nnnnnnnnnnnn nnnnnnnnnnnn
poopooooonooo|s MULIGHNE LI DONONOONNNNAD

DEDDEBEDEED m . l . n]] EDBDDDDDEDD

BUDAPESTI MUSZAKI ES GAZDASAGTUDOMANYI EGYETEM

ALKALMAZOTT BIOTECHNOLOGIA ES ELELMISZERTUDOMANYI TANSZEK

Az NDST3 heparan szulfat bioszintézis enzim N-
szulfotranszferaz doménjének eldallitasa és
biokémiai vizsgalata

Készitette:

Ivan Réka Boglarka
Biomérnok BSc IV. évfolyam

TDK dolgozat 2024

Témavezeto:
Dr. Nagy Gergely Nandor
Tanarsegéd, BME VBK ABET




Ivan Réka Boglarka TDK dolgozat 2024

K6szonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Vértessy G. Beatanak, hogy lehetévé tette, hogy a
kutatocsoportjaba csatlakozhassak, és tanacsaival timogatta munkéamat.

Koszonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Nagy Gergely Nandornak, a sok ismeretért, amit
segitségével elsajatithattam. K6szondom az 6sztonzo szavakat, a sok 1d6t, segitséget, és tliirelmet,

amit tole kaptam.

Halas vagyok a kutatdcsoportom tagjaiért, akik a laborban folyé munkam soran mindig
segitségemre voltak, barmilyen kérdésem merdlt fel, és tamogat6 tanacsokkal lattak el.



Ivan Réka Boglarka TDK dolgozat 2024

Tartalomjegyzék

KOSZONEINYIIVANITAS ...ttt e e et e s te e e sne e ne e 2
TartalOMJEGYZEK .....ceeeeee bbb 3
ROVIAITESJEOYZEK ...ttt te e b et e e esreenteeneesneenee e 6
L. BBVEZEIES .. .ottt bRttt bbb bbb 8
2. 1rodalomi ALEEKINTES........eiiiicieee e bbb 9
2.1. A sejtfelszini proteogliKANOK ...........cccoviiiiiiiecie e 9
2.2. A heparan SZUIfat S a NEPAriN........cccceiiveiieie e 10
2.2.1.  BiolOgial JElentOSEEE .......coiuieiiiiiieiii it 10
2.2.2.  Szerkezet €S DIOSZINTEZIS .....ccciviieieeieieere e 11

2.3.  N-dezacetilaz/N-szulfotranszferaz enzimek..........cccccoovvvveeeiiienie s, 12
2.3.1.  NDST enzimek szerepe a heparan szulfat bioszintézisben ............cccocoeene. 12
2.3.2.  NDST3 biol0giai JElentOSELZE ........eeruverririiiiieiriiie et 14

2.4.  NDST enzimek szerkezeti VizSgalatai.............ccourereririiiniiiic e 15
2.4.1.  Teljes lumenalis NDST SZErKeZete ..........ccovvoiieieeiiieicesee e 15
2.4.2.  NST dOMEN SZEIKEZELE .....c..eveiveeiecieeteeieese st e e 16
24.3. Az NSTI1 és NST3 HS kotohely Kilonbségei ........c.ccovvviiieiiiiiiiiiiiieeee, 16
2.4.4.  Hostabil NST létrehozasa fehérjemérndkséggel ........coovvveiiiiiiiciiiiinien, 17

K T O] | €11 <) PSPPSR 18
4. KiSrletek €S MOUSZEIEK .......ccviiieiieie ettt sreene e 19
4.1, MOIEKUIArIS KIONOZAS ........ccvviiieieieiie s 19
4.1.1.  Polimeraz 1ancreakCio (PCR) .......cocooiiiiiieiecce et 20
4.1.2.  AQaroz gelelektrofOrezis .......ccoouiiieriieie et 20



Ivan Réka Boglarka TDK dolgozat 2024

4.1.3.  Restrikcios endonUKIEAZ EMESZLES ..........ccecviviiiieiieieieie e 21
ALA, LIGAIAS ..o 21
415, TranSZforMAlAS ........cccooiiiiiiiiice e 22
4.1.6. Plazmid iZOIAIAS..........cccoiiiiiieiceee 22
4.2.  Fehérjetermelés €S tISZLILAS........ccocveieeii i 23
4.2.1.  FEhBrjetermells .........cooveiiiieiiece e 23
4.2.2.  SEJRIAIAS ......cceeie et 24
4.2.3. Nikkel affinitds kromatografia .............cccocevveiiiiiiiece e, 24
4.2.4.  Glutation affinitds kromatografia.............cccccevviiiiiiiie i 25
4.2.5. Heparin affinitas Kromatografia............ccccovveiiiiiicce e, 26
4.2.6.  DIAlIZIS wioveieeiieieese e e 26
4.2.7. TOMENYILES €S FAgYASZLAS ... .cvviviieeeeiieie et 26
4.3.  Fehérje vizsgalati MOUSZEreK .........ccovieiriiiiieice e 27
4.3.1.  Natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) ........... 27
4.3.2. Termofluorimetrids hOstabilitds METES .........ceovvrriiiieeiiiiee e e 27
4.3.3.  ENZIMAaKLIVItAS MBS .....coeiiiecicicees e 29

5. Eredmények €S ErteKEIESUK .........coeiiiiiiiiiie e e 31
5.1.  N-szulfotranszferaz fehérjék eloallitdsa és vizsgalata...........ccovviiiiniiiiicniiiene, 31
5.1.1. MBP-NST3 fUzi0s fENerjék terVEZESE .........cccoviiiiiiieieiee e, 31
5.1.2. MBP-NST3 fehérjék termelése és tisztitasa...........ccevvvevviiieiiiieiicie e, 33
5.1.3. MBP-NST3 fehérjék Vizsgalata ..............cccccveiueiieiieiecieceece e, 34
5.1.4.  Hostabilizalt NST3 fehérje tervezEse......ccovvviiiiiiiiiiiiiiiieiic e 37
5.15.  GST-NST3 és GST-NST1 fehérjék elGAllitasa ........ccoovvureriinineiririreeiee 40



Ivan Réka Boglarka TDK dolgozat 2024

5.1.6.  NST3eés NSTL fehérjék vizsgalata .........ccccooirriniiiinniniiee e 43
5.2, ENzimaktiVitas VIZSQAIAtOK..........ccooiiiriiiiiiie e 46
52.1. ENnzimaKtivitds MErES €IVe........cccviiiieieece e 46
5.2.2.  Avrilszulfotranszferaz segédenzim Kivalasztasa...........ccccocererereiviinsieesieninnnn, 48
5.2.3. N-szulfotranszferaz konstrukciok enzimaktivitas vizsgalataHiba! A

konyvjelzé nem létezik.

5.2.4.  Kollaborécios partnereink NST reakcio termékének diszacharid analizise Hiba!

A konyvjelzé nem létezik.

B.  OSSZEFOGIAIAS. .......ocvevieceerceeietce et 54
6.1. Modszerfejlesztés az NST3 domén rekombinans eloallitdsara............ccooceeinennnnene 54
6.2.  NST3/NSTI szulfotranszferazok eldzetes dsszehasonlitd vizsgalata...................... 55
6.3.  TOVADDI KULALAST TEIVEK ......oveiiiiiccce s 56

IFOTAIOMJEYYZEK ...ttt ettt b e ne e 57

0o L] OSSPSR 61
F1 Molekularis klénozashoz hasznalt oligonukleotidoK..............ccccoevveveiiciecceic e 61
F2 Termelt fehérjék aminosav SZEKVENCIAI ...........cccccveiieiiiiciece e 61

F2.1. IMBP-NST 3570 1. eeitteiiieitie ittt ettt 61
F2.2. IMBP-NST 3503 ..eeiutieitieitie ittt sttt ettt et b et e e et e e nneeenns 62
F2.3. GST-NSTLssg-IMULLS ..o e 62
F2.4. GST-NST3549-MULS .....otiiiiiiie ettt 63
I o I A T PSPPI 63
F2.6. SULTLAL KB5E/RB8G.........cciuieiiiiieiieeieeie sttt sae e snee e nnes 63
F2.7. MBP-ASTIV-MUL3S ... .o s 64



Ivan Réka Boglarka TDK dolgozat 2024



Ivan Réka Boglarka TDK dolgozat 2024

ROviditésjegyzek

Rovidités

Teljes név

4-MU
4-MUS
CBM
DTT
E. coli
EDTA
GAG
GST
Hep
HS
IPTG
LB
MBP
Ndaz
NDST
NST
oD
PAP

PAPS

4-metil-umbelliferon
4-metil-umbelliferil-szulfat
szénhidratkoté domén
1,4-ditiotreitol
Escherichia coli
etiléen-diamin-tetraecetsav
glik6zaminoglikan
glutation-S-transzferaz
heparin
heparan szulfat
izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid
Luria-Bertani tapoldat
maltozkoto fehérje
N-Dezacetilaz domén
N-dezacetilaz/N-szulfotranszferaz
N-Szulfotranszferdz domén
optikai denzitas
5’-foszfoadenozil-3’-foszfat

5’-foszfoadenozil-3’-foszfoszulfat
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1. Bevezetés

A heparan szulfatok (HS) lineéris sejtfelszini poliszacharidok, melyek fontos szereppel birnak
szamos bioldgiai folyamatban, beleértve a sejtek kdzotti kommunikaciot, sejtfelszini jelatvitelt,
kotészoveti matrix stabilitast, valamint patogén-gazdasejt kdlcsonhatasokat. A HS lanc
molekularis  kolcsonhatdsait dontden befolydsolja negativ  toltésmintazata, melyet
glikuronsav/iduronsav egységein tul valtozatos szulfat modositdsai hataroznak meg. A
szulfatacio kialakitasat a HS lanc polimerizaciojat kovetéen a bifunkcidos N-dezacetilaz-N-
szulfotranszferaz (NDST) enzimek kezdik meg, a glikézamin egységek N-dezacetilacioja és
szulfatacidja révén. Ezen modositasok azonban nem egységesek a HS lanc mentén, emiatt a
négy human NDST izoenzim (NDST1-4) eltér6 glilkozamin mintazatokat alakit ki. Mivel az
NDST enzimatikus moddositasok templatként szolgalnak a tovabbi HS szulfataciot és
epimerizaciot katalizalo enzimek szamara, az NDST izoenzimek milkodése alapvetéen
hatarozza meg az érett HS szerkezetét és kolcsonhatdsait. Az idegszovetekben kifejez6d6
NDST3 a tébbi NDST izoenzimhez képest kisebb szulfotranszferaz aktivitassal rendelkezik,
ennek molekuléris hattere az NDST3 részletes enzimatikus jellemzése hijan azonban jelenleg

nem tisztazott.

Kutatémunkam célja az NDST3 enzim egyedi szulfotranszferaz aktivitdsanak jellemzése volt.
Ehhez irodalmi és fehérjemérnoksegi megfontolasok alapjan kialakitottam egy olyan modszer
folyamatot, mely révén héstabil és enzimatikusan aktiv NDST szulfotranszferaz domén fehérje
konstrukciokat tudtam rekombindnsan termelni E. coli expresszios rendszerben. A sikeres
fehérjetermeléshez megvizsgaltam az alkalmazott fehérje domén hatarokat, azonositottam a
fehérje termelést és tisztitast legjobban eldsegité fuzios fehérje konstrukciot, valamint
optimalizaltam a fehérje eldallitas folyamatat. A modszerrel eldallitottam az NDST3 és az
NDST1 szulfotranszferaz fehérjeket, es egy fluorimetrias csatolt enzim esszé alkalmazésaval
jellemeztem az NDST3 izoenzim NDST1-nél kisebb szulfotranszferaz enzimatikus aktivitasat.
Osszességében a fehérjetermelés és enzimaktivitas modszerek optimalizéalasa révén munkam
egy kiserletes rendszert alapoz meg az NDST1-4 enzimek szulfotranszferaz aktivitasanak
0sszehasonlito jellemzésére, mely hozzasegithet ezen izoenzimek eltéré mitkodésének és HS

bioszintézisben betdltott szerepének értelmezéséhez.
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2. lrodalomi attekintés
2.1. A sejtfelszini proteoglikanok

Az eukariota sejtekben az egyik fontos poszttranszlacios modositas a glikozilacid. A fehérje és
cukor molekuldk 6sszekapcsolodésaval kialakult szerkezet biologiai funkcidjat sok esetben
alapvetéen a fehérje rész hatarozza meg, ekkor beszélhetiink glikoproteinekr6l. Azonban egyes
esetekben ez pont forditva torténik: a proteoglikanok esetén a fehérjékhez kapcsolodo
gliikézaminoglikadn (GAG) poliszacharid lancok a meghataroz6 funkciot betolté egységek. [1]
A sejtfelszinen talalhat6 proteoglikan réteg, valamint az extracelluléris térben oldott &llapotban
jelen levé proteoglikdnok szamos bioldgiai folyamatban vesznek részt (1. abra). [2] Ezen
Osszetett molekulak hatasat a GAG poliszacharid lancok igen valtozatos szerkezete hatarozza
meg. [3] A gliikézaminoglikan lancok dsszetétele rendkivil szabalyozott, minden szdvetre mas
jellemzokkel bir, azonban a cukor lanc sokszinii felépitését nem kodolja kdzvetlenul a genom,
mint a fehérjék esetében. [4] Akkor mégis hogyan lehetséges, hogy ennyire specifikus legyen
a szerkezetiik? A valasz a glikozaminoglikanok bioszintézisében rejtdzhet. [5] A GAG

molekulak kozll a heparan szulfatot és a heparint fogom bévebben bemutatni.

1. &bra: Az extracellularis matrix sematikus keresztmetszeti illusztracioja, ahol a rdzsaszin molekulak
reprezentaljak a sejtfelszini proteoglikanokat. Forras: D. S. Goodsell, The Machinery of Life (2009).
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2.2. A heparan szulfat és a heparin

2.2.1. Biologiai jelentOsége

A heparén szulfét és a vele rokon szerkezetii heparin egyazon bioszintézis utvonalon keletkezik
a humén szervezetben, azonban poliszacharid l&dnchosszukban, valamint szulfatacié és
epimerizacidé mddositasi mintazatukban eltérnek egymastdl, mely kiilonboz6 biologiai

szerepiiket is meghatarozza. [6]

A heparan szulfat legtobbszor a sejtfelszinen talalhatd proteoglikanok részeként a szervezetben
altalanosan jelen van, ugyanakkor szovetspecifikus mintazattal rendelkezik. [4] Kiilonb6z6
fehérjékkel reagdlhat, megvéaltoztatva azok konformécidjat, patogének sejtfelszini
dokkolasahoz biztosit helyeket [7], valamint szerepe van a sejtek k6zotti kommunikacioban is.
[8] A heparan szulfat tobbek kozott a ndvekedési faktor/receptor komplexek kialakitasaban
vesz részt [9], valamint a kemokin gradiens létrehozasaban, ezaltal befolyasolva a sejtek
kemotaktikus mozgéasat (2. &bra). [10], [11]

| Heparan szulfatok szerepe |

Kemokin S~

bemutatas Tumor sejtek Sejt-sejt
vandorlasa kommunkacio

Virusos

Receptor
P fertézés

jelatvitel

2. &bra: A heparan szulfatok bioldgiai jelentdsége. Az dbra Annaval és mtsai. 2020 tanulmdny 1. dbrdja alapjdan
készilt. [3]

A heparint az immunrendszer hizésejtjei allitjak eld, és a gyulladas vagy sériilés helyén
felszabaditjak, megel6zve ezzel a vérrogképzodést. [12] A heparin fontos gydgyszerhatdanyag
véralvadasgatlo szerekben. A mai napig sertés bélnyalkahartydbol nyerik ki, azonban ez
gyakran nem a legmegfelelobb, szamos mellékhatasa és lehetséges szennyezddései miatt. [13]
Egy szintetikus alternativaja a heparinnak egy olyan pentaszacharid (Fondaparinux), ami a
heparin véralvadasért felelds epitopja, mely a teljes hossziisdgi heparinnal jelentdsen kisebb
trombocitopenia mellékhatassal rendelkezik. Manapsag ezt az Gtvonalat nem latjak megfeleld

alternativanak a kutatok, ugyanis a szintetikus gyogyszer maga is csokkenti a vérlemezkék
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szamat a betegek szervezetében. [14] J6 megkdzelités lehet azonban erre a problémara a heparin
biotechnologiai uton vald eldéllitasa: erre mar kifejlesztettek kemoenzimatikus ipari
eléallitasokat [15], azonban még nem tudték a bioszintézis 0sszes Iépését enzimek katalizalta
reakciok révén megvalositani. [16] Ezen kutatasok elérehaladasaban, valamint a heparan
szulfat lancok mintdzatdnak megértésében is fontos lehet a bioszintézis enzimeinek megfeleld

ismerete.

