektrumdn a csucsok szinte teljesen dtfednek.
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15. Abra: A vad tipust EVH1 domén HSQC spektruma. Az dbrén a HSQC-n beazonositott aminosavak

lathatdak.
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. Abra: Amid N-H perturbdciok, Ca és Ha mdsodlagos kémiai eltoléddsok. Az A dbra az amid N-H
perturbdcidokat mutatja be a mutdcio hatdsdra M65I és S97L varidnsokndl. A B dbra a Ca
mdsodlagos kémiai eltoléddst mutatja be. A C dbra pedig a He mdsodlagos kémiai eltoloddsokat
szemlélteti. A mdsodlagos kémiai eltoloddsok bemutatdsakor a mutdnsok gérbéi minimdlisan
ellettek tolva felfelé ill. lefelé, hogy a vonalak ne fedjék egymdst teljesen. WT-piros, M65I-zéld,

S97L-sdrga szinekkel jelélve.
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4.6 Kisszogl rontgenszoras (SAXS) eredmények

A mutans EVH1 domének SAXS vizsgalatanak eredménye nem mutatott |ényegesen eltérd
szerkezetet a vad tipusi doménhez képest. Ezt a gorbéknek a vad tipusi EVH1 szerkezeten alapuld
szerkezeti modellekhez vald kivalé illeszkedése is aldtdmasztja. Az M65I illesztésének Chi2 értéke

1.12, az S97L mutdnsé pedig 1,10 (17. dbra).

1e+00 1e+00 r T T

1e-01 1e-01 f
_1e-02 | 2 1e-02 |
& - -

1e-03 E 1e-03

feog —r 1+ v | qe04 —

0 01 02 03 04 05 0 01 02 03 04 05
S[AJ] S[A"]

17. Abra: SAXS eredmények. A SAXS gérbék kivdloan illeszkednek a mutdnsok szerkezeti modelljeihez,
amelyeket a vad tipus alapjdn épitettiink, és amelyek lIényegében ugyanazzal a harmadlagos
szerkezettel rendelkeznek. A kisérleti gérbék sziirkével, a szerkezeti modellek alapjan szamitott

go6rbék szinesen Ildthatok.

4.7 Cirkularis dikroizmus vizsgalat

A vad tipusi EVH1 domén ECD elemzésével kapott eredmények &sszhangban vannak a
meghatarorozott atomi szint( térszerkezetbdl kapott masodlagos szerkezeti elemekkel. Ezek
alapjan az EVH1 aminosavainak 13,6%-a van a-hélix, 46,3%-a béta-red6 konformdcidban, a
maradék 40,1%-ban nem vesz részt regularis masodlagos strukturdk kialakitdsdban. A mutansok
esetében is torténtek CD mérések, a vad tipusra kapottal megegyezé eredménnyel. A h6mérséklet
szisztematikus valtoztatasaval is végeztiink méréseket a 20 °C-tdl 60 °C-ig terjed6 tartomanyban,
10 °C-os lépésekben, de a hémérséklet emelése nem okozott jelentés eltérést a spektrumokban,
mindharom EVH1 valtozat jol definidlt, stabil szerkezetiinek bizonyult. A legnagyobb valtozast
ebben a tekintetben is az M65I véltozat mutatja (magasabb hémérsékleten), de az észlelt

valtozasok volumene itt sem utal jelents szerkezetvaltozasra, kitekeredésre (18. dbra).

56



2500

—2500
-5000
—7500
—10000
—-12500
—15000

2500

-2500
-5000
-7500
—10000
—12500
—15000

2500

—2500
—5000
—7500
—10000
—12500
—15000

18. Abra: CD spektrumok. H6mérsékletfiiggd circular dichroism spektrumok a vad tipus (A), az M65!

CD spektrum- WT

/ —— 40°C
\/ — 50°C

== —— 60°C

200 210 220 230 240 250

Hulldmhossz (nm)
CD spektrum- M65I

200 210 220 230

Hulldmhossz (nm)
CD spektrum- S97L

250

20°C
25°C
40°C
50°C
60°C

200 210 220 230

Hulldmhossz (nm)

240 250

(B) és az S97L (C) varidnsok esetében.

4.8 Héstabilitas vizsgalat

Az egyes variansok (vad tipus, M65I és S97L mutans) hGstabilitasat Thermal Shift Assay vagy
masnéven differencidlis hdstabilitdsi vizsgdlat segitségével elemeztem. Mindharom esetben
vizsgaltam a denaturacids kinetikat a szabad és a Shank3 peptiddel (LVPPPEEFANG) komplexben
lévé domén esetében is. Erdekes médon mindharom varidns kétcsticsu gorbét mutat, ami két,

részleges kitekeredési/destabilizalédasi eseményre utal. WT és S97L esetében az els cslics nem
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tekinthet6 markansnak. Erdekes médon az S97L varians elsé csucsa picit alacsonyabb, a masodik
kicsit magasabb hémérsékletnél észlelheté, mint a vad tipus esetében, itt tehat, legaldbbis
részlegesen, egy enyhe stabilizalé hatdsrdl is beszélhetlink. Azt, hogy az S97L mutdcié esetében
magasabb az RFU (relative fluorescence units) érték a vad tipushoz képest, magyarazhatjuk azzal,
hogy ennek a mutdnsnak valamivel nagyobb a hidroféb felszine, emiatt tobb festék kotédik hozza.
Ugyanakkor az M65I mutans esetében mindkét csucs intenziv, és a masodik egyértelmuien
alacsonyabb hémérsékletnél van, mint a vad tipusban (19. abra). Ez egyértelmen a domén
destabilizaciéjara utal, amelyben feltehet6en a kitekeredést is meghatdrozd belsé dinamikai
mozgasok moduldcidja is szerepet jatszik.
A domének Shank3 peptiddel alkotott komplexe esetében érdekes mddon csak minimdlis
valtozasok latszanak az olvadasi gorbékben, igy tehat ez a kolcsonhatds nem eredményez

kiilonosebb destabilizaciot vagy stabilizaciot.

Thermal-shift olvadaspont vizsgalat

Minték
~ 2007 e — WT
T*; 150 M651+P WT+P
> S97L control
'E 100/ S97L+P —— control+P
T 50]
: 0 B ,,,,r—/—\‘//
L —_— ———— e
o —50 = \\
—1001

30 40 50 60 70 80 90
Homérséklet (°C)
19. Abra: Az EVH1 varidnsok héstabilitdsa. A hdrom varidns héstabilitdsi (thermal shift olvaddspont
vizsgdlat) gorbéi peptid ligandumokkal (+P) és anélkiil. A bemutatott gérbék két mérés datlaganak

felelnek meg. A WT pirossal, az M65I kékkel, az S97L pedig sdrgdval dbrdzolva. A “control” a fehérje

nélkiili méréseket mutatja.
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5. Tablazat: Tm1 és Tm2 adatok tabldzatos dbrdzoldsa.

