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Nyilatkozat

Alulirott Peagics Enikd Enid, a PAzmany Péter Katolikus Egyetem Informécios Techno-
logiai és Bionikai Karanak hallgatoja kijelentem, hogy ezt a TDK dolgozatot meg nem
engedett segitség nélkiil, sajat magam készitettem, és a dolgozatban csak a megadott for-
rasokat hasznaltam fel. Minden olyan részt, melyet sz6 szerint, vagy azonos értelemben,
de atfogalmazva / a dolgozat nyelvétdl eltér6 nyelvbdl forditva, mas forrasbél atvettem,
egyértelmien a forras megadasaval megjeloltem. Ezt a TDK dolgozatott mas képzésen

nem nydjtottam be.

Fogiz frits

Peé%ics Eniké Enid
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Kivonat

A neuronok az idegrendszer alapvet6 funkcionalis egységei, amelyek elektromos impul-
zusok forméajaban kommunikalnak egymassal. Ezek a sejtek a szinapszisok révén alaki-
tanak ki 6sszekottetéseket, lehetGvé téve az informacidatvitelt és a neuronalis haldzatok
dinamizmusat. A szinapszis lehet excitatorikus vagy inhibitorikus, attél fiiggéen, hogy
a neurotranszmitterek serkentik vagy gatoljak a posztszinaptikus neuron aktivitasat. A
neuronalis kommunikaci6 soran a neurotranszmitterek kot6dnek a szinapszisokban 1évé
receptorokhoz, ami kémiai jelek forméjaban médositja a posztszinaptikus sejt membran-
potencialjat, és igy befolyasolja a neuron miikodését.

A posztszinaptikus denzitas (PSD) egy rendkiviil 6sszetett struktira, amely alapvetd
szerepet jatszik a szinapszisok miikodésében és a neuronok kozotti kommunikaciéban. Az
excitatorikus szinapszisok alatt talalhat6 PSD kulcsfontossagu az idegi plaszticitasban,
amely a tanul4s és a memoria mechanizmusainak alapjat képezi. A posztszinaptikus den-
zitasban talalhat6 Shank3 és Homer két fontos allvanyfehérje, amelyek képesek kozvetlen
kolesonhatésra 1épni egymassal, ezzel biztositva a szinapszis metabotr6p és ionotrép re-
ceptorainak funkcionélis 6sszekapcsolasat. Ez az interakei6 kulcsszerepet jatszik a szinap-
tikus plaszticitas fenntartasaban, és hozzajarul a neuronélis hal6zatok dinamizmusahoz.

Ezek olyan pontmutaciok, melyket igazoltan kimutattak autista betegeknél. Kutata-
somban azt vizsgalom, hogy ezek a pontmutaciok, hatassal vannak-e a Shank3 és Homer
kozotti interakciora. A Shank3 pontmutéans fehérjéket biotechnolégiai modszerekkel fo-
gom el6allitani, kiillonos figyelmet forditva a Homer kot6 motivum kozelében talalhat6
mutacidkra. A Shank3-Homer interakciot biolayer interferometrias médszerrel fogom
vizsgalni, lehet6vé téve a fehérjék kozotti kolesonhatasok valds idejii nyomon kovetését.

A mutaciok szerkezeti és miikodésbeli hatasait molekularis biologiai és bioinformati-
kai eszkozokkel elemzem, hogy megallapitsam, befolyasoljak-e a fehérje miikodését és a

szinapszisok funkcionalitasat.
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1. fejezet

A Kutatas Célja

A kutatasom célja a Shank3 fehérje és mutacidinak neurologiai korképekkel kapcsola-
tos funkcionalis és strukturalis megértése, kiilonos figyelmet forditva az Homer fehérje
kotémotivum kornyékén megfigyelhet6 pontmutaciokra.

Els6 1épésként attekintem a Shank3 fehérjével és mutacidival kapcsolatos szakirodal-
mat. Ezt kovet6en a megfelel6 mutaciokat tartalmazo fehérjekonstrukciok tervezésével
foglalkozom, amelynek kiemelten fontos eleme a klonozashoz sziikséges primerek megter-
vezése. A kovetkez6 1épés a fehérjék termelése és tisztitasa, hogy funkcionélisan aktiv
fehérjéket allitsak el§ a tovabbi kisérletekhez.

A biolayer interferometrids modszer segitségével a vad tipusu és a megtermelt mu-
tans Shank3 fehérjék kozotti kolesonhatasok vizsgalata kovetkezik, amely lehet6vé te-
szi a fehérje-fehérje interakciok valos idejli nyomon kovetését. Emellett bioinformatikai
elemzéseket is végzek, amelyek magukban foglaljadk a Shank3 fehérje szekvencidjanak
konzervaltsaganak vizsgalatat, a rendezetlenség predikciok alkalmazasat, a linearis kotd

motivumok azonositasat, az aggregacios hajlam predikciojat.
1.1. Roviditésjegyzék

« PSD - Postsynaptic Density « PNK - Polynucleotide Kinase

GST - Glutathione S-Transferase » SDM - Site-Directed Mutagenesis

PCR - Polymerase Chain Reaction =+ NMDA — N-methyl-D-aspartate

GKAP - Guanylate Kinase-Associatede PAGE — Polyacrylamide Gel Electrop-

Protein horesis



2. fejezet

Irodalmi Attekintés

2.1. Posztszinaptikus Denzitas (PSD)

A szinapszis az idegsejtek (neuronok) kozotti kapesolat, amely lehet6vé teszi az infor-
maéciok tovabbitasat az egyik sejtrél a masikra. Két f6 tipusa van: a kémiai szinapszis,
ahol a jel neurotranszmitterek felszabadulasa révén terjed, és az elektromos szinapszis,
ahol az elektromos impulzus kozvetleniil, ioncsatornakon keresztiil aramlik at. [1]

A posztszinaptikus denzitas (PSD) elsGsorban a serkent6 kémiai szinapszisok dendrit-
tliskéiben talalhato, az idegi ingeriilet 4tvitelének és feldolgozasanak egyik legfontosabb
szerkezeti eleme. Kiillonosen az agy olyan teriiletein, mint a hippocampus és a kortex,
jelentGs a szerepe a tanulasban és memoriaban, azaltal hogy szinaptikus jelatviteli mo-
lekulakat és receptorokat rogzit és szabalyoz. A PSD elektronmikroszkopos felvételkor
valik lathat6va, ahol egy nagy, megkozelit6leg 30—50 nanométer vastag fehérje stirtiségii
elektrondenz korong alaku szerkezetként jelenik meg, ami szorosan kapcsolédik a poszt-
szinaptikus membranhoz. A PSD {6 tomegét alkot6 allvanyfehérjék (scaffolding proteins
- 2.1 dbra) olyan makromolekulak, amelyek fontos szerepet jatszanak a sejt kiilonbo-
z0 jelatviteli folyamataiban. [2] [3] [4] Ezek a fehérjék nemcsak kotShelyet biztositanak
kiillonboz6 szinaptikus jelatviteli molekuldk és receptorok szamara, hanem struktaralis
sajatossagaik révén stabilizaljak és megfeleld térbeli elrendezésbe szervezik Gket. Ezaltal
segitik a jelatviteli folyamatok hatékony lefolyasat és biztositjak a sejtek kozotti kommu-

nikaci6 zavartalansagat.