2.2.2. Szerkezet és bioszintézis

A heparan szulfat (HS) és a heparin (Hep) gliikdzaminoglikanok diszacharid egységekbdl
épulnek fel, melyek glik6zamin, valamint hexuronsav (glikuronsav vagy iduronsav)
monomereket tartalmaznak. A molekula cukorlanc modositasai, melyek a bioszintézis

folyaman alakulnak ki szabalyozott modon, igen valtozatosak lehetnek (3. abra/B). [3]

A HS és Hep bioszintézise soran a legtébb enzim a Golgi apparatus faldhoz kétve dolgozik. A
fehérjegerincet ado molekula specifikus aminosavak mellett elhelyezkedé szerin oldallancahoz
kotodik az elsé monoszacharid. [17] Els6ként a négy cukorbdl allo linker szakasz alakul Ki:
eldszor egy xiloz, majd ahhoz tovabbi két galaktdz kapcsolodik. Ezeket a reakciokat xilozil- és
galaktozil-transzferazok (XylIT, GalT) vegzik. A linker szakaszt egy glikuronsav zarja, amit a
glukuronsav-T1-transzferaz (GICAT) enzim illeszt a linker szakaszra. Ezt a lancpolimerizacio
Iépés koveti, melynek sorén az elsé N-acetilgliikozamin kotédését az EXT glikoziltranszferaz
enzimcsalad katalizalja, majd az EXT1-EXT2 enzimkomplex munkéja soran alakul ki a hosszd,
alternal6 N-acetilglikdzamin-gliikuronsav diszacharid szerkezetii cukorlanc, az Ugynevezett
heparozan (3. &bra/A). [6], [18] A polimerizaciot kovetden a HS lanc elsé modositasait az N-
dezacetilaz/N-szulfotranszferaz (NDST) enzimek végzik, melyeket tovabbi C5-epimeraz (C5-
epi) enzim altal katalizalt glikuronsav—iduronsav cukor-izomerizacio, illetve a heparan szulfat
O-szulfotranszferaz (2-,3-,6-OST) enzimek megfelel cukor szulfatacié modositasai kbvetnek
(3. 4bra/B). [6]
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3. dbra: A heparan szulfat (HS) és heparin (Hep) bioszintézise. A) HS és Hep bioszintézisének Iépései, a cukor
szimb6lumok a  Symbol  Nomenclature  for  Glycans  egységesitett  megjelenitési  formai
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/glycans/snfg.html). B) HS diszaharid lehetséges oldallanc mddositasai.
Roviditések: ~ XylT=xiloziltranszferaz, = GalT=galaktoziltranszferdz, = GIcAT=Glikuronsav-T1-transzferaz,
NDST=N-Dezacetildz/N-szulfotranszferdz  1-4 (4  izoenzim), PAPS=5"-foszfoadenozil-3"-foszfoszulfat
szulfatdonor kofaktor, 20ST=2-O-szulfotranszferaz, C5-epi=C5-epimeraz, 60ST=6-0O-szulfotranszferdz 1-3 (3
izoenzim), 30ST=3-0O-szulfotranszferaz 1-7 (7 izoenzim), ATIlI=Antitrombin III k65 szekvencia. Az dbra Baytas
és mtsai. 2020 tanulmany 2. abraja alapjan készilt. [6]

2.3. N-dezacetilaz/N-szulfotranszferaz enzimek

2.3.1. NDST enzimek szerepe a heparan szulfat bioszintézisben

A HS ¢és Hep bioszintézis els, meghatarozé cukorlanc modositasi 1épését a bifunkcidés N-
dezacetilaz/N-szulfotranszferaz (NDST) enzimek Kkatalizaljak, melyek a HS polimerizécié
sorén keletkezett (N-acetilglik6zamin-gliikuronsav)n szerkezeti lancok N-acetilgliikézamin
egysegeir6l hidrolizaljak az acetilcsoportot, majd szulfocsoportot helyeznek a szabad
glik6zamin amino csoportjara, amit a 3’-foszfoadenozin-5’-foszfoszulfat (PAPS) szulfatdonor
kofaktor biztosit (4. abra). [19]

PAPS PAP

oH OH U oH

Q N-Dezacetilacio 0 N-Szulfatacio O

ﬂo’% COOH e rackl EEX\% COOH sadtaacio 100 GOOH
HaC._ _NH omo H,N O o] ° NH O o} o

\n’ HO HO Ho.e HO

o OH OH 3 OH

n n n

4. dbra: Az N-dezacetilaz/N-szulfotranszferaz enzimek altal katalizalt reakciéd
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Az NDST enzim a GAG lanc nem minden diszacharid egységén végez maodositast, ezéltal
kialakul egy N-acetilglik6zamin / glikézamin / glikdzamin-N-szulfat mintdzat a HS lanc
mentén. Ez a mintazat templatként szolgal a HS kovetkez6 moédositasait elvégzé enzimek

szamara és igy befolyasolja az érett HS/Hep szerkezeti felépitéset és funkciojat. [5]

Az NDST enzimek csaladjaba 4 izoenzim tartozik. Az emberi szervezetben altalanosan jelen
van az NDST1 és NDST2 izoenzim, ezek hasonléan hatékony bifunkcids aktivitassal
rendelkeznek. Az NDST3 izoenzim elsésorban az agyban termel6dik, és az N-szulfotranszferaz
(NST) aktivitasa jelentésen kisebb a tébbi izoenzimhez képest. Az NDST4 ehhez képest éppen
ellentétesen miikodik: ennek az NST aktivitasa jelentdsebb, mig az N-dezacetilaz aktivitasa
alacsonyabb (1. tablazat). [20] Emiatt elképzelhet6, hogy az NDST3-4 nem az eredeti
poliszacharid szubsztratot, a heparozant alakitja at elsésorban, hanem a mar korabban
modositott heparan szulfatot modositja, gyakorlatilag kiegészitve az NDST1-2 miikodését.
[20], [21]

Izoenzim N-dezacetilaz aktivitas N-szulfotranszferaz aktivitas
mNDST1 16000+1300 570001900
MNDST?2 20000+1400 27100+300
mNDST3 7700£1000 700100
mNDST4 1700£100 45000+2600

1. tAblazat: Az egér NDST 1-4 izoenzimeinek specifikus aktivitasa Aikawa és mtsai. 2001 alapjan. [20] A fehérjéket
COS-7 sejtekben expresszaltak. Az aktivitasokat radioaktiv jelolésekkel mérték. Mértékegység cpm + S.E.

Kollaboréacids partneriink (Dr. Rebecca Miller) egy még nem publikalt kisérletében CHO sejtek
vizsgalataval elemezte az NDST izoenzimek HS bioszintézisben betoltott szerepét. A CHO
endogen ndstl és ndst2 génjeinek Kiltése utan negy sejtvonalat hozott létre, melyekben
génbevitel (knock-in, KI) révén az NDST1-4 izoenzimek egyikét expresszalta (5. bra/A). A
négy sejtvonal HS modositasait diszacharid elemzéssel vizsgélta. Az NDST3 jelentds 2-,6-O
diszacharid szulfatacio tobbletet eredmenyezett, ami kisebb meértékben az NDST4 izoenzimet
expresszalo sejtvonal esetén is jelentkezett (5. abra/B). Mindez meglep6 annak tiikrében, hogy
az NDST3 ¢és NDST4 enzimek szulfotranszferdz, illetve dezacetildz aktivitdsa jelentdsen

elmaradt az NDST1-2 enzimekhez képest.
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5. abra: Az NDST3-4 izoenzimek hatasara megnovekedett 2-,6-O-szulfatacio. A) Kisérlet kivitelezésének madja.
Roviditések: WT=vad tipus, KO= gén kiltés, Kl= gén bevitel. B) Diszacharid analizis soran kapott HS
glikézamin mdédositasok eloszlasa. Roviditések: NAc=N-acetilglikézamin, NS=gliik6zamin-N-szulfat, 25=2-0O-
szulfo-gliikuronsav/iduronsav, 6S=6-O-szulfo-glikdzamin, 35=3-0-szulfo-gliikk6zamin.

Ezen eredmények is alatamasztjak, hogy egyes NDST izoenzimek kiilonbdzd bifunkcios
specificitasai jelentdsen eltéré HS modositasokat eredményeznek, ami meghatarozhatja a HS

bioszintézisben bet6ltott szerepiiket €és biologiai jelentdségiiket.

2.3.2. NDST3 biolodgiai jelentosége

Az NDST3 izoenzim elsésorban az egyedfejlddés soran, illetve agyi szovetekben termelddik.
Az NDST3 knock-out egerek tulélték a genetikai modositast, azonban viselkedésiikben
abnormalitdsokat mutattak: elsdsorban a szorongésra adott valaszreakcioik csokkentek. Ez
mellett enyhe hematoldgiéds problémaik is voltak. Az NDST3 KO hatasara a felnétt egerek
egyes agyi régidiban megvaltozott a heparan szulfat cukorlanc mddositasi mintazta, mely
esetlegesen Osszefliggésbe hozhatd a viselkedésbeli rendellenességekkel. Az NDST3-nak
emelett komoly jelentdsége van az embri6 szervi fejlédése soran is, azonban, amikor csak a 3-
as izoenzim hianyzik, a tobbi NDST enzim nagyjabol helyettesiteni tudja a miikodését. [21]
Vizsgaltak az esetleges 6sszefiiggést az NDST3 €és egyes neurodegenerativ betegségek kozatt,
hiszen a HS mintdzat megvaltozasa az agyban befolydshatja annak megfeleld miikddését a
neuroplaszticitas soran. Azt tapasztaltdk, hogy vannak olyan szignalizacios utak, amikben a
heparan szulfatok meghatarozé szereppel birnak. Ezek rendellenes miitkodése Osszefiigg a
skizofréniaval és a bipoléaris zavarokkal. [22] A HS molekuldk degaradacidjat a lizoszomak
végzik: ezek a sejtorganellumok nagyban hozzajarulnak a sejt megfeleld6 homeosztazisanak

fenntartdsdhoz, ugyanis szamos makromolekula lebontadsara képesek. Amennyiben
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lizoszomalis megbetegedés torténik a szervezetben, a lebontand6 molekulak aggregéalodhatnak,
ezaltal felboritva a sejt megfeleld miikodését. Az NDST3 befolyasolja a lizoszomak mitkodését:
csokkent lizoszémalis expresszids szintje 6sszefliggesbe hozhaté az amilotrofias
lateralszklerdzis (ALS), és a frontotemporalis demencia (FTD) neurodegenerativ betegségek
kialakulaséval. [23] Ahogy ezekbdl az eredményekbdl is 1athatd, az NDST3 jelent6s szereppel
bir a szervezetben, elsdsorban az idegszovetben, azonban ezen enzimrdl alkotott ismereteink

igen hidnyosak, mind mikodését, mind szerkezetét tekintve.

2.4. NDST enzimek szerkezeti vizsgalatai

2.4.1. Teljes lumenélis NDST szerkezete

Az NDST teljes lumenalis bifunkcids szerkezetérdl sokaig korlatozottak voltak az ismereteink,
azonban egy idei évben megjelent tanulmanyban sikeresen hataroztak meg a bifunkcios NDST1
szerkezetét krio-elektronmikroszképia révén. [24] Az NDST enzimek 3 doménbdl allnak,
melyek V alakban helyezkednek el (6. abra). Az N-terminalis domén a szénhidratk6té domén
(CBM), ami 6nallé enzimatikus funkcidval nem rendelkezik, és hozzajarulasa a HS szubsztrat

kotéshez jelenleg nem tisztazott. Ehhez kapcsolddik az N-dezacetildz (NDaz) domén, ami az

N-acetilgliikozamin egységekrdl hidrolizalja az acetil csoportot, majd a harmadik molekula

6. dbra: NDSTL1 szerkezeti képe (PDB: 8CCY). Roviditések: ND&z=N-dezacetildz domén, CBM=Szénhidratkots
domén, NST=N-szulfotranszferdz domén. A kép a Mycroft-West és mtsai. tanulmény 3. &braja alapjan készllt.
[24]
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2.4.2. NST domén szerkezete

Az NDST1 N-szulfotranszferaz doménjét méar korabban is vizsgaltdk, nagyjabol 25 évvel
ezel6tt. Eldallitottak E. coli expresszios rendszerben és rontgendiffrakcios szerkezetét is
megoldottak (PDB: 1INST, 7. abra). [26] Ebb6l meg tudtak allapitani a PAPS és a HS
kotéhelyek helyzetét. Helyspecifikus mutaciokkal igazoltak a PAPS kotésben €s
szulfotranszferaz aktivitasban kulcsfontossdgl aminosavak szerepét az 1-es izoenzim esetében.
[19]

7. &bra: NST1 domén kristalyszerkezeti (PDB: 1NST, [26]) képe elektrosztatikus fellleti megjelenitésben Pymol
szoftver segitségével. 4 domén HS szubsztrat koté drkanak illusztrdlasa céljabol egy szerkezeti illesztéssel
jelenitettem meg a hasonlo szerkezetii heparan szulfat 3-O-szulfotranszferdz-3 (PDB: 6XL8) enzimmel ko-
kristalyositott HS hexaszacharidot (sarga palca modell).

Az N-szulfotranszferaz domeén hosszan elnyuld HS kétohelye molekuladinamikai szimulaciok
alapjan HS oktaszacharid kotésre alkalmas €s szdmos aminosav vesz részt a kialakitasaban. [24]
Az NDST izoenzimek kiilonbozé N-szulfotranszferaz aktivitasat elsésorban ezen kotohely

valtozasa okozhatja, hiszen a masik szubsztrat, a PAPS kotéhelye igen konzervalt. [26]

2.4.3. Az NSTI és NST3 HS ko6tohely kiilonbségei

Az 1. tablazat alapjan az NDST1 és 3 igen eltéré N-szulfotranszferaz aktivitassal rendelkezik:
az NDST1 ugyanis, az NDST2 és 4 izoenzimmel egyetemben, sokkal hatekonyabb
szulfotranszferaz aktivitdst mutat, mint az NDST3. [20] Az NST domén HS kotohelyénél

meglepé modon csak két, az NST1 és NST3 doménekben eltérd, lehetséges szubsztrat kotést
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és katalitikus funkciot befolyasol6 aminosav taldlhatd, melyek a HS koté arok két szélén
helyezkednek el (8. abra).

Az NST3 K629 <> NST1 E638, illetve az NST3 E734 <> NST1 K743 szerkezetileg ekvivalens
aminosavak egyarant lokalis toltés cserét okoznak (8. abra/B,C). A szerkezeti 0sszevetés
alapjan az NST3 E734 <> NST1 K743 aminosavak elhelyezkedését némileg befolyasolja, hogy
a kettdvel megel6z6 pozicioban (NST3 P732 <> NST1 S741) az NST3 egy prolint tartalmaz,
mely megvaltoztathatja a lokalis polipeptid lanc konforméaciot (8. abra/A). Ezen aminosavak
aktivitdsban 1évé szerepe igen érdekes lehet az NST izoenzimek kozotti kiilonbségek

megeértésében, kiilondsen az NST3 szokatlanul alacsony aktivitasanak felderitésében.

A B C

NST3 (Alphafold2 modell) NST1 (PDB: 8CCY)

3 (aminosavak) )
(aminosavak) @' )

E734 K743

g :
s741:S;!E’!r»\ )
P732

TR,

8. dbra: Az NSTI és NST3 domének HS kotdhely aminosav kiilonbségei. A) Az NSTI (PDB: 8CCY) és NST3
(Alphafold2) szerkezeti modellek egymasra illesztett képe. B) Az NST3 Alphafold2 szerkezeti modell
elektrosztatikus potencial felszine. C) az NST1 kisérletesen megoldott szerkezet (PDB: 8CCY) elektrosztatikus
potencial felszine. Az elektrosztatikus potencidl felszin szamolast a Pymol szoftver ABPS plugin-je hasznalataval
végeztem.