Minta Tm1 (°C) Tm2 (°C)
WT 86,5 36,4
WT+P 86,5 83,2
S97L 38,2 41,5
S97L+P 36,4 39,1
Me65I 86,2 83,8
M65I1+P 86,8 83,2
control 52,9 57,4
control+P 58,0 52,9

4.9 Biolayer Interferometria vizsgalat

A biolayer interferometria vizsgalatot is mindhdrom fehérje varians esetében elvégeztem. Elsének
majd felezd higitassal Osszesen 5 koncentraciéban (10-5-2,5-1,25-0) mértem le. Amikor a
legnagyobb koncentraciéban adtam hozza az EVH1 fehérjéket, vad tipus esetén 1,4 nm, M65I
esetén 1 nm, S97L esetén pedig korilbelil 1,2 nm rétegvastagodast figyeltem meg. Minden
felezés alkalmaval korilbeliil 0,2 nm-t csdkkent a rétegvastagsag (20. adbra). Osszességében
kiemelkedd kot6désbéli kalénbség nem figyelhetd meg a mutansok esetében a vad tipushoz
képest, viszont az M651 mutdns kotési er6ssége 17%-kal kisebb volt a vad tipushoz képest, ami azt
jelzi, hogy az EVH1-Shank3 interakcid gyengébb. S97L esetében pedig a kot6dés kis mértékben
erdsebb volt a vad tipushoz képest. A leger6sebben kot6d6 S97L és a leggyengébben koté M65I
kozotti kiilonbség is csak kb. kétszeres, ez azt jelzi, hogy a kot6dés altalanos er6sségét a mutdciok
lényegesen nem befolyasoljik. A gérbeillesztés mindharom fehérje esetében megfeleld volt, az R?
0,99 volt a vad tipus és az M65I esetében, és 0,98 az S97L-nél. Az illesztett globdlis Kd a
kovetkez6képp alakult: a vad tipusnal 5,15 puM, M65I esetében 8,88 UM, S97L-nél pedig 3,88 uM
(6. tablazat). Megjegyezhetd, hogy az M65I esetében az asszociacid kinetikdja meredekebb az

illesztett gorbénél.
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Mind a BLI mind a Thermal Shift Assay vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy az M65I kevéssé
stabil mind énmagaban, mind interakcié soran. Erdekességképp az S97L mutécié viszont

stabilizdlja az interakciét és a fehérjét is.

A . .
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20. Abra: Biolayer interferometria vizsgdlatok a Homer1 és Shank3 peptid kézétt. Az A Gbra az EVH1
domén M65I és S97L mutdcio helyeit, valamint a Shank3 peptid kétéhelyét mutatja. A B
sematikus dbrédn a Homer1 és a Shank3 fehérjét alkoté domének és azok interakcidja lathatd. C, D
és E dbrak a WT, M651 és S97L varidnsok Shank3 peptiddel valo kétédését mutatjdk be kiilbnbézé

koncentrdciokban.
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6. Tablazat: Biolayer Interferometria eredmények. A varidnsok Shank3 peptidhez (LVPPPEEFANG) valé
kotbdeési affinitdsa, biolayer interferometriaval meghatdrozva.

Varians WT M65I S97L
Globalis Kd [uM] 5.15 8.88 3.88
R? (illeszkedési egyutthatd) 0.99 0.99 0.98

4.10 Interakcidvizsgalat NMR titralassal

NMR spektroszkdpia segitségével is vizsgdltam a doménvariansok peptidkotésre adott valaszat.
NMR titradldshoz °N jeldlt vad tipusu és mutdns (M651 és S97L) fehérje mintadkat allitottam eld.
Ehhez a fentebb emlitettekhez hasonldan a fehérjét baktériumban meg kellett termelni, a fehérje
expressziot indukdlni, majd harom Iépésben kitisztitani a fehérjéket, hogy NMR min&ség, kell6en
tiszta, nagy koncentraciéju mintakhoz jussak. Vad tipus esetében 571 uM, M65I esetében 509 UM,
- a partner, Shank3 PRO régiobdl szdrmazd rovid, izotdpjeldlést nem tartalmazd peptid
(LVPPPEEFANG) hozzdaddasaval - minden pontban *H-°N HSQC spektrumot felvéve toérténtek. A
spektrumokat a CCPNMR szoftver segitségével értékeltem ki. Els |épés a csucsok beazonositdsa
volt, ez viszonylag egyszer( folyamat volt azt kovetGen, hogy az NMR asszignalds mar megtortént.
Persze némi nehézséget okozott azon csicsok meghatarozasa, amelyek az interakcié hatasara mas
pozicidba kertltek, de végll minden cslcs beazonositasra kerdlt. A titralds soran nem merilt fel
olyan valtozas a spektrumokban, amely a teljes jelhozzarendelés Ujra elvégzését indokolta volna a
végpontban, ugyanakkor ez azt is jelenti, hogy egyes csucsok esetében azért minimalis
bizonytalansaggal szdmolni kell. Megjegyzendd, hogy a harom varians, a vad tipus, az M65I és az
S97L mutansok esetében tobb cslcs esetében is hasonld tipusu valtozdsokat észleltem, ami

viszont az eredmények megbizhatdsagat erGsiti.

Mivel az egyes fehérjekonstrukciok esetében az elkésziilt, stabil minta toménysége valamennyire
eltér6 volt, a mérésekhez hasznalt tomény peptid oldat viszont azonos, Ugy dontottem, hogy
azokat a titraldsi pontokat vetem 6ssze, mint végpontokat, amelyekben a domén:peptid arany
kozel azonos. A vad tipusi domén esetében mért 10. titraldsi pontnak igy az M65I varians
esetében a 9., az S97L esetében pedig a 6. pont feltethet6 meg leginkdbb, a kvanitativ

Osszehasonlitdasokban ezeket a pontokat hasznalom.

61



Mindharom varidns esetében hasonlé mintdzat figyelhet6 meg, mégpedig, hogy elsGsorban a

kozvetlen kot6helyet alkotd aminosavaknak megfelel6 csiucsok helyzete valtozik meg.

