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1 Roviditések, jelolések és kifejezések jegyzéke
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2 Bevezeto

Az amiloid6zisos megbetegedések a varhatd novekvo élettartammal egyre nagyobb kihivas elé
allitjak az orvostudomanyt. E fehérje- és peptidaggregatumok lerakodasaval jaro korok koriil a
mai napig szdmos tisztazatlan kérdés van. A Parkinson- és Alzheimer-kér mellett tobb
idoskorban jelentkez6 megbetegedésrél beszélhetiink (IgG konnyli lanc amiloidozis,
Creutzfeldt-Jakob betegség, Transztiretin amiloidozis (ATTR) és méasok), melyek mind amiloid

aggregacioval jarnak.

A Transztiretin amiloidézis (ATTR) esetén a nativ formaban tetramer szerkezetli transztiretin
(TTR) (1. abra) disszocial monomerekké, amelyek aztan elveszithetik helyes feltekeredésiiket,
¢s amiloid szalak formajaban rakddhatnak le az egész szervezetben. Ez a betegeknél

¢letmindségiik romlasat okozza és kardialis formaja halalos kimenetelll lehet.

1. abra A transztiretin tetramer szerkezetét bemutat6 abra. A négy kiilonboz6 lanc négy kiilonboz6 szinnel lathatd
(z61d, kék, lila és sarga). Megfigyelhetd a fehérje magas antiparallel B-red8zott réteg tartalma, illetve a T7 és L®!
aminosavak kozott elhelyezkedo rovid a-helikalis szakasz.

A jelenleg rendelkezésre allo6 Osszes gyodgyszeres terapia azon az elven miikodik, hogy a
tetramer TTR-t a koros folyamat els6 [épésénél, a tetramer disszocidcional megallitsa a tetramer
szerkezet stabilizalasa révén. A magyar populdcid vizsgéalata kimutatta, hogy a fehérje H88R
mutéacidja a legtobb magyar csaladot érinti. Ennek a mutacionak a legjelentdsebb hatésa az,
hogy teljes mértékben megakadalyozza a fehérje tetramerizacidjat. Ez sulyos aggalyokat vet fel
a gyogyszeres kezelések hatékonysagaval kapcsolatban, mivel ezek igy a HS8R mutdns TTR
fehérje szervezetben nem létezd formajat igyekeznek stabilizalni. Ha azonban a betegekben
heterozigdta modon eléforduld TTR H88R fehérje képes volna a vad tipusu TTR-el vegyes
tetramert képezni, az az ilyen tipusi gyogyszerek felhasznaldsat indokolhatna. Erre

vonatkozoan viszont eddig semmilyen kutatds nem tortént.



Kutatasomban a transztiretin fehérje, H88R mutansanak tetramerizacids hajlamat vizsgaltam in
silico modszerekkel, hogy eldre jelezzem, képes lehet-e a HS8R mutans TTR vad tipusu TTR-
el vegyes tetramereket képezni. Az altalam hasznalt molekuladinamikai szimuladciok ¢és az
ezekre épiild termodinamikai szamitasok igéretes eszkdzok az oligomerizacidés folyamat
kisérleti 0ton nehezen megfigyelhet részleteinek vizsgalatdban. Ezek in vitro kisérleti

eredményekkel egylitt az ATTR amiloiddzis mélyebb megértéséhez vezethetnek.
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3 Irodalmi el6zmények

Transztiretin amiloiddzis betegséget (ATTR) vizsgalo kutatasokat vilagszerte végeztek, ugyanis
a betegség rendkiviil Osszetett. A betegség kialakulasaért a TTR fehérje két kiillonb6z6 forméja,
a vad tipusa TTR, vagy a varians TTR-ek lehetnek feleldsek.! A vad tipusa TTR amiloiddzis
(ATTRwt) esetében, a vad tipusu fehérje kis valdszintiséggel letekeredik, majd amiloid
szalakként aggregalodik (legtobb esetben a szivben). A tiinetek 70-80 éves korban jelentkeznek
altaldban, amikorra az évek soran lassan noveked6 amiloid szalak kell6en nagyok lesznek, hogy
problémét okozzanak. Ennek gyakori eredménye szivelégtelenség, valamint bizonyos
esetekben kéztdalagit szindroma. A varidns TTR amiloidézis (ATTRv) egy autoszomalis
dominans genetikai rendellenesség. A betegségek tipusatol fiigg, hogy mely életkorban
jelentkeznek eldszor a tiinetek. A legagresszivabb varians esetében ez lehet akar 25-30 éves kor
is, de a legtobb esetben a 60-65 éves kor kozotti idOszak jellemzd. Tobb kutatds sordn is
vizsgaltak a mutaciok hatasat termodinamikai, kinetikai és szerkezeti szempontbo6l, valamint az
amiloidogén hatast a vad tipusa TTR-hez képest. Eddig Osszesen tobb mint 150 patogén
mutaciot azonositottak mar. Magyarorszagon a leggyakoribb patogén TTR mutaciok kozé
tartozik a H88R, 1107V, V30M ¢és a D18G. A kutatasok kiilonb6z6 iranyokbol probaltak
megkozeliteni a kiilonbozé mutacidk hatdsat. Megallapitottak, hogy a mutacié tipusa minden
esetben befolyasolja a betegség sulyossagat. Kiemelkedd fontossagi paraméter az adott mutans
TTR koncentraciéja a vérben, agyvizben, illetve a vérplazmaban. A kiilonb6z6 mutaciok
foldrajzi eléfordulasanak vizsgalatakor azt talaltak, hogy a Magyarorszagra leginkabb jellemzo
H88R mutacid6 Svédorszagban egy esetben, Ausztridban ugyanakkor viszonylag nagy
szazalékban figyelhetdé meg. A magyar orvosok kitlintetett figyelemmel vizsgaljdk a varidns

TTR-ek fenotipusat.

Kutatasok kimutattdk, hogy a H88R és az [107V varians is kevert fenotipusu, azaz a betegség
érintheti a szivet, de az agyat is. Ebbdl kifolyolag megvizsgaltak, hogy egyéb TTR varidnsok
esetében milyen szerveket érinthet még a betegség. A legérintettebb szervek a sziv, a szem és a
kdzponti idegrendszer. A Magyarorszagon is eléfordulé D18G muténs legnagyobb részben a
kozponti idegrendszerben okoz problémékat.? A betegség mechanizmusanak megértéséhez és a
lehetséges terapids kezelések kifejlesztéséhez kiemelkedd fontossagli volt az a megallapitas,
hogy a disszociacio sebessége, a H88R mutins kivételével, egyenesen aranyos az
amiloidogenicitassal. Tovabba megallapitottdk, hogy a nativ allapotot destabilizalé mutaciok
hajlamositanak a betegségre.® A varidns TTR-ek negyedleges tetramer szerkezete altaldban igen

instabil, azonban amennyiben a szervezetben 1év6 vad tipusi TTR-rel vegyes tetramert tudnak
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alkotni, képesek lennének ilyen forméban stabilizalodni és aggregacié nélkiil transzportalodni.
Ezen tulajdonsag vizsgalata az egyes variansok esetében a terdpias megoldds szempontjabol

kiemelkedd fontossagu.

Jelenleg mar tobb kiilonb6z6 terapias eljaras koziil lehet valasztani, azonban egyes betegségek
esetében ezek nem alkalmazhatéak. Ebbol kifolydlag az 10 modszerek fejlesztése
elengedhetetlen. Sulyos esetekben, amikor mar az amiloid lerakddas nagymértékben roncsolta
a szervet, elkeriilhetetlen a szervtranszplantacid. Mas esetekben megprobalkoztak a varidns
javulassal valaszolt. Vannak probalkozasok bizonyos kismolekulas gyogyszerekkel is (pl.
Tafamidis), amelyek az instabil tetramert probaljak meg stabilizalni. Ilyen terapiat alkalmaznak
az ATTRD18G és ATTRHS88R betegségek esetében.* Ezeken az eljarasokon feliil felvetettek
egy olyan hipotézist, miszerint ha egy szupresszor alegységet kapcsolnanak az amiloidogén
variansra, az stabilizalni tudnd a szerkezetét. Az erre vonatkozo kutatdsok (amelyben a TTR
stabilizéalja a tetramer szerkezetet) azt mutattdk ki, hogy a folyamat soran az amiloid képzddés
70%-ban gatolt. Az emlitett kisérletben V30M mutanst kevertek dssze T119M muténssal, az
amiloidogenicitas pedig 50%-kal csokkent a szupresszort nem tartalmazo varidns fehérjéhez

képest.

A mi kutatdsunk a TTR H88R mutansanak vegyes tetramer képzesi hajlamat vizsgalta.
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4 Elméleti hattér

4.1 Fehérjék feltekeredése

A fehérjék feltekeredése egy spontan folyamat, melyet a fehérjében 1évé intramolekularis
hidrogénkotések, hidrofob effektus, Van der Waals erdk és az elektrosztatikus kolcsonhatasok
iranyitanak.’ Ezen Osszetett folyamatra a kdztes allapotok kialakulasi mechanizmusa szerint
harom klasszikus modell 1étezik; a hierarchikus -, a hidrofob 6sszeomlas -, és a nukleacios-
kondenzacidés mechanizmus. A hierarchikus modell szerint a fehérje feltekeredésének elsod
1épése a masodlagos szerkezeti elemek kialakulasa a polipeptid ldncban hidrogénkotések altal,
melyek utana elsésorban hidrofob kolcsonhatasok segitségével kialakitjak a harmadlagos és
negyedleges szerkezeteket. A hidrofob 6sszeomlas-modell szerint a nem polaros oldallancok
kozotti hidrofob kdlesonhatasok inditjak el a feltekeredés folyamatat. A peptidlanc spontan
Osszeomlasa révén egy kompakt allapot jon létre, melyben a hidroféb mag gyorsan kialakul,
még a masodlagos struktirak létrejotte eldtt. A nukleacidos-kondenzacidos modell a hierarchikus-
¢s a hidrofob Osszeomlds-modell Gtvozeteként értelmezhetd. Ezen elmélet szerint a
harmadlagos szerkezet a masodlagos szerkezet és a hidrofob letekeredés sziikségszeri

kovetkezménye.

A fehérjék feltekeredése kovetheti a nativ atvonalat (on pathway), azonban el is térhet téle hibas
feltekeredés (off pathway) esetén.’® A helyesen feltekeredett fehérje hidrofob aminosav
oldallancai altalaban a fehérje belsejében eltemetve egy kompakt magot képeznek. A hibasan
feltekeredett fehérjében ezek a hidrofob oldallancok a fehérje feliiletére keriilhetnek, igy a
hidrofob hatds csak intermolekularisan, aggregacié révén tud érvényesiilni. A hibas
feltekeredésnek nem kovetkezménye a kizarolag rendezetlen konformacidé. Amennyiben a
feltekeredés hibas, azonban rendezett Gitvonalat kdvet, erdsen strukturalt aggregatumok jonnek

l1étre. Ennek klasszikus példai az amiloid fibrillumok.

4.2 Amiloidozis

Az amiloiddzis egy olyan folyamat, mely soran egy fehérje nativ szerkezete destabilizalodik,
letekeredik és B-reddkben gazdag fibrillaris aggregatumokba tomoriil.° Az amiloid képzédési
mechanizmus elsé 1épéseként, altaldban nem specifikus kolcsonhatasok eredményeként,
vizoldékony oligomerek keletkeznek. Ezt kovetden, a masodik 1épésben, ezen oligomerek
rovid, vékony protofibrillumokké alakulnak. Ezen protofibrillum az amiloid szal B-redds
szerkezetének reddk alkotta sikjara merdleges tengelyii. A protofibrillumok olyan kezdetleges

struktarat jeldlnek, melyek késdbb képesek stabil fibrillumokké alakulni. Az utolsé 1épésben a
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protofibrillumok oldaliranyban 6sszekapcsoldodnak, illetve érett amiloid fibrillumokka
tekerednek 0ssze. Az amiloid fibrillumok kiemelked stabilitasa a fehérjegerinc atomjai kdzott
1étrejové hidrogénkotéseknek és az apolaris oldallancok oldészer kizardssal jard tomor
rendezédése soran érvényesiilé hidrofob effektusnak tulajdonithats.” Az amiloid
fibrillumokban a B-lemezek sikja parhuzamosan helyezkedik el a fibrillum tengelyével, a
lemezeken beliili p-szalak pedig a tengelyre merdlegesen.® Az amiloid fibrillumok rendkiviili
stabilitasanak kisérlettel alatdmasztott oka a B-reddket alkotd B-szalak kozti intramolekularis
kolcsonhatds. Ez azonban nem egyezik az elméleti munkak altal leirt tedriaval, mely szerint az

oldallancok kozti erésen rendezett hidrogénkotések adjak a nagyfoku stabilitast.

Az amiloid fibrillizacio iddébeli lezajlasat in vitro korilmények kozt harom fazis
jellemzi. A késleltetési fazis hossz és mindaddig tart, amig el nem kezdddik az amiloid
fibrillumok kialakulasa. Ezt egy gyors exponencialis novekedési fazis koveti, ahol az amiloid
fibrillumok szdma megsokszorozodik. Az utolso, telitddési fazis soran az amiloid fibrillumok
energetikajanak leirdsdban az a k6zos, hogy mind a kettd az ugynevezett energy landscape
(energia felszin) elmélettel magyarazhatdé meg.® A termodinamikailag kedvezd nativ allapot felé
kiilonbozo, jelentds kinetikai gatakon at vezet az ut. A nativ allapotbol tovabb indulva azonban
el lehet jutni olyan ujabb, és még kisebb energiaval rendelkez6 allapotokba, amelyekben a
fehérjék letekeredett és aggregalt formatumban taldlhatoak meg. Letekeredés sordn az
intermolekularis kdlcsonhatasok €s az intramolekularis kdlcsonhatasok kozotti verseny megnd,
ezzel novelve a kinetikai gatak nagysagat. Ezen kinetikai gatak egyes esetekben csak nagy
energiabefektetéssel 1éphetdek at, igy a letekeredett szerkezet megragad egy adott lokalis
minimumban. Erre tokéletes példa az amiloid fibrillumok kialakuldsa. A folyamat soran a
konforméacids allapotok szdma, az entropia és a szabadentalpia is csokken, a legkisebb energidju

minimum felé, amely biztositja a letekeredett allapot sziikséges konformécios stabilitasat.

Egyes fehérjék azonos koriilmények kozott eltérd mértékben amiloidogének, melyet
szamos tényezd befolyasol. A legtobb globularis fehérje esetében kijelenthetd, hogy akkor
valnak amiloidogénné, amikor a nativ szerkezet felbomlik, ezzel felszinre keriilnek a fehérje
hidrofob oldallancai és a fehérje gerince. Ezen feliil akar egy aminosav cseréje, pontmutacioja
is amiloidogénné tehet egy fehérjét, amely azel6tt nem, - vagy csak kis mértékben — volt

amiloidogén.

A transztiretin (TTR) is amiloid képzésre hajlamos. Erdekesség, hogy a TTR fehérjének eddig

tobb mint 150 mutaciojal® fordult el6 az emberi szervezetben. Ezek kozott akadnak
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amiloidogének, amikben a mutéciok destabilizaljak a fehérje nativ szerkezetét, eldsegitve ezzel
a misfolding allapotot. Tovabba léteznek olyan mutacidok, melyek nem hajlamositanak az

amiloidozisra és olyanok is, melyek védelmet nytjtanak az amiloiddzissal szemben.