2.4.4. Hoéstabil NST létrehozasa fehérjemérndkseéggel

Az NST1 domént heparin analogok kemoenzimatikus eldallitasa kapcsan is fejlesztették: ehhez
a domén hdstabilitasat és enzimatikus aktivitasat ndveld, PROSS szerver [27] &ltal javasolt
mutaciokat hoztak létre. Sikeresen allitottak el6 aktiv NST1 enzimformakat E. coli bakterialis
expresszid soran, ami koltséghatékonysaga révén eldnyosnek tint ipari felhasznalas

szempontjabol is. [28], [29] Az NST3 domén esetén egyeldre nincsenek ilyen jellegii kutatasok.
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3. Ceélkituzeések

Kutatdsom témaja a hepardn szulfat molekula bioszintézisében jelentds szerepet jatszd N-
dezacetilaz/N-szulfotranszferaz (NDST) 3 enzim N-szulfotranszferaz aktivitasanak jellemzese.
Az ehhez sziikséges vizsgalatok alapfeltétele egy, korabban még nem leirt, megfeleld

feltekeredésii €s enzimatikusan aktiv NDST3 N-szulfotranszferaz (NST3) domén eldallitasa.
Kutatasom soran az alabbi kérdésekre keresem a valaszt:

o Lehetséges-e fehérje termelési eljaras kialakitasa az NDST3 N-szulfotranszferdz domén
rekombinans eléallitasara E. coli expresszid rendszerben?

o A fehérje hatarok megvalasztasa és a fuzids fehérje cimkék hasznalata hogyan
befolyasolja a fehérje termelddését és stabilitasat?

e Hostabilizaciot célzo, de a szubsztratkotést s enzimatikus hatékonyséagot kdzvetlendl
nem befolyasold mutaciok alkalmazéasa képes lehet korrigalni a nem megfeleld fehérje
termelés, és/vagy oldatbeli stabilitds okozta sziik keresztmetszeteket a fehérje eldallitas
soran?

o Lehetséges-e tervezett helyspecifikus mutaciok beéepitésével funkcionalisan vizsgalhato
NST3 fehérje létrehozésa?
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4. Kiséerletek és modszerek

4.1. Molekularis klbnozas

Az &ltalam termelni kivant fehérjét kodolé génszakaszt tartalmazo plazmidokat molekularis
klonozas révén hoztam létre (9. dbra). Az inzertet felszaporitottam polimeréz lancreakcié (PCR)
segitségével, majd restrikcidos endonukledz enzimes emésztés utan agaroz gélbdl izolaltam. A
vektort ugyancsak enzimekkel emésztettem, ezaltal ragadds végeket hozva létre, majd agaroz
g¢lbdl tisztitottam. Az inzertet és a vektort ligaltam, majd a kész plazmidot transzformaltam a
baktérium sejtekbe. Miutan a baktériumokkal felszaporitottam, elvalasztottam a plazmidot a
sejt tobbi részétdl. Ezt tesztemésztés utdn futattam agar6z gélen, hogy megnézzem, hogy
megfelel-e a mérete. Amennyiben a varakozasnak megfeleld méretet tapasztaltam, elkiildtem
Sanger szekvendlasra az adott DNS szakaszt, hogy biztos lehessek benne, hogy az altalam
termelni kivant fehérje génjét sikerult létrehoznom. A tovabbiakban az egyes részfolyamatokat

részletesebben fejtem Ki.

L e .
T

> 1
Teszteme sztés/

PCR + emésztés r
o Transzformalas Plazmid r (—' r
(_ ‘1’151:!mt::s + izoldlas
x r. \ e r (- r ) Szekvenalas
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9. dbra: Plazmidok létrehozasa molekuléaris klénozéassal
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4.1.1. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A polimerdz lancreakcio (PCR) soran egy Aaltalunk kivalasztott DNS szakaszt tudunk
sokszorositani. A PCR reakciohoz el6szor primereket kell tervezni, amik révid DNS szakaszok
és nagyon specifikusan hozza tudnak kapcsolddni a templat DNS kivalasztott szakaszahoz. Ezt
a Snapgene program segitségével vegeztem, figyelembe véve, hogy a két primer betapadasi
hémérséklete hasonld legyen, illetve, hogy megfeleld hosszasagi, GC aranyt legyen az adott
DNS szakasz. Ellendriztem, hogy hajtii milyen eséllyel keletkezhet a primerbdl, illetve, hogy

egymassal mennyire tapadnak Ossze a kiilonb6z6 primerek az IDT DNA Oligo Analyzer Tool

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) segitségével. A masik fontos folyamat a
PCR reakcié ciklusainak megtervezése. A ciklus a kovetkezoképpen épil fel: 98°C 15
masodperc, majd a primer betapadasi hémérsékletén (kb. 60°C) 30 masodperc, végiil 72°C-on
az enzim sebességétdl fiiggden nagyjabol 50-100 masodperc. A 72°C-0s szakasz a
felszaporitandd DNS részlet hosszUsagatdl is fugg, tehat minden DNS szakaszra mas.
Altalanosan az inzert bazispar szamat kell elosztani 1300 bp/perc-el, ami az altalam hasznalt
enzimnek a polimerizécids sebessége. A ciklus el6tt van még egy 90 masodpercig tartd 98°C-
o0s denaturacids szakasz, illetve a ciklus utdn 300 méasodpercig tarté 72°C szakasz is. A PCR
reakciot 200 pl PCR csdvekben végeztem. Pyrobest DNS polimerdz (Takara) enzimet
hasznaltam, ebb6l 0,4 pl-t kell a reakciohoz tenni. A Pyrobest pufferb6l 5 pl sziikséges, dNTP
oldatbél pedig 4 ul, ami 2,5 mM dATP, dTTP, dCTP és dGTP elegye. A primerek 100 uM
oldatabdl 0,5 pl-t tettem hozza a reakcid elegyhez, illetve a templat DNS-b6l 10 ng-ot. A
reakcioelegy maradék térfogatat RNaz mentes vizzel egészitettem ki, ugy, hogy 50 ul legyen
az ossztérfogat. A PCR reakciét egy Applied Biosystem 2720 Thermal Cycler készilék
hasznélataval végeztem.A PCR reakcio utdn Macherey-Nagel Nuclespin PCR Clean-up kit

segitségével tisztitottam a terméket a gyartd utmutatasa alapjan.

4.1.2. Agaroz geélelektroforézis

A DNS molekula a foszfat csoportjai miatt negativ toltéssel rendelkezik, igy, ha elektromos
erotérbe kertl, elkezd a pozitiv polus irdnyaba vandorolni. Ha ezek a DNS molekuldk egy
agaréz gélben helyezkednek el, az a térhalds szerkezete miatt akadalyozza a molekulak
mozgéasat azok méretének (és esetleg alakjanak) megfeleléen. A modszer segitségevel
meghatarozhatjuk a linearis DNS molekulak méretét, az altaluk megtett elektroforetikus
uthossz alapjan. Az agaréz gelet Ggy Ontottem meg, hogy 1%-os legyen: ez megfeleld

elvalasztast biztosit a kisérletek soran relevans 1-5 kbp mérettartomanyban. Ehhez az agarézt
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TAE pufferben (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,114 V/VV% ecetsav, pH=7,6) oldottam. A gélhez
még melegen, megdermedés el6tt tettem hozza 1:10000 higitassal a Gelred (Biotium) festéket,
ami beékelddik a DNS molekulak kettds hélixébe, igy azok UV fény hatdsara lathatova valnak.
A mintdkhoz Loading Dye festéket kevertem megfeleld higitdsban: ez fogja mutatni a front
vonalat a futtatds soran. Viszonyitasi alapként altalaban Generuler 1 kb plus laddert (Invitrogen)
hasznaltam. Az elektroforézist 100 V-on 60 percig végeztem. Az emésztett vektort és inzertet
a gélbdl tisztitottam ki a Macherey-Nagel Nucleospin PCR Clean up kit segitségével a gyartd

Utmutatasa alapjan.

4.1.3. Restrikcios endonukledaz emésztés

A restrikcids endonukledz enzimek specifikusan, egy adott szekvencianal hasithatjak a DNS
molekulankat, gyakran aszimmetrikusan: igy az egyik szal tulnyulik, ezaltal ragadds végek
képzddnek. Ez azért hasznos, mert kés6bb az inzertet és a vektort sokkal egyszeriibb lesz
specifikusan 6sszeilleszteni. A Cutsmart puffert (New England Biolabs) hasznaltam altalanosan
az emesztésekhez. Az enzim mennyisége és a reakciotérfogat attol fliggott, hogy a cél
tesztemésztés, vagy DNS darabok preparativ elvalasztasa volt. igy az 6ssztérfogat 25-70 pl
kdzott volt, az enzim térfogata 0,5-1,5 pl kdzott (20 U/ml oldat), a DNS mennyisége nagyjabol
300 ng tesztemésztéshez, normal emésztéshez pedig 3-4 pg. Ugyanez vonatkozott az emésztési
1dore is: a tesztemésztéshez elég lehet akdr fél ora is, mig a vektor tapadds végeinek
létrehozasahoz szikség lehet akér egy éjszakan at tartd emésztésre is. Az enzimek 37°C-on
dolgoznak idealis kortilmények kozott, ezt asztali termosztatban vagy PCR késziilékben

biztositottam.

4.1.4. Ligalas

A ligdz enzim miikodése soran 0sszeforrasztja a vektor és az inzert 0sszetapadt ragados végeét,
még pedig ugy, hogy Osszekoti az egyik molekula 5’-foszfatcsoportjat a masik
cukoregységének 3’-hidroxil csoportjdval. A ligdlds soran eldszor megterveztem a
NEBioCalculator (https://nebiocalculator.neb.com) segitségével, hogy milyen mennyiségben
szlikséges hozzéaadni az elegyhez az inzertet és a vektort a méretiik alapjan, ehhez 3:1-es molaris
aranyt alkalmaztam. T4 DNS ligazzal (New England Biolabs) dolgoztam, és az ehhez
szlikséges puffert hasznaltam. A vektorbdl minden esetben 50 ng-ot alkalmaztam, a ligaz
enzimbdl 1 pl-t (3 U/ul oldat), a pufferb6l 2 ul-t, és az dssztérfogat 20 pl volt. A ligalast egy

éjszakan at végeztem 16 °C-on.
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4.1.5. Transzformalas

A kémiai transzformélas a plazmid DNS baktérium sejtbe juttatdsanak modja, mely soran a
DNS bejuttatasahoz kémiai és hdsokk hatassal ndvelhetd meg a sejtfal permeabilitasa.
Amennyiben a célom a fehérjetermelés volt, az erre a célra kifejlesztett E. coli BL21 Rosetta
vagy Origami sejteket, mig plazmid szaporitas esetén E. coli XL1-Blue baktérium torzset
hasznaltam. A kompetens sejtekhez 0,5-1 pl plazmid oldatot adtam (10-200 ng/ul), majd jégen
taroltam 30 percig. Ezutan 42°C hésokk kovetkezett 45 masodpercig, ezutan Ujabb 2 perc jégen.
A sejtekhez 100 ul Luria-Bertani (LB) oldatot (10 g/l Tripton, 5 g/l éleszt6, 0,17 M NaCl,
pH=7) adtam, majd 37°C-on razattam nagyjabdl 1 o6rat. Ezutan, amennyiben én allitottam el6
molekularis klonozas révén a plazmidokat, el6szor antibiotikumos agar-LB téptalajra
szélesztettem Oket és 37°C-on novesztettem a telepeket egy éjszakan keresztil. Méasnap
inokulaltam a kiilonb6z6 telepeket antibiotikumos (adott plazmidnak és baktérium torzsnek
megfeleléen) LB tdpoldatokba, altaldban 5-10 ml-be, és szintén 37°C-on ndvesztettem éjszaka.
Ezutan kovetkezett a sejtek lizalasa, majd a plazmid kitisztitasa. Amennyiben nem én allitottam
el6 a plazmidot, vagy ismertem, hogy megfelelé szekvenciaval rendelkezik, akkor a
transzformalas utan rogton antibiotikumos LB-be oltottam a sejteket, és mar masnap lehetett

izolalni a plazmidot.

4.1.6. Plazmid izolalas

Ahhoz, hogy a baktériumok altal sokszorositott plazmidot genomi DNS szennyezés mentesen
kinyerjem a baktérium sejtekbol, plazmid izolalast végeztem a Macherey-Nagel Nucleospin
Plasmid kit hasznalatival, a gyartd utasitasait kdvetve. A sejteket elészor elvalasztottam a
tapoldattdl centrifuga segitségével, majd a sejtpelletet reszuszpendaltam, erds luggal lizaltam,
majd neutralizaltam egy harmadik oldattal, aminek hatasara a plazmid DNS visszarendezodott
kettdsszall formaba. A genomi DNS tul hosszi ahhoz, hogy visszakapcsolodjon, igy az a
fehérjékkel egyitt kicsapddott. A csapadékot elvalasztottam centrifuga segitségével, majd a
feluliszéban maradt plazmidot kotéttem a szilika oszlopra. Ezutan mostam etanolos oldattal,
majd szaritottam az oszlopot, es vegil elualtam a plazmid DNS-t az oszloprol 2*25 ul RNaz

mentes vizzel.
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4.2. Fehérjetermelés es tisztitas

A plazmidot megfeleld baktérium torzsbe transzformalva, és IPTG-vel aktivalva a
mikroorganizmusok célzott fehérjetermelése elindul. Ezutan a nagymértékben expresszalddott
fehérje elvalaszthatd a sejtektdl, amennyiben nem zarult inklizios testbe. Az elvalasztas soran
a sejtfeltaras kémiai és mechanikai modon is lehetséges. A célfehérje affinitas kromatografia
révén tisztithatd. A fehérje tisztasagat és megfeleld méretét SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel lehet ellendrizni. A fehérje amennyiben sziikséges toményithetd, valamint
dializis segitségével puffercsere is végrehajthatd (10. Abra). Az alabbiakban ezeket a

modszereket fejtem ki részletesebben.
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10. Abra: Rekombinans fehérjetermelés és tisztitas lépései
4.2.1. Fehérjetermelés

A pET expresszids plazmidokban egy olyan prométer talalhato a fehérje génje el6tt, amire csak
a T7 polimeraz képes rékapcsolédni. Olyan baktérium torzset érdemes alkalmazni a
fehérjetermeléshez, aminek a genomjaban megtalalhato ez a T7 polimeraz. A fehérje
termel6dése szabalyozhatd ugy, hogy egy Lac operon kerul a gén elé: igy csak akkor
aktivalodik az atiras, amikor taldlhatd lakt6z a rendszerben. Laktoz helyett izopropil-p-D-1-
tiogalaktopiranozidot (IPTG) alkalmazhatunk, ami egy laktdz-analdg, igy ez is aktivélja a
fehérje atirodasat, ugyanakkor a prokariota nem tudja metabolizalni. A baktériumkultura 37°C-
on torténd felndvesztése utan, IPTG hozzaadasaval indukaltam a rekombinans fehérjetermelést,
melyet alacsonyabb homérsékleten végeztem, ezzel lassabb riboszomalis fehérjeszintézist
elosegitve. A fehérjetermeléshez BL21 Rosetta (DE3) és Origami B (DE3) E. coli torzseket
hasznaltam, a transzformalast a Kisérletek és mddszerek 4.1.5. fejezete alapjan végeztem. A
transzformalas utdn méasnap a baktériumokat beoltottam egy 50 vagy 500 ml-t tartalmaz6 LB
oldatba, majd 37°C-on novesztettem Oket, egészen addig, amig az optikai denzitasuk (OD)

elérte a kell6 nagysagot (altalaban 0,4-0,8 k9z6tt). Ezutan hozzdadtam a receptnek megfeleld
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IPTG-t, ami 0,2-1 mM nagysagrendbe esett, majd lehlitéttem a lombikokat. Egy é&jszakan
keresztil termeltem a fehérjét 16 vagy 22 °C-on.

4.2.2. Sejtfeltaras

A sejtfeltaras azért fontos, mivel a baktériumok sejtjeinek belsejében talalhato altalaban a
célfeherje. A sejtfeltaras kdzben fontos, hogy a sejtek membranja lizalédjon, de a fehérje ne
séruljon. Hasznaltam kémiai és mechanikai sejtfeltarasi eszkdzoket is. A teljes feltaras és
fehérjetisztitas folyamatot jégen illetve 4°C-on hiitve végeztem. A sejtek oldatat centrifugéltam
4 °C-on, 4000 rpm-en, 20 percig, majd a pelletrdl ledntottem a feliiluszot. A lizis pufferhez (20
mM Tris, 300 mM NaCl, pH=8) hozzaadtam még 0,1 V/V% Triton-X-100 oldatot, EDTA
mentes proteazgatlo tablettat, valamint spatulahegynyi DNazl-t, RNazA-t, és lizozimot. A
sejteket felszuszpendaltam ebben az oldatban. Ezutan mechanikai sejtfeltarast végeztem
potterek segitségével, amig latsz6lag homogén oldatot nem kaptam. A kovetkezd 1épés a
szonikalas volt, ami a gerjesztett kavitacio hatasara Kilyukasztja a sejteket, igy sokkal tisztabb
oldatot eredményez. Ezt 1 percig végeztem 6 ciklusszammal 60%-os teljesitménnyel. Otszor
valositottam meg minden fehérjeoldaton, ugy, hogy hagytam 30 masodperc hiitési id6t a
folyamatok kozott, hiszen fontos volt, hogy ne melegedjen fel az oldat. Ezutan Gjabb
centrifugalas kovetkezett 4°C-on, 11000 rpm-n, 30 percig. A centrifugalas utan a feltluszot
tartottam meg, és ezt tisztitottam tovabb. A feltarasok el6tt végeztem elézetes feltarast is, hogy
lathassam, hogy a pelletben vagy a felliliszdban van-e a célfehérje. Ennek a menete hasonlit a

korabban leirtakhoz, csak a lizis pufferhez nem kell més dsszetevot keverni ezen kisérlet soran.