Osszességében hasonldk az eredmények mindharom esetben, viszont az M651 muténs altaldban

nagyobb valtozasokat mutat. Ezt jol szemlélteti a 21-es abra ahol a WT értékek és az M65I (zold)

illetve az S97L (sarga) értékek kilénbségét dbrazoltam. Lathatd, hogy az M65I1 esetén tobb csucs

kémiai eltolédasa is megvaltozott, mig az S97L esetében alig tortént valtozas ligandumkotés

hatdsdra a titralas soran (21. dbra). A Gly89 csucs Osszetett viselkedést mutat, a titralas soran

eltlinik, majd kés6bb Ujra megjelenik, az egyes variansokban kdvetkezetesen hasonlé médon.

Kémiaieltolédas-perturbacio [ppm]

21.

0.4 -

0.2 -

0.0

0
0.2

10 20 30 40 50 60 70

80 90 100 110 120

0.0 -

-0.2

-----.'-'I|' | A TR T I 1 ..|I||.

10 20 30 40 50 60 70

80 90 100 110 120

0.2

0.0

T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70

Aminosav pozicio

T T T T

80 90 100 110 120

Abra: NMR titrdlds Shank3 peptiddel (LVPPPEEFANG). Az Gbrdn az egyes EVH1 varidnsok (A: WT,

B: M65I, C: S97L) NH amid kémiai eltolédds perturbdcioi Iathatoak. Az M65I és az S97L mutdnsok

esetén az értékek WT-hez viszonyitott kiilonbségét dbrdzoltam. A kémiai eltolédds perturbdciok

kiszdmitdsdt az aldbbi képlettel végeztem +/0.14 * ASNZ + ASH?2.
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4. 11 A mutdnsok belsé dinamikdja, dsszevetés a vad tipussal

A N-relaxacios elemzés kilénbodz6, lassu idéskalaju mozgasok jelenlétét
sugallja a variansokban

A mutans EVH1 domének belsé dinamikédjanak vizsgalatara °N-relaxacids méréseket végeztiink,
majd azokat model-free (modellmentes) analizissel értékeltik (22-23. dabrak). A kapott
eredményeket a vad tipusi domén korabbi elemzésével hasonlitottuk dssze. Erdekes moédon az
Asn23 aminosav a ligandumkoté helyen mindharom varidnsban 1-nél nagyobb heteronukledris
NOE értéket mutat, akdrcsak néhany terminalis aminosav. Ezeket kizartuk a végsé model-free
analizisbdl, de a terminalis szakaszokban nem tartozé Asn23 esetében ez a jelenség figyelemre
méltd, mivel komplex dinamikus viselkedésre utalhat a kotShely kézelében. A mutansok S? gerinc
rendezettségi paraméterei altaldban jol illeszkednek (22. 3abra) a vad tipusi doménnél
meghatarozott értékekhez. A kapott model-free illesztéseket néhdny esetben megbizhatatlannak
tekintettiik, vagy nagyon magas (>1) S? vagy S2f értékek miatt, vagy mert a Tensor2 nem tudta a
paramétereket kell6en megbizhatdan illeszteni. Megjegyzendd, hogy a legtobb érintett aminosav
a termindlis régidkban taldlhatd, ahol a megnovekedett mozgékonysag egyrészt nem meglepd,
masrészt annak funkciondlis jelentGsége varhatéan nem szadmottevé (24. abra). A domén
belsejében a legnagyobb kiilonbség a vad tipushoz képest a 19-15. aminosavak kozotti
szegmensben figyelhet6 meg, ahol az M651 mutans esetében két aszparagin, Asn19 és Asn23
alacsonyabb S? értékeket mutat a vad tipushoz és az S97L mutdnhoz képest (22 4bra). Erdekes,
hogy az S97L esetében a Lys21 illesztett S? értéke pontosan 1. Ezek az aminosavak nagyon kdzel
vannak a ligandum kot6helyéhez, és figyelemre méltd, hogy ebben a régidban a két mutans
ellentétes valtozasokat mutat a ps—ns idG6skalaju dinamika tekintetében a vad tipushoz képest. A
mutans valtozatok belsé dinamikdjaban azonban a legnagyobb kilénbség a Rex hozzajarulassal
illesztett aminosavak eltér6 eloszlasa (23. dbra), ami az R2 relaxacids ratakbdl is nyilvanvald.
Némileg szubjektiven meghataroztunk egy 2,5 Hz-es kiisz6bot, amely f6lott a Rex hozzajaruldsokat
jelentésnek tekintjik, de a legtdbb, aldbb targyalt esetben a megfigyelt kilonbségek kell6en
robosztusak, nem fliggenek tulzott mértékben ettdl a valasztastdl. Legfeltlinébb, hogy mind az
M651, mind az S97L mutansok megvaltozott mintdt mutatnak az érintett aminosavak korében
mindkét mutacids helynél (25. dbra). Mindhdarom varidansban megmarad az a-hélix N-termindlis
régidjaban lévd, nagy Rex hozzajaruldssal rendelkez6 aminosav-klaszter, bar kisebb valtozasokkal
a 97-es pozicio kornyékén. Az S97L mutans Leu97 pozicidja nagy Rex hozzajaruldst mutat, de a

Ser97 a WT és M65I variansokban nem. Hasonldképpen, az lle65 aminosavnak viszonylag nagy Rex
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értéke az M65| mutdnsban és csak abban, és a kozeli aminosavak a B5 szalban mindharom
variansban mdsként érintettek. Megjegyezziik, hogy bar elemzésiink azt sugallja, hogy a Thr70
aminosav csak a mutansokban mutat jelent6s Rex hozzajaruldst, R2 relaxacids ratdja a vad tipusu
doménben is nagy, de a megfelel6 csics mas csucsokkal valé jelent8s atfedése miatt a végleges
kozzétett elemzésiinkbdl (1. kozlemény) ezt az aminosavat kizartuk. A domén N-terminalis felében
az Asp39 és Val44 aminosavak Rex értéke csak a vad tipusi EVH1-ben haladja meg a 2,5 Hz-et, de
egyik mutdnsban sem. Az N-terminalis kozelében l1év6 minta varidns-specifikus: Val25 csak a vad
tipusu és az S97L mutdnsban érintett, mig a 14-16 szakasz mindhdarom varidnsban eltérGen eloszld
magas Rex értékeket mutat, ahol a valtozd, hogy pontosan mely aminosavak mutatnak 2,5 Hz

folotti Rex értéket (22. és 26-0s abrak).