A fehérjék amiloiddzisa az emberi szervezetben sulyos allapotokat képes kialakitani az
altal, hogy az amiloid szalak egyes szovetekben, szervekben képesek lerakddni, ezzel
visszafordithatatlan karosodést idézve el6.® Harom féle amiloidozist kiilonboztetiink meg. A
szisztémas amiloiddzis (ezen beliil az 6roklott amiloidozisok kozé tartozik a TTR amiloidozis),
a lokalis amiloidozis (melynek ismert képviseldje az Alzheimer-kor) €s az atvihetd agyi
amiloiddzis, amely szivacsos agyveldgyulladést okoz. Az amiloid szalak in vivo képzddésének
altalanos mechanizmusa jelenleg még nem ismert, ennek kdvetkeztében ezen betegségekre csak
tiineti kezelés 1étezik, valodi gyogymdd még nem. Azonban az amiloid fibrillumok nem csak
patologiai dgensként fordulnak eld, hanem normalis bioldgiai aktivitassal is rendelkeznek. Ez
jelenik meg peptidhormonok tarolésa esetében is, amelyek fibrillaris struktarakban tarolédnak

az emberi szervezetben.

4.3 Transztiretin amiloidozis

A transztiretin (TTR) fehérje egy plazmafehérje, melyet elsdsorban a ma4j szintetizal.'!
Homotetramer szerkezetii molekula, amely azonos alegységekbdl épiil fel és kiterjedt B-redds
szerkezettel rendelkezik, melyben nyolc B-szal két B-lemezt alkot.!? A fehérje tetramer
szerkezete dimerek-dimerjeként értelmezhetd, ahol a dimeralegységeit egy kiterjedt
hidrogénkotés-halozat tartja 0ssze. Ez a halozat egy intermolekularis B-redét stabilizal (ezt
nevezziik f-edge kolcsonhat6 feliiletnek, amelyet az A és a B lanc és C és a D lanc altal alkotott
dimerek alkotnak). A két dimer masik két tipust kélcsonhato feliilet révén tetramerizalodik. Az
egyik feliilet f6 Osszetartd kolcsonhatdsai hidrofob kontaktusok (ez a f-cross kolcsonhatasi
feliilet, A:C lancpér, valamint B:D lancpar), mig a masik feliiletet par tovabbi hidrogénkotés
alakit ki (ez a loop-loop kdlcsonhatasi feliilet, amelyet az A:D lancpar, valamint B:C lancpar).
A fehérje szerkezetében megfigyelhetd két kotozseb a hidrofob S-cross kolcsonhatasi feliileten,

melyek a tiroxin hormon szdmara allnak rendelkezésre.

A TTR fehérje altal kialakult amiloidézis betegségeknek két nagy csoportjat kiilonboztetjiik
meg. Az idOskori szisztémas amiloidozist, illetve az Ordkletes amiloid polineuropatiat és

kardiomiopatiat.'®

Az iddskori szisztémas amiloiddzis soran a vad tipusu TTR fehérje spontéan letekeredése, majd

aggregicioja zajlik.'* Az egyik leggyakoribb eset, amikor TTR fehérje a szivben képez amiloid
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fibrillumokat. Az ordkletes amiloid polineuropétia és kardiomiopatia soran a TTR fehérje
valamilyen modon mutdlodik, majd ennek hatdséra szerkezete destabilizalodik és hamarabb
disszocial, majd alakul at amiloid fibrillumokka.’® Jelenleg tébb mint 150 ismert TTR mutéans
létezik, melyek kozott nem mindegyik szerkezet amiloidogén. Erre példa a T119M muténs,
melynek esetében a fehérje 119-es treoninja metioninra mutaldédik. A megjelent mutaciok koziil
tobbek kozott a V30M amiloidogén szerkezetli, ez az a leggyakoribb mutacio, melyet tobb
orszagban is megfigyeltek mar. Ide sorolhaté a D18E, a V30A, a V201, és a L55P mutacio is,
valamint a V1221, amely az afroamerikai populacié 3%-nal van jelen. A legagresszivebb
mutansként ismert L55P-nél a mutacié megvaltoztatja a fehérje masodlagos €s harmadlagos
szerkezetét, noveli a tetramer disszocidcios hajlamat. A fehérje pontmutacids variansainak
szerkezeti vizsgalatai soran kideriilt, hogy a legtobb esetben ezek a mutacidk a fehérje
tetramerizacios kolcsonhatd feliileteit befolyasoljak, illetve a fehérjék harmadlagos
szerkezetének modosulasahoz vezetnek. Igy tehat nem jellemzd, hogy a mutécié az amiloid

szerkezetének stabilizacidja révén gyorsitja az amiloid képzddést.

A fehérje kiilonb6z6 mutacidinak amiloidogén hajlamat nagymértékben befolyasolja a mutacio
tipusa is. Neutronkrisztallografids vizsgalatokkal kimutattak, hogy a 88-as hisztidin, a 75-6s
treonin, a 79-es triptofan, a 112-es szerin, a 113-as prolin és még harom vizmolekula egy olyan
hidrogénkotés-halozat tagjai, amelynek fontos szerepe lehet a tercier €s a kvaterner szerkezet
stabilitasaban.® A vizsgalatok soran az is kideriilt, hogy a 88-as hisztidinnek igen nagy szerepe
mutanst is vizsgaltak: a H88R-t (amely az amiloid kardiomiopatiaért felelés), a H88S-t, a
H88Y-t, a H88A-t és a H88F-t. A vizsgélatok sordn a H88R bizonyult a leginstabilabbnak ¢és a
vad tipusi TTR-hez képest a legamiloidogénebbnek. A H88R mutans a TTR tobbi mutansdhoz
képest is nagyfoku instabilitdst mutat, ugyanis nem képes tetramert képezni. A mutaciok
vizsgalatanak eredményeképpen megallapithatd, hogy a hidrogénkdtés-halozatot egy hidrofob
oldalldnc bevezetése (1gy mint a H88A és a HE8F esetében) jelentdsen stabilizalja a vad tipusu
fehérjével szemben, mig a polaris hidroxilcsoport (példaul a H88S esetében) destabilizaciot

eredményez.

------

feltekeredett szerkezetet vesz fel és végiil aggregalodik. Az utdbbi években sok tanulmany
foglalkozott a TTR allapotainak vizsgélataval, illetve a TTR aggregéaciés utvonalanak
feltarasaval. Ezek kozé tartoznak a TTR aggregacidos utvonal oligomerikus allapotainak

vizgalata, proteolizis altal kivaltott 0j aggregaciés mechanizmusanak vizsgélata, valamint a
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koztes struktirdk feltarasa. A TTR aggregéaciés tutvonalanak oligomerikus allapotainak
vizsgalatakor az amiloidézis folyamatat, illetve a kialakult koztes termékek struktirajat
kivantdk jobban megérteni. A tanulméany soran tisztdztdk, hogy a TTR amiloido6zis
folyamatanak elsd 1épése a tetramer monomerekké bomlasa, majd ezt kdvetden ezen
monomerek hibéds letekeredése nem nativ oligomerekké, majd végiil amiloid fibrillakka
egyesiilnek. Ezt kovetden NMR spektroszkopiaval vizsgaltdk a TTR monomerek strukturalis
jellemzdit. Ennek soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a monomer TTR is dinamikus
szerkezeti jellemzOkkel rendelkezik, amelyek fiiggnek a kisérleti koriilményektol. Ezen feliil
tobb vizsgalat soran, tobb amiloidogén fehérjében is megfigyeltek aggregaciora hajlamos
allapotban bizonyos a-lemezeket, melyeket &tmeneti masodlagos szerkezeteknek véltek a TTR
monomerek aggregacidja soran.!”!® Késébb molekuladinamikai (MD) szimulaciok
kialakulasat a TTR monomerben. A koztes struktirdk vizsgalatakor egyértelmiivé valt, hogy a
disszocidcio soran létezik egy dimer allapot, ahol féként hidrogénkdtések tartjak ossze a két
dimert, vagyis a korabban mar emlitett f-edge kolcsonhatd feliillet valosul meg.® Az
eredményekbdl egyértelmiien latszik, hogy a monomerek képzddése kdzvetleniil a tetramerbdl
igen valoszintitlen. Néhany tanulmanyban azonban az olvashatd, hogy az aggregacié soran a
TTR monomerré valasa utan szintén dimerek képzddnek, majd ezen dimerek hajlamosak a
tovabbi aggregaciora. A TTR dimerek méretkizarasos kromatografias vizsgalatakor azt is
észrevették, hogy a dimerek hexamerikus oligomerekké alakulnak, majd késdbb nagyobb
heterogén oligomerekké. Cirkularis dikroizmus-spektroszkopiaval is vizsgaltak a dimereket és
azt allapitottdk meg, hogy rendezetlenebbek mint a vad tipustt TTR. Ezen vizsgalatok soran
egyértelmiivé valt, hogy a megfigyelt dimer allapot a tetramer disszociacids vagy
oligomerizacios folyamatanak koztes allapotaként jon 1étre, azonban a dimerek struktirdja,

illetve funkcidja még csupan részben ismert.

Ahhoz, hogy érthetébbé valjon a folyamat mechanizmusa, érdemes lehet a szerkezet
stabilizacigjat és destabilizacigjat jobban megérteni, azonban a TTR amiloid6zis kialakulésa és
a kialakult amiloid fibrillumok szerkezete kapcsdn még rengeteg kérdés mertil fel. Bar az
amiloidozist kivaltd tényezdk koziil a fehérje destabilizacidjanak Utvonala sem teljesen
tisztdzott, azonban a mutdcidk amiloidozist befolyasold hatisidra vonatkozolag vannak

eredmények.

Ugy vélik, hogy a mutaciok elésegithetik a fehérje kvaterner szerkezetének

destabilizaciojat. Ezen feliil felmertilt az a hipotézis is, hogy a mutaciok képesek befolydsolni
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a tetramer-dimer-monomer egyensulyokat, melynek kovetkeztében amiloidogén koztes
termékek alakulhatnak ki, amelyek fibrillumokba rendez6dhetnek. A V30M, az L55P és a
V1221 mutéciok esete alatdmasztotta ezt az elméletet. A konformacids hipotézis értelmében a
molekula kvaterner szerkezete felbomlik ¢és megtorténik az amiloidogén intermedierek
képzodése. Megallapitottak azt is, hogy az amiloidogén mutansok gyorsabb oligomerizacios

sebességgel rendelkeznek.

A TTR fibrillek szerkezetének vizsgalata soran, amelyek legtobb esetben a szembdl, a
szivbol és kotdszovetekbdl eredeztethetdek, azt a megallapitast vontdk le, hogy a kiilonb6zo
fibrillek nagyfoku hasonlosagot mutatnak. A megallapitas azért érdekes, mert tilnyomo részben
az egy fehérjéhez tartozd amiloid fibrillek kozott viszonylagosan nagy morfologiai eltérések

lehetnek. Ezekre példék a tau®® és a szinuklein®® fibrillek.

4.4 Molekularis dinamika

A molekularis dinamika (MD) alapgondolata egy molekularis rendszerben az Osszes
atom pozicidjanak, mozgasanak és az atomok 4ltal egymasra kifejtett erok feltérképezése.?° Az
MD szimulaciok algoritmusa tobbek kézott Newton mozgastérvényeit veszi alapul, melyek
segitségével a rendszerben 1év0 atomok térbeli elhelyezkedése vizsgalhatd az 1d6
fliggvényében. A szimulacid soran bizonyos idok6zonként az atomokra hato erdket kiszamitjak,
majd az erdkbdl szamithatdé 1) helyzetekkel és sebességekkel frissiil a rendszer. A kapott

trajektoria értelmezheté haromdimenzids filmként is, mely a rendszerben 1évé atomok

crer

A legelterjedtebb numerikus differencidlegyenlet-megoldé algoritmusok az MD-ben a
Verlet-integrator és a Velocity-Verlet-integrator. A Verlet algoritmus alkalmazasa soran a
kovetkezd poziciot az aktudlis és az azt megel6zé poziciokbol kovetkeztetjiik ki. Fontos
megemliteni, hogy a részecskék sebessége az aktudlis iddpillanatban a centrélis differencia
modszerének segitségével szamithatd ki. Az ugyanakkor végzett pozicio- és sebességszamitas
azonban nem egy azon lépésben értendd, ugyanis a sebesség szamitdsa mindig egy lépéssel
lemarad. A folyamatot a szimulaciot végzd program addig ismétli, amig a kivant szimulacios
1d6t el nem érjiik. A Verlet algoritmus eldnyei kozé tartozik az egyszerlisége, a gyorsasaga €s
az, hogy jol képes megdrizni az energiat. A Velocity-Verlet és a leapfrog algoritmusok a Verlet
algoritmussal szemben explicit mdédon tartalmazzak a részecskék sebességét. A két modszer
azonos pozicio- és sebességfrissitési képlettel operdl, azonban a leapfrog algoritmusban ez a

két mennyiség aszinkronban van egymashoz képest. A Velocity-Verlet algoritmusban tehat a
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sebesség- ¢és poziciovektorok ugyanazon iddpillanatban kerililnek kiszamitasra. Ezen
algoritmusok eldnyei kozé sorolhatd, hogy az egyszeriibb explicit- és implicit-Euler

algoritmusokhoz képest jobb numerikus stabilitassal rendelkeznek.

Az MD szimulacio elinditasa eldtt a molekularis rendszer el6készitése zajlik. Ahhoz,
hogy a szimulalt rendszer leginkdbb hasonlitson a kisérleti koriilményekhez, figyelembe kell
venni kiilonboz8 fizikai paramétereket (példdul hoémérséklet és nyomas).??? Ennek
kovetkeztében a szimulaciokban altaldban kétféle sokasagot szoktak alkalmazni; a kanonikus
(NVT) és az 1zoterm-izobar (NPT) sokasagot. A szimulacio eldkészitésének elsd 1épésében a
fehérje kiindulasi szerkezetének kivalasztasa, illetve a szimuldcié paramétereinek beéllitasa
torténik. Ekkor hatdrozzuk meg, hogy milyen vizmodellt, illetve milyen erdteret szeretnénk
alkalmazni a szimulaci6 soran. A szimuladci6 inditasa elott a fehérjét egy egységcellaba
helyezziik és explicit olddszerrel hidrataljuk. Az explicit oldoszerrel torténd hidratalas elonye
az implicit oldoszerrel torténd hidratalassal szemben, hogy pontosabb végeredményt ad. Ezen
vizmodellekre példak a TIP3P, a TIP4P, a TIPSP, az SPC, az SPC/E és az OPC. A vizmodellek
feladata, hogy valosdghiien visszaadjdk a molekuldk hidratburkdnak tulajdonsagait,
viselkedését ¢€s Osszetettségét. Emiatt fontos az oldoszer dipolusmomentumanak,
elektrosztatikus arnyékoloképességének, ¢s a hidrogén-kotés halozatszerkezetének megteleld
kialakitasa. Az explicit oldoszer azonban nem minden esetben alkalmazhato, ugyanis nagyobb

a szamitasi igénye, mint az implicit szolvatacios eljarasoknak.