4.2.3. Nikkel affinitas kromatogréafia

Amennyiben a fehérjén talalhato His-tag, az az 6 hisztidin egymas mellett, a fehérje atvezetve
a nikkel-nitrilotriecetsav (Ni-NTA) oszlopon (Macherey-Nagel) ko6tédik az oszlop falara a
nikkel ionokhoz. Az imidazol szerkezetileg hasonlit a hisztidinhez, igy a nagy mennyiségi
imidazol kompeticioba 1ép a kotdhelyekért a hisztidinnel szemben. Az imidazol koncentracid
novelésével elualhatdéak a fehérjék, mégpedig sorrendben aszerint, hogy mennyi hisztidin
talalhatd rajtuk: ha van rajtuk His-tag, akkor altaldban 250 mM imidazol oldat hatésara
elualodnak. A baktérium tobbi fehérjéje azonban atesik, vagy kisebb imidazol koncentracio
hatasara lemosddik az affintas oszloprdl, igy el lehet valasztani a célfehérjét. A nikkel oszlopot
20%-o0s etanolos oldatban tarolom, a nikkel gyanta nagyjabol 2-3 ml térfogatu volt. Az oszlopot

elészor vizzel mostam tizszeres oszloptérfogattal. Ezutan 20 mM imidazol tartalma lizis
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pufferrel mostam, ugyanekkora mennyiségben. A mosédsok utan az oszlopra 6vatosan ravittem
a feltarés soran keletkezett feltiliszot. Ezutan az oszlopot mostam 20 majd 40 mM imidazol
oldattal: mindkett6bol hiisszoros oszloptérfogatot alkalmaztam. A 250 mM imidazol oldatbol
25 ml-t vittem fel az oszlopra, és a frakcidkat 1 ml-ként gy(jtottem, hogy lassam, hogy pontosan
hol volt az elualddo fehérje cslcsa. A gyantat ezutdn 1 M imidazollal, majd vizzel, végil 20%

etanollal mostam, és ebben is taroltam.

4.2.4. Glutation affinitas kromatogréafia

Amennyiben a termelt enzim Glutation-S-Transzferaz (GST) fuziés fehérjéhez van kotve, a
fehérjetisztitas soran specifikusan el lehet valasztani a GST taggel rendelkezd enzimet a sejt
tobbi fehérjéjétdl, ugyanis hozzakotédik a gravitacios oszlopba toltott Glutathione Sepharose
4B (Cytivia) gyantdhoz. A gyantahoz trombin protedzt adva, ha egy éjszakan keresztil hasitjuk
a fehérjét: a GST tag rajta marad az oszlopon, azonban a lemosodo folyadékban megtalalhat6
lesz a célfehérje. Ezt a glutation oszlop regeneradldsa koveti, 10 mM redukalt glutationos
pufferrel, aminek hatasara lemosodik a GST fehérje is. Osszességében a tisztitas végén egy
olyan tiszta célfehérjét kaphatunk, ami nem rendelkezik fuzids fehérjével. A glutation gyantat
20%-os etanolban taroltam, a gyanta nagyjabol 2 ml térfogata volt. E16szor mostam az oszlopot
tizszeres oszloptérfogat desztillalt vizzel, majd 20 ml lizis pufferrel. Ezutdn a gyantéat
kipippettaztam az oszlopbol, majd beletettem abba a csdbe, amiben a feliilisz6 volt. A
feltluszot enyhe billegtetés mellett 30 percig inkubaltam 18°C-on, ekkor kotdtt meg a fehérje
a gyantan. Az oldatot visszapipettaztam az oszlopba, majd leengedtem réla a folyadékot (ez
volt az atesd frakcid), mikdzben jéggel hiitottem. A gyantdhoz hozzdadtam még 2 ml lizis
puffert, majd 40 Unit trombin enzimet. Az oszlopot billegtettem 4°C vagy 18°C-on egy
éjszakén keresztil, amig a trombin elhasitotta a fehéerjét. Masnap reggel az oszlopokrél a
folyadékot leeresztettem: ez lesz elvileg a tiszta, hasitott fehérje. Az oszlopot mostam lizis
pufferrel 1 ml-ként, amig az oldat koncentracidja 0 nem lett. A GST eltciéhoz, amivel
regeneralhatjuk az oszlopot, a puffert mindig erdemes frissen elkésziteni. Nagyjabol 20 ml
eldcios pufferrel (50 mM Tris, 10 mM redukalt glutation, pH=8) mostam az oszlopot. A tisztitas
végén az oszlopot mostam tizszeres oszloptérfogat lizis pufferrel, vizzel, majd 20% etanollal,

majd az oszlopot 4°C-on taroltam.
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4.2.5. Heparin affinitas kromatogréafia

A heparin kromatografia egy olyan adszorpcion alapulé folyadék kromatogréfias modszer,
mely sordn a vizsgalt fehérjék reverzibilis kolcsdnhatast alakitanak ki a hordoz6 gyantan
megkdotott heparinnal. [30] A heparin kromatografias elvalasztas kulonlegessége, hogy benne a
magas szulfatacioja révén negativ toltést hordozo heparin egyszerre alkalmas specifikus
affinitas kolcsonhatasok kialakitasara, valamint nagy toltéssiiriségli kationos ioncseréléként is

mitkodik.

A heparin affinitas kromatogréfids méréseket AKTA-FPLC miiszerrel végeztem, ami hiitott
korialmények kozott (izemelt 6-10 °C-on. A rendszert és a HiTrap Heparin 5 ml oszlopot is
mostam tizszeres oszloptérfogat vizzel, majd tizszeres oszloptérfogatnyi ‘A’ moso oldattal
(20mM Tris pH 8.0 150 mM NaCl). A fehérje mintaimat a kisérlet el6tt dializaltam az ‘A’ mos6
oldatba. Ezutan injektaltam a mintaimat az oszlopra, és 5 oszloptérfogat A puffer moséssal
gyljottem az oszlopon nem kotddo fehérje frakciokat. Az oszlopon k6tdédott mintat ségradiens
alkalmazésaval elualtam, mely soran egyes esetben 150 mM-rél 1 M-ra, méas esetben 2 M-ra
vittem fel a NaCl koncentréaciét nagyjabdl 40 perc alatt. Az elvalasztas végén az oszlopot
mostam A pufferrel, vizzel, végiil 20%-os etanolban taroltam.

4.2.6. Dializis

A fehérjetisztitas soran puffercsere célbdl alkalmaztam dializist. A fehérje mell6l a kémiai
potencidl kilonbség hatasara a membran porusainal kisebb méretii molekulak a dializis
pufferbe diffundalhatnak, és forditva: igy hasonld Osszetételli oldatot kapunk, mint amilyen a
dializis puffer volt, amennyiben elegendéen nagy térfogatu pufferben tortént a kisérlet. A
dializist altalaban a laborban el6fozott 10 kDa porusméretii celluloz zsdkokban veégeztem
(Merck, katalégusszam: D9652), ebbe téltottem a fehérje oldatokat. A puffer dsszetétele attol
fliggott, hogy éppen milyen kiserletet szerettem volna végezni a fehérjével a tovabbiakban. A
dializist két oraig vagy egy éjszakan at kevertettem 4°C-on.

4.2.7. Tomenyités és fagyasztas

A koncentrélast, azaz tomenyitést olyan membrannal végeztem, ami a puffer komponenseit
atengedi, azonban a makromolekuldkat nem. A membranon vald atpréseléshez a centrifugalis
er6t hasznalhatjuk ki. A koncentralas eldtt ekvilibralni kell a membrant: Ezt a puffer oldat

segitségével tehettem meg. A koncentralas soran 4°C-on centrifugaltam a mintakat 3-5 percig,
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4000 rpm-en, figyelve r4, hogy ne csapddjon ki a fehérje. A fehérje koncentraci6jat Nanodrop
2000 keszllékkel (Thermo Scientific) mérve tudtam megallapitani, igy lattam, hogy elegend6
volt-e a koncentralas. 4 ml-es és 10 ml-es, 10 kDa pérusméretii koncentralé6 oszlopokat
(Vivaspin, Cytiva) alkalmaztam. A koncentralas utan gyakran a fehérjék gyorsfagyasztasa
kovetkezett. Ekkor kimértem 200 pl-es PCR csdvekbel00 pl adagonként a toményitett fehérje
oldatot, a csoveket csipesszel folyékony nitrogénbe helyezve lefagyasztottam a mintékat.

Ezutan a csoveket -80°C-os hlitdben taroltam.

4.3. Fehérje vizsgalati modszerek

4.3.1. Natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid gelelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjék sokfele toltéssel és alakkal rendelkezhetnek, igy az elektroforézis soran olyan
eljarast érdemes alkalmazni, aminek hatdséara a fajlagos toltés egyenld lesz a fehérjéken: igy
elvalaszthatova valnak csupan a méretik alapjan. A fehérjék széttekeredését segiti a 1,4-ditio-
threitol (DTT), ami a diszulfid hidakat szuinteti meg, illetve a natrium-dodecil-szulfat (sodium
dodecyl sulfate, SDS), ami a széettekeredés mellett kialakitja az azonos fajlagos toltést is a
fehérjéken detergens tulajdonsdgai miatt. Ezutan, ha a fehérjékre elektromos erbteret
kapcsolunk, akkor mind egyirdnyba fognak mozogni, a méretik szerinti gyorsasaggal: ez az
elektroforézis poliakrilamid gélben zajlik, ami térhalos szerkezetli. Kétrétegi poliakrilamid
gelet hasznaltam, a felsé tomoritd réteg akrilamid koncentracidja 4%, az also elvalaszto rétegé
12% volt. A fehérjemintakat elékezeltem SDS-PAGE mintakoktéllal (250 mM Tris-HCI, 10%
SDS, 10% DTT, 50% glicerol, 0,05% brémfenolkék), majd 95°C-on melegitettem 5 percig.
Egy rovid centrifugalas utan vittem fel a mintékat a gél zsebeibe Hamilton fecskenddvel.
Fehérje létraként GRS Protein Ladder Multicolort alkalmaztam (GRiSP Research Solutions).
Az elektroforézist 180 V-on 50 percig végeztem, ELFO puffert (25 mM Tris, 192 mM glicin,
3,5 mM SDS, pH=8,7) hasznalva az elvalasztas soran. A gelet ezutan Commassie blue festekkel

kezeltem, majd a desztillalt vizbe torténd kiaztatas utan lathatova véaltak a fehérjemintak.

4.3.2. Termofluorimetrias hostabilitds mérés

A fehérjék apolaris oldallancainak nagy része feltekeredett formaban, vizes kdzegben a fehérje
belseje felé orientalddik, egy apolaris magot kialakitva. Melegités hatasara a globularis fehérjék
elveszitik nativ szerkezetuket, letekerednek, és ekdzben az apolaris oldallancaik olddszer altal

elérhetévé valnak. A termofluorimetrids hdstabilitas mérés egy indirekt mddszer, mely a
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mintdhoz adott festék fluoreszcencia jelét kdveti a minta hdmérsékletének fokozatos emelése
soran. A modszer sordn a fehérje megolvadési dtmenet azonositasat az ekkor elérhetévé valod
fehérje apolaris oldallancok festékkel valo kolcsonhatasai teszik lehetévé, ugyanis a fehérjéhez
kotodéssel a festék fluoreszcencia intenzitasa megnd. A fluoreszcencia intenzitas detektalhato
a homérséklet fiiggvényében. Ez alapjan kirajzolodik egy gorbe, aminek az inflexios pontja
fogja meghatérozni a célfehérje olvadaspontjat. Egy fehérje olvadaspontja az a hdmérséklet,
aminél a fehérje molekulak fele van nativ allapotban. Az olvadaspontok eltéré helyzetébdl

kovetkeztetni lehet a hdstabilitasbeli kiilonbségekre (11. bra).
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11. abra: Termofluorimetrids hdstabilitas mérés elve. A mérés soran a hémérséklet emelkedésével a fehérje egyre
inkabb denaturélodik, igy a fluoreszcens festék be tud kotddni az apolaris oldallancokhoz, és a fluoreszcencia
intenzitas is nd. Tm: a fehérje olvaddsi hémérséklete, ahol a fehérjék 50%-a van nativ formaban, ez a gorbe
inflexios pontjahoz tartozo hémérséklet.

Forras: https://www.jenabioscience.com/crystallography/optimization/chemical-environment/jbscreen-
thermofluor

A mérésekhez Biorad gPCR C1000 késziléket alkalmaztam. Minden mérési Gsszetételbdl 3
parhuzamost készitettem. Az Ossztérfogat minden esetben 25 ul volt, és 96 lyukd lemezen
dolgoztam. A fehérjébdl nagyjabol 0,1-1 mg/ml-es koncentraciét alkalmaztam. A méréshez
Sypro Orange (Invitrogen) festeket hasznaltam. Ezt el6szor higitottam negyvenszeresen a
fehérje pufferében, majd a torzsoldatbol 1 pl-t mértem az elegyhez. Minden esetben
megmértem a kontroll jelét is viszonyitasi alapként: ez csak a puffert és a festéket tartalmazta.
A fehérjék olvadasi homérsékleteit (Tm) a fluoreszcencia intenzitas-homérséklet gorbék

BioRad qPCR keészulék altal szamitott negativ derivaltjanak minimuma alapjan azonositottam.
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4.3.3. Enzimaktivitas méres

Az NDST enzim N-szulfotranszferaz aktivitasanak vizsgalatdhoz egy kapcsolt fluorimetriés
enzimaktivitas mérést szoktak alkalmazni. [24], [31] A gluk6zamin egység reszulfatacidja
soran az N-szulfotranszferaz szulfat donorként 3’-foszfoadenozil-5’-foszfoszulfat (PAPS)
kofaktort hasznal fel, amelyet 3’-foszfoadenozil-5’-foszfattd (PAP) alakit. Egy kapcsolt
reakcioban egy arilszulfotranszferdz segédenzim képes a PAP-ot visszaalakitani PAPS-s3,
mikozben a fluorogén 4-metil-umbelliferilszulfatrél (4-MUS) veszi le a szulfat csoportot, ezzel
létrehozva egy fluoreszcens molekulat a 4-metil-umbelliferont (4-MU). Segedenzim gyanant
altalaban a patkany citoszélikus szulfotranszferaz (SULT1A1-K65E/R68G) [32] 2 mutéciot
tartalmaz6 véltozatat, illetve ugyan ennek az enzimnek egy masik, 35 mutaciot tartalmazé
MBP-ASTIV-Mut35 véltozatat [28] alkalmaztam.

Az NST enzimek szubsztratjat, az N-dezacetilalt heparozant Dr. Rebecca Miller kollaboracids
partnertdl kaptuk. Ez az E. coli K5 torzsb6l kinyert heparozan (N-Acetil-glikozamin-
glikurénsav), (BOC Sciences) kémiai dezacetilezésével készilt Wang és mtsai. 2011
publikacioban részetezett eljaras alapjan. [33] Az enzim aktivitds méréseket irodalmi eljarasok
alapjan végeztem. [24] A kisérleteket Molecular Devices SpectraMax készuléken végeztem,
minden esetben 200 pl volt az Gssztérfogat. Az enzimaktivitds mérés soran eldszor a 4-MU
létre, 0-10 uM 4-MU koncentrécié tartomanyban, mindegyik kérilmény esetén 3 parhuzamost
alkalmazva. A fluorimetria intenzitast végpontméréssel mértem, 37°C-os hémérsékleten, a
gerjesztési hullamhossz 360 nm, az emisszios hullamhossz 450 nm , a gerjesztési és emisszids
sdvszélesség egyarant 10 nm volt. A reakcidéhoz az alabbi puffert hasznaltam: 50 mM Tris, 15
mM MgCl,, pH=7,5.

A segédenzimek (SULT1A1-K65E/R68G vagy MBP-ASTIV-Mut35) reakcidjanak méréséhez
minden esetben az aldbbi puffert alkalmaztam: 50 mM Tris, 15 mM MgCl, 1 mM DTT,
pH=7,5. A reakciohoz 4 mM 4-MUS-t tettem, valamint valtoz6 koncentraciot a PAP
szubsztratbol és az enzimbdl is. Az enzimaktivitast kinetikai méréssel kovettem. Egy méres 40
percig folyt 37°C-on, az enzimek hozzatétele eldtt az oldatot inkubaltam 5 percig. A
besugarzasok 5 percenként érték a reakcidkat. Kontrollként a segédenzim nélkili puffer jelét

vettem.
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Az N-szulfotranszferaz enzimek reakcioi sorén a puffer az alabbi volt: 50 mM Tris, 15 mM
MgClz, 1 mM DTT, pH=7,5. A Michaelis-Menten gorbék felvétele esetén 0,1 uM NST, 3 uM
SULT1A1-K65E/R68G, 4 mM 4-MUS, és 0,6 mg/ml dezacetilalt heparozan kerilt a
reakcioelegybe. A PAPS koncentracio mérési pontjai: 35; 25; 15; 10; 5; 2,5; 0 uM. Minden
reakciokorilmény esetén 2 parhuzamos mérést végeztem. Egy mérés 40 percig folyt 37°C-on,
az NST enzimek hozzatétele el6tt az oldatot inkubaltam 5 percig. A besugarzasok 1 percenként
torténtek. Kontrollként az NST nélkuli reakciot hasznaltam 20 uM PAPS koncentracié mellett.