2.1. abra. Posztszinaptikus denzitas fehérjék [2]

2.1.1. Fazisszeparacio (Liquid - Liquid Phase Separation: LLPS) és a
PSD Funkcioi

A fazisszeparaci6 az egyik legfontosabb mechanizmus, amely a PSD kialakulasat és
funkcio6it szabalyozza. A 6 allvanyfehérjék folyékony-folyadék fazisszeparacio révén (LLPS)
alkotnak stiri, kondenzalt allapota PSD-szerf( struktirakat. Ezek a kondenzatumok nem
csupan receptorok és enzimek koncentralodésat teszik lehetévé, de aktin filamentumokat
is aggregalhatnak, mikozben az inhibitoros posztszinaptikus fehérjéket kiszoritjak a struk-
tarabol. A fazisszeparacio f6ként a kondenzastumot alkot6 fehérjék rendezetlen szakaszai

kozotti kolesonhatéasok révén jon létre.

2.1.2. PSD F6 Allvanyfehérjék

A PSD-ben tomiiriil6 legfontosabb fehérjék a 2.1 4bran lathatéak. A szamunkra legfon-
tosabb Shank3 fehérjét a szinaptikus receptorokkal a PSD95 és a GKAP allvanyfehérjék
kotjiik 0ssze. A PSD-95 (postsynaptic density protein 95) kapcsolatot teremt a GKAP
(guanylate kinase-associated protein) és a receptor fehérjékkel. F6 szerepe a glutaméaterg
szinapszisok struktirajanak stabilizalasa, a receptorok és enzimek elhelyezése, valamint
a szinaptikus plaszticitas tamogatasa. [5]

A GKAP (SAPAP) kozvetleniil kapcsolodik a PSD-95 fehérje guanylate-kinaz szert
(GK) doménjéhez. Ez a kolcsonhatéas hozzajarul a szinaptikus fehérjék, példaul a K+
csatornak és NMDA receptorok 6sszegytijtéséhez, igy segiti a posztszinaptikus denzitas
szerkezetének stabilizalasat. [6] A GKAP C-terminalisa kozvetleniil kot6dhet a Shank
fehérjék PDZ doménjéhez ezaltal osszekottettést biztosit a receptorok és a Shank fehérje
kozott.



2.1.3. Homer Fehérje

A Homer allvanyfehérje a haromtag Homer fehérjecsalad elsé tagja, a posztszinaptikus
denzitas (PSD) egyik legfontosabb komponense. A Homer az gy nevezett metabotrép
glutaméterg receptorokkal és a PSD szamos egyéb elemeivel is interakcioba tud 1épni,
koztiik a Shank fehérjékkel. A Homer fehérje érdekessége az, hogy hosszabb izoformaéja
homo-tetramereket képez, ezért a fent emlitett interakcios partnereket 6ssze tudja kap-
csolni egymassal. Rovidebb izoforméja azonban csak monomer lehet, igy a Homer part-
nerfehérjéi kozotti kapcsolatot bontja. A két izoforma expresszidja gyorsan megvaltozik
bizonyos hat4sokra, alvas kozben példaul rovid izoform mennyisége megnd, a hosszié
viszont lecsokken. A fehérje ilyen mo6don kulcsszerepet jatszik a szinaptikus plaszticitas
miikodésében, annak szabalyozasaban valamint szamos neurologiai folyamat és betegség

kialakul4saban. [7]

2.1.4. Shank3 Fehérje és Pontmutacioi

A Shank3 szintén kulcsfontossagti a PSD miikodésének szabalyozisaban. A fehérje
tobb féle globularis doménnel rendelkezik (SH3, PDZ, SAM) ugyanakkor van egy rend-
kiviil hossz1, rendezetlen, prolin-gazdag régidja is, amelyrdl a szakirodalomban elenyész6
mennyiségl informacio talalhato. Pedig ezen a région nagyszamu kotémotivum talalhato
kiilonbo6z6 fehérjék szamara. A Homer fehérje is itt kotédik az tgynevezett Homer koto-
motivumhoz (HBM) melynek PPPXXF a konszenzus szekvenciaja. Ujabb kutatasi ered-
mények azt indikaljak, hogy a glutamaterg szinapszisok m{ikodésének zavara hozzajarul a
skizofrénia és az autizmus kialakulasahoz. [8] [9] Ezeket a zavarokat a receptorokhoz kap-
csolodo allvanyfehérjék mutaciokoi is okozhatjak, példaul pontmutéciok, amelyek egyetlen
azonositottak ASD-s betegek genetikai elemzése soran. [11] [10] Ebben a tekintetben a
Shank3-nak kiemelkedé szerepe lehet a harom Shank paralég kozott (Shanki -2 és -3),
mivel gyakrabban mutalédik, és az autista betegeknél kognitiv zavarokkal tarsul. [10]

Szamos allatkisérlet sziiletett az ASD-vel kapcsolatos Shank mutéciok funkcionalis
kovetkezményeinek feltarasara. [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] Ezek tobbsége a
Shank3 funkciévesztéses (LOF) vagy csonkol6 mutacioira korlatozodott, annak ellené-
re, hogy jelentGs szami misszensz mutaciot is talaltak ASD-s betegekben ( 4.2 dbra - A
rész). [10] Mivel a misszensz-mutaciok csak jol meghatarozhat6 valtozast okoznak a fehér-
je szerkezetében vagy dinamikajaban, lényegesen alkalmasabbak annak a mechanizmus-

nak a megértésére, amellyel a fehérje hozzajarul a betegséghez, mint a LOF-mutaciok.



A Shanks misszensz mutécioival kapcsolatban még mindig alacsony szdmu tanulmany
sziiletett, bar ezek mindegyike jelent6s el6relépéshez vezetett a Shank3 bizonyos funkeci-
oinak megértésében. [21] [22] A legtobb misszensz Shank mutéci6 funkcionalis hatasa
és az ASD-ben betoltott szerepe azonban még mindig nem tisztazott. A Shank fehérje
mutéacidi is szamos neurolégiai rendellenességgel tarsulnak. A fehérje szekvencijat és au-
tizmussal tarsithaté pontmutacoéit a 4.2 4bran lathatjuk. Az 4bran megfigyelhetd, hogy
a misszensz pontmutaciok halmozédnak a Homer kotShely kozelében. Ez a megfigyelés
adta dolgozatom alapétletét: a HBM kozelében talalhaté pontmutéciok in vitro kisérletes

vizsgalata Homer-Shank interakcié mérésével.

3. fejezet

Célkituzés

s s227

kozelében talalhaté misszensz pontmutéciok in vitro kisérletes és bioinformatikai vizsga-
lata. A Homer és Shank3 fehérje vadtipust és mutacios valtozatait biotechnolégiai iton

allitottuk el6, majd interakcigjukat BLItz mérésekkel vizsgaltuk.



4. fejezet

Anyagok és Moddszerek

4.1. In Vitro Mutagenezis

A Shank-Homer interakci6 vizsgalatdhoz mar rendelkezésemre alltak vadtipust, rekom-
binans fehérje konstrukciok. Az én feladatom a Shank3-at kodol6 expresszids plazmid
modositasa volt, mely altal a kivant mutansokat lehet 1étrehozni. A vadtipusa Shanks
vektorba az egyes mutaciokat PCR mutagenezissel vittem be. Az SDM ("Site Directed
Mutagenesis" = "Helyspecifikus Mutagenezis") egy olyan in vitro eljaras, amely egyedi
tervezésti oligonukleotid primereket hasznal a kivant mutacio atvitelére egy kettGs szala
DNS-plazmidba. A folyamat dbrat, amely ezen 1épéseket osszefoglalja a 4.1 4bra mutat-
ja. [23] Az egyes lépéseket (primer tervezés, PNK kezelés, PCR, ligalas stb.) a tovabbi

alfejezetekben részletezem.