Az MD szimulaciok soran a molekularis (biomolekularis) rendszerre hatd erdket egy
molekularis mechanikai erétérmodell szamitasaibol tudhatjuk meg. Tobbféle erdtérmodell
alkalmazhatd, melyek alapjai lehetnek kvantummechanikai szdmitdsok, valamint kisérleti
mérések. Ezen modszer sordn azzal a feltételezéssel éltiink, hogy a meghatirozott
erdtérparaméterek  nagyobb  molekuldkra, rendszerekre is interpretalhatdoak. Az
erdtérmodellekkel kapcsolatban fontos megemliteni, hogy egyik sem alkalmazhato
univerzalisan minden rendszerre, ezért az eredmények elemzésekor figyelembe kell venni a
kozelitések kovetkezményeként létrejott bizonytalansdgokat. A szimulacid sordn hasznalt
erdket két kategoridba sorolhatjuk, aszerint hogy a kdlcsonhatas, amit vizsgalunk, kotott vagy
sem. A kotott kolesonhatasok belsé koordinatai kozé tartoznak a kotési hosszusagok, a kotési
szogek ¢és a dihedralis szogek. A kotott potencialis tagok jellemzésére altalaban alkalmazhat6 a
harmonikus potencidllal torténd megkozelités. A nem kotott kolesonhatasok kozott szerepelnek

a Van der Waals kolcsonhatasok és az elektrosztatikus kolcsonhatidsok. A Van der Waals
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kolcsonhatdsokat a Lennard-Jones potencial irja le, mig az elektrosztatikus kdlcsonhatasok

leirasara a Coulomb-potencial szolgal.

A kiindulasi szerkezet kivalasztasa, illetve az er6tér és vizmodell beallitasat kovetGen a
molekulat elhelyezziik egy korabban mar emlitett egységcellaban. A rendszer hataran fellépo
interakcids problémak elkeriilése végett a leggyakrabban periodikus hatarfeltételt alkalmazunk.
A modszer azon alapul, hogy egy végtelen rendszer kozelitésére egy kis egységcellat
alkalmazunk, mellyel a tér tokéletesen lefedhetd. Abban az esetben, ha az egységcellaban 1&vo
részecskék valamelyike athalad az egységcella egyik oldaldn, akkor megjelenik a masik
oldalon. fgy kikiiszobolhetd, hogy a részecskék és az Gket magiba foglalo cella kozott ne
keletkezzenek kolcsonhatasok, illetve hogy a részecskék ne érintkezzenek vakuummal. A
modszer hatranya azonban az, hogy anizotrop kornyezetet hoz 1étre a szimulalt fehérje koriil.
Ezt kdvetden a rendszer 0ssztoltését kiillonbozo ionok bevitelével nullara egyenlitjiik, valamint

a megfeleld 1onerdsség elérése érdekében beallitjuk a kivant sokoncentraciot.

A kovetkezd két 1épésben a rendszer energia-minimalizalasa és ekvilibralasa, tehat a
termosztalasa (hdmérséklet beallitasa) és barosztalasa (nyomas beallitasa) torténik. Ezen feliil
a két folyamat alatt zajlik az atomok pozicidinak lekotése is. Az energia-minimalizaldsra
leggyakrabban alkalmazott modszer a konjugalt gradiens modszer, mely a potencidlis
energiafeliilet gradiensét alkalmazza. A potencialis energia minimalizalaskor a szogek, illetve
a tavolsagok optimalizalasa torténik, hogy elkeriiljiik az irrealis kezdeti konfiguraciok miatti
instabilitasokat. A rendszer ekvilibralasakor a homérséklet és a nyomas beallitasa zajlik. A
rendszer termosztaladsakor a rendszer atlaghomérsékletét allitjuk allando értékre, amelyet ugy
végziink, hogy az atomok datlagos kinetikus energidjat probaljuk meg a sebességek
valtoztatdsaval egy adott érték koriil tartani. A termosztilasi moddszerek kivalasztasakor
érdemes figyelembe venni azok pontossagat, ergodicitdsat, sztochaszticitdsat, és szamitasi
igényét. Ilyen termosztalasi algoritmusokra példak az Andersen-, Berendsen-, Nosé-Hoover-,
Langevin-, és a Bussi-Donadio-Parrinello termosztatok. Miikodésiikre példa az atomok
sebességeinek periodikus Ujra-mintavételezése véletlenszerlien a Maxwell-Boltzmann
eloszlasbdl (Andersen-termosztat), vagy a mozgasegyenletek modositasa 0j tagokkal (Nosé-
Hoover termosztat). Az NVT szimulaciokor (illetve az ezt megeldz6 energia-minimalizalaskor
is) a hdmérséklet beallitasat egyre kevésbé szigorti pozicio-kényszerfeltételek mellett tessziik,
hogy elkertiljiik az atomok helyvektorainak hirtelen véaltozasat. A barosztalas célja a rendszer
allandé nyomadson tartdsa olyan modszerekkel, melyek képesek elérni az izoterm-izobar

sokasagot. Ezek kivalasztasanal is fontos figyelembe venni a pontossagot, ergodicitast,
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sztochaszticitast és a szamitasi igényt. Példaul a Berendsen-barosztatot ezért sem hasznaljak tal

gyakran, mert csak kdzeliti az izoterm-izobar sokasagot.

Ezt kovetden torténik a szimuldci6é elinditasa, majd a szimuldcid végeztével az
eredmények kiértékelése. A kiértékelés soran - a kutatas céljatol fliggden - sokféle informaciot
nyerhetiink ki a szimulaciobodl eléallitott trajektoriabol. Vizsgalhatjuk példaul a szimulacid
soran a molekula oldoszer-hozzaférhetoségét, a szerkezetek egymashoz képest vett
hasonldsagat, az aminosavak mozgékonysagat, hidrogénkotések €s egyéb kolcsonhatdsok

jelenlétét, valamint a rendszer teljes energiajat.

Az MD szimulacioknak rengeteg felhaszndldsi teriilete létezik, ezen belil a
biomolekularis dinamikai szimulaciok igen nagy csoportot alkotnak. A szimulaciok alkalmazasi
tertliletei kozé tartozik a biomolekuldk szerkezeti sokszinliségének megismerése, a molekularis
rendszerek termodinamikai tulajdonsdgainak meghatarozdsa vagy egy adott molekula
konformacios sokasagainak feltérképezése.?>** A molekuldk szerkezetének megismerése soran
kiilonbozo 1ddskalakon ismerhetjiik meg az oldatban 1évé molekulak természetes dinamikajat.
Feltérképezhetjiik tovabba a molekula kiilonbozé régidinak mobilitasat, rugalmassagat is. A
molekuldk termodinamikai tulajdonsdgainak meghatarozasakor az ergodikus hipotézis szerint,
ha egy molekulat a kornyezetével egy bizonyos ideig szimulalunk, akkor a szimuldcié soran
keletkezett, idoben atlagolt molekularis tulajdonsagok megkozelitik a kisérletileg mérheto,
sokasagra jellemzd egyensulyi atlagokat. Ezt a mddszer hasznaljak példaul a ligandkotések
szabadentalpia meghatarozasakor. Ezeken tul, az MD szimuléciok feltarhatjak egy molekula
vagy komplex konformacioinak termikus stabilitasait is. Példaul megmutathatja, hogyan reagal

a rendszer valamilyen kisebb valtoztatdsra, példaul mutaciora.

Az MD szimul4cidk célja a biomolekularis folyamatok idébeli megfigyelése, valamint
ezeknek a szerkezeti alapli megértése olyan eseményekkel kapcsolatban, amelyek kisérleti uton
nehezen vizsgalhatéak. Az MD szimulacioknak ezen tulajdonsaguk miatt nagy szerepiik van a
gyogyszerfejlesztésben is, ahol a ligandum ¢és a kotézseb kozotti legfontosabb

kolcsOnhatasokroél szerezhetd informacio.

4.5 Kotési szabadentalpia szamitas

A kotédési szabadentalpia szamitast a gyogyszer-, illetve a fehérjekutatasok soran
gyakran alkalmazzdk, ugyanis ezen modszer segitségével kozelithetd a ligand-receptor
kolcsdnhatas, illetve a tobb alegységbdl allo fehérjék kotddési affinitasa is.® A kotddési

szabadentalpia szadmitds soran hasznalhatdé modszerek két kiilon kategoridba sorolhatok:
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megkiilonboztetjiik az egzakt és a végpont-alapu modszereket. Az egzakt moddszerek
alkalmazasakor a kotdédési szabadentalpia szamités kozvetleniil a molekularis dinamikai (MD)
szimulacioval torténik, vagyis minden paraméter az eredeti szimulacidbol szarmazik. A
modszer soran lehetdség van a rendszert mind fizikai, mind nem fizikai utakon vezetni egyik
termodinamikai allapotbol a masikba. A rendszer fizikai Gton vald vezetését alkalmazzék az
ernyOmintavétel és a metadinamikai modszerek esetén, melyek sordn a mintavételezési uton a
ligandum-kotott és -kotetlen allapotok kozott haladunk. Nem fizikai uton valo vezetés torténik
a termodinamikai integraci6 (TI) és a szabadenergia-perturbacio (FEP) esetében. Mind a két
modszer a pontos kotddési szabadentalpia szamitas legszigoribb megkozelitései kozé tartozik.
Hatranyuk, hogy az ezen modszerekkel torténd szamitasok rendkiviil szamitasigényesek, ezen
feliil nagyon nehezen konvergalnak numerikusan. Emiatt sok, nem fizikai koztes allapotot kell
szimulalni.?®?” Ezekkel kontrasztban allnak a pontatlanabb, de kisebb szamitasigényti, végpont

8 ezen feliil

alapti modszerek. Kozéjiik tartozik a linearis kolcsonhatési energia (LIE) médszere?
a félempirikus és az implicit oldoszer alapt Molecular Mechanics Generalized Born Surface
Area (MM/GBSA) és Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area (MM/PBSA)
modszerek?®. A végpont-alapti modszerek csak a szabad és a kotott allapotok konformacioit
mintavételezik, majd kiilonboz6 utdfeldolgozasi stratégidkkal szamitjak a két allapot kozti
szabadentalpia kiilonbséget. Osszességében elmondhatd, hogy az egzakt modszerek
szigorubbak, ebbdl kifolyolag idéigényesebbek is, ami hatraltatja a gyakorlati alkalmazasukat.

A végpont-alapu modszerek ezzel szemben kevésbé pontosak, viszont konnyebben

alkalmazhatok.

Az MM/PBSA és az MM/GBSA mddszer sordn a kotési szabadentalpia AGping szamitasa
tobb konformacion keresztiil zajlik, amelyek MD szimulacid soran keletkeztek.®® A kotési

szabadentalpia szamitasa torténhet a reakcio reaktansainak és termékének szabadentalpiajabol:
A+B=AB
AGyping= Gag- (Ga + Gg)
valamint kdzelithetd az alabbi modon:
AGyoing= AH - TAS = AEmm + AGsol - TAS

A kozelités harom komponensre bonthat6: a molekulédris mechanikai energidra (AEmwm): amely

tartalmazza a kotott energiatagok AEi, energiajat (azon belill is a kotési-, szog-, €s diéderes-
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sz0g hozzéjaruldsokat), valamint tartalmazza az elektrosztatikus energiat AEc;, és a Van der

Waals energiat AEyqw:
AEvMv= AEin + AEci + AEvaw
A AGso1 becsiilt hidratacios szabadentalpia-komponensre teljesiil, hogy:
AGsor= AGpol + AGnpol

amely a polaris hidrataciés szabadentalpia (AGyo1), €s a nem polaris hidratacios szabadentalpia
(AGnpor) Osszegeként kaphatd. Ezen feliil az entropikus hozzajarulas (-TAS) a transzléacios,

rotacios €s vibracids szabadsagi fokok valtozasaibodl szarmazik.

Az entropia szdmitdsa altaldban normal modus analizissel torténik. A normal modus
analizis (NMA) egy olyan technika, amely a fehérjék egyensulyi szerkezete koriili flexibilis
allapotokat irja le.3* A modszer alapgondolata, hogy egy egyensilyi allapotban 1év6 rezgd
rendszer (példaul egy fehérje az energiaminimum konformacidjaban) kismértéki
perturbécidjakor helyreallité erd 1ép fel, amely visszahozza az elmozditott rendszert az
egyensulyi konformacioba. A moddszer hatranyai kozé tartozik, hogy a kivant szerkezetet
energia-minimalizalni kell, hogy a kezdeti konformacio valdéban lokélis minimum legyen. A

modszer masik hatranya, hogy viszonylag alacsony a prediktiv ereje.

A polaris hidratacidés szabadentalpiat, attél fiiggéen hogy MM/PBSA-t vagy
MM/GBSA-t alkalmazunk, a Poisson-Boltzmann egyenlettel vagy az altalanos Born modellel
szamitjak. A nem polaris hidratacios szabadentalpia-szamitasakor az olddszer hozzaférheto
feliilet (SASA) alapu megkozelitést alkalmazzak. A szolvaticids energidk becslése sordn
implicit oldészermodellt alkalmaznak, ezért minden explicit olddészermolekulat eltavolitanak a
trajektoriabol. Ahhoz, hogy ez ne okozzon inkonzisztenciat, érdemes lenne a szimulaciot
ugyanazzal az implicit oldoszermodellel végezni, amelyet a szabadenergia kiértékelésekor is

hasznalunk, azonban az implicit oldoszer hatranyai miatt az inkonzisztencia elkeriilhetetlen.

Osszességében elmondhatd, hogy az MM/GBSA és az MM/PBSA kevésbé
szamitasigényesen kezeli a nagyobb rendszereket, mint a TI vagy a FEP, azonban sokkal
pontatlanabbul is. Egyes tanulmanyokban vizsgaltdk a befolydsold tényezdket és azt talaltak,
hogy szamos paramétertdl fiigg az MM/PBSA és MM/GBSA moddszerek eldrejelzéseinek
pontossaga. Tobbek kozott az erdtértdl, a szerkezetek méretétdl, valamint a trajektdria hosszatol
is. A moddszerek pontatlansdgat nagymértékben befolydsolja az entropia szdmitasabol eredd

pontatlansdg is.?’
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5 Célkituzések

Arra a kérdésre szerettiink volna valaszt kapni, hogy lehetséges-e vegyes, vad tipust és H88R

mutaciot is hordozd TTR tetramer kialakulésa.

Az is foglalkoztatott benniinket, hogy ha keletkezik is vegyes tetramer, akkor milyen ardnyban
talalunk majd benne H88R mutaciot, tovabba, hogy mennyire lesz energetikailag stabil ez a

tetramer.

Amellett, hogy megprobaltunk alkalmas in silico modszereket alkalmazni, szerettiink volna a
kiértékelésnél olyan tdmpontot meghatarozni, ami in vitro informaciot is szolgaltat. Ebbdl
kifolyo6lag terveztink egy olyan kisérletet, amelynek az eredményével igazolni tudjuk a

szimulaciok kiértékelésekor kapott eredményeket.
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6 Alkalmazott modszerek

6.1 Kisérleti hozzajarulasok

A kutatés soran hét molekuladinamikai szimulacié eredményét vettiik alapul. Ezen szimulaciok,
valamint ezek kiértékelése kozott akadnak olyan adatok, amelyek nem az én munkdmon
alapulnak. A vad tipusa TTR tetramer, valamint a négy H88R mutacioval rendelkez6 TTR

tetramer fehérje MD szimulécidja Karancsiné Menyhart Dora és Body Istvan munkaja.

illetve a hozza tartoz6 MM/GBSA analizis Fazekas Zsolt munkaja.

Az in vitro kisérleten felvaltva, illetve egyszerre dolgoztunk Body Istvannal.

A tomegspektrometrids mérések lebonyolitasdban Papp David vezetésével vehettem részt.
Munk4éjukat ezaton is koszondm.