A Michaelis-Menten méresek kiértékelése soran mindegyik gorbe egyenes szakaszara kiilon
illesztettem egyenest, majd ezek meredekségeét atlagolva szamitottam ki az atlagos fajlagos
sebességet a kiillonboz6 szubsztratkoncentraciok esetén. Ehhez a meredekséget elosztottam a 4-

MU kalibraciéban kapott egyenes meredekségével, majd a fehérje tomegével:

, [RFU
nM PAP meredekség [ S ]* 60 1000
. = *
Vfajlagos min = ig enzim 9937 [ RFU 0,76 [ug]
uM PAP

Ezek alapjan illesztettem Michaelis-Menten gorbéket az OriginPro 2018 program segitsegével.
Az illesztéseknél az alabbi szubsztrat inhibicio modellt valasztottam, hiszen egyértelmiien tiint

egy ilyen tipusu latszélagos hatas.
Umax * S

Km+S*(1+%)

Vrajlagos =

Az egyenletben vimax=maximalis fajlagos sebesség [uUM/min/ug enzim], Km=Michaelis-Menten
allando [uM], Ki=inhibicids allando [uM].
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5. Eredmenyek es ertékelésik

5.1. N-szulfotranszferaz feherjek eldallitasa €s vizsgalata

5.1.1. MBP-NST3 fuzios fehérjék tervezése

A humén NDST3 N-szulfotranszferaz (NST3) doménjének eldallitasat E. coli expresszios
rendszerben terveztem, a homoldég humén NDST1 N-szulfotranszferdz domén (NST1)
eldallitas irodalmi analdgidit alapul véve a konstrukcio hatarok és a termelés koriilményeinek
megvalasztdsidban. Az egyik meghatarozd fehérje eldallitdsi referencia az NST1
kristalyszerkezete volt (NST1, PDB: 1NST1) [26], ahol a kristalyszerkezetben lathatd NST1
régid hatdrainak (NST1ls79.882) az NST3s70-873 Szakasz (12. abra/B) felelt meg. Egy tovabbi
NST3 konstrukciot egy 2023-ban megjelent tanulmany alapjan terveztem. [29] Ezen
tanulmanyban az NST1 N-terminalisan elhelyezkedd NDaz és NST doméneket 0sszekotd
linker szakasz eltavoltasaval (579-602) (12. abra piros korrel jelélve) a rekombinansan termelt
NSTI1 megnovekedett héstabilitasat észlelték. A termelt NSTleo3-e82 méretének NDST3
megfeleldje az NST3s93.873 VoIt (12. abra/C). A két tanulmanyban az NST1-t eltéré fuzids
fehérje formakban termelték N-terminalis glutation S-transzferaz (GST) [26], illetve malt6z-
kot fehérje (MBP) [29] cimkékkel. Els6 fehérje termelési kisérleteimben az utdobbi megoldast
valasztva MBP-NST3s70-873 s MBP-NST 3s93.873 fehérjéket terveztem, (F2.1. MBP-NST3s70,
F2.2. MBP-NST3s93) melyeket a tovabbiakban rendre egy révidebb MBP-NST3s70 és MBP-
NST3se3 névvel emlitek. Mindkét tervezett NST3 konstrukcio klénozéasat pMAL-c6T vektorba
(New England Biolabs) végeztem, mely segitségével a Hise-MBP-TEV-NST3 fuzids fehérje
format kaptam. A fehérje konstrukcidban a TEV a dohany karcolatos virus (tobacco etch virus)
rendkiviil specifikus cisztein protedazanak hasitohelyét jelzi, ami lehetévé teszi az MBP
hasitasat a fuzids fehérje konstrukciordl. Az N-terminalis végen talalhatd Hises epitdép cimke

révén lehetdségem volt a fehérje Ni-NTA kromatografias tisztitasara (12. abra/A).
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12. 4bra MBP-NST3 flzi6s fehérjék tervezése. A) MBP-NST3s70 s MBP-NST3s93 konstrukcidk sematikus rajza.
Roviditések: CBM=Szénhidratkoté domén, NDaz = N-dezacetildz domén, NST = N-szulfotranszferdz domén, MBP
= Maltoz-ko16 fehérje, HIS = hexahisztidin epitdp cimke, TEV= TEV protedz hasitohely. Pirossal bekarikdizva
lathatd a két konstrukcio kozdtti killénbség. B) NST3s70 AlphaFold3 modellje C) NST3s93 AlphaFold3 modellje. A
szerkezeti modellek megjelenitésekor alkalmazott narancs-kék szinskala az AlphaFold altal josolt pLDDT
(predicted local distance difference test) pontszdamot jelzi, amely egy aminosav szintii szerkezeti megbizhatésdg
becslési érték a modell és egy kisérletes szerkezet egyezésére. A molekulamodell egészének megbizhat6sagat az
AlphaFold altal jésolt pTM (predicted template modelling) értékek is jellemzik.

Az MBP-NST3s570 és MBP-NST3s93 konstrukciok restrikcios endonukledz alapti molekularis
klonozéasahoz a csoportunkban rendelkezésre all6 E. coli gazdara kodon optimalizalt human
ndst3 gént hasznaltam. A klénozést a Kisérletek és modszerek 4.1 fejezetében leirtak szerint
vegeztem. A pMAL-c6T vektort és a PCR reakcioval eléallitott inzerteket Notl-HF és EcoRI-
HF restrikcids endonukleaz enzimekkel emésztettem, majd preparativ agar6z gélelektroforézis
elvalasztassal tisztitottam. Az emésztett és tisztitott vektor és inzert ligalasat T4 ligaz enzimmel
vegeztem, majd a ligalasi reakcio termekével transzformaltam a klonozasra optimalizalt E. coli
XL1-Blue torzset. LB-agar taptalajon egysejt koldniakat izolaltam, majd ezeket inokulaltam

LB folyadékkulturaba. l1zolaltam a plazmid DNS-t, majd Sanger szekvenalas révén (Microsynth

crer

33



Ivan Réka Boglarka TDK dolgozat 2024

5.1.2. MBP-NST3 feherjék termelése és tisztitasa

Az MBP-NST3s570 és MBP-NST3s93 konstrukciokat kddold plazmidokat E. coli Rosetta (DE3)
sejtekbe transzforméaltam, majd, az egy éjszakan at 37°C-on razatott, 5 ml LB el6kulturabol 50
ml LB médiumot inokulaltam. Ezt addig rézattam 37°C-on, amig a kultra optikai denzitasa
(OD) elérte a 0,6-0,7 értéket. Ekkor 0,5 mM IPTG-t adtam a sejtekhez, majd a fehérjetermelést
16°C-on egy éjszakan &t razatéssal folytattam. Ezutan a sejteket centrifugaltam, majd el6zetes
feltaréast végeztem a Kisérletek és modszerek 4.2.2 fejezetében leirt protokoll alapjan. Mindkét
fehérje jelen volt a feltaras soran nyert feliiliszoban, igy nem valt sziikségessé a zarvanytestbol

torténd, denaturaciot is magaban foglalo fehérjetisztitas (13. abra).
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13. 4bra MBP-NST3 fehérjék probaexpresszidja és feltarasa. 570: MBP-NST3s70, 593: MBP-NST3se3. Fehérje
létra: GRS Protein Ladder Multicolor. A termelt fehérjék pozicidjat piros nyil jeldli. EIméleti molekulatémegek
(Protparam) MBP-NST3s70: 79,82 kDa, az MBP-NST3se3: 76,85 kDa.

A fehérjék termelését 500 mL LB kultura Iéptékben is elvégeztem, majd a feltaras utan nikkel
affinitas kromatografiaval tisztitottam (14. abra). Mindkeét fehérjét sikerilt j6 mennyiségben és

tisztasadgban kinyerni (15-18 mg), a tisztitas soran fehérje kicsapddast nem tapasztaltam.
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MBP-NST3,,, " MBP-NST3,g

14. dabra MBP-NST3s70 és MBP-NST3sg3 konstruktok termelése és tisztitasa. Fehérje létra: GRS Protein Ladder
Multicolor. A termelt fehérjék pozicidjat piros nyil jeldli. EIméleti molekulatémegek (Protparam) MBP-NST 3s7o:
79,82 kDa, az MBP-NST3s93: 76,85 kDa.

5.1.3. MBP-NST3 fehérjék vizsgalata

Termofluorimetria alapa héstabilitas mérés

Az MBP-NST fehérjék biokémiai jellemzésének eldkisérleteként ellendriztem a fehérjék helyes
feltekeredését és oldatbeli stabilitasat termofluorimetrids hdstabilitas mérés alapjan (Kisérletek
és modszerek 4.3.2). Meglep6 mddon mindkét fehérje minta esetén a kezdeti 25°C-0s
hémérsékleten varatlanul nagy fluoreszcencia intenzitas értékek adddtak, amit a hdmérséklet
emelésével a fluoreszcencia fokozatos csokkenése kovetett (15. &bra). Ezt a csokkend
tendenciat csak részlegesen enyhiti a kb. 45°C homérsékletnél lathato valla a gorbének, ami

arra utal, hogy a vizsgalat soran a fehérjék egy kisebb hanyadanak feltekeredése volt megfeleld.
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15. &bra MBP-NST3s70 €s MBP-NST 3s93 fehérjék termofluorimetrias gorbéi.
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Mindez a méresi korilmények kozt az MBP-NST feherjeknek csak részleges feltekeredéset,
vagy egy ‘molten globule’ tipusu allapotat sejteti, melyben a fehérje hidroféb magja jelentésen
destabilizalt allapotd. Noha a Xi és mtsai. kdzlemény alapjan [29] a szulfotranszferaz domén
N-terminalis roviditésével létrehozott valtozatat tartalmazé MBP-NST3s93 esetén nagyobb
héstabilitast vartam, nem tapasztaltam szdmottevd kiilonbséget a két vizsgalt MBP-NST3
fehérje kozott. A fehérjék korlatozott hdstabilitasat megerdsitette mintaik negyedoras
szobah6mérsékleten tarolasa kozben tapasztalt jelentés fehérje kicsapodas, ami magyarazatot

adhat a termofluorimetia gorbek magas kezdeti fluoreszcencia intenzitasara.

Heparin affinitds kromatografia

Az MBP-NSTS3 fehérjék hostabilitas problémaéja miatt tovabbi jellemzésiikh6z heparin affinitas
kromatografia vizsgéalatot valasztottam, mivel ezt az elvélasztast hiitott koriilmények kozott,
egy 5-10°C kozotti hdmérsékletet biztositd hiitdben elhelyezett AKTA FPLC késziiléken
tudtam végezni (Kisérletek és moddszerek 4.2.5). A heparin affinitds kromatogréafia
kationcser¢l6 tulajdonsaga révén egy gyakran hasznalt kiegészito 1épése a rekombinans fehérje
tisztitasi eljarasoknak. A heparan szulfatot modosit6 NDST enzimeknek emellett a heparin a
bioszintézis terméke ¢és egyben inhibitora, mely nagy affinitdssal képes kotddni a
rekombinansan termelt NDST1 enzimhez. [25] Mivel az NST3 HS kot6 képessége enzimatikus
funkcitjanak alapfeltétele, ezért a rekombinans NST3 fehérjék szelektiv adszorpcitja a heparin
oszlophoz alkalmas lehet indirekt médon a fehérje HS szubsztrat kotOhely funkcionalitdsanak
jellemzésére. A Ni-affinitds kromatogréafiaval tisztitott MBP-NST3s70 heparin affinitas
kromatogréafias vizsgalatakor a 20 mM Tris pH 8.0 150 mM NaCl mosé pufferbe dializalt
fehérje donté mennyisége kotddott az oszlophoz, majd arrél 150 mM — 2000 mM NaCl gradiens

eldcio soran ~356 mM sé koncentracional valt le (16. abra/A).

Az elvalasztas frakcioinak SDS-PAGE elemzése igazolta, hogy az ellcios csucs a
MBP- NST3s70 fehérje jelébdl adodott, a viszonylag hig eliicids fehérjeminta nem tartalmazott
lathato szennyez6t (16. dbra/B). Elképzelhetd, hogy ez a kisérlet a NST3s70 glikozaminoglikan
kolcsonhato képességére utal, ezt tovabbi kisérletekkel Iehetne igazolni, megvizsgalva az MBP

fehérje és az NST3 hatasat kiilon-kiilon a heparin oszlophoz kétédésben.
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16. bra MBP-NST3s70 heparin affinitds kromatografias vizsgélata. A) MBP-NST3s70 kromatogramja. B) MBP-
NST3s70 heparin affinitas kormatogréfia SDS-PAGE elemzése. MBP-NST3s70 Vart molekulamérete: 79,82 kDa.

A heparin affinitds kromatografids vizsgalat biztatdé lehet MBP-NST3s70 megfeleld
feltekeredésének feltételezeéséhez a kisérlet 6-10 °C-os hémérsékletén. Ugyanakkor az MBP-
NST3 fehérjék alapvetd hdstabilitasi korlatai 1ényegében megakadalyozzak tovabbi hatékony
enzimoldgiai jellemzésuket, mivel a szubsztrat kotés és enzim aktivitas mérésekhez jellemz6en
a fehérje szobahdmérsékleti vagy 37°C-0s inkubacioja szlikséges. Emiatt a tovabblépéshez Uj

NST3 fehérje konstrukciokat terveztem.
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5.1.4. Hostabilizalt NST3 fehérje tervezése
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17. abra Hdstabilizalt NST3 tervezésének folyamata. A Deng és mtsai altal [28] a PROSS szerver segitségével
tervezett és kisérletesen is tesztelt 15 mutaciot tartalmazd NST1 fehérje és az NST3 szekvencia és szerkezeti alapl
Osszevetése alapjan azonositottam egy 6t mutaciot tartalmazé NST3 varianst. A megjelenitett fehérje homolégia
modelleket AlphaFold3 szerver segitségével készitettem. A modellek narancs-kék szinskalaja az AlphaFold altal
josolt pLDDT (predicted local distance difference test) pontszamot jelzi, amely egy aminosav szintii szerkezeti
megbizhatdsag becslési érték a modell és egy kisérletes szerkezet egyezésére.

Az NST3 fehérje hdstabilizalt formajanak tervezésénél hasznat vehettem egy, a kutatomunkam
kdzben, 2024 tavaszan megjelent tanulmany eredményeinek [28]. E munka 6 célja egy E. coli
expresszios rendszerben termelt hdstabil NST1ss8.882 domén Iétrehozasa volt, melyet heparin
kemoenzimatikus el6allitasa soran egy hatékony enzim reagensként hasznositottak. A héstabil
NST1 tervezéséhez a PROSS szerver [27] altal javasolt, vélhet6en szerkezet stabilizald hatasa
fehérje pontmutaciokat azonositottak, majd ezek kiillonb6zd kombinacidinak hatdsat
kisérletesen vizsgaltak hostabilitdas és enzimaktivitds moddszerekkel. Ezt a fehérje
optimalizécios eljarast alkalmaztam az NST3 esetén is. Az NST3 mutaciok tervezéséhez nem
egy uj PROSS szerver futtatast inditottam, hanem az NST1 hdstabil format vettem alapul, mivel
az ebben eszk6zolt mutaciok kedvezo hatasa — az NST1 fehérje kontextusaban - kiserletesen is

igazolodott (17. &bra).

Az NST3 remélhetéen hostabilizalé mutacioinak kivalasztasakor ligyeltem arra, hogy kizarjam

az Osszes olyan NST1 mutéciot, mely az enzim HS és PAPS szubsztrat kotohelyén talalhato,
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mivel ezek kozvetlenul befolyasolhatjdk az enzim Kkatalitikus tulajdonsagait. Ennek
megvizsgalasdhoz a Deng és mtsai. cikkben leirt [28], 15 mutécidt tartalmazd NST1 feheérje
(NST1s5s-Mutl15) valamint a vad tipusd NST1 (NSTlssg-wt) és NST3 (NST3ssa9-wt)

szekvenciaillesztését valositottam meg (18. abra).