POINT MUTATION DELETION INSERTION OPTION 1 INSERTION OPTION 2

Target
plasmid

Target Target
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Step 1.
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Linear amplified target plasmid ' e _ Amplification of
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Mutated target by ligation.

plasmid

+ =
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4.1. dbra. Folyamatabra a plazmid mutagenezisének folyamatarél. Munkam soran pont-
mutaciokat vittiink be a plazmid szekvencidjaba, melyhez a primer tervezés séméaja az
abra felsd soranak elsé rajzan lathato 1. 1épés: A célplazmid amplifikalasa két foszfori-
1alt primer segitségével., 2. 1épés: A plazmid koralakava zarasa liglas révén., 3. 1épés:

Transzformalas E. coli-ba. [23]



4.2. Expresszios Plazmid és Primertervezés

A 4.2 abran lathat6 a pGex-Shank3-PRO-A plazmid térképe, amely 5485 bazis-
par hosszi. A plazmid tartalmazza a lac promotert, valamint a GST-t (glutation S-
transzferaz) egy trombin hasitasi oldallal. A Shank3-PRO-A szekvencia egy BamHI és
egy Xhol restrikcios hely kozott helyezkedik el, mig a pGex-for primer helye a BamHI
helyhez kozel talalhat6. A plazmid tovabba tartalmaz egy nagy kopiaszamu replikacios

origot és egy ampicillin rezisztencia (AmpR) gént is a szelekciohoz.

GST-S3-PRO-A (45 kDa):
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYER

. DEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMA
BamhI (320 [ IRY IADKHNMLGGCPKERAEI SMLEGAVLDIRYG
VSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHK
TYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPK
LVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATF

shot 0y GGGDHPPKSDLVPRGSGPLFVDVQARDPERGSLAS

PAF KSPEDKKS

4.2. dbra. A: Teljes Shank3 fehérje, piros kerettel, hogy hol helyezkedik el a PRO-A
konstrukci6. A 'H’ beti a Homer kotShely. B: Gex-Shank3-PRO-A plazmid térképe,
Shank3 narancssargaval jelolve. C: Fehérjeszekvencia, ami expresszalodik a plazmidrol,

zolddel jelolve a Homer kot6 helyét. Shank3-PRO-A (45 kDa).

El6szor attekintettiik a szakirodalomban leirt pontmutaciokat, ahol az adott mutaciok
aminosavak szintjén vannak meghatéarozva, és nem a DNS szekvencia alapjan. Az amino-
savakat kiilonb6z6 kodonok kédoljak, melyek a genetikai informaécioé atadasaért felel6sek.
A kodonok harom nukleotidbol all6 szekvenciak, melyek egyértelmiien meghatarozzak
az adott aminosavat a fehérje szekvencidjaban. A laboratériumunkban E. coli bakté-
riumokat hasznalunk fehérjeexpressziéhoz. Ezek a baktériumok képesek felvenni olyan
plazmidokat — kor alakit DNS-molekulakat, amelyek fiiggetleniil replikalodnak a kromo-

szomaélis DNS-t6l —, amelyek olyan genetikai elemeket tartalmaznak, amelyek segitik a



kivant DNS kifejez6dését. Az adott baktériumra jellemzé kodonpreferenciat vettiik figye-
lembe a fehérjét kodolo szintetikus DNS szekvencia, és a pontmutacik tervezésekor. Ez
azért fontos, mert az adott organizmus kodon preferencija hatarozza meg, hogy melyik
kodonokat milyen gyakorisaggal alkalmazza a fehérjék kodolasahoz. Miutan az osszes
pontmutaciot megtalaltuk, beazonositottuk, és a sziikséges bazisparok cseréjét megter-
veztiik, tovabb léptiink a primer parok tervezéséhez. A tervezési folyamatot a NEBase
Changer alkalmazas segitségével kezdtiik el. [24] A primereket gy terveztiik meg, hogy
5’ végeik "Osszefekiidjenek", a 3’ végeik pedig "kifelé" mutassanak, igy a teljes plaz-
mid hianytalanul amplifikalhat6 veliik. A kivant mutéci6 pedig az egyik primer kdzepén
helyezkedik el ( 4.1 4bra).

Az Integrated DNA Technologies cég altal kifejlesztett Tm calculator szoftver segitsé-
gével tovabbi analizist végeztiink a primer szekvencidkhoz, beleértve a hairpin, self-dimer
és hetero-dimer hajlam predikciojat. [25] A hairpin értékek azt jelzik, hogy a primer
molekula képes-e 6nmagaval hurokra zarédni, ami a hatékony hibridizaciot és az amp-
lifikacié hatékonysagat befolyasolhatja. A self-dimer és hetero-dimer értékek azokat a
lehetséges kolesonhatasokat jelzik, amelyek a primer molekulak kozott 1étrejohetnek, ami
befolyasolhatja a PCR reakcio specifitasat és hibridizacios hatékonysagat.

Azoknal a primer paroknal, ahol a predikciok erésebb dimer hajlamot mutattak, ma-
nualisan mddositottuk a primerek 3’ végének pozicidjat tgy, hogy az altalunk fontosnak
tartott szekvencia, tehat a mutaciot bevivé inszert, valtozatlan maradjon. Igy ugyanazt
a terméket amplifikalhattuk, csak hatékonyabban, mivel a nem relevans szekvenciarészek
kozott minimalizaltuk a dimerképz6dést és a hajtiistruktirak kialakulasat. Ezen 1épések

ismétlésével jelent6sen csokkentettiik a primerek dimerképz6 hajlamaét.

4.3. Polinukleotid-Kinaz (PNK) Kezelés

A mutagenezis sikeréhez elengedhetetlen, hogy a plazmidrol késziilt linearis PCR ter-
mékeket (amelyek mar tartalmazzak a primerek révén a kivant mutéciot) ligaz enzim
segitségével Gjra kor alakava, vagyis cirkularissa tudjuk alakitani. Ez azért sziikséges,
mert a plazmid csak igy képes hatékonyan replikalodni a baktériumsejtben, és ezéltal a
mutacio expresszioja is megvalosulhat. A ligalasi folyamat sikeréhez azonban elengedhe-
tetlen, hogy a PCR termék — vagyis a PCR primerek — foszforilalt legyen, mivel a ligaz
enzim csak foszforilalt végeken tudja lezarni a DNS-t. Mivel a primerek eredetileg nem
voltak foszforilalva, ezért sziikség volt arra, hogy a PCR el6tt foszfatcsoporttal ellassuk

Oket PNK kezeléssel. A primer parok PNK foszforilalasa soran a PNK enzim segitségével



foszfatcsoportokat adtunk hozz4a a primer molekulak 5’ végéhez. A reakcidhoz sziikséges
anyagokat, a megfelel6 mennyiségekkel a 4.1 tiblazat mutatja. A protokol szerint el6szor

37°C-on inkubaljuk a reakcidt 30 percig majd 75°C-on inaktivaljuk a PNK enzimet.

Komponensek 1xX

10x PNK puffer 1ul
ATP (1omM) 1ul
H,0 5.5 ul
PNK enzim o.5ul
F + R primerek (5-5uM) | 2 ul

4.1. tiblazat. PNK reakci6 komponensek a megfelel§ mennyiségekkel. Az ,,1x” jelolés azt
jelenti, hogy az adott komponens a reakcidhoz sziikséges standard, egyszeres koncentra-

ciéban van jelen.