6.2 A fehérje szerkezete és mutacioja

A szimulaciokhoz hasznalt TTR fehérje szerkezetét a Protein Data Bankbol® t5ltottik le,
melynek PDB kodja: 2QGB33. A mutaciok beviteléhez a PyMOL Molecular Graphics System,
Version 3.0.4 Schrodinger, LLC alkalmazést hasznaltuk.

6.3 In silico kisérleti koriilmények
6.3.1 MD szimulaciok

A fehérjék molekuladinamikai szimulaciothoz a GROMACS 2022.3-as szoftvercsomagot
hasznaltuk. Ezen belill az 6sszes szimulaciondl az AMBER99SB-ILDNP-star erdtér mellett
végeztiink szamitasokat. A fehérje hidratalasakor, valamint az egységcellaba tételekor OPC
vizmodellt és dodekaéder alakt egységcellat alkalmaztunk. A fehérje az egységcella kozepére
kertilt, a cella és a fehérje kozti tavolsagot pedig Gigy hataroztuk meg, hogy az legalabb 1 nm
legyen. Az ionokat egy altaldnosan bevett mdp féjllal generdltuk. Natrium- és kloridionokat
tettlink a rendszerbe, melyek koncentracioja 0,15 M volt. Ezen feliil arra is figyeltiink, hogy a
rendszer Ossztoltése 0 legyen. Kovetkezd 1épésként elvégeztik a rendszer energia-
minimalizaldsat konjugalt gradiens modszerrel, kiilonbozé erdallandoju poziciokényszerek
mellett: 1000, 500, 100, 0 kJ-mol'-nm™. Konvergencia-kritériumként a maximalis erét 50

kJ-mol''-nm értékre llitottuk be. A rendszer ekvilibralasakor eldszor kanonikus sokasagon
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szimulaltunk (NVT), 310 K-en, a leapfrog integratort alkalmazva. 50 000 1épést végeztiink 2
fs-os 1épéskozzel, illetve itt is 1000, 500, 100 és 0 kJ-mol'-nm™-es pozicidkényszereket
alkalmaztunk. Ezt kdvetden a nyomas beallitdsara egy rovid izoterm-izobar (NPT) szimulaciot
futtattunk. A rendszer termosztalasara a GROMACS altal kinalt V-rescale-t, a barosztalasara a
Parrinello-Rahman barosztatot alkalmaztuk. Az MD szimulédciokor izoterm-izobar sokasagon

(NPT) szimulaltunk 1000 ns-ig.

6.3.2 MD szimulaciok analizise

Az analizis els 1épéseként mindig készitettiink egy index f4jlt, amelyben definidltuk a fehérje
egyes lancait, valamint egy altalunk kivalasztott, viszonylag a komplex kozepén elhelyezkedd
atomot. Ezt kdvetden centraltuk a fehérjét a kivalasztott atomra, ami a fehérje elhelyezését
jelentette a doboz kdzepére minden idOpillanatban. Ezt a 1€pést a fehérje Brown-mozgésa miatt
hajtottuk végre. A trajektoriat ugyanezen lépéssel vizmentesitettiik is. Ezen 1épéseket kovetden
kezdtiik meg az analiziseket. Minden trajektoria esetében végeztiink RMSD analizist (Root
Mean Squared Deviation, ahol az atomok atlagos eltérését vizsgaltuk), valamint SASA analizist
(Solvent Accessible Surface Area, ahol a fehérje olddszer-hozzaférhetdségét vizsgaltuk), ezeken
felil vizsgaltuk a hidrogén kotések szamat, illetve MM/GBSA algoritmus segitségével
szamitottunk kotési szabadentalpiat dimer parok disszociacids/asszociacids reakcidja mentén.
Az RMSD analizis esetében Mainchain + Cp csoportot alkalmaztuk, valamint az RMSD és
SASA analizis esetében is 100 ps-os mintavételezési id6t hatdroztunk meg. A hidrogén kotések
vizsgalata esetében 2,6 A-6s maximum tdvolsigot hatdroztunk meg a donor és az akceptor
atomok kozott. A hidrogénatom, a donor és az akceptor atomok altal meghatarozott szognek
pedig kisebbnek kellett lennie, mint 50° (kiilonben a program nem érzékelte hidrogénkotésnek).
Itt is 100 ps-onként tortént mintavételezés a sziikséges analizishez. A kotési szabadentalpia
szamitasakor a gmx MMPBSA szoftver v1.6.3-s verzidjat hasznaltuk, ami az MMPBSA .py
v.16.0 szoftveren alapul. A Generalized Born szdmitasokat a GB-OBC1 formatumt mddszerrel
végeztiik.3* Erétérként az "oldff/leaprc.fl99SBildn" erdteret hasznaltuk. A szimuldcio 4ltal
megkapott eredmények, 25 °C-ra vonatkoznak. Az analizist 200 ns-to6l, az 50 000-dik trajektoria
egységtdl, 1 000 ns-ig, a 250 000. trajektoria egységig néztiik 100 ps-os 1d6kdzonként, azaz
8001 komplex trajektoria egységet elemeztiink. A 200 ns-os kezdépontot ugy hataroztuk meg,
hogy megvizsgaltuk az RMSD és SASA gorbék alapjan, hogy az egyes trajektoriak mikor
konvergaltak. Emellett figyelembe vettiik a kezdd iddpillanat kivalasztasakor azt is, hogy ne
veszitsiink el sok értékes adatot sem. Igy kaptuk meg a 200 ns-os konszenzus kezdépillanatot.

Az entrépia szamitdshoz sziikséges normdlmodus analizis esetében az elsé trajektoria-
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pillanatfelvétellel kezdtiik meg az elemzést, egészen a 8000. trajektoria pillanatfelvételig, 800-
as 1épéskozzel, ezaltal 10 trajektoria egységet elemeztiink. A fehérjét kolcsonhatasi feliiletek
szerint felosztottuk 3-3 dimer-dimer parra, melyek 3 kiilonb6z6 dimerizaciéos modot hataroznak
meg. A megegyezd kdlcsonhatési feliilettel rendelkezé dimer parokat csoportositottuk és igy

inditottuk el az MM/GBSA szamitasokat.

6.4 In vitro kisérleti koriilmények

A kisérletiinkhoz vad tipusu és H88R mutans TTR-t allitottunk el azonos modon, rekombinans
technologiaval. A fehérjéket GST-TTR fuzios fehérjeként allitottuk eld. A tisztitas megfeleld
pontjan a GST fehérjétdl trombinos hasitassal szabadultunk meg. A fejezetben megjelend egyes

keverékek receptjei a fliggelékben talalhatdak.

6.4.1 Expresszi6

6.4.1.1 Oltokultara készités

Az elozdleg transzformalt és -80 °C homérsékleten tarolt sejtekbdl egy aliquotot jégen
felengedtiink, majd a sejtszuszpenziobdl 100 ul mértiink be steril fiilke alatt autokldvozott, 50
ml LB (Luria-Bertani) tapoldatot tartalmaz6 razédflaskaba. A tapoldathoz tovabba 50 pl 100

cre

razassal inkubaltuk masnap reggelig.

6.4.1.2 Termelés

Az oltokultura inditasaval egy napon 1 1 TB (;, Terrific Broth™) tapoldatot kevertiink, majd
autoklavban sterilizaltuk. A termelés reggelén a steril flilke alatt hozzaadtuk az oltékultirankat,
sejtpopulacio novekedését spektrofotométerrel kovettiik, a 600 nm-en mért abszorbancia
értekét mérve. Addig inkubaltuk a sejtkultarat, amig az abszorbancia el nem érte 600 nm-en a
0,7-et. Ekkor az expresszio elinditasahoz 1 ml 0,1 mM IPTG-t adtunk az oldathoz. Az indukalt

sejtkultarat masnapig 28 °C-on razattuk tovabb.

6.4.2 Tisztitas

6.4.2.1 Feltaras

A termelés masnapjan a sejtszuszpenziot lecentrifugaltuk 4500 rpm-en (3780 g), 10 percen
keresztiil, 4 °C-on a sejtek fermentlétdl valo elvalasztasa céljabol. A centrifugalds utdn a
feliiliszot ledntve, a leiilepedett sejteket 35 ml nativ feltdrd pufferben felszuszpendaltuk. A

sejtszuszpenzidt 50 ml-es fézOpoharban jégfiirddbe allitva szonikaltuk az oldatot 2x3 percig
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kozepes amplitudoval, 50%-os kitoltési tényezovel. A szonikalast kdvetden a feltart sejteket
lecentrifugaltuk 16 000 rpm-en (30 6300 g) 20 percen keresztiil, 4 °C-ra hiitott rotorban. A
centrifugalas végeztével a sejtlizatum feliiluszojat egy redds szlirdpapiron keresztiil atszirtiik,

majd még egyszer atszlrtiik egy 0,45 pm-es fecskenddsziiron egy Falcon csébe.

6.4.2.2 Affinitas kromatografia

Az affinitds kromatografiat egy Bio-Rad NGC késziilékkel végeztiik, amely automata
mintaszeddvel rendelkezik. A minta pufferével azonos Osszetételii nativ feltarot hasznaltunk 2
mM DTT-vel kiegészitve az oszlop ekvillibralasara, a minta felvitelére és a mosasra (A puffer).
Készitettiink ezen feliil egy 100 ml elucios puffert is, amely nativ feltarot és 20 mM glutationt
tartalmazott (B puffer). A méréshez 2 darab 5 ml-es GST oszlopot hasznaltunk: GSTrap FF 5
ml, (Cytiva). A tisztitdsi miivelet sordn 5 oszloptérfogatnyi A pufferrel, 5 ml/perc aramlasi
sebességgel ekvilibraltuk az oszlopokat, majd felvittiikk az oszlopra az atsziirt sejtlizdtumot 0,8
ml/perc sebességgel. A mintafelvitel utan 5 oszloptérfogat A pufferrel mostuk az oszlopot 5
ml/perc sebességgel. Az elucio sordn 5 oszloptérfogat B pufferrel leszoritottuk a GST cimkénél

fogva kitapadt fehérjét az oszlopokrol, melyeket 5 ml-es frakcionként elkiilonitettiink.

6.4.2.3 Gélelektroforézis

Az affinitds kromatografia utdn ¢és a tovabbi elvalasztasi 1épések kozott is denaturdlod
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) azonositottuk a terméket tartalmazoé frakciokat,
tovabba az emésztés sikerességét, illetve termék tisztasagat vizsgaltuk. Elsé 1épésként SDS-
PAGE gélt ontottiink a gyartd receptje szerint (TurboMix™ Bis-Tris Del Casting Kit). Ezt
kovetden azokbdl a frakciokbol, melyben latszott a kromatogram alapjan, hogy van fehérje,
Eppendorf csdvekbe pipettaztunk 10-10 pl-t, majd hozzajuk adtunk szintén 10-10 pl 2x SDS
fehérjekezelt (Laemmli-puffert). Ezeket a mintdkat 70 °C-on 10 percig kezeltiik. Ezalatt az
1d6 alatt Osszeallitottuk a gélfuttatdo kadat, beleraktuk a gélt, valamint feltoltottik MES
pufferrel. 10 perc letelte utdn az elsé zsebbe Hamilton fecskenddvel 5 pl PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder, (Thermo) 1étrat fecskendeztiink, majd ezt kdvetden az Eppendorf
csovek tartalmabdl is 5-5 pl-eket fecskendeztink a gél zsebeibe. Amikor mindennel
elkésziiltiink 140 V-os fesziiltséget kapcsoltunk a futtatokadra és 60 perces 1d6zit6t allitottunk
be. 5 perc elteltével 180 V-ra emeltiik a fesziiltséget. A 60 perc végeztével ultratiszta ioncserélt
vizben mostuk a gélt és ReadyBlue Protein Gel Stain festékben megfestettiik. A fizids terméket

a gélképen 40 kDa-nél vartuk.
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6.4.2.4 Dializis és emésztés

Mivel a késébb lehasitott GST cimkétdl szintén affinitds kromatografiaval kivantunk
megszabadulni, ezért el kellett tavolitani a mintdbdl a glutationt a GST sikeres kotddése
érdekében. A GST nagy glutation affinitdsa miatt (Kd<107) jelentés higulas elérése volt a cél a
glutationra nézve. A fuzios fehérjét tartalmazé frakciok osszedntésével kapott fehérje oldattal
(~50 ml) 6sszesen 5 dializist végeztiink, ehhez 5 1 nativ feltaro puffert kevertiink, és 2 mM DTT-
t adtunk hozza, valamint az aggregacid lassitasa érdekében 50-50 mM L-glutaminsavat és L-
Arginint. Egy dializis legkevesebb 2, maximum 16 oraig tartott intenziv kevertetés kozben. Az
nm-en mért abszorbancia alapjan. Ez utan 1/500 térfogatrésznyi trombint (marhaszérumbol
szarmaz6; Thermo; 1 U/ul aktivitast) adtunk a fehérje oldatunkhoz, abbdl a célbol, hogy
specifikusan elhasitsuk fuziés termékiinket a GST és TTR kozott taladlhaté kapocs
szekvencidnal. Ezt kdvetden ismét dializalni kezdtiik az oldatot. Az utols6 dializist kdvetden

ismét SDS-PAGE gélelektroforézissel ellendriztiik a hasitas eredményességét.

6.4.2.5 Forditott modu affinitas kromatografia
A lehasitott GST cimkétdl affinitas kromatografias 1épésben szabadultunk meg az els6 affinitas
kromatografias 1épésnél leirt modon azzal a kiilonbséggel, hogy ezuttal a TTR termékiink a

mintafelvitel soran atesett az oszlopon, igy ezeket a frakciokat gytijtottiik.

6.4.2.6 Preparativ méretkizarasos kromatografia

A méretkizarasos kromatografiat, SEC-et (size-exclusion chromatography) a tisztitas utolsé
Iépéseként hasznaltuk. Ismételten FPLC késziiléken dolgoztunk, viszont ebben az esetben
HiLoad 16/600 Seperdex 75pg oszlopot alkalmaztunk. Az oszlopot foszfat pufferelt sooldattal
(PBS) ekvilibraltuk és 1 ml/perc aramléassal hasznaltuk. A TTR-t tartalmaz6 mintét ultrasziird
centrifugdldssal toményitettiik be (5000 g;10 kDa-os vagast 15 ml-es cs6; Merck) 3 ml ald,
amelyet mintahurokbdl injektaltunk az oszlopra. 1,5 oszloptérfogatnyi PBS-sel
kromatografaltunk, 0,3 és 1 oszloptérfogat kozott 4 ml-es frakciokat szedve. A 280 nm-en
detektalt kromatogram alapjan fehérjét tartalmazo frakcidkat SDS-PAGE gélelektroforézissel
vizsgaltuk. A tisztdn TTR-t tartalmazd, nativ méretli (wt tetramer, HS8R monomer), nem
aggregalt frakciokat 6sszeodntottiik, aliquotoltuk, folyékony nitrogénnel lefagyasztottuk és -80

°C-on taroltuk a hasznalatig.
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6.4.3 Vegyes tetramer képzési kisérlet

A vegyes tetramer képzddés vizsgalathoz H88R ¢és vad tipusu TTR-t egyenként 0,6 mg/ml
koncentracioban tartalmazé oldatot készitettiink PBS pufferben, és kiegészitettik 50 uM
natrium-aziddal és 1 pM DTT-vel, 1,67 ml végtérfogatban. Kontrollkisérletnek azonos
koriilmények kozott csak vad tipust és csak H88R mutanst tartalmazo oldatokat készitettiink.
A mintakat 37 °C-on egy hétig inkubaltuk. Ennek meghatarozasa abbol az adatbol indult ki,
miszerint a vad tipusi TTR tetramerben megkozelitleg 48 ora alatt képes egy vad tipust lanc
H88R mutalt lancra kicserélddni. Annak érdekében, hogy a haromszorosan H88R mutalt TTR
is l1étrejohessen ezt az idéértéket megszoroztuk harommal, igy kaptuk meg a kozel egy hetes
inkubalasi 1d6t. Az inkubalast kovetden méretkizarasos kromatografiaval elvalasztottuk az

aggregatum, monomer ¢s tetramer frakciokat.