A lassu id6skalaju mozgdsok jelenlétének részletesebb elemzése érdekében CEST kisérleteket is
végeztlink, azonban ezek nem szolgaltattak egyértelm( eredményeket, ami arra utal, hogy a
kildnbségek valdszintileg kizarélag a 200 s? sebességnél gyorsabb bels6 mozgasokhoz

kapcsolddnak (Vallurupalli et al., 2012).
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22. Abra: A dinamikai paraméterek illesztése sordn kapott molekulagerinc S? rendparaméterek. Az
dbrdk a vad tipusu fehérje és két mutdns vdltozat gerinc S? rendparamétereinek aminosav-pozicié
menti eloszldsdt mutatjdk (A-WT-piros, B-M65I-z6ld, C-S97L-sdrga). Az x tengely az aminosav-

sorszdmot, mig az y tengely a fehérjevdz lokdlis rendezettségét jellemzé S? értékeket dbrdzolja. A
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magasabb S? értékek merevebb, strukturdlt régidkra, az alacsonyabb értékek fokozott flexibilitdsra
utalnak, lehetévé téve a gyors iddskdlan (ps-ns) megjelené dinamikai kiilénbségek
dsszehasonlitdsdt a vad tipus és a mutdns fehérjék kézott. Osszehasonlitdsndl (iires kor jeléli mind
az M65I, mind az S971 esetében) ott van dbrdzolt adat, ahol volt mind a WT, mind az adott mutdns

esetében rendelkezésre dll illesztett S?> paraméter.
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23. Abra: A dinamikai paraméterek illesztése sordn kapott Rex értékek. A hdrom diagram a vad tipust
fehérje és két mutdns vdltozat (A-WT-piros, B-M65I-z6ld, C-S97L-sdrga) Rex (1/s) értékeinek
aminosav-pozicio menti eloszldsdt mutatja. Az x tengely az aminosav-sorszamot, mig az y tengely
a konformdcids cserébdl szarmazé Rex hozzdjdruldst jelzi. A diagramok lehetévé teszik a mikro—
milliszekundumos idéskdlaju dinamikai kiilénbségek Gsszehasonlitdsat a vad tipus és a mutdns
fehérjék kézott. Osszehasonlitdsndl (mdsodik adott szinnel jelélt diagram) ott van adat, ahol mind

a WT, mind az adott mutdns esetében rendelkezésre dll az illesztett Rex paraméter.
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24. Abra: Molekulagerinc S? rendparaméterek a szerkezetekre vetitve. Az dbrdk az egyes EVH1
varidnsok fehérje gerincének S? rendparamétereit mutatjdk (A-WT, B-M651, C-S97L), amelyek az
egyes aminosavak lokdlis mozgékonysdgdt jellemzik a ps-ns idéskdlan. A szinskdla a flexibilitds
mértékeét jelzi: a magas S? értékek (kék) merev, jol rendezett régidkra, mig az alacsony S? értékek
(piros) flexibilis, rendezetlen szakaszokra utalnak. Az eredmények az oldatfdzisu dinamikai

tulajdonsdgokat tiikrézik. Zélddel azokat az aminosavakat jeldltem, ahol nem volt illesztett érték.

25. Abra: A ms-ys idéskdldju mozgdsokra utald Rex értékek a molekulaszerkezetre vetitve. Az dbrdk a

hdrom varians (A-WT, B-M65I, C-S97L) Rex csere értékeit mutatjdk. A szinskdla a mikro—
milliszekundumos iddskdldan zajlé konformdcios cseréhez kapcsolédo dinamikat jelzi: a magas Rex
értékek (piros) jelentds konformdcios fluktudciora vagy dllapotkézi egyensulyra utalnak, mig az
alacsony értékek (kék) dinamikailag stabil régidkat jeleznek. A Rex paraméter a lassabb, feltehetéen

funkciondlisan relevdns mozgdsok érzékeny indikdtora.

A molekularis dinamika elemzése alatamasztja a kisérleti megfigyeléseket

A bels6 mozgasok tovabbi elemzése érdekében tobb parhuzamos molekularis dinamikai
szimulaciot is lefutattunk a vad tipus és mutans doménvaltozatok szabad, azaz ligandum nélkiili
formajan. A vizsgalt szimulacids id6 alatt (1 mikroszekundum) nem volt jelent@s kilénbség a WT
és a mutansok kozott. Az RMSF értékek dsszehasonlithatok a kiilonb6z6 szerkezetek kozott, kivéve
egy kis eltérést a B1 és B2 kozotti hurokban. Csak a termindlis régidk és a hurkok flexibilitasa
szamottevl, mig a szerkezet tobbi része érdemben nem valtozik (szintén megfigyelheté az MD

trajektéridk kezdeti és végsé modelljein). Ez 6sszhangban van a legfontosabb kisérleti
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megfigyeléseinkkel, amelyek azt mutatjdk, hogy a domének szerkezete alapvet6en stabil és a
mutaciok sem okoznak komolyabb valtozdsokat. Némi valtozékonysag nem a mutacidkat
tartalmazo pozicidkban figyelhet6 meg, hanem azok kérnyékén, de ez nem befolydsolja jelentésen
a szerkezeteket. Ugyanez érvényes a vizsgalt aminosav-aminosav kélcsénhatasokra is, ahol kisebb
eltéréseket latunk a Van der Waals-kdlcsonhatdasokban és a hidrogénkotési mintdzatban a
mutansokndl, de az aminosavcserékkel kozvetlentl érintett pozicidkban nem. A
molekuladinamkai  szimuldciokbél kapott szerkezeteken elvégzett, a molekulagerinc
hidrogénkotés-mintazatan alapulé DSSP elemzés minimalis kiildnbségeket mutatott a vad tipusu
domén és a mutansok kozott, a mutansok esetében nagyobb aranyban azonositott kanyar (turn,
T) szerkezeteket a szekvencia 18-21 és a 80-83 aminosavainak régidiban, mindkét esetben a
hidrogénkotést nem mutatd "bend" (S) allapot rovasara. Ez a kiilonbség azonban a harmadlagos
szerkezetben alig jelenik meg, csupan az M651 mutans esetében névekszik meg a szamolt RMSF
(root mean square fluctuation) érték a 18-23 aminosavak kozott az egyik MD futas esetében.
Véleménylink szerint ezek az eltérések elhanyagolhatdak, és nem segitik a kapott dinamikai Rex
paraméterek értelmezését, bar kvalitativ mdédon dsszhangban vannak azzal, hogy az S? értékek

csak minimalisan valtoznak a mutéacidk hatasara.