4.4. PCR Reakcio6

A kovetkez6 fazis a polimeraz lancreakcio (PCR) megtervezése volt. A PCR egy olyan
eljaras, amelynek soran egy specifikus DNS-szekvenciat tobbszorosére amplifikalunk. A
reakcio soran kulcsfontossagu 1épés a megfelel$ kaplcsolodasi hémérséklet kiszamitésa,
amely lehet6vé teszi a primer parok specifikus hibridizaciojat a DNS templattal. A
kapcsolodasi hémérséklet kiszamitasat a Thermo Fisher altal kifejlesztett Tm calcula-
tor alkalmazas segitségével végeztiik el. [26] Kiszamoltuk a PCR reakcidhoz sziikséges
kiillonb6z6 komponensek mennyiségeit amelyet az 4.2 tablazat mutat. A PCR-hez az

el6z6leg PNK kezelt primereket hasznéltam.

Komponensek 1x
dNTP 0.5 ul
5x puffer 5ul
Plazmid 0.2 ul
H,O 14 u
Phusion Plus DNS polimeraz enzim | 0.25 pl
F + R (foszforilalt) primerek 5ul

4.2. tablazat. PCR reakcié komponensek a megfelel6 mennyiségekkel. Az ,,1x” jelolés azt
jelenti, hogy az adott komponens a reakcidhoz sziikséges standard, egyszeres koncentra-

ciéban van jelen.
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A PCR-nél a touchdown modszert alkalmaztuk, amely 1ényege az, hogy az anellalasi
hémérsékletet ciklusonként csokkentjiik, mig el nem érjiik az optimalis anellalasi hémér-
sékletet. Erre azért volt sziikség, mert a kiilonb6z6 megtervezett primerek olvadaspontjai
eltértek egymastol. A touchdown modszer alkalmazasa lehet6vé tette a specifikus ampli-
fikacio optimalizalasat azaltal, hogy a primerkét6dés hdmérsékletét fokozatosan csokken-
tettiik, igy mindegyik primer optimalis h6mérsékleten tudott kotédni a templat DNS-hez.
A PCR reakcidk protokolljat a 4.3 (touch down) tablazat mutatja.

Lépések Hoéfok Idé6 Ciklusok szama
Inicializacio 98°C 1 min 1
Denaturacio 98°C 10 sec
Kapcsolddas 70°C (-0.5°C/ciklus) | 10 sec 10
Meghosszabbitas 72°C 15-30 sec/kb
Denaturacio 98°C 10 sec
Kapcsolodas 68°C 10 sec 25
Meghosszabbitas 72°C 15-30 sec/kb

72°C 5 min 1
Végs6 meghosszabbitas

4°C tartas tartas

4.3. tablazat. PCR reakci6 Touch down modszerrel

4.5. Gélelektroforézis

Annak érdeben, hogy megbizonyosodjunk arrol, hogy a PCR reakci6 a megfelel6 mennyi-
ségli és mingségli terméket eredményezte, gélelektroforézist végeztiink el. 5 ul terméket, 1
ul 10x Fast Digest Green puffert és 300x SybrGreen-t hasznéaltunk. A Fast Digest Green
puffer nemcsak optimalizalja a mintak futasat a gélen, hanem kék és sarga nyomjelz6 fes-
tékeket tartalmaz, ami segit vizualisan nyomon kovetni a minta helyzetét az elektroforézis

soran.
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4.6. Ligalas

A kovetkez6 1épés a PCR termék cirkularizacioja, amelyet ligalassal ériink el. A line-
aris, amplifikalt PCR termék DNS-t a DNS ligaz enzim kovalensen 6sszekapcsolja, igy
létrejon a cirkularis, mutalt célplazmid. Ez a 1épés kritikus a mutagenezis hatékonysag
szempontjabdl, mivel a plazmid csak cirkularis formaban tud fennmaradni a gazdasejt-

ben.

Komponensek| 1x

10x T4 puffer 1ul
ATP (10 mM) o.5ul
H,0 6 ul
50% PEG 4000 | 1 pul

T4 ligaz enzim | 0.5l
PCR termék 1ul

4.4.tablazat. Ligalas komponensek a megfelel6 mennyiségekkel. Az ,,1x” jelolés azt jelenti,
hogy az adott komponens a reakcibhoz sziikséges standard, egyszeres koncentracioban van

jelen.

4.7. Transzformalas

Az utols6 1épésben a ligalt, mutalt plazmidot E. coli sejtekbe transzformaljuk. A
transzformacio soran 50 ul kompetens baktériumhoz adtunk 5 ul-t a ligalasi reakcio ter-
mékébdl, majd a baktériumokat egy rovid, 42 °C-os hGsokk kezelésnek tettiik ki. Ennek
hatéasara a sejtmembran fluidabba valik, igy a baktériumok fel tudjak venni a rekombi-
nans plazmidot. Ezt kdvetSen egy 20-30 perces inkubalasra van sziikség, amely lehet6-
vé teszi a rezisztenciat kodolo gén expressziojat, de ez még nem a novekedés idészaka.
Azok a baktériumsejtek, amelyek sikeresen felvették a plazmidot, rezisztenssé valnak az
ampicillinnel szemben, ezért ampicillines lemezre szélesztve képesek telepet képezni. A
hasznalt plazmid nemcsak a kivant fehérje génjeit, hanem az ampicillin rezisztencia gént
is tartalmazza.

A tovabbiakban a rezisztens telepekbdl izolaltunk plazmid DNS kl6nokat, amelye-
ket mindegyikét kiilon-kiilon megvizsgaltunk szekvenalassal, hogy hordozzak-e a kivant

mutaciot.
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4.8. Plazmid DNS Izolalas

A plazmid izoladlasdhoz a Thermo Fisher GeneJET Plasmid Miniprep Kit-jét hasz-
naltuk. [27] A plazmid DNS tisztitasi eljaras soran el6szor reszuszpendaltam a pelletalt
sejteket reszuszpenzios oldatban, majd lizis oldattal kezeltem a sejteket, hogy a DNS
felszabaduljon. A keverést kovet6en neutralizal6 oldatot adtam hozza, amely segitett a
pH visszaallitisaban, és a sejttormelék kicsapddasaban, amit centrifugalassal eltavolitot-
tam. A feliiliszo6t GeneJET spin oszlopba athelyezve tovabbi centrifugalassal és mosasi
1épésekkel biztositottam a plazmid DNS tisztasagat. Végiil az elucids puffert alkalmazva

elualtam a plazmid DNS-t, amit -20°C-on taroltam.

4.9. Sanger Szekvenalas

Az izolalt plazmidok klonjait a Eurofins Genomics vallalat szekvenalta meg. A plazmi-
dokat ehhez 51-100 ng/ul koncentraciora és 20 ul térfogattra higitottuk. A szekvenalast
pGex forward szekvenal6 primerrel végezték, melyrdl a fehérje N terminélisdhoz fzionalt
GST-tag iranyabol szekvenalhat az inzert. A kapott szekvenciak illesztését és elemzését

a BioEdit szoftver segitségével végeztem el.

4.10. Rekombinans Fehérje Izolalasanak Lépései

Az elsé 1épésben lemérjiik a pelletek tomegét és egy lizis puffer oldattal (pH: 7.4, 50 mM
NaPi, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.05% Tween 20, 500 mM GuHCI, 0.5x
Protease, Késhegynyi Lysozyme) 10%-o0s szuszpenziot készitiink bel6le. Ezt kovet6en 4
percig szonikaljuk a mintakat 25% pulzéalassal. Egy olyan technika, melynél ultrahan-
gos hullamok hasznalataval (magas frekvenciaji hanghullimok) biol6giai mintakat lehet
homogenizalni, tovabba sejteket vagy szoveteket feltarni. A sejttormelékek eltavolitasa
érdekében a mintat centrifugaljuk. A centrifugalas 4°C-on torténik, 20 percig, 11,000
fordulat/perc sebességgel. Ezt kovetGen a centrifugalas utan a feliiliszot begytijtjiik és
egy fecskendGsziirovel lesziirjiik és ezekkel fogunk tovabb dolgozni.