6.4.4 Analitikai méretkizarasos kromatografia

A vegyes tetramer képz0dés vizsgalatanal a kisebb fehérjemintak miatt Superdex 75 pg 10/300
oszlopot hasznaltunk. A PBS puffer aramldsi sebességét 0,75 ml/percnek valasztottuk. A
mintakat 10 kDa-os ultrasziir6 centrifuga csovekkel toményitettiik 0,3 ml-re, ezt injektaltuk az
oszlopra. A legnagyobb anyagvisszanyerés €s toménység eléréséhez a frakciokat 280 nm-en
detektalt kromatogram alapjan, kézi vezérléssel hataroztuk meg (ezzel kompenzaltuk a

frakcioszedo holt térfogatat).

6.4.5 Tomegspektrometria

6.4.5.1 Elokészités
Osszesen négy mintat mértiink meg, két H88R és vad tipus keverékébdl szarmazo tetramer

frakciot (3), (4), egy csak vad tipust tartalmaz6 tetramer frakciot (66), illetve egy nem inkubalt

crer

mindegyiknek 10 pg-nak megfeleld mennyiségli fehérjeoldatot mértiink ki (1. tablazat).
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Mintak Koncentracio Kimért térfogat
H88R, nem inkubalt (0) 1 mg/ml 10ul
H88R-t és vad tipust is 0,331 mg/ml 30 ul

tartalmaz¢ frakcio (3)

H88R-t és vad tipust is 0,594 mg/ml 17ul

tartalmazo frakcio (4)

vad tipus frakcio (66) 0,367 mg/ml 27 wl

A mintak térfogatat sziikség szerint 30 pl-re egészitettiik ki. A megfeleld térfogatok kimérése
utdn mindegyik oldathoz 3 ul 0.5 %-os Rapigest detergens oldatot adtunk. A mintakat ezt
kovetden (mivel a fehérjék nem tartalmaztak diszulfidhidakat) kozvetleniil emésztettiik tgy,
hogy 1:25 enzim : fehérje tdmegaranyban tripszint adtunk a mintakhoz. Ezt kdvetéen 37 °C-on
300 rpm-en razattuk egy Eppendorf Thermomixer C késziilékben a mintakat egy éjszakan at
(overnight), ezzel elbsegitve az emésztést. Az emésztést kovetden 3,5 pl 10 V/V%-os
hangyasavoldatot adtunk az dsszes fehérjeoldathoz. Ezt kdvetden ekvilibraltuk a mintadkat 2 %
TFA (trifluorecetsav)-t és 20 % ACN (acetonitrilt) tartalmaz6 minta puffer oldattal 0,5 % TFA
és 5 % ACN osszetételre eldkészitve 6ket a spin oszlopozéasra. A Thermo Scientific™ Pierce™
C18 Spin oszlopokat aktivaltuk 150 pl 50 % ACN-t tartalmaz6 aktivald folyadékkal,
centrifugaval, 1 percen keresztiil, 20°C-on 1500 rcf-en. Ezt megismételtiik, majd ekvilibraltuk
az oszlopot 0,5 % TFA-t és 5 % ACN-t tartalmazo ekvilibralé/mosé folyadékkal, szintén
centrifugdlassal, a feljebb emlitettek szerint, kétszer ismételve. Ezt kovette a minta felvitele az
oszlopra, szintén centrifugalassal, majd az elualt oldatokat jra felvittiik és centrifugaltuk. A
mintafelvitel utan jott a mosasi 1épés 150 pul 0,5 % TFA-t és 5 % ACN-t tartalmazo
ekvilibralé/moso folyadékkal, centrifugaval, kétszeres ismétléssel. Ezzel a Iépéssel leelualtuk a
retencidval nem rendelkezé komponenseket és sotalanitottuk a mintdkat. Utolsd Iépésként
pedig eluéltuk a peptideinket, 20 ul 70 % ACN-t tartalmazo elicios pufferrel, centrifugélva,
kétszer ismételve. A peptidoldatokat Eppendorf Concentrator plus vakuumbeparld segitségével

bepéroltuk 45°C-on.
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6.4.5.2 Mérés

A peptidtérképezéshez a beparolt mintakat ujraoldottuk 20 ul 5% ACN/H20-ben és 10 pl-t
injektaltunk. Az LC-ESI-MS (Q-TOF) mérési paraméterek a fiiggelékben (7. tablazat), a
gradiens tablazat és a gradiens a (8. tablazat) lathatd. A méréseket egy Waters Acquity [-Class
Plus UPLC-vel kapcsolt Waters SELECT Series Cyclic IMS (Waters Corporation, Milford,
MA) tomegspektrométeren végeztilk. A peptidtérképezéshez hasznalt oszlop egy Waters
Acquity UPLC® Peptide CSH™ C18 130 A 1.7 pm Imm x 150mm volt.
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7 Eredmeények és kiértékelésiik

7.1 Alapadatok

A TTR tetramer kiilonb6z6 mutansaibol 7 MD szimulaciét inditottunk: a vad tipusa
homotetramerrdl (0x), az egy mutanst tartalmazo (1x), a két mutanst beta-edge kdlcsonhatasi
feliileten kapcsolo (2x, bE), a két mutanst beta-cross kdlesonhatési feliileten kapcsold (2x, bC),
a két mutanst loop-loop kdlcsonhatasi feliileten kapcsolo (2x, IL), a hdrom mutanst tartalmazo
(3x) heterotetramerrdl €s a teljesen mutdns homotetramerrdl (4x). Az MM/GBSA analizisek
soran, mivel minden esetben mind a harom kolcsonhatasi feliiletre szamoltunk AG értékeket,
Osszesen 7*3 = 21 eredménylink lett. A szdmitott szabadentalpia értékek a dimerek tetramerré
valo asszociaciojara vonatkoztak. Ezeken feliil fontos még megemliteni a ndémenklatirat,
amelyet a mérések kiértekelése soran alkalmaztunk. A kolcsonhatasi feliiletekre vonatkozo

elnevezések a kovetkezok: beta-edge = bE, beta-cross = bC, loop-loop = 1L (2. abra).

2. abra A TTR fehérjében 1évo kolcsonhatasi feliiletek kapcsolata 1athatd a fels6 tetraéder abran. Az alsé sorban a
TTR fehérje lancai lathatok kiilonb6zo szinekkel, tovabba a lancparok altal alkotott interfészek. Az A lanc zold, a
B lanc kék, a C lanc lila és a D lanc sarga szinii. A lancokat az alabbi dbran lathaté modon parokba rendeztiik.
Ezen parositasok altal meghataroztuk a fehérje szerkezetében megfigyelhetd 3 kiilonb6z6 kdlesonhatasi feliiletet.
Az A-B, valamint a C-D lanc alkotja a beta-edge kolcsonhatasi feliiletet, az A-C és a B-D hozza 1étre a beta-cross
kdlcsonhatasi feliiletet, illetve az A-D és a B-C lancparokbdl all a loop-loop kolesonhatasi feliilet, melyek ebben a
sorrendben az abran is lathatoak.
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Annak érdekében, hogy ki tudjuk fejezni, hogy az adott kdlcsonhatéasi feliileten, illetve a
tetramerben mennyi mutacié helyezkedik el, tovabbi jeloléseket vezettink még be.
Megkiilonboztettiik a mutacioval nem-, az egy mutacidoval- és a két mutacioval rendelkezd
kolesonhatasi feliileteket, valamint a mutaciéval nem-, egy, két, harom és négy mutacioval
rendelkez6 tetramereket. Igy a kolcsonhatasi feliiletek esetében feltiintettiik a kolcsonhatasi
feliilet nevét, majd a mutaciok szamat (példaul: a vad tipust TTR beta-edge kolcsonhatasi
feliilete = bEOx). A dimerek tetramerré torténd asszociacios reakciok esetében a jeldlésiink a

kovetkezo volt:

[dimerekben 1év6 kolcsonhatasi feliilet neve]: [mutacidk szama a kapott tetramerben, majd, ha

sziikséges, akkor melyik kdlcsonhatasi feliileten van a mutéacid]

Példa ilyenre a [bE]:[2x, bC], ami két bE mentén komplexalédott dimer Osszealldsara

vonatkoz6 reakciot jelol, melynek soran egy bC tipust dupla mutans tetramer keletkezik.
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7.2 MM/GBSA eredmények

7.2.1 Nyers MM/GBSA eredmények

2. tablazat A tablazatban az MM/GBSA szimulaciokbdl szarmazé AH, -TAS és a AG eredményeket tiintettiik fel
az adott tetramer kolcsonhatasi feliileteire. Az adatok mellett kozvetleniil a becsiilt hibaértékek talalhatok, ame-
lyeket a program adott meg.

Reakcidok AH o(4H) -TAS o(-TAS) AG 6(AG)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol (kcal/mol
) )
[bE]:[0x] -100,68 6,80 47,92 7,15 -52,76 9,87
[bC]:[0x] -235,85 10,31 89,13 8,95 -146,72 13,65
[IL]:[0x] -202,56 9,74 91,70 8,75 -110,86 13,09
[bE]:[1x] -97,85 6,09 51,86 8,85 -45,99 10,74
[bC]:[1x] -180,70 11,75 82,91 10,55 -97,79 15,79
[IL]:[1x] -157,17 11,37 93,19 9,87 -63,98 15,06
[bE]:[2x, bE] | -103,17 6,88 45,72 4,34 -57,45 8,13
[bC]:[2x, bE] | -233,60 10,61 83,30 13,23 -150,30 16,96
[IL]:[2x, bE] | -205,55 9,97 89,17 11,76 -116,38 15,42
[bE]:[2x, bC] | -106,07 10,71 53,02 8,53 -53,05 13,69
[bC]:[2x, bC] | -237,30 10,58 81,19 7,08 -156,11 12,73
[IL]:[2x, bC] | -211,09 10,99 91,88 7,66 -119,21 13,40
[bE]:[2x,IL] | -102,66 6,82 46,58 5,41 -56,08 8,71
[bC]:[2x, IL] | -230,73 10,81 87,37 9,23 -143,36 14,21
[IL]:[2x, IL] -204,75 11,27 92,05 13,05 -112,70 17,24
[bE]:[3x] -105,07 6,97 47,93 5,69 -57,14 9,00
[bC]:[3x] -202,11 9,68 85,52 8,76 -116,59 13,06
[IL]:[3x] -190,63 9,69 93.31 4,38 -97,32 10,63
[bE]:[4x] -91,75 7,36 53,89 7,70 -37,86 10,65
[bC]:[4x] -169,39 10,71 83,22 10,03 -86,17 16,11
[IL]:[4x] -148,23 11,92 96,12 6,34 -52,11 13,50
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7.2.2 MM/GBSA eredmények kiértékelése

Az eredmények kiértékeléséhez kiilonbdz6 modelleket probaltunk felallitani, amelyekkel egyre
pontosabb kozelitéseket kaptunk. A modellek alapjat képezte az a feltételezés, miszerint a
komplexképzddés soran képzdddé AG-t megkaphatjuk a kiilonb6z6 hatasokhoz, illetve
komponensekhez tartozd AG értékek linedris kombinéaciojabol. Ezt kdvetden azonositottuk
ezen komponenseket, valamint ezek szamanak valtozasat a kiilonb6z6 reakciokra. Ezekre egy
linearis regresszios modellt oldottunk meg, melynek eredményeképp minden komponenshez
hozzarendeltink egy AG értéket. A modelljeink 0Osszetettségét a linedris illesztés
paramétereinek szama hatarozta meg, ami esetiinkben maximum 21 volt, ugyanis 21 mérési
adat allt rendelkezésiinkre. Figyelembe vettilk azonban azt is, hogy bar az egyszerlibb
modellekbdl szarmazé tendenciak konnyebben altalanosithatok, azonban magasabb illesztési
hibat mutatnak a tobb paraméteres modellekhez képest. A modellek altal 1étrejott illesztéseket
az MM/GBSA szimuléaciobol 1étrejott AG értékekhez viszonyitott négyzetes atlagos hibaval
jellemeztiik. Harom modellt allitottunk fel, melyek koziil az els6 megkozelités szamitott a

legegyszeriibbnek, a harmadik a legdsszetettebbnek.

Az els6 modellben harom komponenst kiilonboztettiink csak meg: a bE, a bC és a IL
kolcsonhatasi feliilet képzodését, figyelmen kiviil hagyva azt az informéacidt, hogy van-e
mutacido az adott kolcsonhatasi feliileten, vagy nincs. Az alabbi mdédon minden dimer
asszociacids reakcid leirhatdé 2-2 kiilonb6zé kolcsonhatési feliilet képzddésével, példaul a
[bC]:[1x] reakcio soran 2 bE és 2 IL kolcsonhatasi feliilet alakul ki, az asszocidcidos AG

kozelithetd ezen két érték 0sszegének a kétszeresével:
AG([bC]:[1x]) =2 AG(bE) + 2 AG(IL)

Ez a megkozelités arra hasznalhatd, hogy egy atlagos becslést adjunk a kdlcsonhatasi feliilet-
energidkra. A modell nem elég szofisztikalt ahhoz, hogy a mutacié hatasardl barmit allitson, de
a prediktiv ereje sokkal nagyobb egy kolcsonhatasi feliilettipus kotddési energiajaval

kapcsolatban (bias-variance tradeoff).

A masodik megkozelitésben mar megkiilonboztettiik a kiilonb6zd kolcsonhatési feliileteket
annak fiiggvényében, hogy az dket alkotd lancok tartalmaznak-e mutacidkat és ha igen, akkor
mennyit. igy mar 9 kiilonb6z6 komponenst tudtunk definialni: bEOx, bE1x, bE2x, bC0x, bC1x,
bC2x, ILOx, IL1x, IL2x. Az el6bb példaként felirt reakcid ezt kovetden az alabbira modosul:

AG([bC]:[1x]) = AG(bE1x) + AG(bEOx) + AG(IL1x) + AG(ILOX)
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Megjegyzendd, hogy ez a kozelités pontosabban irja le a rendszert, azonban még ez a modell
is figyelmen kiviil hagyja az allosztérikus hatasokat, amelyeket egyik alegység egy adott
kolcsonhatési feliileten keresztiil gyakorolhat a masikra. Ezeknek a figyelembevételét
kiilonbozé megkdzelitésekkel meg lehetne valositani, azonban ha csak a dimer asszociacios

reakciokat tekintjiik alapul, mindegyik esetben a linedris egyenletrendszer szingularissa valna.