4,12 Gaussian network model elemzés

A lassu bels6 mozgasok eloszlasat az EVH1 domén szerkezetében Gauss halézati modell (GNM)
modell segitségével becsiiltik meg, a mddszer ProDy programcsomagban implementalt valtozatat
alkalmazva (Zhang et al., 2021). Ez az egyszer(sitett modell csak a Ca pozicidkat veszi figyelembe,
igy a domén altalanos szerkezetének elemzésére alkalmas. Emiatt nem képes arra, hogy szamot
adjon a mutdnsok kozotti kiilonbségekrél. Ebben az esetben alkalmazasatdl azt reméltik, hogy
segit feltarni az EVH1 architektura altaldnos jellemzgit, és azokat a pozicié-specifikus, a kémiai
kornyezet megvaltozasaira rendkivil érzékeny NMR kisérleti adatokkal 6sszevetve lehet8séget

nyujt arra, hogy kozelebb keriljink a mutaciék mechanisztikus hatdsainak megértéséhez.

A GNM altal azonositott elsé két modus (26. A dbra, két szélsG szerkezet) azt sugallja, hogy a
domén ,fels6” és ,alsd” részei egymdshoz képest elmozdulhatnak. A k6zéps6 abrdn a zold és kék
szinezés az elsg, illetve a masodik mdédushoz tartozé “csukléd” aminosavak poziciéjat mutatja (26.
A dbra, kézépsé szerkezet). Némileg meglep6 mddon az ezen moédusok kapcsan csukldoként
(“hinge”) azonositott aminosavak nagyrészt j6l meghatarozott masodlagos szerkezeti elemekben
helyezkednek el, els6sorban a B-szalakban, valamint az a-hélix k6zépsé részénél. Figyelemre
méltd, hogy van egy rovid szakasz az 59-67-es aminosavak kozott, amelyben egymashoz kozel

mindkét maédhoz tartozd csuklopontok megtalalhatéak. Az M65I mutacidval érintett Met65
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aminosavat az elemzés a 2. mddushoz tartozd csukldpontként azonositotta. A GNM elemzés
eredményeit hozzavetblegesnek tekintve is valdszinlsithet6, hogy az M65 mutdcié egy olyan
aminosavat érint, amely kulcsszerepet jatszik a doménre jellemz6 legfontosabb belsé
mozgasokban. Ezt az is alatamasztja, hogy az M65I varidansban az amid NH kémiai eltolddasok
és/vagy az illesztett Rex értékek kozil a vad tipushoz képest legnagyobb eltérést mutatd
aminosavak koziil tobb is a GNM elemzés altal kiadott csuklépontoknak felel meg. llyenek a Thr60,
Thr66, Trp77 a CSP esetében, illetve a Phel4, Met65, és ismét Trp77 a Rex hozzdjarulasoknal (27.
abra). Erdekes médon a 2. méd csukldhelyei kdzelében tébb aminosav is mindkét mutansban
megvaltozott Rex hozzajaruldst mutat, nevezetesen az Asp39 és a Vald44, melyek a Tyr38 és Tyr45
csukléhelyekkel hatarolt hajtiikanyar (turn) szerkezetben talalhatdak. Az S97L véltozat esetében a
megfigyelt mintazat kevésbé egyezik a GNM eredményekkel, mivel a Leu97 aminosav, amely
egyrészt nagy CSP-t mutat, masrészt a mutansban a vad tipushoz képest nagyobb Re értéket, nem
kapcsolhatd egyértelm(ien egyik csukléhoz sem. A hozza legk6zelebbi pozicié a 100-as aminosav,

amely a 1. méd csukldja, és majdnem egy teljes fordulattal arrébb van a hélixben (26. B dbra).
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26. Abra: Gauss-hdlézati modell elemzés az EVH1 domén szerkezetérdl. A) A szerkezeti modellben az
elsé moédushoz tartozo csuklé aminosavak sététzélddel, a mdsodik médus csuklo aminosavai
kékkel vannak jelélve. B) A Ca poziciokhoz tartozo becsiilt elmozduldsok (square fluctuations) az
elsé és mdsodik modusnak megfeleléen sététzéld és kék vonalakkal dbrdzolva a szekvencia
mentén. A fiiggbleges vonalak a médokhoz tartozo csuklé aminosavakat jelélik. A kérék a vad
tipusu doménhez képest jelentds kémiaieltolodds-vdltozdst mutaté aminosavakat jelélik. A

hdromszdgek olyan pozicidkat jelélnek, ahol a Rex hozzdjdruldsok jelentés vdltozdst mutatnak a
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vad tipushoz képest; lefelé mutatd szimbolum a csbkkenést, felfelé mutatd a névekedést jelzi az
Rex paraméterekben. A feltiintetett poziciokban a vdltozds jelent8s Rex-re (> 2,5 Hz) térténd
dtmenetet okoz, és maga a vdltozds meghaladja az 1 Hz-t. A szimbdlumok szine az érintett

varidnsokra utal.

4

27. Abra: Az A dbrdn az M65I varidnsban a WT-hez képest jelentSsen eltérd Rex értékkel jellemezhetd
aminosavakat, a B dbrdn az S97L varidnsban a WT-hez képest jelentGsen eltéré Rex értékeket

mutaté aminosavakat emeltem ki (lasd még a 26. dbrdn is).

4.13 A GKAP fehérje rendezetlen GBR1-3 régidja kicsapddasra hajlamos

<7z

teljes egészében megoldani, azonban jelentdés eredményeket sikeriilt elérnem. A protokoll a
késébbiekben természetesen még ateshet modositasokon, optimalizaldson, aldbb az altalam elért
legjobb eredményekhez vezetd eljdrasokat részletezem. Kisérletek sordn arra jutottam, hogy a
refolding, azaz a GdnHCI altal denaturalt fehérje ujbdli feltekeredése a legjobb, ha az oszlopon, az
IMAC tisztitds soran torténik. Ami még kiderilt a tisztitdsok kdzben, hogy hidba 0,48 a GBR1-3
domén becsiilt extinkcids koefficiense, nincs elnyelése 280 nm-en, amit mind a NanoDrop, mind
az Akta vagy FPLC hasznalatanal figyelembe kell venni. Viszont megfigyeltem, hogy 210 nm-en van
mérhet6 elnyelése, igy szerencsére detektalhatd tisztitds kozben. A fehérje szekvencidja
(GSHMGKDDEIPCRRMRSGSYIKAMGDEDSGDSDTSPKPSPKVAARRESYLKATQPSLTELTTLKISNEHSPKL
QIRSHSYLRAVSEVSINRSLDSLD) nem tartalmaz triptofant, ez magyarazza a 280 nm-es elnyelés
gyengeségét.