Az oszlopos tisztitas soran 1.5 ml binding puffert (pH: 7.4, 50 mM NaPi, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.05% Tween 20, 500 mM GuHCI) alkalmaztunk a GST
oszlopok ekvilibralasdhoz. Ezutan 150 pl-enként 7 perces sziinetekkel vissziik fel rajuk a
korabban begytijtott feliiliszo6 mintakat. Mosési 1épésként 0.5 ml lizis oldatot, majd 0.5

ml binding oldatot visziink fel az oszlopokra. Ezut4n az oszlopokat 2 ml NaPi pufferrel
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renaturaljuk majd tovabbi 150 ul elticids puffer oldatot visziink fel. A renaturacios 1épés
utan az elacios 1épés kovetkezik, ahol 150 pl eltcids puffer adagokat (pH: 6.5, 0.0674 g
Glutathione, 50 mM NaPi, 150 mM NaCl) hasznélunk, t6bb 1épésben, mindegyik 1épés
10 percig tartott és ezeket a frakciokat gytjtjiik be. Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk
rola, hogy van fehérje az oszlopbdl kifolyd mintakban Bradford reagenst hasznaltunk. A
massie Brilliant Blue G-250 festék fehérjékhez kotédve vorosesbarnabol kékké valtozik.
A kék szin intenzitasa aranyos a fehérjemennyiséggel. Végiil 1 ml 70%-os EtOH oldattal
és tovabbi 1 ml binding pufferrel takaritjuk le az oszlopokat, amelyeket 20%-0s EtOH
oldatban taroljuk.

4.11. Biolayer Interferometria (BLItz)

A bioréteg-interferometria (Bio-Layer Interferometry - BLI) egy optikai technika a mak-
romolekuléris kolecsonhatasok mérésére egy bioszenzor hegyének feliiletérél visszaver6dé
fehér fény interferencia mintazatanak elemzésével. A BLI-kisérleteket a molekularis kol-
csonhatasok kinetik4janak és affinitdsdnak meghatarozasara hasznaljak. A kisérlet soran
egy csali molekulat immobilizalnak egy bioszenzor feliiletéhez. A csali az esetiinkben a
Homer fehérje EVH1 doménje volt (Homer 118), amelyet egy N-terminalis 6xHIS-taggel
allitottunk el6. A 6xHIS-tag révén a csali fehérjénk hozzakotédik a bioszenzor feliiletén
talalhato nikkel ionokhoz. A csali fehérje interakcios partnereit (Shank3 mutans konst-
rukciok) GST fazios tag-gel termeltiik meg, ezért kozvetleniil nem kot6dhetnek fel a bio-
szenzor feliiletre, hanem csak a csali molekulan keresztiil, indirekt modon. A bioszenzor
hegyéhez kotott molekulak szdmanak valtozasa, vagyis a bioréteg vastagsaganak valtoza-
sa, eltolodast okoz az interferencia mintazatban, amit valos id6ben detektal a késziilék,
ezt a 4.3 képen lathatjuk.

A BLI mérés soran a szenzort kiilonb6z6 oldatokba/mintakba meritjiik és igy kapjuk
meg a az egyes fazisait a BLI mérésnek. A BLI szenzorgramot a 4.4 dbra mutatja. [28]
Az elsé fazis az alapvonal felvétele kinetikai pufferrel (buffer). A masodik 1épésben a
scsalit” — vagyis a Homer fehérjét — tartalmazo6 eppendorf-csébe helyezziik az érzékel6t
(load sample). Ezt kvetGen ismét a kinetikai puffert alkalmazzuk a méasodik alapvonal
felvételéhez (buffer). A negyedik 1épés, hogy a detektal6 kart a kivant fehérjét tartalmazo
"préda" eppendorf csébe tegylik (analyte sample), ezt hivjuk asszociacids fazisnak, ekkor
jon létre az interakcio a csali és a préda kozott. Utolso lépésként kovetkezik a disszociacios

1épés amelyben ismét kinetikai puffert hasznalunk (buffer).
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4.3. abra. A: BLItz eszkoz a hozzacsatlakoztatott szenzorral és mintatarto csével. B: A
mérés sémaja. A szenzor feliiletéhez az EVH1 domén rogzitve ("csali") és a "préda" a

GST taggel ellatott Prolin gazdag fehérje.

Immobilization; Interaction Analysis |  Regeneration
| i
] 1
: Association ! :
! Phase i (Optional)
i i
1 1
1
: Dissociation
: Phase
L]
jf baseline baseline
baseline :
Regeneration
time
Reagent
sequence  byffer Load  puffer analyte buffer  regeneration buffer
sample sample buffer

4.4. abra. BLItz mérés fazisai a protokoll szerint [28]

A mérés soran 18 db szenzort hasznaltunk, amelyeket a kisérlet el6tt el kell késziteni
a kovetkez6képpen: ElGszor kinetikai pufferben (50 mM foszfat puffer, 150 mM NaCl
pH 7.4, 20mM Glutathione, 0,4% BSA, 0,05% Tween-20, 0,02% NaN3) 10 percig kell
hidratalni 6ket. Ez utdn 5 masodpercig a regenerald bufferbe tenni majd 5 masodpercig
a kinetikai bufferbe helyezni és ezt 3-szor megismételni. Utolsé 1épésként 1 percig NiCl
(10 mM NiCl,) oldatban aztattam, ezzel a megtisztitott szenzorokat Gjra nikkeleztem.

A 4.5 tablazatban lathatok a fehérje mintak NanoDrop késziilékkel mért molaris kon-
centracioi és higitasi sémajuk a BLI méréshez, valamint a fehérjékhez tartozo megfeleld

Nanodroppal mért abszorbancia.
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Minta | A280 | mg/ml | UM | Viinta | Velu puffer | Vzox add | Vissz | UM final
1 Elu 1,03 1,00 22,2 108 177 15 300 8,0
2 Elu 1,18 1,14 | 254 94 101 15 300 8,0
4 Elu 0,91 0,88 19,6 122 163 15 300 8,0
5 Elu 1,12 1,09 24,2 99 186 15 300 8,0
6 Elu 1,17 1,13 25,2 95 190 15 300 8,0
7 Elu 0,87 0,84 18,8 128 157 15 300 8,0
8 Elu 0,39 0,38 8,4 285 0 15 300 8,0
9 Elu 0,70 0,68 15,1 159 126 15 300 8,0
10 Elu | 0,55 0,53 11,9 202 83 15 300 8,0
11 Elu | 0,68 0,66 14,7 163 122 15 300 8,0
Wt Elu | 0,88 0,85 19,0 126 159 15 300 8,0

4.5. tblazat. A préda fehérjék NanoDrop mérési eredményei és higitasi sémajuk a BLI
méréshez. A végsé térfogat minden mintanal 300 pl, és ahol a tablazatban V... jelzés
szerepel (Viminta, Velu putfer, V20x add, Vossz), Ott az érték pl-ben értendd. A 20x azt jelen-
ti, hogy 20-szoros koncentraci¢ju addicios puffert készitettem, amelyet kés6bb konnyen

kihigithatok a kisérleteim soran.