A harmadik megkozelitésben minden kolcsonhatasi feliiletet csak az adott komplex
kontextusdban vizsgaltunk. Ez a megkdzelités tekinthetd az elsd megkozelités fliggetlenitett
valtozatdnak. Ennek sordn 21 paramétert kapunk, melybdl kovetkezik, hogy az eredmények
esetében nem kapunk becslést az illesztési hibara. Mivel a kolcsonhatasi feliilet-energiak
kiilonb6z6 komplextipusokhoz kotottek, prediktiv ereje nincs ennek a modellnek mas
komplexekre nézve. A megkozelitéssel felirhatjuk a AG-t mind a 7 tetramer mind a hdrom

kolcsonhatasi feliiletére, példaul a vad tipusra:
AG([bE]:[0x]) = 2 AG(bCOx) + 2 AG(ILOx)
AG([bC]:[0x]) = 2 AG(bEOx) + 2 AG(ILOx)
AG([IL]:[0x]) = 2 AG(bEOx) + 2 AG(bCOx)

ahol a AG(bEOx), AG(bC0x) és AG(ILOx) az adott komplexhez (itt 0x) tartoz6 kolcsonhatési

feltilet energiak.

7.2.3 Megoldas és eredmények

Az 6sszes megkdzelités sordn a sulyozott Moor-Penrose pszeudoinverz médszert alkalmaztuk
az egyenletrendszerek megoldasara. Két oszlopvektort definidltunk, az x vektor a kiilonb6zd
komponensekhez tartozé6 AG értékeket tartalmazta, mig az y vektor egy 21 dimenzids
oszlopvektor, amely a kiilonb6z0 dimer asszociacidos reakcidkhoz tartozd6 AG értékeket
tartalmazza. Ezeken feliil definidltunk még egy A modellmétrixot, amely a komponens-
valtozasok szamat tartalmazza. A kovetkezd sulyozott legkisebb négyzetes hiba keresésével

igyekeztiink kozeliteni y-t:
X = argminy Err(x’, y) = argminy (AX’- y)' W (AX’- y)

ahol W matrix egy diagonalis matrix, amely tartalmazza az egyes asszociacids reakcidkra

vonatkoz6 1/6*(AG) inverz varianciaértékeket. Ebb6l az alabbi vezethetd le:
Ax =y

WAX = Wy
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ATWAx = ATWy
x = (ATWA)'ATWy = By

A hibaterjedés szabalyait kovetve levezethetd a kdvetkezd képlet az x vektor S(x) variancia-

kovariancia matrixara:
S(x) = (ATWA)"!

A modellilleszkedés mindségét egy x> faktorral is korrigaltuk®, igy az ebbél kovetkezd

varianciabecslés:

Scorr(x) = sz (ATWA)_l

*v=Err(x,y) / (n—p)

ahol n =21 az egyenletek szamat, p a modell paramétereinek szamat és v = n — p a szabadsagi
fokok szamat jeldli. (Altalanossagban elmondhatd, hogy ha y%, >1, akkor az alulillesztésre, mig

ha %%, < 1, akkor pedig tulillesztésre utal.)

7.2.3.1 Az els6 megkozelités eredményei

Ebben az esetben az A matrix egy 21 x 3-as matrix, amely 7 azonos blokkot tartalmaz: [[0, 2,
21,12, 0, 2], [2, 2, 0]]. A modell paraméterei az x vektorban taldlhatok, x = [AG(bE), AG(bC),
AG(IL)]". A szabadsagi fokok szdma, tehat (n — p) értéke 18. Az alabbi eredményeket kaptuk

(3. tablazat):

3. tablazat Az els6 kozelités AG eredményeit tartalmazza a megadott komponensekre vonatkoztatva, valamint
ezen értékek szamitott hibajat.

Komponensek AG o(AG)
(kcal/mol) (kcal/mol)
bE -43.38 3,33
bC -4,46 3,33
IL -21,79 3,33

A stilyozatlan asszociacios AG hiba 22.88 kcal/mol, mig a redukalt khi-négyzetes tag y*, = 2,54.
A Spearman-féle rangkorrelacids egyiitthatd (SpR) a prediktalt és a valos AG értékek kozott
0,80 (p = 1,38:10). A 6(AG) jelli oszlop tartalmazza a ¥*-vel korrigalt szorasértékeket.

Az eredményekbdl kiolvashato, hogy energetikailag a bE kolcsonhatasi feliilet a legstabilabb,

majd ezt kdveti a IL kdlcsonhatasi feliilet, majd a bC kolesonhatasi feliilet.
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7.2.3.2 A masodik megkozelités eredményei

A masodik modell esetében az A matrix egy 21 x 9-es matrix volt. A modell paraméterei:

x = [AG(bEOx), AG(bEIlx), AG(bE2x), AG(bCOx), AG(bClx), AG(bC2x), AG(ILOx),
AG(IL1x), AG(IL2x)]". A szabadsagifokok szdma (n — p) = 12. A kovetkezé eredményeket
kaptuk (4. tablazat):

4. tablazat A masodik kozelités eredményeit tartalmazza a tablazat. A kiilonbozé szam(i mutanst tartalmazo
kolesonhatasi feliiletekhez rendeli hozza a szamitott AG értékeket, valamint a AG értékek hibajat.

Komponensek AG o(AG)
(kcal/mol) (kcal/mol)
bEOx -48,20 6,84
bE1x -49,60 5,04
bE2x -30,12 7,02
bCOx -3,09 6,65
bClx -7,56 4,43
bC2x -3,21 6,71
1LOx -20,95 6,56
IL1x -23,11 4,67
1L2x -17,24 6,65

A sulyozatlan asszociacios AG hiba 22,55 kcal/mol, a redukalt khi-négyzetes tag % pedig 2,28.
A Spearman-féle rangkorrelacios egylitthatdo (SpR) a prediktalt és a valddi asszociacios AG

értékek kozott 0,86 (p = 4,59-107).

Megallapithatd, hogy a bE kdlcsonhatasi feliileten, ha mind a két lanc tartalmaz mutéciot, akkor
az energetikailag kedvezdtlenebb lesz, mintha csak egyet vagy egyet sem tartalmazna. Ezzel
szemben az is észrevehetd, hogy a IL, valamint a bC kdlcsonhatasi feliileten nincs nagy mértékii
valtozas energetikailag a vad tipushoz képest, akkor sem ha a kdlcsonhatasi feliilet mindkét
lancan megfigyelhetd a mutacio. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy kialakulhat vegyes, tehat

vad tipusu €és H88R mutans lancokat is tartalmazo tetramer.
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7.2.3.3 A harmadik megkozelités eredményei
Ennél a megkozelitésnél az A matrix egy blokk-diagonalis, 21 x 21-es matrix, amely a [[0, 2,

21,12, 0, 2], [2, 2, 0]] blokkbol all. Az alabbi megoldasokat kaptuk (5. tablazat):

5. tablazat A harmadik megkozelités eredményeit tartalmazza a tablazat: a komplexek kdlcsonhatési feliileteire
szamitott AG értékeket, valamint ezek hibajat.

Komplex Kolcsonhatasi AG Nem korrigalt
feliilet (kcal/mol) o(AG)
(kcal/mol)

bE -51,20 5,33

0x bC -4,23 5,33
1L -22,16 5,33

bE -28,95 6,08

Ix bC -3,05 6,08
IL -19,95 6,08

bE -52,31 6,08

2x, bE bC -5,88 6,08
1L -22,84 6,08

bE -55,57 5,75

2x, bC bC -4,04 5,75
1L -22,49 5,75

bE -50,00 5,99

2x, 1L bC -6,36 5,99
1L -21,69 5,99

bE -39,19 4,77

3x bC -9,47 4,77
IL -19,10 4,77

bE -25,11 5,89

4x bC -0,95 5,89
IL -17,98 5,89

Korrigalt paraméterszorasok nem szamithatok. Azok a tendencidk figyelhetéek meg itt is,
amelyek az els6 megkozelitésben. Az is észrevehetd, hogy a bE kolcsonhatasi feliilet stabilitasa

nagymértékben csokken az 1x, a 3x és a 4x esetében az el6z0 értékekhez képest.
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7.2.4 Eredmények osszegzése és Kiértékelése

Altaldnossagban elmondhaté, hogy legtobb esetben energetikailag a bE kolcsonhatasi feliiletek
a legstabilabbak, illetve az is, hogy a bC kolcsonhatasi feliiletek AG értékei a legnagyobbak. A
nyers adatokbdl minden komplexre egy altalanos asszociacids energiat szamoltunk. Minden
komplex esetében dsszeadtuk a ra vonatkozo kiilonb6zo dimerré torténd disszocidcids modok
AG értékét, majd az igy kapott Osszeget elosztottuk kettdvel. Ez a moddszer ugyanazt az
eredményt adja, mintha a harmadik modell egyedi kdlcsonhaté feliileti energiaibol szamoltuk

volna ki a komplexképzddés teljes energiajat. Az alabbi eredményeket kaptuk (6. tablazat):

6. tablazat A tablazatban a komplexekre szamitott asszociacios energiak talalhatoak.

Komplex AG o(AG)
(kcal/mol) (kcal/mol)

0x -155,17 10,66

Ix -103,88 12,16
2x, bE -162,07 12,16
2x, bC -164,19 11,50
2x, 1L -156,07 11,99
3x -135,525 9,55

4x -88,07 11,78

Csoportunk korabbi kisérleteibdl tudjuk, hogy a vad tipusi TTR csak tetramer allapotban
figyelhetd meg fiziologiashoz hasonlo koriilmények kozott, mig a HS8R mutans csak monomer
formaban. Ezért kijelenthetd, hogy azok a komplexek, amelyeknek kisebb, vagy kozelitdleg
azonos a AG értéke, mint a vad tipusi komplexnek, valosziniileg létrejohetnek. (Amely
komplexhez tartoz6 AG érték kisebb, mint a 4x mutansé, de nagyobb, mint a vad tipusé, nem
jelenthetd ki kisérletek nélkiil.) Ebben az esetben a 2x, bE; a 2x, bC; valamint a 2x, 1L
komplexekrdl elmondhatd, hogy termodinamikailag hasonldan stabilnak tlinnek, mint a vad

tipus, ezért a létrejottiik valoszinlisithetd.

Az eredményeink alapjan az 1x komplex jelentdsen kevésbé stabil, mint az elébb emlitett
harom, két mutacidt tartalmazé komplex, holott kevesebb mutdns alegységet tartalmaz. A
jelenség szerkezeti kontextusba helyezéséhez a 7 komplex mindharom kolcsonhatési feliiletére
az MD trajektoridk teljes elemzésre hasznalt hosszan készitettiink RING analizist.?*3” Ez egy

olyan program, amely beazonositja a kolcsonhatasokat. Ezt a kolcsonhatas-elemzést grafok
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formajaban jelenitettik meg. Az eredményekbdl az volt kiolvashatd, hogy a vad tipusu
tetramerhez képest az egy H88R mutaciot tartalmazd komplex esetében a beta-edge és a loop-
loop kolcsonhatasi feliileten nagymértékben csokkentek a kdlcsonhatdsok. A legnagyobb
kiilonbség a vad tipus és az egy H88R mutacidt tartalmazo tetramer kozott a beta-edge
kolcsonhatasi feliilet hidrogén kotéseinek szamaban volt megfigyelhetd (3. abra). Ebben az
esetben a H88R muténs tetramerben csak a vad tipusu tetramer hidrogénkotések szamanak
70%-a volt megtalalhatd. Ezen adatokat a szerkezeti tulajdonsagok fiiggvényében is ki szerettiik
volna értékelni, ezért a vad tipus esetében a beta-edge kolcsonhatasi feliillet mentén
kivalasztottuk azt az aminosavat, amely a legtobb kolcsonhatast 1étesiti. Ez a 87-es fenilalanin

volt. Tobbek kozott ezen aminosav mentén vizsgaltuk a kdlcsonhatasokat.

3. abra Bal oldalon a vad tipusit TTR beta-edge kolcsonhatasi feliiletén 1év6 kdlesonhatasok lathatoak, a jobb
oldalon a RING analizis eredménye lathatd. Feketével a Van der Waals kdlcsonhatasok, kékkel a hidrogénkotések
lathatoak.

A jobb oldali abran 1évé RING analizis képen lathato, hogy a vad tipust TTR tetramer esetében
13 aminosav all kdlcsonhatasban egymassal. Az analizis adataibol az is kideriilt, hogy a beta-
edge kolcsonhatasi feliileteken atlagosan 33,0 hidrogénkotés; 31,2 Van der Waals kolcsonhatas;

8,7 pi-pi kolcsonhatés; valamint 0,1 ionos kdlcsénhatas van.
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4. abra Az abra bal oldalan az egy H88R mutaciot tartalmazo TTR tetramer beta-edge kdlcsonhatasi feliiletén 1évo
kolcsonhatasok lathatoak, a jobb oldalon a RING analizis eredménye lathatd. Feketével a Van der Waals kolcson-
hatasok, kékkel a hidrogénkdotések lathatoak.

A bal oldali, szerkezeti abran szabad szemmel is lathatd (4. abra), hogy az el6z06, vad tipust TTR
tetramerhez képest sokkal kevesebb kolcsonhatds van jelen. A RING analizisbdl kiolvashato,
hogy ebben az esetben mar csak 9 aminosav van egymassal kolcsonhatasban. Az is
megfigyelhetd, hogy az egy H88R mutacidt tartalmazd fehérje esetében a beta-edge
kolcsonhatasi feliileten atlagosan 23,41 hidrogénkdtés; 26,37 Van der Waals kolcsonhatas; 7,98
pi-pi kdlcsonhatas €s 0,05 ionos kdlcsonhatas van. A RING analizisbdl az is lathatd, hogy ebben
az esetben nem jon létre a 87-es A lancon 1évd fenilalanin és a 96-os B lancon 1év§ treonin, a
96-0s B lancon 1évo treonin és a 76-0s A lancon 1évo lizin, a 96-os B lancon 1év0 treonin és a
89-es A lancon 1évd glutaminsav, valamint a 89-es A lancon 1évd glutaminsav és a 94-es B
lancon 1évd valin kozti hidrogénkotés. Azonban megfigyelhetd, hogy a beillesztett 88-as, A
lancon 1évd arginin és a 93-as, B lancon 1évd valin kozott kialakul egy gyenge diszperzids
kolesonhatas. A kotések szerkezeten vald abrazolasan az is 1athato, hogy a 87-es, A lancon 1évo
fenilalanin esetében nem csokkennek szamottevéen a kdlcsonhatdsok a vad tipushoz képest,
azonban a 89-es, A lancon 1évd glutaminsav esetében megfigyelhetd, hogy mig a vad tipus
esetében 4 masik aminosavval alakit ki kolcsonhatast, 2 hidrogénkdtést és 2 Van der Waals
kolesonhatast, addig az egy mutéciot tartalmazo fehérje esetében ez az aminosav egyaltalan
nem alakit ki kolcsonhatast mas aminosavakkal. Ebbdl az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a

88-as arginin beilleszkedése miatt a 89-es glutaminsav térbeli elhelyezkedése is megvaltozik,
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ezaltal nem képes kdlcsonhatdsokat 1étesiteni. Hasonlo eset all fenn a B lancon 1évd, 96-os
treonin esetében is. Mig a vad tipusu tetramerben 3 aminosavval létesit hidrogénkotést, addig
az egy mutanst tartalmazé komplexben nem tud kdlcsonhatdsra 1épni mas aminosavakkal.
Ennek az az oka, hogy az A lancba beépiilt arginin megvaltoztatja az A lanc térbeli szerkezetét,
ezért, attdl fliggetlentil, hogy a treonin térbeli helye szdmottevéen nem valtozik meg, képtelen

azokat a kolcsonhatasokat kialakitani, amikre a vad tipus esetében lehetdsége volt.