Még egy érdekességet figyelhettem meg a tisztitas sordn, a GBR1-3 SDS-PAGE-n 2 sdvban jelent

meg (28. abra). Ennek okat nem sikerlt tisztdznom. Az NMR mérést kovetSen a spektrumokat a
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CCPNMR és Sparky szoftver segitségével kezdtem el elemezni, a csticsokat asszignalni, azonban
sajnos a kapott spektrumokban latott mintazat nem volt egyértelmiien 0sszeegyeztethetd a vart
szekvenciaval, annak ellenére, hogy az expresszié és a tisztitasi |épések soran nem meriilt fel olyan
kirtilmény, amely ekkora inkonzisztencidra utalt volna. A kapott 'H-®N HSQC spektrum
egyértelmien bizonyitotta a fehérje rendezetlen jellegét. Bar a HSQC spekrumon kevesebb csucs
volt lathatd, mint az elvart, ennek valdszintsithets oka, hogy sok csucs atfedésben volt egymassal.
Osszességében elmondhatd, hogy bar a rutin elemzések alapjan ugy latszott, hogy az expressziot
sikerllt annyira optimalizdlnom, hogy NMR-mérésre alkalmas mintat allithassak eld, a régié
vizsgalata tovabbra is nehézségekbe Utkozik. Az észlelt problémdak okainak feltarasa és
kikliszobolése a mar befektetett munka mellett tovabbi jelent8s id6raforditast igényelne, melyet
PhD tanulmanyaim alatt nem lattam biztosithatonak, kiilondsen a siker bizonytalansagat is

figyelembe véve.

- 250 kD

- 80
- 37

PO e il

28. Abra: A GBR1-3 dupla sdvval jelenik meg az SDS-PAGE gélképen. Baloldalon a méret
meghatdrozdshoz haszndlt molekula létra Iathaté (Precision Plus Protein Dual Color Standards),
majd az utolsé tisztitdsi Iépés (SEC) frakcidi. Az egyes frakciok tébb Iépésben lettek begydijtve annak

érdekében, hogy tisztasdg szempontjabdl elkiilénitett adagokat kapjunk.
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5. Diszkusszio

Az EVH1 doménekbdl, de altaldban a PH doméncsalad tagjaibdl viszonylag kevés oldatfazisu
szerkezet elérhet6. Emiatt is igen fontos, hogy a Homerl EVH1 domén NMR-szerkezetét sikeresen
meghataroztuk. A Homer fehérjecsaldd EVH1 doménjeib6l tudomdsunk szeritn csak
rontgendiffrakcioval meghatarozott kristalyszerkezetek 4dlltak kordabban rendelkezésre,
melyekben a szabad és a ligandumkotott konformacid szinte teljes mértékben megegyezett, azt
sugallva, hogy a domén teljesen merev, és nem torténik szerkezeti atrendez6dés a peptidkotés
soran. Bar ez a kép a mai dltalanos ismereteink szerint sem tulzottan valészind, az észlelt szerkezeti
kilonbségek fontos lépést jelentenek a partnerkétés sordn bekovetkezé valtozasok pontos

megértésében.

A szerkezetmeghatarozas soran kialakult képet erGsitik az oldatfazisu dinamika vizsgalata soran
kapott eredményeink. Tudomdsom szerint EVH1 doménrél még nem késziilt kordbban NMR
dinamikai vizsgdlat, csupan egyes, tavoli rokonnak tekinthet6 PH domének esetében 3alltak
rendelkezésre eredmények. A vad tipusi Homerl EVH1 domén az NMR tanusdaga szerint a ps-ns
id6skaldan merev, de a kapott Rex hozzdjaruldsok alapjan a ps-ms iddskalan feltételezhetSen
jelent&sebb bels6 mozgdsokkal jellemezhet6. Ezek a mozgdsok érintik a ligandumkoté régid
kornyékét, valamint az dltalunk azonositott, pozitiv toltés( felszini részhez kozeli hurokrégidkat is.
Az ennek megfelels régio az, ahol egy tavoli rokon PH doménben is tapasztaltak hasonlé dinamikai
jellegeket, igy felmeriil, hogy ez, pontosabban az észlet paraméterek mogotti belsé elmozduldsok
alapvet6 jellege a doméncsalad valamelyest konzervalt vonasa lehet. Ezek az eredmények
megerdsitik a szerkezetvizsgaléd technikdk egymast kiegészité jellegét, ramutatva, hogy az
oldatfazisi NMR-vizsgalatok még egy jol jellemzettnek tekinthet6 molekulacsalad esetében is
fontos Uj aspektusokkal gazdagithatjdk ismereteinket, elsGsorban a dinamikai viselkedés
tekintetében. Ennek hangsulyozasa taldan nem magatdl értet6d6é abban a korban, amikor a
rontgendiffrakcio a régéta jelenlévd rutin és a fejl6d6 automatizalas, a krio-elektronmikroszkdpia
pedig a hidnyaban korabban nehezen vizsgalhaté komplex rendszerek miatt hattérbe szoritja a

magneses magrezonancia elemzéseket a globularis fehérjék tekintetében.

Ugyanezt a képet er@sitik a két vizsgdlt mutans kapcsan kapott eredményeim. Bar id6- és
munkaigényes jellege miatt ezek esetében nem végeztik el a teljes szerkezetmeghatdrozasi
folyamatot, a lokalis szerkezetr6l aminosav szint(i informaciét nyujté masodlagos kémiai
eltolddasok, és a globalis szerkezetre érzékeny technikak, mint a SAXS és a CD egyértelmden azt
mutatjak, hogy sem az S97L, sem az M65| mutdns esetében nem valtozik meg érdemben a domén

térszerkezete. Ugyanakkor a dinamikai jellemz6k elemzése egy jél definialt id6skalan markans
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kiilonbségekre vilagit rd. MegjegyzendS, hogy a dinamikai kiildnbségek megléte megfelel6
magyarazattal szolgdlhat az M65] mutdns HSQC spektrumaban észlelt nagyobb mérték(
véltozdsra, még ha ez meglepdnek is tlinhet. Az 'H-®'N HSQC spektrumot a molekula
ujjlenyomatdanak tekintjik, am megvaltozdsa érzékenysége miatt nem csupdn a szerkezetre -
pontosabban az id6ben “atlagosnak” tekintheté konformacioéra -, hanem a dinamikus viselkedés
egyes aspektusaira is utalhat. Az M651 mutdns komplexebb kitekeredési gorbéje és alacsonyabb
hGstabilitdsa is arra utal, hogy ez a mutacié jelentésebben befolydsolja a domén viselkedését, am
a masodlagos kémiai eltoléddsok és a SAXS mérések egyértelm(ien arra utalnak, hogy a domindns
szerkezet nem tér el a vad tipusétdl. Ebben az esetben is igaz tehat, hogy az NMR spektroszkdpia

tette lehet6vé az okozott valtozasok jellegének pontos azonositasat.