4.12. Szekvencia Konzervaltsaganak Vizsgalata

A BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) segitségével fehérjeszekvenciak hason-
lithatok 0ssze mas ismert szekvencidkkal az NCBI gén- és fehérjeadatbazisban, igy meg-
hatarozhat6, hogy egy adott régi6 mennyire konzervalt kiilonb6z6 fajokban vagy fehérje-
csaladokban. Ez az elemzés segit azonositani a funkcionalisan fontos részeket, példaul a

kotShelyeket, amelyek szerepet jatszanak a fehérje miikodésében. [29] [30]

4.13. Rendezetlenség Predikciok

Az IUPred2A egy olyan alkalmazas, amely segit megtalalni a fehérjék rendezetlen ré-
gidit, azokat a részeket, amelyek nem alakitanak ki stabil masodlagos szerkezetet. Az
IUPred2A pontozza a fehérje minden egyes aminosavat o és 1 kozott, jelezve annak valo-
szintliségét, hogy az adott rész rendezetlen-e. Ezen kiviil képes figyelembe venni bizonyos
kornyezeti tényezGket, mint példaul a redox allapot vagy mas fehérjékhez valé kot6dés,

ami befolyasolhatja a rendezetlenséget. [31] [32] [33]
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4.14. Linearis Motivum Predikciok

Az Eukaryotic Linear Motif (ELM) adatbazis rovid fehérje-szekvenciikat, vagyis line-
aris motivumokat (SLiM-eket) tartalmaz, amelyek fontos szerepet toltenek be a fehérje-
fehérje kolecsonhatasokban és a sejtszabalyozasban. Az ELM predikcios eszkoze lehet6vé
teszi a fehérjeszekvenciak elemzését potencialis motivumok jelenlétére. Ezaltal megvizs-
géalhato, hogy a mutaciokat tartalmazo szakaszon a Homer kotGhelyen kiviil milyen més

koté motivumok talalhatok, és ezekre esik-e pontmutécio. [34] [35]

4.15. Aggregacio Predikcidok

Fehérje-aggregacio akkor fordul el6, amikor a fehérjék osszetapadnak, és nem stabil
struktarakat alkotnak, ami kiilonb6z6 betegségek, példaul Alzheimer- és Parkinson-kor
kialakul4sahoz vezethet. Ebben a folyamatban mutalt vagy helyteleniil hajtogatott fehér-
jék halmozddnak fel, amelyek 0sszegytilve aggregatumokat képeznek. Az AGGRESCAN
egy online szoftver, amely képes elérejelezni a fehérjeszekvenciak aggregaciora hajlamos

szakaszait. [36] [37] [38]
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5. fejezet

Eredmények és Megvitatasuk

5.1. Kiindulasi Szekvencia

A kisérlethez hasznalt Shank3 konstrukci6 a fehérje 1140-1316 szakaszat tartalmazza.
Ezen a szakaszon beliil az aldbbiakban kiemeltem a vadtipus szekvencian a vizsgalni ki-

vant pontmutaciok helyét:

GPLFVDVQARDPERGSLASPAFSPRSPAWIPVPJA RREAEKVPREERKSPEID
KKSMILSVLDTSLQRPAJ LIVVHATSNGQEPSRLGGAEEER PGTIP ELAPAP
MQSAAVAEPLPS PIR AQPPGGTIE ADJl GPGQGSSEJE EPELVFAVNLPPAQL
SSSDEETREELARIGLVPPJE EEFANG

e Piros - nem készilt el

o Kék - feltételezhetGen patogén

A kérdéses mutaciok adatait a 5.1 tablazatban foglaltam 0ssze. A tablazatban az egyes

leir6 kozleményeket is feltiintettem.
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Mutacio Szamozas Betegség Index | Referencia
A1173T A34T ASD 1 [10]
D119oN D51N SCZ 2 [10]
G1208D G69D ASD 3 [10]
R1231H Ro2H ASD 4 [10]
P1235Q P9o6Q ASD 5 [10]
S1253C S114C ASD 6 [10]
R1255Q R116Q SCZ 7 [39]
P1263L P124L ASD 8 [10]
A1266T A127T ASD 9 [10]
E1275D E136D ASD 10 [10]
P1310L P171L HBM 11 [40]

5.1. tablazat. Elkészitett mutaciok a megfeleld szinekkel jelolve. Szamozas: a mutaciok
pozicidja az altalunk hasznalt konstrukcion. ASD: Autizmus Spektrum betegég. SCZ:

Skizofrénia. HBM: Homer kot6motivum.
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5.2. A Megtervezett Primerek

Bar a a NEBase Changer szoftver nagy segitség volt a tervezésben, néhany primerpar
esetében az oligok Gjratervezésére volt sziikség az erés dimerképz6dési hajlamuk miatt.
Ezekben az esetekben a megoldast az jelentette, ha a mutacio helyére nem a forward,
hanem a revers primert pozicionaltuk. A megtervezett primerek szekvenciait és adatait

az ( 5.2 tablazat) tartalmazza.

Név Szekvencia Tm (°C) | Ta (°C)
Shank3 A1173T_f | GCGAAGCGGAAAAAGTCC 60,8 60,8
Shank3 A1173T_r | GACGtgtCGGAACGGGA 62,8 60,8
Shank3 D119oN_f | CCGGAGaacAAGAAGTCCA 60,6 60,6
Shank3 D119oN_r | CGATTTGCGTTCTTCCCG 60,6 60,6
Shank3 G1208D_f | ACGCCCCGCTgatCTGATTGT 68,2 65,2
Shank3 G1208D_r | TGCAGGCTCGTGTCCAGAA 65,4 65,4
Shank3 R1231H_f | AGAGGAAGAAcatCCTGGCACTC 65,8 65,3
Shank3 R1231H_r | GCACCACCTAAACGCGACG 65,3 65,3
Shank3 P1235Q_f | CCCTGGCACTcagGAACTCGCAC 70,8 67,1
Shank3 P1235Q_r | CGTTCTTCCTCTGCACCACCTAAAC 67,1 67,1
Shank3 S1253C_f | AGCCACCGGGAGGCACTC 68 68
Shank3 S1253C_r | GTGCCCGTGGacAGGCAAC 68,8 68
Shank3 R1255Q_f | CTTCTCCAcagGCACAGCCAC 67,6 67,1
Shank3 R1255Q_r | GCAACGGCTCCGCTACAGC 67,6 67,1
Shank3 P1263L_f | GGGAGGCACTctcGCCGATG 68,5 67,3
Shank3 P1263L_r | GGTGGCTGTGCCCGTGG 68,5 67,3
Shank3 A1266T _f | TCCCGCCGATactGGTCCAGG 68,8 68,5
Shank3 A1266T_r | GTGCCTCCCGGTGGCTGT 68,5 68,5
Shank3 E1275D_f | CTCTAGCGAGgatGAACCGGAGT 66 66
Shank3 E1275D_r | CCTTGGCCTGGACCAGCA 66 66
Shank3 P1310L_f | GGTACCGCCActgGAAGAGTTCG 65,8 64
Shank3 P1310L_r | AGGCCAATACGCGCCAGTT 64 64

5.2. tdblazat. Megtervezett primer szekvencidk és adataik. Az elmutalt kodont kisbettik-
kel, az elmutalt nukleotidot piros bet{iszinnel jeloltem. Tm: a primer becsiilt olvadas-

pontja. Ta: a PCR soran alkalmazott anellalasi hémérséklet.
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5.3. Mutagenezis PCR

Az 1. zsebben a "létrat" lathatjuk, egy olyan referencia anyagot, amely segit megha-
tarozni a vizsgalt mintadk méretét. A tobbi zsebbe toltottiik a mintakat. Ahogyan azt
lathatjuk az els6 alkalommal ( 5.1 -A) sikertelen volt az eljaras, hiszen a zsebekben nem
latszédnak PCR termékek.