NST1_558_wt LQTLPPVQLAQKYFQIFSEEKDPLWQDPCEDKRHKDIWSKEKTCDRFPKLLIIGPQKTGT 618
NST1_558_Mut15 LQTLPPVQLAQKYFQIFSEEKDPLWQDPCEDKRHKDIWSKEKTCDRFPKLLIIGPQKTGT 618
NST3_549_wt LQTLPPVQLAHKYFELFPDQKDPLWQNPCDDKRHRDIWSKEKTCDRLPKFLVIGPQKTGT 609
dedkededededkededododk Ddkdede D Dok D dedededodede [ ook ks D dedededededededodkkok Dok Dok D dedkededekokokeok
A 4
NST1_558_wt TALYLFLGMHPDLSSNYPSSETFEEIQFFNGHNYHKGIDWYMEFFPIPSNTTSDFYFEKS 678
NST1_558_Mut15 TALYLFLIMHPDLSSNYPSIETFEEIQFFNGHNYHKGIDNYMIFFPIPSNTTSDFYFEKS 678
NST3_549_wt TALYLFLYMHPSILSNSPSPKTFEEVQFFNRNNYHRGIDWYMDFFPVPSNVTTDFLFEKS 669
dekdedkkkk dkdk, 1 kk ko Ddededodk Ddedkekk  Ddkededk D dededededok Dok Dk, D kk hkkk
NST1_558_wt ANYFDSEVAPRRAAALLPKAKVLTILINPADRAYSWYQHQRAHDDPVALKYTFHEVITAG 738
NST1_558_Mut15 ANYFDSEVAPRRAAALLPKAKEL TILINPADRAYSWYQHQRAHNDPVALKYTFHEVITAG 738
NST3_549_wt ANYFHSEEAPKRAASLVPKAKIITILIDPSDRAYSWYQHQRSHEDPAALKFSFYEVISAG 729
dekodede , dede dede Dodededk Dok Dokodkdede DD dedededk Dok Dokkededkedkdededededede Dok Dok, ook D Dk Dok D okok
A 4
NST1_558_wt SDASSKLRALQNRCLVPGWYATHIERWLSAYHANQILVLDGKLLRTEPAKVMDMVQKFLG 798
NST1_558_Mut15 DABSELRALQNRCLVPGWYATHIERWLSHYHANQILVLDGELLRTEPAKVMDMVQKFLG 798
NST3_549_wt RAPSELRALQKRCLVPGWYASHIERWLVYFPPFQLLIIDGQQLRTDPATVMDEVQKFLG 789
d % D dkedkededodk D dededodkokokokdodk [ dedededokek . Kk idkl Dkl dkdek Ik, kkk hkdkdkok
¥ %
NST1_558_wt VTNTIDYHKTLAFDPKKGFWCQLLEGGKTKCLGKSKGRKYPEMDLDSRAFLKDYYRDHNI 858
NST1_558_Mut15 VTNTIDYHKHLAFDPKKGFWCQLLEGGKTKCLGKSKGRKYPEMDEDSRAFLKDYYRDHNI 858
NST3_549_wt VLPHYNYSEJL TFDSHKGFWCQLLEEGKTKCLGKSKGRKYPPMDDSRTFLSSYYRDHNV 849
* T deldkk Dddkdkdededrdedede dkedkdkdkekkdkdededededededkk ek sk Dok, | dededededkedk D
NST1_558_wt ELSKLLYKMGQTLPTWLREDLQNTR+ 883
NST1_558_Mut15 ELSKLLYKMGQELPTWLREDLQNTR+ 883
NST3_549_wt ELSKLLHKLGQPLPSWLRQELQKVR* 874

dededededede Dk Dodede dede Dokkk D Dkl ek

18. abra NST1-NST3 szekvenciaillesztés az NST3 vélhetden hdstabilizalé mutdcidinak kivdlasztasdara. A
szekvenciaillesztést a Clustal Omega szerver segitségével végeztem, 6sszehasonlitva az NDST1 NST domént (558-
882 aminosavak, UniProt kod: P52848) az NDST3 NST domént (549-873 aminosavak, UniProt kdd: 095803)
valamint a Deng és mtsai. kozleményben leirt 15 hdstabilizalé mutdciot tartalmazé NSTI varidnst (NSTIsss-
Mutl5, [28]. Jeloltem az NSTI aktiv helyet felépité aminosavakat (forrds: Mycroft-West és mtsai.
S17/b dbra [24]), zolddel az NST1 mutacioit. Szirke szinnel latszanak azok az aminosavak, amik megegyeznek az
NST1 muténshan és az NST3-ban. Lila szinnel jeléltem a lehetséges mutagenezis helyeket az NST3 esetén.

Meglepé modon a tizendt NST1 pontmutacio koziil tiz esetben a mutacidval bevitt aminosavak
megegyeztek az NST3 szekvenciaban megfelelé helyen szereplé aminosavval (18. &bra, az
NST3 szekvencian szirke szinnel kiemelve). Emiatt csupan a maradék 0t aminosav esetén
vizsgaltam meg az NST1 mutagenezis alkalmazhatdsagat az NST3-ra. Az 6t mutacio egyike se
befolyésolta az NST3 HS és PAPS szubsztratkoté helyét, igy ezek kombinacidja elézetesen

alkalmasnak tlint az NST3 kisérletes modositasara (19. abra).
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19. abra. NST3s49-Mutb mutaciok elhelyezkedése az enzim aktiv helyéhez képest. A fehérje AlphaFold3 szerkezeti
modelljében a mutaciok helyét szin jeloli. A narancssargaval jelolt HS oktaszacharid és PAP szubsztrat
molekuldk a NST3ss-Mut5 szerkezetre illesztett homolég enzim, a HS 3-O-szulfotranszferdz-3 enzim
kristalyszerkezetébdl szarmaznak (PDB: 3UAN).

Az egyes mutaciok szerkezeti hatasat az NST3s49-Mut5 AlphaFold3 szerkezeti modellje alapjan
vizsgaltam (20. abra). Az 6t mutaciobol négy (P729D, E712N, S833E, A798H) a fehérje
felszini polaritds viszonyait valtoztatva modosithatja a hdstabilitast. Az 6todik mutacio, a
V6168 szerin oldallanca H hidat képezhet a hélix formaban vele szemben elhelyezked? tirozin
aminosavval, mely igy képes meghosszabbitani az a-hélix hidrogén-hid kétés rendszerét,

stabilizalva a hélix C-termindlis végét az ugynevezett helix capping jelenség révén.
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20. dbra. NST3 hdstablilizaciora tervezett pontmutdaciok szerkezeti hatdsa. Az 6t pontmutaciot tartalmazd NST3s4o-
Mut5 fehérje AlphaFold3 modelljét Pymol szoftverrel jelenitettem meg. Szirke gémbok jeldlik azokat az
aminosavakat, amik az NST1 esetén mutansok voltak, de az NST3 esetén az eredeti szekvenciaban is szerepeltek.

gbmbok jeldlik a lehetséges mutacidkat. A kdzeli nézetek az egyes aminosavak elhelyezkedését mutatjak. A
V616S szerin oldallanca a megjelenitett hidrogénhid kélcsdnhatéas kialakitasaval képes lehet stabilizalni az a-hélix
C-terminalis végét.
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5.1.5. GST-NST3 es GST-NST1 fehérjék eloallitasa

GST-NST3s49-Mutb és GST-NST 1s58-Mutl5 konstrukciok génszintézise

A megtervezett NST3s49-Mut5 fehérje eldallitasdhoz az expresszids plazmidot génszintézissel
rendeltiik meg a GeneUniversal cégtél. Ehhez a csoportunkban rendelkezésre allo E. coli
gazdara kodon optimalizalt human ndst3 gén NST3ss9.873 fehérjét kodolo szakaszaba a
megfeleld baziscserékkel megterveztem a feljebb ismertetett 6t helyspecifikus mutéaciot, majd
az igy modositott ndst3 génszakaszt pGEX-4T-1 vektor klonozési helyére illesztettem EcoRI-
Xhol hasitohelyek kozé. Igy a plazmidrol termelddé fehérje egy GST flizios fehérjét és trombin
hasitohelyet tartalmazott az NST3 szakasz el6tt (GST-NST3s49-Mut5) (21. abra/A, C). Ez az
elrendezés megfelelt a Deng és mtsai. [28] és Kakuta és mtsai. [26] emlitett NST1
tanulmanyokban termelt GST-NST fehérjéknek. A GST flzids cimke jelenléte segitheti a
fehérje feltekeredését, a trombin hasitéhely pedig a glutation affinitas kromatografia soran a
GST cimke hatékony eltavolitasat teszi lehet6vé. Az NST3ss-Muts 0sszehasonlitd
jellemzéséhez emellett pozitiv kontrollként megrendeltem az NST1 15 hdstabilizalé mutéciot
tartalmaz6 fehérjét kddolé [28] humén ndstl (CCDS adatbazis azonositd: CCDS34277.1)
génszakaszt, szintén pGEX-4T-1 vektor klonozasi helyre illesztve, melyr6l a GST-NST 1ssg-
Mutl5 fehérje termel6dhet (21. dbra/A, B).

GST-NST3s49 konstrukceio l1étrehozasa molekularis klonozassal

Az NST3 hostabilizal6 mutaciok hatdsanak ellendrzéséhez molekularis klonozassal
létrehoztam a GST-NST 3s49-Mut5-nek megfelelé méretii vad tipusit NST3 konstrukciot (GST-
NST3s49) (21. &bra/A, D). Ehhez primert terveztem (F1 Molekularis klonozashoz hasznalt
oligonukleotidok), majd PCR reakcio soran az E. coli-ra kodon optimalizalt huméan ndst3 génrdl
felszaporitott, majd EcoRI-HF és Xhol restrikcios endonukleaz enzimekkel emésztett inzertet,
illetve pGEX-4T-1 vektort ligaltam T4 ligaz hasznalataval, majd E. coli XL1-Blue sejtekbe
transzformalas utan kapott egysejt koldniakbdl plazmidot izolaltam. A plazmid inzert
régiojanak méretét EcoRI-HF+Xhol tesztemésztéssel ellendriztem, majd bazissorrendjét

Sanger szekvenalassal (Microsynth GmbH) igazoltam.
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21. &bra. GST-NST konstrukciok szerkezeti felépitése. A) GST-NST1sss-Mutl5, GST-NST3sse-Muts és GST-
NST3s49 konstrukciok sematikus rajza. Roviditések: GST=Glutation-S-Transzferaz, Thr=Trombin hasit6hely,
NST=N-szulfotranszferaz domén, NDaz=N-dezacetildz domén, CBM=Szénhidratkots domén. B) GST-NST lssg-
Mutl5 C) GST-NST3ss9-Mut5 és D) GST-NST3s49 konstruktok AlphaFold3 modelljei. A szerkezeti modellek
megjelenitésekor alkalmazott narancs-kék szinskala az AlphaFold altal josolt pLDDT (predicted local distance
difference test) pontszamot jelzi, amely egy aminosav szintii szerkezeti megbizhatosdag becslési érték a modell és
egy kisérletes szerkezet egyezésére. A molekulamodell egészének megbizhatésagat az AlphaFold altal jésolt pTM
(predicted template modelling) értékek is jellemzik.

Elozetes fehérjetermelés és tisztitas

A GST-NST1sss-Mutl5 €s GST-NST3s49-Mut5 konstrukciokat kédold plazmidokat E. coli
Rosetta (DE3) sejtekbe transzforméaltam, majd masnap 50 ml LB tapoldatot inokuldltam a
baktérium tenyészettel. 0,8-as OD elérése utdn 0,2 mM IPTG-t adtam a kultrakhoz, majd
22°C-on egy éjszakan keresztll termeltettem a fehérjéket. Masnap a sejteket centrifugaltam,
feltartam, majd glutation affinitds kromatogréafia révén tisztitottam (Kisérletek és mddszerek
4.2.1,4.2.2,4.2.4) (22. abra). Ennek soran a GST fuzios cimkét lehasitottam a fehérjérél 40
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Unit trombin enzim (Merck Millipore) segitségével. Az egy éjszakan &t végzett trombin hasitéas
esetén 6sszehasonlitottam a 4°C és 18 °C inkubacio hatasat. A 18°C-on végzett inkubacio soran
két tisztitott fehérje kdzll az NST3s49-Mut5 fehérje kicsapodasat tapasztaltam. Mivel 4°C-os
hasitas esetén mindkét NST fehérje kicsapodas nélkiil kinyerhetd volt, ezért a tovabbiakban ezt

a lépést 4°C-on vegeztem.

kDa

75
. 63

”' - ~—--— a8

1

22. dbra GST-NST1lsss-Mutl5, GST-NST3s49-Mutb fehérjetisztitas SDS-PAGE elemzése. 4°C/18°C elucid: az NST
eluciot megel6zd trombin hasitas inkubdcios homérsékletére utal. Piros nyil jeloli a fehérjéket, melyeknek
Protparam szerver hasznalataval szamolt elméleti molekulatémege GST-NST3s49-Mut5: 38,63 kDa, illetve GST-
NST1sss-Mutl5: 38,55 kDa. GRS Protein Ladder Multicolort hasznéltam létraként.

Nagyobb léptékii fehérjetermelés és tisztitas eredményei

Ezutan 500 ml LB kultdra 1éptékben termeltem és tisztitottam a GST-NST1sss-Mutl15, GST-
NST3s49-Mutb és GST-NST3s49 fehérjéket az elébbiekben ismertetett eljaras soran. A tisztitas
a méretnovelt 1éptékben nem sikeriilt megfeleléen, aminek feltételezhetd oka a glutation oszlop
nem elégséges mosdsa volt a trombin hasitast megel6zéen. Az NST1/3 fehérjéket emiatt
szennyezokkel egyiitt mostam le az oszloprol (23. &bra), mely soran szembetlind volt az

NST3s49 masik két fehérjénél jelentdsen kisebb termelési hatékonysaga.
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23. dbra GST-NST1/3 fehérjek 500 ml-es léptékii fehérje tisztitasa. Piros nyil jeldli a fehérjeket, melyeknek
Protparam szerver hasznalataval szamolt elméleti molekulatémege NST3s49: 38,53 kDa, NST1sss-Mutl5: 38,55
kDa, illetve NST3s49-Mut5: 38,63 kDa. Az NST3sa9-Mut5 pellet mintavétel nem sikeriilt megfelelGen, feltehetden
emiatt nem lathato fehérje abban a savban. A csillaggal jel6lt frakcidkat egyesitettem az egyes konstruktok esetén,
majd ezekkel dolgoztam tovabb. GRS Protein Ladder Multicolort hasznaltam létraként.

5.1.6. NST3 és NST1 fehérjék vizsgalata

Heparin affinitas kromatografia

Annak érdekében, hogy az 0j fehérjéket megfeleld tisztasdgban tudjam hasznalni, heparin
affinitas kromatogréafiat alkalmaztam, kihasznalva, hogy korabbi kisérleteim sordn az MBP-
NST3 specifikusan k6t6dott a heparin oszlophoz (16. abra). Az NST1/3 fehérje mintékat a
glutation affinitds kromatografia eljaras soran 300 mM NaCl tartalma pufferrel mostam a
glutation gyantarél, emiatt a hatékony heparin affinitds kromatogréfias tisztitas
elokésziileteként a mintakat egy éjszakan at dializaltam 4°C-on 20 mM Tris pH 8.0 150 mM
NaCl puffer hasznalataval. A heparin kromatogréafias elvalasztas sord&n mindharom NST1/3
fehérje kotddott a heparin oszlophoz és arrol a sdoldat koncentracio gradiens novelésével (150
mM-tdl 1 M-ig) valt le. Az SDS-PAGE elemzés alapjan az egyes NST fehérjék eltcidja 340-
405 mM NaCl koncentracional kovetkezett be (24. abra) (2. téblazat). Hasonld
sokoncentracional valt le a MBP-NST3s70 fehérje is a heparin oszloprdl (2. tablazat).
Mindharom NST fehérje esetén az eredeti mintdban jelen levd szennyezdk tobbségét
eltavolitottam, igy a maddszert sikeresen alkalmaztam fehérje tisztitasra. Az egyes fehérjék

csillag jellel megjeldlt frakcioit egyesitettem és ezeket hasznaltam a tovabbi vizsgalatokhoz.
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24. abra. NST fehérjék heparin affinitds kromatografias tisztitasa és vizsgalata. A) NST3s49 kromatogram, B)
NST3s49 heparin tisztitas utdni SDS-PAGE elemzése, C) NST3s49-Muts kromatogram, D) NST3s4s-Mut5 heparin
tisztitas utani SDS-PAGE elemzés E) NST1sss-Mutl5 kromatogram, F) NST 1sss-Mutl15 heparin tisztitas utani SDS-
PAGE elemzés. Piros nyil jeléli minden esetben a célfehérjét, és csillaggal jeloltem azokat a frakcidkat, amiket
tovabbvittem a kovetkezé vizsgalatokhoz. A mosas 150 mM NaCl (Vezetéképesség=18 mS/cm) koncentraciot
tartalmazé ‘A’ mosé pufferrel tortént, majd a ségradiens 40 perc alatt emelkedett 1000 mM NaCl koncentrécioig
(VezetSképesség=95 mS/cm). A méréseket AKTA-FPLC miiszerrel végeztem ~ 6-10°C-on. GRS Protein Ladder

Multicolort hasznaltam fehérje létraként az SDS-PAGE gélen.
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Vezetoképesség [mS/cm] NaCl koncentracio [mM]
MBP-NST3s70 36,66 356
NST 3549 41,03 404
NST3s49-Mut5 35,54 344
NST1ss8-Mutl5 35,93 348

2. tablazat: Elédllitott NST domének ségradiens hatdsara torténd elucioja.