Osszességében elmondhat6 az egy H88R mutacidt tartalmazo tetramerrdl, hogy az A lancon
talalhato arginin térbeli hatasa megbontja a beta-edge kdlcsonhatési feliilet szimmetriajat, ebbol

kifolyolag egyes kdlcsonhatasok nem képesek 1étrejonni.

Az egy mutéciot tartalmazo komplex esetében latottakkal ssze szerettiik volna vetni a két
H88R mutéciot tartalmazé tetramer kdlesonhatasait is, hogy azt is lassuk, vajon a szdmitasok
szerint a vad tipushoz hasonlo stabilitast tetramerben milyen a kolcsonhatasok mindsége €s

mennyisége.

Az é4bran a beta-edge kolcsonhatéasi feliileten két H88R mutacioval rendelkezd tetramer
szerkezeti, valamint az altala kialakitott kolcsonhatasokra vonatkoz6 RING analizis kép szolgal
a két mutacioval rendelkezd tetramerek példdjaként (5. abra). A rendelkezésre allo adatainkbol
azt a f6 kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy a tetramer szamdéra stabilabb szerkezetnek
bizonyulnak azok esetek, amelyekben nagyfoki szimmetria figyelheté meg a mutaciok
elhelyezkedésének fiiggvényében (kivéve a négy mutacioval rendelkezd tetramert, ugyanis
abban a mutacidk instabilizalo hatdsa mar sokkal nagyobb mértékii, mint a két mutacioval

rendelkez0 szerkezetek, illetve a vad tipus esetében).
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5. abra Az abra bal oldalan a beta-edge kolcsonhatasi feliileten két H88R mutacioval rendelkezé TTR tetramer
beta-edge kolcsonhatasi feliiletén 1évo kolesonhatasok lathatoak, a jobb oldalon a RING analizis eredménye 1at-
hatd. Feketével a Van der Waals kolcsonhatasok, kékkel a hidrogén hidak keriiltek megjelenitésre.

A példaként emlitett beta-edge kolcsonhatasi feliileten két H88R mutacioval rendelkezd
tetramer grafos abrajan az is lathatd, hogy a kialakult kolcsonhatasok kozott viszonylag sok a
hidrogénkotés, ami nagymértékben stabilizalja a szerkezetet. Ez a szamitott adatok alapjan
nincs masként a beta-cross, illetve a loop-loop kblcsonhatasi feliileten sem. A RING analizisbdl
az is kiolvashatdo, hogy mind a harom két mutanst tartalmazd szerkezet esetében a
kolcsonhatasok mennyisége €s mindsége nem tér el szadmottevden a vad tipustt TTR tetramer
kolcsonhatésaitol. A RING analizisbdl szintén kideriilt, hogy az egy mutanst tartalmaz6 TTR
tetramerrel szemben itt tobb 0j kolcsonhatést is tud 1étesiteni a beépiilt arginin, illetve nem
gatolja tobb aminosav kolcsonhatdsait. Az is igen latvanyos kiilonbség volt az egy mutédnst
tartalmazd tetramerrel szemben, hogy a példaként emlitett beta-edge kodlcsonhatési feliileten
két H88R mutacioval rendelkezo TTR tetramerben az A lancon 1évo, 87-es fenilalanin 21 masik
aminosavval, mig a B lancon 1év6é, 87-es fenilalanin 17 mésik aminosavval van
kolcsonhatasban. Ez az emlitett egy muténst tartalmazo szerkezet esetében az A lancon 1évd,
87-es fenilalaninnal 8 kiilonb6z6 aminosavra, a B lancon 1évd, 87-es fenilalaninnal pedig 10
kiilonb6z6 aminosavra redukalodik. Viszonyitasképp ezen adatok a vad tipusra az alabbiak: az
A lancon 1évd, 87-es fenilalanin 12 kiilonb6zé aminosavval, mig a B lancon 1év6, 87-es

fenilalanin 22 kiilonb6z6 aminosavval képes kolcsonhatast 1étesiteni.
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Az egy mutécioval rendelkezd tetramer esetében ez a szimmetria veszteség lehet a tetramer
szerkezet instabilitasanak okozoja. Az itt felhozott szerkezeti magyardzat ellenére nem zarhat6
ki, hogy valamilyen szimulacids miitermék jatszik kozre az 1x mutansnal meghatarozott kiugro
instabilitasi érték esetén, ezért terveink kozott szerepel ismételt szimulaciokkal robusztusabba

tenni az erre vonatkozé megfigyeléseinket.

7.3 In vitro kisérlet kiértékelése
7.3.1 Méretkizarasos kromatografia

Az alkalmazott modszerek cimi fejezetben leirtak szerint harom kiillonb6zo Osszetételll, egy
csak H88R mutans TTR-t tartalmazo, egy csak vad tipusi TTR-t tartalmaz6, valamint egy
H88R mutanst ¢és egy vad tipusu TTR-t is tartalmazo oldatot inkubaltunk egy héten keresztiil.
A kisérlet alapjaul az a korabbi megfigyelés szolgal, hogy a H88R nem képez tetramert. Az ezt
bizonyité kromatogram a fliggelékben (8. 4abra) lathat6. Az inkubacids i1d6 leteltével
méretkizarasos kromatografiaval valasztottuk el a tetramer csucsokat az aggregatum és
monomer cstcsoktol (6. abra). Az inkubalt mintdk mellett egy frissen készitett H88R és vad

tipust mintat is megvizsgaltunk kontrollként.

1.5 4 vad tipus, 1 hét utan 0.41
=)
< 1.0
3
< 054
0.0 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1.5 1 H88R, 1 hét utan 0.32
5
< 1.0 A
8
<& 0.5
0.0 A
. T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1.5 4 keverék, 1 hét utan 0.32 0.41 0.57
=)
< 1.0
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& 051
0.0 : T : :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1.5 1 keverék, kontroll 0.41 0.56
5
< 1.0
8
N
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Oszloptérfogat

6. abra Az abran tobbek kozott a kisérletben is szerepld fehérjeoldatok SEC kromatogramja lathato.
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Azokban az inkubalt mintdkban, amelyek H88R-t is tartalmaztak, 0,32 oszloptérfogatnal egy
aggregadtum csucsa figyelhetd meg, amely nem jelenik meg a vad tipusi mintdban. A
legszembetlin6bb jelenség, hogy az inkubalt H88R 0,56 oszloptérfogatnal varhatdé monomer
csucsa eltlinik. Jol latszik ez a jelenség a keverék mintdk inkubalt és friss kontroll
soran hasznalt 10 kDa-os szlird nem képes ezen fragmensek megfogasara, am a joval
érzékenyebb 220 nm-es detektor csatornén kivehetd volt 0,6 és 1 oszloptérfogat k6zott tobb
kisebb csucs is. Jelentds kiilonbség a HE8R ¢és keverék mintdk kozott, hogy a keverékben még
lathatd egy kis intenzitasti csucs 0,57 oszloptérfogatnal, de ez nem lathato a H88R minta
esetében. Ha a H88R képes vegyes tetramert képezni a keverék mintdban, akkor az védelmet

nyujthat neki a hasitassal szemben.

Az inkubdlt, keverék mintat a kontroll keverék mintaval, és a vad tipust inkubalt mintaval
Osszehasonlitva lathatd, hogy az inkubalt keverék tetramer (0,41 oszlop térfogat)
csucsintegralja jelentdsen nagyobb, mint a masik két tetramer cstucsé. Ez is utalhat a vad tipusu

¢s a H88R vegyes tetramer kialakulésara.

Az inkubalt keverék kromatografalasabol harom frakciot mértiink meg az MS/MS mérések
soran. Az aggregatum (1 frakcid) Osszetételét, illetve a két tetramert tartalmazé frakcio (3, 4)
Osszetételét. Az inkubalt HS8R mintabol az aggregatum frakciojat (34) mértiink meg MS/MS-
sel. A kizéarolag vad tipusa TTR-t tartalmazé fehérjeoldat méretkizarasos kromatogramja

egyetlen tetramer frakciot mutatott ki. Az MS/MS mérés soran ezt a frakciot is vizsgaltuk (66).

7.3.2 MS/MS mérés

Az MS/MS méréseket kovetden a kiértékeld program automatikusan meghatdrozta a
peptidionok szekvencidjat, és modositasaikat az altalunk megadottak koziil. Ezutdn az
adathalmazban megkerestilk a H88R mutansra, valamint a vad tipusra jellemzd leggyakoribb

peptidfragmenseket. Ez a HS8R mutans esetében:
83-90. aminosavig (ALGISPFR)
A vad tipus esetében pedig:
83-105. aminosavig (ALGISPFHEHAEVVFTANDSGPR)

A fragmensek szamozésakor megfigyelheté egy eltolodas. Ezt a rekombinans cimkébdl
hatramaradd GS szekvencia okozza, amely az aminosav szekvencia elején talalhat6. Ebbol

kifoly6lag a szadmozasban az eredeti szekvencidhoz képest egy kettd nagysagu eltolodas
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figyelheté meg. Ezt kovetden ezen leggyakoribb fragmensek toltésvariansainak jelosszegét
normaltuk a koz6s 1égiod legintenzivebben detektalt fragmensének
(38-50, AADDTWEPFASGK) toltésvariansainak detektalt jelosszegére. Az eredményekbdl az
valt lathatova, hogy a H88R mutanst és a vad tipusu TTR-t is tartalmazé oldatban 1évo tetramer
frakcio (jelen esetben a (4)) a H88R-t és a vad tipusi TTR-t is nagy mennyiségben tartalmazza
(7. abra).

Mivel a méretkizardsos kromatografias mérések soran azt az eredményt kaptuk, hogy a szintén
egy hétig inkubalt, de kizar6lag H88R mutanst tartalmazd oldatban nem figyelhetd meg
kromatografids csucs a tetramer régidoban (aggregatum csucs atfedése sem), ezért ki tudtuk
jelenteni, hogy az MS/MS mérés soran a (4)-es frakcioban H88R ¢és vad tipusu vegyes tetramer

alakult ki.

B H88R(83:90)
B w((83:105)

c o o Pk
o o o
1 ] ] ]

Relativ el6fordulas (f38:50)
o
1

o
o
l

wt H88R mix

7. abra Az abran a H88R, illetve a vad tipus leggyakoribb fragmenseinek relativ el6fordulésa lathato.
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8 Osszegzés, kitekintés

A kutatas sordn arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a H88R mutans TTR képes-¢ a
vad tipusi TTR-rel vegyes tetramert kialakitani. A betegség esetleges kezelhetoségében ennek

kulcsfontossagu szerepe van.

A munkdm sordn in silico mddszereket vegyitettem in vitro moddszerekkel. MD
szimulaciokbol szamitott szabadentalpia valtozéassal prediktaltam az Osszes lehetséges H88R
mutans TTR tetramer stabilitasat. A szabadentalpia valtozasok szimulacidibol azt az eredményt
kaptuk, hogy a vad tipust TTR tetramerrel a két HS8R mutacidval rendelkezé fehérjék képesek
- stabilitas szempontjabol - felvenni a versenyt. Az egy, a hdrom, valamint a négy H88R
mutacioval rendelkez6 TTR szerkezetek instabilabbnak bizonyultak. Ezen kisérleti
eredményeket azzal tudtuk magyardzni, hogy a tetramer stabilitdsanak szempontjabol
eldnyOsebb egy szimmetrikusabb szerkezet, ami a mutacidkat illeti. Ez aldl természetesen
kivétel a négy H88R mutacioval rendelkezd TTR, ugyanis ebben az esetben mar nagyobb foku

a mutaciok destabilizalo hatasa.

A szamitasainkkal alatdmasztott vegyes tetramerek Iétezésére szerettiink volna
kisérlettel alatdmasztott bizonyitékot is szerezni, ezért terveztiink egy kisérletet, amelybdl ki
szerettiik volna mutatni a vegyes tetramer 1étezését. A kisérlet soran egy hétig inkubaltunk vad
tipusu és H88R mutans TTR fehérje keveréket. Az egy hét elteltével kapott oldat mindségi
Osszetételét peptidtérképezéssel hataroztuk meg. Ezen mérések bizonyitottak, hogy

szignifikans mennyiségben keletkezik valamilyen aranyu (H88R : vad tipus) vegyes tetramer.

Ez jo hir, hiszen az ATTR amiloidozis kezelésére jelenleg elérhetd Osszes
gyogyszermolekula (Tafamidis, Diflusinal) a tetramerek stabilizéldsa révén fejti ki hatasat, igy
annak ellenére, hogy a H88R mutans nem képez tetramert, a kezelések mégis hatasosak

lehetnek, amennyiben stabilizalni tudjak a vegyes tetramereket.

Ahhoz, hogy valaszolni tudjunk a kezelés hatékonysaganak kérdésére, a kutatas
folytatasaként in vitro modszerrel meg szeretnénk hatdrozni a vegyes tetramer Osszetételét,
hogy azutan vizsgalhassuk az emlitett gyogyszermolekuldk hatékonysagat ezeken a
rendszereken. Ezen kiviil a terveink kozott szerepel még betegek vérében eléforduléo H88R és
vad tipust TTR koncentraci6 viszonyainak meghatdrozésa, hogy ezzel is pontosabb elérejelzést

adhassunk a H88R vegyes tetramer in vivo kialakulasanak lehetdségére.
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9 Fiiggelék

9.1 Modell paraméterek

Az MM/GBSA adatokbdl szamitott kozelitések eredményeit ugy kaptuk meg, hogy egy matrix
¢s egy vektor szorzatara bontottuk az adatokat. Az aldbbiakban lathatoak lesznek az egyes

megkozelitéshez tartozo matrixok és vektorok.

1. kozelités Az 1. kozelitésben egy 21x3-as matrixot szoroztunk egy 3 dimenzids x vektorral.

A matrix: Az oszlopvektor:

o

AG(bE)
x=[4G(bC)
AG(IL)

RN O N N O NDNONINOONDINDOONINONDNO
N O NN ONDNODNDNONDNONDNDNCNNO
O NN O NNOININWNODININONDNDOININOCON N
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A vektor:

2. kozelités A masodik megkozelitésben egy 21 x 9-es matrixot szoroztunk egy 9 dimenzids x
A matrix:

vektorral.