A PCR reakciokat Gjra elvégeztiik, azonban most Gjrahigitott plazmidot hasznaltunk
DNS templatként. Az eredetivel valésziniileg az volt a baj, hogy a hossza tarolas miatt
degradalédhatott. Ez utan ismét elvégeztiik a gélelektroforézist, melynek az eredményét
a 5.1 - B dbran lathatjuk. A PCR termékek mindegyik mintarél megfelel6 mennyiségben

képzddtek, mas aspecifikus termékek nélkiil, tehat a reakcié megfeleléen miikodott.

B A1173T G108D  P1235Q R1255Q A1266T P1310L
létra  D1190N R1231H  $1253C P12638sE1 075D

5.1. abra. Mutagenezis PCR termékek agaroz gélelektroforézis eredménye. A: Els6, siker-
telen kisérlet. A PCR reakciokban nem, vagy csak kis mennyiségii termék keletkezett,
melyek mérete sem volt megfelel6. B: Masodik kisérlet frissen higitott plazmid templat-
tal. A PCR termékek mennyisége nagy, méretiik a varakozasoknak megfeleld, aspecifikus

termékek elenyészé mennyiségben képzddtek.
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5.4. Szekvenalasi Eredmények

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk a kivant mutéciok sikeres inzertalasardl,
Sanger-szekvenalassal ellendriztiik a plazmidklonokat. A Sanger-szekvenalas egy olyan
modszer, amely a DNS-szekvencia meghatarozasara szolgél a nukleotidok lancterminacios
szintézisének elvén alapulva. Ez a technika fluoreszcens dideoxinukleotidokat (ddNTP-
ket) hasznal, amelyek beépiilésekor megszakitjak a DNS-lanc elongécidjat, igy lehet6vé
téve a szekvencia preciz meghatarozasat kapillaris elektroforézissel. Fontos megjegyezni,
hogy ezt a 1épést nem mi hajtottuk végre, hanem a Eurofins Genomics cégtdl rendeltiik
meg, biztositva ezzel a szakszert és pontos kivitelezését.

A pontmutaciok koziil a 3. minta (G1208D) tobbszori ismétlés utan sem sikeriilt
megfelelGen. A tobbi mutacioé esetében az alabbi klonoknal sikeriilt a kivant mutaciokat

létrehozni (a betiik az ismétlések szamat jelolik): 1a, 2a, 4b, 5a, 6b, 7b, 8a, 9a, 10f, 11a.

5.5. Sikeres Mutagenezis

Alabb lathatjuk az els6 mutans szekvenalasi eredményét, amely tartalmazza a mutacio
kornyékének szekvenogramjat, illetve alatta a kapott szekvencia illesztését a vad tipusi
referenciahoz. A "w_type" a vadtipust szekvenciat jelenti, amelyet referenciaként hasz-
naltunk. Az eredmények kiértékeléséhez a BioEdit szoftvert hasznaltuk, amely lehet6vé
teszi a szekvenciik 0sszehasonlitisat és az eltérések azonositasat. Az dbran a pontok az
azonos bazisparokat jelzik, mig a program eltérések esetén a megfeleld bazispart jeleniti
meg ( 5.2 abra).

CGCCACGCAGTCCTGCGTGGATTCCCGTTCCGACACGTCGCGAAGCGGAAAAAGTCCCG(

.r;\\./\/\‘./\/\]\ r",'a""wf”ﬁm/\“f\ ﬂm/\ﬂw'ﬂfu%\* f\NW\)

llll llll l|ll  oF of i | L Ay R b o5 B A Illl i &R 1 |ll|l B i
A

130 140 150 loO 170
W type l "GCCACGCAGTCCTGCGTGGATTCCCGTTCCGGCACGTCGC CZ—LG*"GCM—‘Z—'ZAPGTCCCG
AI173T_5 ................................ B s &6 s et mibias as s scids e oe

5.2. abra. A1173T minta Sanger szekvenalas eredménye a szekvenciaval - A klon szekven-

ciaja hibatlan, és tartalmazza a kivant mutaciot.
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5.6. A Hibas Plazmid Klénok Szekvencia Elemzése

A kovetkez6 mintandl a szekvencia eredménye alapjan ugy tlinik, hogy a megfelel6 ba-
zispart sikeresen lecseréltiik ( 5.3 abra, 394-es C helyén G van a plazmidban). Azonban
a kromatogramon megjelené dupla cstcsok a 406-0s poziciotol kezdédGen arra utalnak,
hogy probléma meriilt fel. Ez lehet szekvenalasi hiba, de val6szintibb, hogy a transzforma-
ci6 utan megjelent telepek nem lettek megfelelGen izolalva, mivel tal stirtin helyezkedtek
el. Ennek kovetkeztében az elemzés soran két kiilonboz6 DNS is megjelenik, egy hibat-
lan, és egy olyan is, amelybe nem kivant deléci6 vagy szubsztiticioé keriilt, mégpedig
pontosan a F és R primerek 5’ végeinek talalkozasi pontjanal, vagyis a PCR termék vége-
inél. Hasonlo szekvencia elemzésekkel a tobbi mutans els6 klonjait mind megvizsgaltuk.
Végeredményben a 11 pontmuticiobol hat esetben az elsé vizsgalt klon hibatlannak bi-
zonyult, a tobbi esetében altalaban a PCR terméken nem kivant deléciokat talaltunk,
ugyhogy ezeknél tovabbi klén vagy klonok ellen6rzésére volt sziikség. Az esetek 45%-
aban tehat hibas, hianyos PCR termék cirkularizalodott. Ezt a hibat valoszintileg egy
hosszabb végs6 elongacioval lehet majd mérsékelni a PCR reakciok soran, illetve az elon-
gécios id6k kis mértéki novelése is megfontoland6. A nemkivant deleciok erehetnek a
PCR primerekbdl is, amennyiben a szintézisiik soran hianyos oligok is keletkezhetnek.

Ez a hiba dragabb tidztitott primerek alkalmazasaval kiiszobolhetd ki.

80 3%0 420 430
GAGCCGTTGCCTTGT CC%CGGGC-\C CCCCCGGGXGGGKC CCCGCCCAAGCTGGGCCA

Lttt

lll[IlllIIIIIIllll]IlllIlll‘lIll'llll|lIlllllllllllllllllll

- 390 400 410 420 430 41

5.3. abra. S1253C minta Sanger szekvenalas eredménye a szekvenciaval - ez a klon hibas

lett, a kivant szekvencia mellett egy nemkivanatos deléciot tartalmaz6 DNS is jelen van

s s07
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5.7. Fehérje Affinitas Kromatogafia Eredménye

A 5.4 képen egy PAGE-gél lathatd, ahol a legjelentdsebb (legerdsebb) sav a rekom-
binéns fehérjénk, amelyet vizsgaltunk. Ez a jol kivehet6 fehérjesav mutatja az altalunk
célzott fehérjét, amely az oszlopos tisztitasi 1épések utan keriilt a gélre, jelezve a sike-
res tisztitast. 18 kDa-nal nem latunk savot, tehat nincsen lehasadva rola a GST-tag.
A legvastagabb sav 50kDa-nal van, ami megfelel a varakozasainknak, hiszen mi 45 kDa
koriili eredményre szamitottunk. Az 5 kDa-os eltérés belefér a PAGE pontatalansagaba.
Van halvanyan egy savunk 45 kDa-nal és 29 kDa-nal, amelyek valoszintileg az 50 kDa-os
fehérje proteolitikus degradaciojabol szarmazhat. Ez a fajta fragmentacié nem szokatlan
rendezetlen fehérjéknél, mivel ezek jobban hozzaférhetéek a proteazok szamara. A minta
fragmentaltsaga tovabbi probléméakhoz vezet, a kisebb jelenlévé nem tudnak hozzakotni a
Homerhez a BLI mérés kozben. A mi esetiinkben mindegyik minta ugyanolyan mértékben
degradalodott, tehat nincs nagy kiilonbség koztiik, ugyanolyan aranyban tartalmazzak a

fehérje intakt forméajat. A BLI mérések eredményét tehat a mintak fragmentaltsaga egy-

forma mértékben befolyasolja.