Azt reméltem, hogy a mutansok szerkezeti és funkcionadlis vizsgalatdval egyértelmd valaszt kapok
majd arra, hogy a mutdcidk miért okozhatjak a posztszinaptikus fehérjehal6zat megvaltozasat, és
ezaltal érthet6vé valik, hogy miért hozhatdk 6sszefliggésbe az autizmussal. Eredményeim azonban
nem adnak erre a kérdésre egyértelm valaszt, elsésorban azért, mert a vizsgdlt, Shank fehérjébdl
szarmazod partnerrel mért kolcsonhatas erdssége nem valtozik drasztikusan egyik mutdcio
hatasdra sem. Emiatt a mutdcidk altal okozott funkcionalis valtozds mechanizmusat mashol kell
keresniink. Rokon EVH1 domének esetében kisérleti bizonyiték van arra, hogy partner
fehérjeszakaszok kotésében a B4-B5 hurokrégio is részt vehet. Az ENAH EVH1 domén esetében
raadasul ez a régio jelentés mértékben jarul hozza a partnerkotés erésségének meghatarozasahoz,
és ezt a rokon EVL fehérje EVH1 doménjének célzott mddositasa is megerGsiti (Hwang et al., 2021).
Emellett az N-WASP fehérje EVH1 doménjének elérhet6 NMR szerkezetei is arra utalnak, hogy ez
a régiod az elsédleges kotShely mellett tovabbi kolcsonhatdsok kialakitdsdban is részt vehet
(Volkman et al., 2002) (Peterson et al., 2007). Fontos megjegyezni, hogy mindkét el6bbi példaban
(ENAH és N-WASP EVH1) a doménhez kotott peptid orientacidja ellentétes azismert Homerl EVH1
doménekben észlelttel. Ezzel egylitt felmeril a lehet6ség, hogy elsésorban az M65|1 mutdcid
hatdsa legalabb részben az lehet, hogy az elsédleges kdtéhelyen kivil kialakitott kélcsénhatasokat
megvaltoztatja, akar kdzvetlen aminosav-aminosav kontaktusok atrendezése, akar a dinamikai
viselkedés athangolasa révén. Ennek a hipotézisnek a vizsgalata természetesen tovabbi, célzott
kisérleteket igényelne. A kutatdcsoportunkban elért friss eredmények mas, linearis motivumot
koté6 fehérjék esetében egyértelmlen utalnak arra, hogy funkciondlisan rendezetlen
partnerfehérjén az elsédleges, a kotés erésségét dominansan meghatarozé motivumtdl tavolabb
|évé aminosavak is fizikai kontaktusba kertilhetnek a globularis két6partnerrel (Nagy-Kanta et al.,
2026), igy azt gondolom, hogy mindenképpen szamitasba kell venni a kiterjesztett kdlcsonhatasok

modulaldsanak lehet&ségét.
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A masik fontos aspektus a Homer fehérjék esetében, hogy a m(ikodést érdemes a fizioldgidsan
relevdns, tetramer formdban is vizsgadlni. Ennek korlatja, hogy a hosszu coiled-coil régié
biotechnoldgiai el6allitasa szerkezetvizsgdlatra alkalmas formdban el6reldthatéan Iényegesen
nehezebb, mint a globularis EVH1 régid. Ezért a kztatdportunk els6 megkozelitésként egy
modellezési eljarast valasztott, melynek eredményét az EVH1 domén szerkezetét is leird
kozleményiinkben (1. kozlemény) ismertettiik, részleteire azonban - mivel maga a modellezés nem
sajat munkam - a disszertacidban nem tértem ki. Legfontosabb eredményiink, hogy a coiled-coil
régio egyes szakaszai eltérd stabilitdsuak, és emiatt a teljes, tetramer molekula kellGen flexibilis

ahhoz, hogy a két végén talalhaté EVH1 doménekkel felismert posztszinaptikus strukturak kdzotti

kapcsolatot akkor is fenntartsa, ha azok relativ térbeli helyzete megvaltozik.

A kozvetlen kdotGmotivum melletti régidk szerepének vizsgalataba illeszkedett masik alapveté
kutatasi célkitlizésem, a GKAP fehérje GK-ko6t6 régidjanak vizsgalata is, azonban ebben a
projektben végil nem sikerilt olyan konstrukciét el6allitanom, amely részletes funkciondlis
vizsgalatra lett volna alkalmas. A rendezetlen régidk elemzésében kétségkiviil a mdagneses
magrezonancidé a vezetd szerep az atomi szint( kisérletes technikdk koéziil, azonban, mint

ahogyan ez a példa is mutatja, a mintakészités terén még igen komoly nehézségekbe itkbzhetiink.

A posztszinaptikus denzitas komplexitasanak megfelel6en annak szervez6désének megértéséhez
az eredményeim csak viszonylag kis lépésekben visznek kdzelebb. Ravildgitanak azonban arra,
hogy a molekularis mechanizmusok részletes megértéséhez mindenképpen sziikség van a binaris
kolcsdonhatadsokon és az azokat kdzvetlenil meghatarozé molekularészleteken tilmutato, integralt

megkozelitésre, valamint a statikus szerkezeteken tul a dinamikai viselkedés feltérképezésére is.
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6. Tézispontok

74

1 Sikeresen elGallitottam posztszinaptikus fehérjék szerkezeti és

funkcionalis vizsgalatara alkalmas konstrukcidit.

1/a Az elGallitott Homerl EVH1 domén 1°N-13C jeldlt formaban is stabil,

kicsapodasmentes marad, nagy toménységben is.