Termofluorimetrias hostabilitas mérés

A heparin affinitds kromatografia soran tisztitott NST3s49, NST3s49-Mut5 és NST1s58-Mutl5
konstruktok héstabilitasat az MBP-NST3 fehérjéknél mar alkalmazott (Eredmények és

értékelésuk 5.1.3) termofluorimetria modszerrel vizsgaltam a Kisérletek és mddszerek 4.3.2

fejezetben leirtak alapjan (25. &bra). A fehérjék olvadasi hdmérsékletét (Tm) a fluoreszcencia-

homérséklet gorbék (25. dbra/A) negativ derivaltjanak (25. abra/B) minimum értékéhez tartozd

hémérséklet leolvasasaval allapitottam meg. Harom parhuzamos mérést végeztem.
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25. &bra: Az NST1sss-Mutl15, NST3s49-Mut5, NST3sag fehérjék héstabilitas mérése termofluorimetrias mddszerrel.
A) A vizsgalt fehérjék fluoreszcencia-hdmérséklet termofluorimetria gorbéi. B) A fluoreszcencia-hdmérséklet

gorbék negativ derivaltja.

Fehérje konstrukcid

Olvadasi homérséklet (Tm) [°C]

NST1s555-Mut15 56,5+0,0
NST3549-Mut5 482 +0,3
NST 3549 433+0,6

3. tablazat: NST fehérjék olvadasi hémerséklete termofluorimetrias hdstabilitas mérés soran.
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Az egyes fehérjék termofluorimetria gorbéi jelentésen eltérd jelleget mutattak. Az NST3s49
fehérje gorbéje a kordbban vizsgalt MBP-NST fehérjék gorbéihez hasonldan (15. abra) magas
kezdeti fluoreszcenciat mutatott, azonban az NST3s49 esetén a Tm legaldbb meghatarozhato
volt. Az NST3s49-Mut5 fehérje esetén a jol feltekeredett fehérjék termofluorimetria gérbéjéhez
sokkal hasonlébb eredményt kaptam. E fehérje olvadaspontja 4,9°C-kal magasabb, mint a vad
tipusé, igy az 6t pontmutacioé egyiittesen szamottevéen megndvelte a fehérje hostabilitasat. A
Deng és mtsai. cikkben [28] hdstabilitasra optimalizalt NST1sse-Mutl5 fehérje olvadasi
homérséklete 8,3°C-kal haladta meg a NST3ss-Mut5 fehérje értékét (3. tablazat).
Osszességében mindharom fehérje forma stabilabbnak tiinik a kordbban kiprobalt MBP-NST3
konstruktoknal. Ebben kozrejatszhat az MBP helyett GST fuzids fehérje hasznélata, a
konstrukthatarok véltoztatasa, valamint a termelés korilményeinek valtoztatasa is. Egyértelmii
kovetkeztetés ugyanakkor nem vonhat6 le ebbdl a kisérletbdl, hogy ezen hatasok koziil melyik
okozza a jobb hdstabilitast. A hdstabilitadsi mutaciok az NST3 esetén sikeresnek bizonyultak,
igy az NST3ss-Mut5 fehérje alkalmas lehet tovabbi N-szulfotranszferaz enzimatikus

vizsgalatok elvégzésére.

5.2. Enzimaktivitas vizsgalatok

5.2.1. Enzimaktivitds méreés elve

A NST fehérjék N-szulfotranszferaz aktivitasat egy irodalomban leirt, csatolt fluorimetrias
enzim aktivitas modszer alapjan vizsgaltam. [24], [31] A reakciéhoz a csoportunkban
rendelkezésre all6 dezacetilalt heparozan poliszacharid szolgalt az NST szubsztratjaként
(Kiserletek és mddszerek 4.3.3). Az NDST N-szulfotranszferaz aktivitdsa soran szulféat
donorként a 3’°-foszfoadenozil-5’-foszfoszulfat (PAPS) nukleotid kofaktort hasznalja, melybol
a reakcié soran 3’-foszfoadenozil-5’-foszfat (PAP) keletkezik. A kapcsolt reakcidban egy
arilszulfotranszferaz segedenzim visszaalakitja a PAP molekulat az eredeti PAPS allapotba,
mikozben a fluorogén 4-metil-umbelliferil-szulfatrol (4-MUS) veszi le a szulfat csoportot,

melybdl a fluoreszcens 4-metil-umbelliferon (4-MU) keletkezik (26. abra).
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26. &bra: Kapcsolt fluorimetrias N-szulfotranszferdz enzimaktivitas mérés elve

A csatolt enzim reakcié adaptalasdhoz szamos kontroll vizsgalatot végeztem. A 4-MU
fluoreszcencia koncentracio fliggését egy hét pontos, felezd higitas kalibracidval vizsgaltam. A
vizsgalt 0-10 uM tartomanyban a 4-MU fluoreszcencia jele egyenesen aranyos volt az oldatbeli
koncentracioval (27. abra). A linearis regressziobdl kapott meredekséget hasznéltam a

tovabbiakban az enzimaktivitas jellemzésére.
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27. abra. 4-metil-umbelliferon (4-MU) fluorimetrias jelének kalibracidja. A mérés soran 3 parhuzamost mértem
végpontméréssel 37°C-os inkubacio mellett, majd ezek atlagat vettem, és azt dbrazoltam.

48



Ivan Réka Boglarka TDK dolgozat 2024

5.2.2. Arilszulfotranszferaz segédenzim kivalasztasa

Az arilszulfotranszferdz segédenzim az aktivitdas mérés modszer kulcsreagense, mellyel
szemben alapvetd elvards volt, hogy a csatolt enzim rendszerben 1étrehozott fluoreszcencia
novekedés jel valoban az NST reakcidohoz legyen kothetd. Emellett a segédenzim minél
nagyobb NST-hez viszonyitott aktivitisa elényds a csatolt enzim reakcid soran. Az
irodalomban patkéany arilszulfotranszferaz enzimet hasznaltak az NDST vagy NST reakciok
segédenzimeként. [24],[31] Ezt az enzimet egyardant emlitik SULT1AL, illetve
Arylsulfotransferase 1V (ASTIV) neveken. Ez az enzim reverzibilis miikkddése soran a
szulfotranszferaz reakciéo mindkét iranyba torténd lejatszodasat (PAP—PAPS és PAPS —PAP)
lehetévé teheti. Az egyik alkalmazott segédenzim forma a SULT1A1-K65E/R68G volt, mely
két mutécidja révén a szulfat transzfer reakcidban a PAP —PAPS atalakitas valt preferaltta,
[32] igy 4-MUS szulfat donor jelenlétében a PAPS visszaalakitasara volt hasznalhato a csatolt
enzim reakcioban [31] (26. bra). Az arilszulfotranszferaz masik formajat az NST1 héstabilizalt
mutanst leir6 Deng és mtsai. cikk [28] emlitette. Az enzim aktivitdsdnak megndveléséhez
harmincoét helyen hoztak l1étre pontmutaciot és MBP fuzids fehérje forméban allitottak eld. Az
eredeti kozleményekben hasznalt megjeloléseket kovetve erre a két enzim formara a
tovabbiakban SULT1A1-K65E/R68G, illetve MBP-ASTIV-Mut35 nevekkel hivatkozom.

Mindkét  arilszulfotranszferdz  enzimet  elddllitottam, majd  Osszehasonlitottam
alkalmazhatdsadgukat az NST enzimaktivitds mérés soran. A SULT1A1-K65E/R68G enzim
PET-19b expresszios plazmidja csoportunkban rendelkezésre allt, génszintézise az Atienza és
mtsai. leirasat kovette [31]. A plazmidot E. coli Rosetta (DE3) sejtekbe transzformaltam, majd
500 ml LB inokulalasat kovetéen a kultira OD=0,6 optikai denzitas elérésekor 1 mM IPTG
hozzaadasaval indukaltam a fehérjetermelést. A fehérjetermelés egy éjszakan at zajlott 16 °C-
on. A fehérje tisztitasat Ni-NTA oszlopon végeztem (28. abra/A). A kisérletek soran megfeleld

mennyiségll (12 mg) és tisztasagl enzim mintat nyertem.

Az MBP-ASTIV-Mut35 esetén a plazmidot a Deng és mtsai. cikknek [28] megfeleléen pMAL-
c5-x expresszios vektorban rendeltiik génszintézissel a GeneUniversal cégtdl témavezetdémmel
kdzosen. A beérkezett plazmiddal E. coli Origami B (DE3) torzset transzformaltam, majd 500
ml LB inokulélasat kdvetéen a kultira OD=0,8 optikai denzitas elérésekor 0,2 mM IPTG
hozzdadasaval indukaltam a fehérjetermelést, mely 20 oran at 22°C-on tortéent. Az MBP-
ASTIV-Mut35 fehérjét is eredményesen tisztitottam Ni-NTA oszlopon (28. abra/B).
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28. dbra: A) SULT1A1-K65E/R68G és B) MBP-ASTIV-Mut35 fehérje tisztitasa Ni-NTA oszlopon. Roviditések: 10-
20-40-250 mM koncentraciok mind az oldat imidazol tartalmara vonatkoznak. Piros nyil jeléli a fehérjék méretét:
36,57 kDa (SULT1A1-K65E/R68G), 79,40 kDa (MBP-ASTIV-Mut35).

Mindkét arilszulfotranszferaz esetén kiprobaltam a segédenzim reakcidjat, 1 uM enzim
mennyiséget alkalmazva és a PAP (SULT1A1 szubsztrat) koncentraciot 0-20 uM tartomanyban
valtoztatva (Kiserletek és modszerek 4.3.3-as fejezet). A kiértékelés soran a kinetikai gorbékbdol

kivontam az arilszulfotranszferaz enzim nélkuli kontroll jelét.

A SULT1A1-K65E/R68G vizsgalatakor fluoreszcencia ndvekedést csak PAP hozzaadasakor
tapasztaltam (29. dbra/A), azonban az MBP-ASTIV-Mut35 enzim reakcidja esetén 0 uM PAP
koncentracio mellett is jelentds fluoreszcencia ndovekedés adodott, amelyet aranyosan kisebb
mértékben novelt a PAP jelenléte (29. abra/B). A PAP nélkili fluoreszcencia ndvekedes
vélhetden a segédenzim kivant szulfotranszferaz aktivitasa (29. &bra/C) helyett 4-MUS
szulfohidrolaz aktivitasat jelezheti (29. abra/D). Mindez jelentds hattérjelet és hibat okozhat az
N-szulfotranszferaz csatolt enzim reakcid soran. Emiatt a két vizsgalt arilszulfotranszferaz
kozul a hidrolaz hatast nem mutaté SULT1A1-K65E/R68G enzimet hasznaltam enzimaktivitas

vizsgalatokhoz.
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29. &bra: Arilszulfotranszferdz segédenzimek reakcidja és aktivitdsmérése. A) SULT1A1-K65E/R68G enzim
aktivitasa kiilonbéz6 PAP koncentraciok esetén. B) MBP-ASTIV-Mut35 enzim aktivitasa kiilonbozé PAP
koncentraciok esetén. C) Segédenzim kapcsolt szulfotranszferaz reakcidja D) Segédenzim szulfohidrolaz
reakcioja.

5.2.3. N-szulfotranszferaz konstrukciok enzimaktivitas vizsgalata

A kapcsolt enzimaktivitds modszer fontos feltétele, hogy a fluorimetrias jel valoban az N-
szulfotranszferaz mitkkodését jellemezze. Ehhez a mérési koriilmények kozt a segédenzim
gyorsabb milkddésének biztositdsdra van sziikség, hogy az NST enzim katalizalhassa a
sebességmeghatdrozd 1épést. A sebességmeghatarozd 1€pés kisérletes ellendrzésére
megvizsgaltam, hogy ugyanakkora segédenzim mennyiség esetén, az NST koncentracio
novelésének hatasara hogyan valtozik az aktivitds. Amennyiben a SULT1A1-K65E/R68G
reakcidja a sebességmeghatarozo Iépés, az aktivitasa a két mérési pontnak nem fog valtozni,
azonban ha a segédenzim gyorsabb, az NST koncentracio kétszeres novelésével a sebesséqg is
aranyosan né. Rogzitett 4 UM SULT1A1-K65E/R68G segédenzim és 20 uM PAPS kofaktor
mellett elvégeztem a csatolt enzim reakciot 0,2 pM, illetve 0,4 UM NST3s49-Mutb
hasznalataval. A kiértékelés soran kivontam a megfelelé6 NST nélkiili kontrollokat a kinetikai

gorbékbdl, a kezdeti fluoreszcencia értékek kivondsa utan, majd a linearis szakaszokra egyenest
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illesztettem. A 0,4 UM NST3s49-Mut5 kortilmény esetén az egyenes meredeksége kb. 1,5-szer
nagyobbnak adddott (30. dbra). Mindez igazolja, hogy a vizsgalt korilmények kozt az NST3
enzim reakcioja legalabb részlegesen sebességmeghatarozo jellegli. A vizsgalt rendszerben a
reakciosebesség NST koncentracioval azonos mértékli novekedését korlatozhatja, hogy nem
teljestil a Michaelis-Menten kinetika azon alapfeltétele, hogy az enzim szubsztrathoz képest
elhanyagolhat6 mennyiségben van jelen. A tovabbi kisérleteket 3 uM SULT1A1-K65E/R68G
és 0,1 UM NST1/3 hasznélataval végeztem.
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30. abra: Sebességmeghatarozé Iépés vizsgalata az enzim aktivitds mérés soran. NST3s4-Mut5: 0,2 és 0,4 uM
mennyiségének hatdsa 4 pM SULT1AL1-K65E/R68G segédenzim, 4 mM 4-MUS, 20 pM PAPS, és 0,6 mg/ml
dezacetilélt heparozan tartalmud reakciokban.

A kapcsolt enzimreakcio koriilményeinek bedllitdsa utdn megvizsgaltam az NST3s49, NST3549-
Mut5 és NST1sss-Mutl5 enzimek aktivitdsdnak PAPS koncentracio fliggését 0.6 mg/ml N-
dezacetilalt heparozan jelenlétében, két parhuzamos mérést vegezve a Kisérletek és modszerek

4.3.3 fejezetben leirt eljarast kdvetve (31. abra).
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31. dbra: Az N-szulfotranszferaz konstruktok enzimaktivitas mérése. A bal oldali oszlopban talalhatéak a kinetikai
gorbék mindhdarom konstrukt esetén (4,C,F), a kozépsd oszlopban azok a gérbék, amik az origobdl indulnak, és ki
van beldliik vonva az NST mentes kontroll (B,D,G), a jobb szélsd oszlopban pedig a meredekségekbdl szamitott
fajlagos sebesség alapjan a Michaelis-Menten gorbék a szubsztrat koncentracio figgvényében. Az NST3s49
konstrukt esetén a goérbék alapjan nem lehetett fajlagos sebességet értelmezni.

Fehérje Vmax latsz. [NM/min/pg enzim] Km, 1atsz. [MM] Ki, 1atsz. [UM]
NST3s549-Mut5 11+7,2 1,543,2 56+118
NST1s58-Mut15 710+39 9,8+7,1 15,0+15,5

4. tdblazat: Nem-linearis illesztés alapjan latszolagos Michaelis-Menten kinetikai allandok

A 31. abra alapjan az eredeti kinetikai gorbék (A,C,F) mindegyikén megfigyelhetd

fluoreszcencia csokkenés hatdsa. Ennek feltételezett oka a 4-MU vagy a 4-MUS

mennyiségének csokkenése az oldatban, melyet okozhat e reagensek kicsapddasa, vagy foto-

destrukcioja az inkubacio soran. E hatast az eredeti kinetikai gorbék NST mentes, 20 uM PAPS

kofaktort tartalmazo kontroll kivonéasaval probaltam eliminalni a kiértékelés soran. A kivonas
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utan a kezd6 fluoreszcencia értékek 0-ba eltolaséval kaptam normalizélt kinetikai gorbéket (31.
abra/B,D,G). Az ekkor kapott gorbék vizsgéalatakor, a B &bra (NST3 vad) esetén a
fluoreszcencia eértékek latszolagos csokkenéset tapasztaltam. Mindez a PAPS szubsztrat
inhibicidjanak erdteljes hatasat mutatta. Itt valt szembetiindvé, hogy a PAPS koncentracio
hatasadt nem vettem figyelembe a kontroll kivonasakor, hiszen mindig a 20 pM PAPS
reakcidhoz tartoz6 NST mentes kontrollt hasznaltam a kivonéashoz, ami egy PAPS koncentracio
fliggd torzitast adott a kiértékelés soran. A tovabbiakban sziikségszerli lesz az egyes mérési
pontokbol a megfelel6 PAPS koncentraciot tartalmazo NST mentes kontroll kivonasa a korrekt

kiértékeléshez.