_ _
R R KRR R KRR
O = NO = NO N
MO0 0 g9
Q28] _~=~~==
I
o
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3. kozelités A harmadik megkozelitésben egy 21 x 21-es matrixot szoroztunk egy 21 dimenzids

x vektorral. A matrixot az alabbi tablazat alapjan irtuk fel:

A vektor:

A matrix;
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9.2 Receptek

Az alkalmazott modszerek bekezdésben az In vitro kisérleti koriilmények, Expresszid cimii,
Oltokultira készités alcimi bekezdésben megemlitett LB tapoldat az alabbi recept alapjan

késziilt:

1 liter LB tapoldat

Tripton 12 g
Eleszt6 kivonat S5g
NaCl 10g

Az alkalmazott modszerek bekezdésben az In vitro kisérleti koriilmények, Expresszio cimii,

Termelés alcimii bekezdésben megemlitett TB tapoldat az alabbi recept alapjan késziilt:

1 liter TB tapoldat

Tripton 12¢g
Eleszt6 kivonat 24 ¢
Glicerin 5g

10x TB pufferoldat 100 ml

Az alkalmazott modszerek bekezdésben az In vitro kisérleti koriilmények, Tisztitds cimil,

Feltaras alcimii bekezdésben megemlitett nativ feltdr6 puffer az alabbi recept alapjan késziilt:

1 liter, pH = 7,8 nativ feltaro puffer

NaCl 17,5¢g
Na;HPO4+.2H,0 7,94 g
NaH:PO4.2H:0 0,838 g
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Az alkalmazott modszerek bekezdésben az In vitro kisérleti koriilmények, Tisztitds cimil,

Gélelektroforézis alcimii bekezdésben megemlitett MES puffer az alabbi recept alapjan késziilt:

1 liter pH = 7,3 MES puffer

MES (1 M) 1952 ¢
Tris base, (1 M) 1212 ¢
SDS (69,3 mM) 20 g
EDTA mentes sav (20,5 mM) 6g
desztillalt viz 1 literre egésziteni a keveréket

Az alkalmazott mddszerek bekezdésben az In vitro kisérleti koriilmények, Tisztitds cimii,
Preparativ méretkizarasos kromatografia alcimii bekezdésében megemlitett PBS puffer az

alabbi recept alapjan késziilt:

1 liter, pH = 7,3 PBS puffer

NaCl 8,18 g
KCl 02013 g

Na,HPO, 2,68 ¢

KH,PO;4 0,25 ¢
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Az alkalmazott modszerek bekezdésben az In vitro kisérleti koriilmények, Tisztitds cimil,
Gélelektroforézis alcimili bekezdésben megemlitett Laemmli puffer az alabbi recept alapjan

késziilt:

Laemmli puffer

0,5 M Tris pH = 6,5 2,5 ml
glicerin 2 ml
20 % SDS 4 ml
p-merkaptoetanol 0,5 ml
bromfenolkék 0,5 ml
desztillalt viz 0,5 ml

9.3 MS mérési koriilmények

Az MS mérések beallitasait, illetve a mérések kiértékeléséhez sziikséges adatokat az aldbbi

tablazatok tartalmazzak:

7. tablazat Az alabbi tablazat tartalmazza a mérési paramétereket.

Ionizaciés mod ESI
Polaritas Pozitiv (+)
Kapillaris fesziiltség 2,7kV
Koénusz fesziiltség 40V
Porlasztogaz / Szaritégaz N2
Porlasztogaz nyomasa 6 bar
Szaritogaz aramlasi sebesség 800 1/6ra
Szaritogaz homérséklete 400 °C
Analizator mod \%
Tomegtartomany 50 — 2000 m/z
Mérési mod MSe
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Scan sebesség

0,5s

Utkozési energia (ramp)

19-45V

LockMass leucin-enkefalin
Mintatarto hémérséklet 8 °C
Oszloptermosztalas 45 °C
A eluens H>0 0,1 (v/v) % TFA
B eluens ACN 0,1 (v/v) % TFA

8. tablazat Ezen tablazat a gradiens értékeket tartalmazza.

Id6 / perc Aramlasi sebesség / ul/perc B %
0 20 5
1 20 5
46 20 35
46,5 20 85
47,5 20 85
48 20 5
60 20 5
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A peptidtérképezés adatbazis-keresését UNIFI 1.9.13.9. szoftverrel végeztem. A keresési

paramétereket a (9. tablazat) tartalmazza

9. tablazat Az alabbi tablazatban lathatoak a kiértékelés soran hasznalt keresési paraméterek.

Mod Peptide Exact Mass
Variabilis modositasok M, W Oxidacio 1x, 2x; SYT
Foszforilacio
Maximalis modositasok szama 2
Enzim Tripszin
Kihagyott hasitasi helyek szama (Missed 1
cleavage)
Peptid/Fragmens tomegpontossag 10/20 ppm
Min. Fragmens talalat 3
Alacsony/Nagy energiaju limit 500/100

Az MS/MS nyers adatok az alabbi linken keresztiil érhetdk el:

https://tarpalfih.web.elte.hu/tar-palfi_helga dolgozat2024 ms_csatolmany.xIsx

~ Vad tipus
p | /L\

1Oo7Vv

H88R P

FE7M + 1101 :
‘/l’\

38 W M2 M4 WS M8 15 152 64 156 158 16 162 164 166 168 7 W2 174 76 178 B
Volume (ml) »

8.2 124 186 188 L]

8. dbra Az abran a vad tipushoz viszonyitott, egyes mutansok a SEC kromatogramjai lathatok. Az abrabol
egyértelmiien kivehetd, hogy a vad tipus kizarolag tetramert képez, ahogyan az 1107V mutans TTR is. H88R
mutans TTR-rdl az allapithaté meg, hogy nem képez tetramert, kizarolag monomer formaban van jelen (15,65 ml-

nél lathaté minor csics MS analizis alapjan GST szennyez06.)

57


https://tarpalfih.web.elte.hu/tar-palfi_helga_dolgozat2024_ms_csatolmany.xlsx

10 Irodalomjegyzék

(1) Pozsonyi, Z.; Pesko, G.; Takacs, H.; Csuka, D.; Nagy, V.; Szilagyi, A.; Hategan, L.; Muk,
B.; Csanyi, B.; Nyolczas, N.; Dézsi, L.; Molnar, J. M.; Csillik, A.; Révész, K.; Ivanyi, B.;
Szabo, F.; Birtalan, K.; Masszi, T.; Aranyi, Z.; Sepp, R. Variant Transthyretin Amyloidosis
(ATTRv) in Hungary: First Data on Epidemiology and Clinical Features. Genes 2021, 12
(8), 1152. https://doi.org/10.3390/genes12081152.

(2) Hammarstrom, P.; Sekijima, Y.; White, J. T.; Wiseman, R. L.; Lim, A.; Costello, C. E.;
Altland, K.; Garzuly, F.; Budka, H.; Kelly, J. W. D18G Transthyretin Is Monomeric,
Aggregation Prone, and Not Detectable in Plasma and Cerebrospinal Fluid: A Prescription
for Central Nervous System Amyloidosis? Biochemistry 2003, 42 (22), 6656—-6663.
https://doi.org/10.1021/b1027319b.

(3) Hammarstrom, P.; Jiang, X.; Hurshman, A. R.; Powers, E. T.; Kelly, J. W. Sequence-
Dependent Denaturation Energetics: A Major Determinant in Amyloid Disease Diversity.
Proc. Natl. Acad. Sci. 2002, 99 (suppl 4), 16427-16432.
https://doi.org/10.1073/pnas.202495199.

(4) Hammarstrom, P.; Schneider, F.; Kelly, J. W. Trans -Suppression of Misfolding in an
Amyloid Disease. Science 2001, 293 (5539), 2459-2462.
https://doi.org/10.1126/science.1062245.

(5) Adamcik, J.; Mezzenga, R. Amyloid Polymorphism in the Protein Folding and Aggregation
Energy Landscape. Angew. Chem. Int. Ed. 2018, 57 (28), 8370-8382.
https://doi.org/10.1002/anie.201713416.

(6) Kyle, K. A.; Bayed, K. D. AMYLOIDOSIS: REVIEW OP 236 CASES: Medicine
(Baltimore) 1975, 54 (4), 271-299. https://doi.org/10.1097/00005792-197507000-00001.

(7) Chatani, E.; Yuzu, K.; Ohhashi, Y.; Goto, Y. Current Understanding of the Structure,
Stability and Dynamic Properties of Amyloid Fibrils. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22 (9), 4349.
https://doi.org/10.3390/1jms22094349.

(8) Merlini, G.; Bellotti, V. Molecular Mechanisms of Amyloidosis. N. Engl. J. Med. 2003, 349
(6), 583-596. https://doi.org/10.1056/NEJMra023144.

(9) Oliveberg, M.; Wolynes, P. G. The Experimental Survey of Protein-Folding Energy
Landscapes. 0. Rev. Biophys. 2005, 38 (3), 245-288.
https://doi.org/10.1017/S0033583506004185.

(10).  http://amyloidosismutations.com/mut-attr.php.

(11) Damas, A. M.; Saraiva, M. J. Review: TTR Amyloidosis—Structural Features Leading
to Protein Aggregation and Their Implications on Therapeutic Strategies. J. Struct. Biol.
2000, 730 (2-3), 290-299. https://doi.org/10.1006/jsbi.2000.4273.

(12) Benson, M. D.; Uemichi, T. Transthyretin Amyloidosis. Amyloid 1996, 3 (1), 44-56.
https://doi.org/10.3109/13506129609014354.

(13) Si, J.-B.; Kim, B.; Kim, J. H. Transthyretin Misfolding, A Fatal Structural Pathogenesis
Mechanism. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22 (9), 4429. https://doi.org/10.3390/ijms22094429.
(14)  Saraiva, M. J. M. Transthyretin Amyloidosis: A Tale of Weak Interactions. FEBS Lett.

2001, 498 (2-3), 201-203. https://doi.org/10.1016/S0014-5793(01)02480-2.

(15) Hellman, U.; Lundgren, H.-E.; Westermark, P.; Stafberg, C.; Nahi, H.; Tachlinski, S.;
Guggi, M.; Flogegérd, M.; Hamid, M.; Escher, S. A.; Suhr, O. B. A Genealogical and
Clinical Study of the Phenotypical Variation within the Swedish Transthyretin His§8Arg
(p. His108Arg) Amyloidosis Family. Eur. J. Med. Genet. 2015, 58 (4), 211-215.
https://doi.org/10.1016/j.¢jmg.2015.02.005.

(16) Yokoyama, T.; Hanawa, Y.; Obita, T.; Mizuguchi, M. Stability and Crystal Structures of
His88 Mutant Human Transthyretins. FEBS Lett. 2017, 591 (13), 1862-1871.
https://doi.org/10.1002/1873-3468.12704.

58



(17)  Daggett, V. a-Sheet: The Toxic Conformer in Amyloid Diseases? Acc. Chem. Res. 20060,
39(9), 594-602. https://doi.org/10.1021/ar0500719.

(18) Bi, T. M.; Daggett, V. The Role of a-Sheet in Amyloid Oligomer Aggregation and
Toxicity. Yale J. Biol. Med. 2018, 91 (3), 247-255.

(19) Bousset, L.; Alik, A.; Arteni, A.; Bockmann, A.; Meier, B. H.; Melki, R. a-Synuclein
Fibril, Ribbon and Fibril-91 Amyloid Polymorphs Generation for Structural Studies. In
Protein Aggregation; Cieplak, A. S., Ed.; Methods in Molecular Biology; Springer US:
New York, NY, 2023; Vol. 2551, pp 345-355. https://doi.org/10.1007/978-1-0716-2597-
2 23.

(20) Patodia, S. Molecular Dynamics Simulation of Proteins: A Brief Overview. J. Phys.
Chem. Biophys. 2014, 4 (6). https://doi.org/10.4172/2161-0398.1000166.

(21)  Hollingsworth, S. A.; Dror, R. O. Molecular Dynamics Simulation for All. Neuron 2018,
99 (6), 1129—-1143. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2018.08.011.

(22)  Astuti, A. D.; Mutiara, A. B. Performance Analysis on Molecular Dynamics Simulation
of Protein Using GROMACS. arXiv 2009. https://doi.org/10.48550/ARXIV.0912.0893.

(23) Hansson, T.; Oostenbrink, C.; Van Gunsteren, W. Molecular Dynamics Simulations.
Curr. Opin. Struct. Biol. 2002, 12 (2), 190-196. https://doi.org/10.1016/S0959-
440X(02)00308-1.

(24) Karplus, M.; Kuriyan, J. Molecular Dynamics and Protein Function. Proc. Natl. Acad.
Sci. 2005, 102 (19), 6679—-6685. https://doi.org/10.1073/pnas.0408930102.

(25)  Sun, H.; Duan, L.; Chen, F.; Liu, H.; Wang, Z.; Pan, P.; Zhu, F.; Zhang, J. Z. H.; Hou, T.
Assessing the Performance of MM/PBSA and MM/GBSA Methods. 7. Entropy Effects on
the Performance of End-Point Binding Free Energy Calculation Approaches. Phys. Chem.
Chem. Phys. 2018, 20 (21), 14450—14460. https://doi.org/10.1039/C7CP07623A.

(26) Sun, H.; Li, Y.; Tian, S.; Xu, L.; Hou, T. Assessing the Performance of MM/PBSA and
MM/GBSA Methods. 4. Accuracies of MM/PBSA and MM/GBSA Methodologies
Evaluated by Various Simulation Protocols Using PDBbind Data Set. Phys Chem Chem
Phys 2014, 16 (31), 16719-16729. https://doi.org/10.1039/C4CP01388C.

(27) Rastelli, G.; Rio, A. D.; Degliesposti, G.; Sgobba, M. Fast and Accurate Predictions of
Binding Free Energies Using MM-PBSA and MM-GBSA. J. Comput. Chem. 2010, 31 (4),
797-810. https://doi.org/10.1002/jcc.21372.

(28) Duan, L.; Liu, X.; Zhang, J. Z. H. Interaction Entropy: A New Paradigm for Highly
Efficient and Reliable Computation of Protein—Ligand Binding Free Energy. J. Am. Chem.
Soc. 2016, 138 (17), 5722-5728. https://doi.org/10.1021/jacs.6b02682.

(29) Genheden, S.; Ryde, U. The MM/PBSA and MM/GBSA Methods to Estimate Ligand-
Binding Affinities. Expert Opin. Drug Discov. 2015, 10 (5), 449-461.
https://doi.org/10.1517/17460441.2015.1032936.

(30)  Aqvist, J.; Medina, C.; Samuelsson, J.-E. A New Method for Predicting Binding A ffinity
in Computer-Aided Drug Design. Protein Eng. Des. Sel. 1994, 7 (3), 385-391.
https://doi.org/10.1093/protein/7.3.385.

(31) Bauer, J. A.; Pavlovi¢, J.; Bauerova-Hlinkova, V. Normal Mode Analysis as a Routine
Part of a Structural Investigation. Molecules 2019, 24 (18), 3293.
https://doi.org/10.3390/molecules24183293.

(32) RCSB Protein Data Bank. https://www.rcsb.org/.

(33) Johnson, S. M.; Connelly, S.; Wilson, 1. A.; Kelly, J. W. Biochemical and Structural
Evaluation of Highly Selective 2-Arylbenzoxazole-Based Transthyretin Amyloidogenesis
Inhibitors. J. Med. Chem. 2008, 51 (2), 260-270. https://doi.org/10.1021/jm0708735.

(34) Onufriev, A.; Bashford, D.; Case, D. A. Exploring Protein Native States and Large-scale
Conformational Changes with a Modified Generalized Born Model. Proteins Struct. Funct.
Bioinforma. 2004, 55 (2), 383-394. https://doi.org/10.1002/prot.20033.

59



(35) Strutz, T. Data Fitting and Uncertainty: A Practical Introduction to Weighted Least
Squares and Beyond, 1. Aufl.; Vieweg + Teubner: Wiesbaden, 2011.

(36) Del Conte, A.; Camagni, G. F.; Clementel, D.; Minervini, G.; Monzon, A. M.; Ferrari,
C.; Piovesan, D.; Tosatto, S. C. E. RING 4.0: Faster Residue Interaction Networks with
Novel Interaction Types across over 35,000 Different Chemical Structures. Nucleic Acids
Res. 2024, 52 (W1), W306-W312. https://doi.org/10.1093/nar/gkae337.

(37) Nagy-Fazekas, D.; Fazekas, Z.; Taricska, N.; Straner, P.; Karancsiné Menyhard, D.;
Perczel, A. Inhibitor Design Strategy for Myostatin: Dynamics and Interaction Networks
Define the Affinity and Release Mechanisms of the Inhibited Complexes. Molecules 2023,
28 (15), 5655. https://doi.org/10.3390/molecules28155655.

60