A Homerl EVH1 fehérje expresszalasa E.Coli BL21 baktériumsejtekben j6 hatasfokon tortént, amit
az SDS-PAGE vizsgalat tamasztott ald. A SAXS vizsgdlathoz, BLI-hez és Thermal Shift Assay-hez
jeldletlen, NMR titraldshoz N jeldlt, NMR jelhozzarendeléshez pedig *C-°N jelélt mintara volt
sziikségem. Minden esetben sikeriilt a Homerl EVH1 fehérje varidnsokat (vad tipus, M65I és S97I)

nagy tisztasagban, stabil, kicsapdddastél mentes formdban elSallitanom.

77 7

1/b Az elGallitott GKAP fehérje rendezetlen GBR1-3 régidja kicsapodasra

hajlamos.

A GKAP fehérje GBR1-3 régidjanak E.Coli BL21 baktériumban vald termelése, majd tobb Iépéses
tisztitdsa megtortént. A rendezetlen minta kicsapdddsra hajlamos, guanidium hidroklorid
jelenlétében stabil. Ez azonban kitekert allapotban tartja a fehérjét, igy szerkezeti vizsgdlatokra
nem alkalmas. A fehérje tisztitasi protokoll rengeteg optimalizdldson ment keresztil, ami t6bb
puffer és adalék hozzaadasat tartalmazta, igy sikertlt egy rovid ideig viszonylag stabil mintat
elGallitani. Készalt NMR mérés is, a spektrumok kiértékelése is elindult, azonban ezek nem
bizonyultak kelléen j6 mindséglinek ahhoz, hogy egy teljes fehérje asszignacidjara alkalmasak

legyenek. igy a jovében majd tovabbi protokoll optimalizalasi Iépésekre van még sziikség.

2 A Homerl EVH1 domén oldatfazisu szerkezete funkcionalisan fontos

aspektusokra vilagit ra.

Homer1 fehérje EVH1 domén szerkezete alapvet6 vonasaiban megfelel az irodalomban korabban
leirtaknak, tartalmaz egy B-szendvicset, 7 B-redével és egy C-terminalis végi hosszu a-hélixet (l.
kozlemény). Az elérhetd, rontgenkrisztallografidval meghatarozott szerkezetekhez képest
azonban kisebb eltéréseket mutat, leginkdbb a ligandumkoté hely kozelében 1évs, a 17-29,

valamint a 40-43 aminosavak kozotti hurokrégidkban. A ligandumkotésben kozvetlenil érintett
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Trp24 aminosav indolgydrdje is eltéré orientdciét mutat, emiatt valdszinGsithetd, hogy a
ligandumkotés hatasara a doménben kisebb szerkezeti-dinamikai atrendez6dések koévetkeznek

be, ellentétben a korabban elérhets szerkezetek altal sugallt teljesen merev konformdacidval.

3 A vizsgalt mutacidok nem valtoztatjak meg érdemben az EVH1 domén

globalis és lokalis szerkezetét.

Az M65I mutans HSQC spektrumat 6sszevetve a vad tipuséval azt lathatjuk, hogy |ényegében az
Osszes kémiai eltolddas mashova esik, a csicsok nem fednek at. A csicsok egymashoz képest kozel
maradnak, de mégis eltolédva. Ezzel szemben az S97L pontmutdcié alig okoz eltéréseket a vad
tipus HSQC spektrumdval dsszevetve. A megfigyeltek alapjan tehdat van kilonbség a két mutacid
kozott, hatasuk alapvetéen kiilonbozik. A mutdnsok NMR jelhozzarendelését elvégezve, annak
alapjan a Ca és Ha kémiai eltoléddsokat elemezve a mdsodlagos szerkezetben nem taladltam
lényeges eltérést a vad tipushoz képest. Az elvégzett SAXS mérések arra utalnak, hogy a globalis
szerkezet is hasonld maradt a vad tipushoz mindkét mutans esetében. Ugyanezt megerGsitik a CD
mérések is, igy kijelenthetd, hogy bar az H->N HSQC spektrumok egyértelmiien utalnak a két

mutdcid eltérd hatdsdra, azok egyike sem okoz komolyabb szerkezeti dtrendez6dést.

4 Az egyes variansok ligandumkotése minimalisan, hdstabilitasa nagyobb

mértékben kiilonbozik.

A biolayer interferometria (BLI) vizsgdlatok a Shank3 PRO régidbdl szarmazé rovid, izotopjel6lést
nem tartalmazoé peptid (LVPPPEEFANG) hozzaadasaval térténtek. Az M65I varians esetében a
kotési erésség kis mértékben gyengiilt, mig S97L esetében kis mértékben nétt a vad tipushoz
képest.

Hdstabilitasi vizsgalatok az S97L esetében részleges, enyhe stabilizalé hatdst, mig az M65I varians
esetében a domén destabilizacidjat mutatjak. A Shank3 peptiddel valé kotédés nem befolyasolta
a denaturacios kinetikat.
NMR titralasi kisérletek sordn a harom varians, a vad tipus, az M65I és az S97L mutansok esetében
tobb cslics esetében is hasonld tipust valtozasokat észleltem, ami az eredmények

megbizhatdsagat erdsiti.
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5 Az EVH1 vizsgalt mutacidéi a domén belsé dinamikajanak

atrendez6dését okozzak.

A mutans altozatok NMR-dinamikai elemzése kevés, de vélhet6en relevans véltozasra mutatott ra
a vad tipus viselkedéséhez képest. A gyors (ps-ns) id8skéldju mozgdsokra jellemz8 S?
rendparaméterek igen hasonldéak mindhdarom varians esetében. A lassabb, ps-ms idGskalaju
elmozdulasokra utald Rex paraméterek eloszlasa ugyanakkor jellegzetes killonbségeket mutat. Az
ezek mogotti konformacios atrendez6dések feltardsanak érdekében végzett CEST méréseink
azonban nem szolgaltattak eredményt, ami az érintett mozgdsok id&skalajanak szlkebb
tartomanyba tartozdsat valdszin(siti. Az EVH1 doménen elvégzett Gaussian network model
(GNM) elemzésiink arra utal, hogy a doménben jelen vannak olyan lassu id&skalaju belsé
mozgasok, amelyeket a mutdcidk befolyasolhatnak. Tobb, a feltételezheté mozgasokhoz tartozé
csuklé aminosav vagy a kozvetlen kérnyezete mutat ugyanis nagyobb mértékd véltozast a kémiai
eltolédasok és/vagy az Rex paraméterek tekintetében. Az M65I mutacid altal érintett M65
aminosav, illetve kornyezete pl. a két leginkdbb domindans GNM mddusban is érintett, és az NMR-

paraméterekben is valtozdsokat mutat.
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