Az enzimek Michaelis-Menten gorbéinek abrézolasa (31. bra/E,H) sorén a vad tipust enzim
(NST3s49) esetében az adatok alapjan nem voltak meghatarozhatok a kinetikai paraméterek,
amit az enzim limitélt stabilitasa, valamint a mérés soran emlitett torzitasok okozhattak. Az
NST1s53-Mutl5 és NST3s40-Muts enzimek aktivitasat szubsztrat inhibicios kinetikai modell
illesztésével jellemeztem, ahol az NST1ss8-Mutl5 esetén nem vettem figyelembe a 25, 35 uM
PAPS koncentracio mérési pontokat, a tapasztalt markans szubsztrat inhibicios jelleg miatt. (31.
abra, 4. tblazat). Noha az eredmények értelmezését korlatozza a kontroll valasztas problémaéja
¢s szubsztrat inhibicio, egyértelmiinek latszik az NST3s49-Mutb enzim aktivitasa, melynél t6bb
tizszer nagyobb lehet az NST1ss3-Mutl5 aktivitasa. Mindez ugyanakkor 6sszhangban van az

egér NDST1 és NDST3 izoenzimek kordbban meghatarozott szulfotranszferaz aktivitasainak

=z 7
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6. Osszefoglalas

6.1. Modszerfejlesztés az NST3 domeén rekombinans
cloallitasara

Kutatdémunkam célja a heparan szulfat bioszintézis egy kulcsenzimének, a bifunkcios heparan
szulfat N-dezacetilaz/N-szulfotranszferaz 3 (NDST3) enzim N-szulfotranszferdz doménjének
(NST3) rekombinans eldallitasa és biokémiai jellemzése volt. Munkdm soran tampontot
jelentettek az NDST1 enzim NST1 doménjének irodalomban leirt korabbi termelései E. coli

expresszios rendszerben, az NST3 fehérje elballitasa soran ezen eljarasok alkalmazhatosagat

prébaltam Ki.

Kutatdsom sorén kialakitottam egy olyan fehérje termelési eljarast, mely révén héstabil és
enzimatikusan aktiv . NDST3 szulfotranszferazt tudtam létrehozni E. coli expresszios
rendszerben. E folyamat szamos lépésénél sikeresen alkalmaztam mddszerfejlesztési
lehetdségeket. A fehérje konstrukcid tervezése soran megvizsgaltam az NST3 domén
hatarainak, valamint kiilonboz6 fuziés fehérjék valtoztatasanak hatasat a rekombinans fehérje
termelésre. Az NST3 rekombinans elGallitasa sikeres volt mindharom vizsgalt N-terminélis
domen hatar esetén (NST3s49-873, NST3570-873, NST3593-873), amit vélhetden nagyban elésegitett
a hozzajuk fazionalt Hise-MBP és GST fehérjék hatasa. E fuzids fehérjék a sejtfeltarast kovetd
affinitas kromatografias tisztitds modjat is meghatéaroztak, a Ni- NTA, illetve glutation oszlopos
elvalasztasok a vartnak megfelelden egyarant jol bevalt és hatékony mddszereknek bizonyultak.
A glutation oszlopos tisztitas soran egy jelentds eldnyként azonositottam a gyantan megkotott
GST-NST3 fehérje trombin proteolitikus hasitasanak lehet6ségét, mely a fuzios fehérje
hatékony eltavolitasat is eredményezte az affinitds kromatogréafias tisztitds soran. A GST és
MBP fuziés fehérjék egyarant elésegitik a rekombinans fehérjetermelést E. coli expresszios
rendszerben, megndvelve a termelt fehérje oldhatdsagat es a termelési hozamot. [34] A fzios
fehérjék aggregaciot megakadalyoz6 hatdsa azonban esetenként Ggy stabilizalhatja a termelt
fehérjét oldhato allapotban, hogy a jol feltekeredett fuzids fehérjét egy szerkezeti instabilitassal
rendelkez6 célfehérje szakasz koOvethet, mintegy ‘oldhatd aggregatum’ formaban. [35]
Vizsgalataim alapjan ez a hatas valdsziniisitheté az MBP-NST3 konstruktok esetén is, melyre
a tisztitott fehérjék limitalt oldatbeli stabilitasa, hostabilitasa (Eredmények és értékelésiik 5.1.3)

utal.
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A fehérje termelés és tisztitas szamos Iépesének optimalizécidja javithatna a célfehérje oldatbeli
stabilitasat, ideértve az alkalmazott pufferek Osszetételét, illetve a Hiss-MBP-NST3 fehérje
amiloz affinitas kromatografia alapu tisztitasat, mely soran az elaciot végzo 10-20 mM maltoz
varhatoan kevéssé zavarja a fehérje oldatbeli stabilitasat, mint a Ni-NTA eluciokor alkalmazott
250 mM imidazol. Kutatdmunkam soran azonban ezeket az optimalizacios lehetdségeket nem
vizsgéltam, ehelyett varhatdan stabilizalé szerkezeti hatasu helyspecifikus mutaciokat

terveztem hdstabil és enzimatikusan aktiv GST-NST 3s549-Mutb létrehozasara.

6.2. NST3/NST1 szulfotranszferazok elozetes
Osszehasonlito vizsgalata

A NST3 enzimatikusan vizsgalhatd formdjanak eldallitdsdhoz egy friss irodalmi analogiat
kovetve [28], NST1-3 szekvencia és szerkezeti modell 6sszehasonlitasok alapjan terveztem egy
0t mutaciot tartalmazé6 GST-NST3ss9-Muts fehérje format. Az NST3 szulfotranszferaz
mikodésének jellemzéséhez ezt a reagenst egy, a fenti kozleményben leirt, hdstabilizald
mutaciokat tartalmazd GST-NST1ssg-mutl5 konstrukcioval hasonlitottam ossze. Az NST3
héstabilizald mutaciok hatasanak értelmezéséhez eldallitottam tovabba a GST-NST3s49 eredeti
fehérje format is. Mindharom fehérje forma rekombinans termelése sikeres volt, a GST-

NST3s49 esetén azonban jelentdsen kisebb fehérje mennyiség keletkezett.

A termofluorimetrias mérések az NST3s49 limitalt oldatbeli stabilitdsval szemben NST3s49-
Mut5 megfeleld hdstabilitasat jelezték, ami a pontmutdcio tervezési stratégia hatékonysagat
mutatja. Az NST fehérjék heparin affinitds kromatogréafias vizsgalatai alkalmasak voltak a
fehérje preparatum hatékony tisztitdsara, valamint a fehérjék heparin inhibitor kotését is
igazoltak. Végul reagens és reakcio kortilmény optimalizaciok utan sikeresen alkalmaztam egy
csatolt fluorimetrids enzimaktivitas modszert a héstabilizalt NST3s49-Mutb és NST 1s55s-Mutl15
fehérjék aktivitasanak jellemzésére. Méréseim alapjan az NST1sss-Mutl5 tobb tizszeres
aktivitassal rendelkezett az NST3s40-mut5 fehérjéhez képest, ami megfelel az irodalomban
szerepld aktivitds aranynak. Az enzimaktivitds mérés a jovoben tovabbi 1épésekkel javithato,
ugymint a megfeleld kontroll haszndlata minden mérési pontban, valamint a szubsztrat

koncentracio tartomany csokkentése a mérés soran.
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6.3. Tovabbi kutatasi tervek

Az NST fehérje eldallitasa és a bemutatott eldzetes biokémiai vizsgélatok a dolgozatban vazolt
szlikséges optimalizacios l1épések figyelembevételével egy olyan dsszetett kisérletes elrendezés
gerincét adjak, mely a vizsgalt NST enzimekre hatékony eldallitasi és tisztitdsi modszereket
biztosithat. A folyamaton belul kulcsfontossaggal bir a fehérje tervezés lépese, ahol a
héstabilizaciot célzo, de a szubsztratkotés és enzimatikus hatékonysagot kozvetleniil nem
befoly&sol6 mutaciok alkalmazésa képes lehet korrigalni a nem megfelel6 fehérjetermelés,
¢s/vagy oldatbeli stabilitds okozta sziik keresztmetszeteket a fehérje eldallitas soran. Ezen
jellemzdk alapjan a kisérleteim soran optimalizalt eljaras jo eséllyel lehetdséget biztosithat az
NST2, NST4 enzim domének eldallitasara is, és igy a négy human NDST szulfotranszferaz

aktivités atfogo vizsgalatara.

Az eléallitott NST3s49-mut5 fehérje alkalmas tovabbi szerkezeti és funkciondlis vizsgalatokra,
igy a jovoben kristalyositani tervezem, majd sikeres fehérje egykristaly ndvekedés esetén
szerkezetét rontgenkrisztallografia alapjan tervezem meghatarozni. Az enzim-szubsztrat kotés
erosségenek felderitésehez szubsztratkotés vizsgalatokat is szeretnék végezni, izotermalis
titracios kalorimetria (ITC) vagy bioréteg interferometria (BLI) segitségével. Az NST fehérjék
eldallitasa és eldzetes biokémiai vizsgalata szempontjabdl meghatarozo kutatasaim lehetéve
tehetik az NST3 és NST1 szulfotranszferaz aktivitas kilonbségek molekularis hatterének
részletesebb vizsgalatat. Az Irodalmi attekintés 2.4.3 fejezete alapjan, az NST3
K629E/P732S/E734K kombinalt helyspecifikus mutaciot tartalmazo6 forméjat a jelen dolgozat
eredményei okadn érdemesnek tartom elballitani, majd jellemezni enzimatikus aktivitasat és HS
szubsztrat kotd képességét. Ezen mutans tulajdonsagainak dsszehasonlitasa a vad tipusu aktiv
hellyel rendelkezd hdstabil konstrukcioval fontos informaciokkal szolgalhat az NDST1/3

enzimek szulfotranszferdz aktivitasanak értelmezéséhez.
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Flggelék
F1 Molekularis klénozashoz hasznalt oligonukleotidok

NEV 5°-3° SZEKVENCIA FEHERJE
KONSTRUKCIO

P265_ST_D570_NOT1_FOR gatcGCGGCCGCgaccctctgtggcagaaccccty MBP-NST 3570

P266_ST_R873_ECORI_REV gatcGAATTCtcatctcactttctgcagcetcctgecte MBP-NST 3579

P284_NST3_594R_NOT1_FOR | gtacGCGGCCGCcgtctgccgaaattcctggttattggtc MBP-NST 3503

P285_ST_R873_ECORI_REV gatcGAATTCttattaacgcactttctgcagttcctgacg MBP-NST 3593

GST-NST3WT FOR cagtGAATTCctgcagaccctgeegec GST-NST 3549

P274_NST3_873_XHO REV attgCTCGAGttattaacgcactttctgcagttcctgacgcag GST-NST 3549

F1 tablazat A molekularis klénozashoz hasznalt DNS oligonukleotidok.

F2 Termelt fehérjék aminosav szekvenciai

A fehérjeszekvencidk jeldlése soran a vastag betiik mutatjak a célfehérjét, az alahtizott betiik

az ehhez kapcsolddo fuzids fehérjét, a dolt betiik pedig az egyéb fontos molekula részleteket,
pédaul His-tag, vagy TEV proteaz hasitohely.

F2.1. MBP-NST3s70

MKIHHHHHHEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQ
VAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAY
PIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMENLQEPYFTWPLIAAD
GGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAENK
GETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTEKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELA
KEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELVKDPRIAATMENAQKGEIMPNI
POMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGENLYFQ
MLMGGRDPLWQNPCDDKRHRDIWSKEKTCDRLPKFLVIGPQKTGTTALYLFLV
MHPSILSNSPSPKTFEEVQFFNRNNYHRGIDWYMDFFPVPSNVTTDFLFEKSANY
FHSEEAPKRAASLVPKAKIITILIDPSDRAYSWYQHQRSHEDPAALKFSFYEVISA
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GPRAPSELRALQKRCLVPGWYASHIERWLVYFPPFQLLIIDGQQLRTDPATVMD
EVOKFLGVLPHYNYSEALTFDSHKGFWCQLLEEGKTKCLGKSKGRKYPPMDSD
SRTFLSSYYRDHNVELSKLLHKLGQPLPSWLRQELQKVR

F2.2. MBP-NST 3593

MKIHHHHHHEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQ
VAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAY
PIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMENLQEPYFTWPLIAAD
GGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAENK
GETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTEKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELA
KEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELVKDPRIAATMENAQKGEIMPNI
POMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGENLYFQ
MLMGGRRLPKFLVIGPQKTGTTALYLFLVMHPSILSNSPSPKTFEEVQFFNRNNY
HRGIDWYMDFFPVPSNVTTDFLFEKSANYFHSEEAPKRAASLVPKAKIITILIDPS
DRAYSWYQHQRSHEDPAALKFSFYEVISAGPRAPSELRALQKRCLVPGWYASHI
ERWLVYFPPFQLLIIDGQQLRTDPATVMDEVQKFLGVLPHYNYSEALTFDSHKG
FWCQLLEEGKTKCLGKSKGRKYPPMDSDSRTFLSSYYRDHNVELSKLLHKLGQ
PLPSWLRQELQKVR

F2.3. GST-NST1s55-Mutl15

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY
YIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDEMLYDALDVVLYMDPMCL
DAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPE
FLQTLPPVQLAQKYFQIFSEEKDPLWQDPCEDKRHKDIWSKEKTCDRFPKLLIIG
POQKTGTTALYLFLSMHPDLSSNYPSPETFEEIQFFNGHNYHKGIDWYMDFFPIPS
NTTSDFYFEKSANYFDSEVAPRRAAALLPKAKILTILINPADRAYSWYQHQRAHN
DPVALKYTFHEVITAGDDAPSELRALQNRCLVPGWYATHIERWLSYYHANQILV
LDGQLLRTDPAKVMDMVQKFLGVTNTIDYHKHLAFDPKKGFWCQLLEGGKTK
CLGKSKGRKYPPMDEDSRAFLKDYYRDHNIELSKLLYKMGQPLPTWLREDLQN
TR
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F2.4. GST-NST3s49-Mut5

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY
YIDGDVKLTOQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCL
DAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLOQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPE
FLQTLPPVQLAHKYFELFPDQKDPLWQNPCDDKRHRDIWSKEKTCDRLPKFLVI
GPOQKTGTTALYLFLSMHPSILSNSPSPKTFEEVQFFNRNNYHRGIDWYMDFFPVP
SNVTTDFLFEKSANYFHSEEAPKRAASLVPKAKIITILIDPSDRAYSWYQHQRSHN
DPAALKFSFYEVISAGDRAPSELRALQKRCLVPGWYASHIERWLVYFPPFQLLII
DGQQLRTDPATVMDEVQKFLGVLPHYNYSEHLTFDSHKGFWCQLLEEGKTKC
LGKSKGRKYPPMDEDSRTFLSSYYRDHNVELSKLLHKLGQPLPSWLRQELQKYV
R

F2.5. GST-NST3s49

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY
YIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDEMLYDALDVVLYMDPMCL
DAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPE

FLQTLPPVQLAHKYFELFPDQKDPLWQNPCDDKRHRDIWSKEKTCDRLPKFLVI
GPQKTGTTALYLFLVMHPSILSNSPSPKTFEEVQFFNRNNYHRGIDWYMDFFPVP
SNVTTDFLFEKSANYFHSEEAPKRAASLVPKAKIITILIDPSDRAYSWYQHQRSHE
DPAALKFSFYEVISAGPRAPSELRALQKRCLVPGWYASHIERWLVYFPPFQLLIID
GQQLRTDPATVMDEVQKFLGVLPHYNYSEALTFDSHKGFWCQLLEEGKTKCL

GKSKGRKYPPMDSDSRTFLSSYYRDHNVELSKLLHKLGQPLPSWLRQELQKVR

F2.6. SULT1A1 K65E/R68G

MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMEFSRPPLVHVKGIPLIKYFAETIGPLQNFTA
WPDDLLISTYPKSGTTWMSEILDMIYQGGKLEECGGAPIYARVPFLEFKCPGVPS
GLETLEETPAPRLLKTHLPLSLLPQSLLDQKVKVIYIARNAKDVVVSYYNFYNMA
KLHPDPGTWDSFLENFMDGEVSYGSWYQHVKEWWELRHTHPVLYLFYEDIKE
NPKREIKKILEFLGRSLPEETVDSIVHHTSFKKMKENCMTNYTTIPTEIMDHNVS
PFMRKGTTGDWKNTFTVAQNERFDAHYAKTMTDCDFKFRCEL
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F2.7. MBP-ASTIV-Mut35

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGD
GPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEAL
SLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMENLQEPYFTWPLIAADGGYAFK
YENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTI
NGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTEFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENY
LLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELVKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAF
WYAVRTAVINAASGROTVDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRISHMSMGG
RMEFSRPPLVHVKGIPLIKYFAETWGQLQNFQARPDDLLIATYPKSGTTWLSEIL
DMIYQGGDLEKCQRAPIYNRVPFLEFKCPGVPSGLEQLEEMPSPRLLKTHLPLQ
LLPQSLLDQKCKVIYIARNAKDVVVSYYHFYRMNKLHPDPGTWDEFLEKFMDG
KVAYGSWYDHVKEWWELRHTHPILYLFYEDMKENPKREIKKILEFLGKSLPEE
TVDKIVHHTSFDKMKENPMTNYTTIPTEIMDHSVSPFMRKGTVGDWKNHFTVA
QNERFDEHYAKKMADCDLKFRCELEFGGSHHHHHHHH

Utolsé mddositas datuma: 2024.12.17.
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