5.4. bra. PAGE gélkép a vadtipust és a pontmutacioét tartalmaz6 Shanks fehérjékkel

oszlopos tisztitas utan
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5.8. Szenkvencia Konzervaltsaganak Vizsgalata

AZ NCBI BLAST eredményét a 5.3 tdblazat mutatja. A vizsgalt szakasz (Shank3
PRO-A 1140-1316) erdsen konzervalt, mivel minden vizsgalt fajban megtalalhat6, ami
alatamasztja a kutatas céljat, amely a mutaciok szerepének vizsgalatara iranyult. A
szekvencia konzervaltsaga arra utal, hogy az itt talalhaté aminosavak funkcionalis je-
lent&séggel birnak a fehérje miikodése szempontjabol. Az erésen konzervalt szekvenciak
altalaban kulcsfontossaga szerepet jatszanak a fehérjék szerkezetében és miikodésében,
mivel a szekvencia megvaltoztatasa befolyasolhatja a fehérje funkcibjat és az interakeioit
mas biomolekulakkal.

Mivel a szekvencia er6sen konzervalt, fontos, hogy az adott aminosavak az elvart
pozicidkban helyezkedjenek el. Amennyiben mutaciok lépnek fel ezen a szakaszon, azok
valoszintileg biologiai jelentéséggel birnak, és potencialisan hozzajarulhatnak a kiilonb6z6
korképek kialakulasahoz, példaul az autizmus spektrumzavarra (ASD) és a skizofréniara
(SCZ). A mutéciok hatasa a fehérje funkcionalitasara kozvetleniil befolyasolhatja az ideg-
rendszeri fejlédést és a szinapszisok miikodését, ezért a kutatas soran felfedezett mutaciok

részletesebb vizsgélata elengedhetetlen a kapcsolodo biologiai folyamatok megértéséhez.

Scientific name Taxid Identical percentage
Homo sapiens 9606 100.00%
Homo sapiens 9606 100.00%
Pan troglodytes 9598 100.00%
Homo sapiens 9606 100.00%
Pongo abelii 9601 100.00%
Pan troglodytes 9598 100.00%
Homo sapiens 9606 100.00%
Macaca nemestrina | 9545 98.31%
Pongo pygmaeus 9600 100.00%
Pan troglodytes 9598 100.00%
Pan paniscus 9597 100.00%
Pan troglodytes 9598 100.00%
Pongo pygmaeus 9600 100.00%

5.3. tdblazat. NCBI BLAST eredmények a SHANK3 megfelel szakaszara
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5.9. Rendezetlenség Predikcidok

A fehérje vizsgalatbol kideriilt, hogy szerkezete nagyrészt rendezetlen, ami azt jelenti,
hogy nincs stabil, j61 meghatarozott hAromdimenzi6s forméja. Az ilyen fehérjék alkalmaz-
kodoképesek, igy szamos partnerrel képesek kolecsonhatasba 1épni. Predikcios modellek
alapjan mindossze a 60-70-es aminosavak kornyékén mutatkozik némi hajlam struktural-

tabb formaciok kialakitasara. Ennek eredményét a 5.5 abra mutatja.

128 Praficn by

5.5. abra. Rendezetlenség Predikciok

5.10. Linearis Motivum Predikciok

A Shank3 szekvencidban végzett elemzés soran azonositottuk a linearis motivumokat,
ahol a tervezett mutaciok megtaladlhat6ak. Ennek eredményét a 5.6 bra mutatja. Az
eredmény alapjan elmondhat6, hogy tobb mutaci6 is linearis kot6motivumon talalhato,
igy ezek a mutaciok megvaltoztathatjak bizonyos fehérje partnerek affinitasat az adott
motivumhoz. Az S1253 szerin mutécitja ezen feliil még egy foszforilacios helyet is elront.
A feltételezhetGen elrontott kotGhelyekhez szamos jol ismert jelatvivo fehérje kapcsolodik,
melyek a neuralis plaszticitAsban és apoptézisban jatszanak szerepet (GSK3, TRAF2,
CDKz2, CK2). Kiilon emlitést érdemel még az SH3 domén, amely a PSD szamos fehérje
komponensében megtalalhat6, s6t maganak a Shank fehérjének is van SH3 doménje. Egy
masik érdees fehérjepartner a Pin1 nevii foszforilacio fiigg6 prolin izomeraz enzim, amely
a prolinok cisz-transz izomeracidja révé a fehérjeszakasz konformaciojat befolyasolja.

Apoptézis,
Apoptdzis, neurilis plaszticitds ischaemias kdrosodds

| k3 | STRAr2 | m
fo szg&Prnlmizan ) kindz hel [N AP kistés =) Foszf recogn site
517 kingz ety el g oD L _co LI o )
Foszf recogn site /T kindz hely fﬂm izomerdz| Pin_1 TEZTE TNFR assoc factor kbtés
[ A i CDK ] [Probrin] INK TN [ shs [pronkin]

[ st | LT INK kotés IEEE IETTE Ank dom. kst IETEM sH3 dom. Kot
— —_—

Lss
A A l‘. l‘l‘ A A A [y ! A ‘1 [ 'Y ‘ ‘ A A \ [Y Ak ! AL !
1140 | 1 1 1197 ] fa15 fJT a1 1316

Prolinok: A P-Ser PTM:l P-Thr PTM: ‘L Mutdcok: IT

5.6. abra. Shank3 linearis motivum predikciok
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Fehérje

Mutacio

Sorszam

Kotémotivumok

Shanks

A1173T

Shank3

Di119oN

MOD_CDK_SPxxK_3, MOD_GSK3_ 1,
MOD_PIlk_4, MOD_ProDKin_ 1,
MOD_SUMO_rev_2

Shanks

Ri1231H

MOD_ ProDKin_ 1,
MOD_DYRKi1A_RPxSP_1,
LIG_WD40_WDR5_VDV_2, LIG_SH3_3,
DOC_WW_Pin1_4

Shank3

P1235Q

DOC_CKS1_1, DOC_WW_Pin1_4,
LIG_FHA_1, LIG_MYND_1,
LIG_SH3_3, LIG_WD40_WDR5_VDV_2,
MOD_DYRKi1A_RPxSP_1,
MOD_ProDKin_ 1

Shank3

S1253C

MOD_ProDKin_1, = MOD_CDK_SPK_2,
LIG_WD40_WDR5_VDV_2,
LIG_SH3_CIN85_PxpxPR_1

Shanks

R12550Q

DOC_ANK_TNKS_1, DOC_WW_Pin1_4,
LIG_SH3_CIN85_PxpxPR_1,
LIG_WD40_WDR5_VDV_ 2,
MOD_CDK_SPK_2, MOD_ProDKin_ 1

Shanks

P1263L

MOD_ProDKin_ 1,
LIG_WD40_WDR5_VDV_2, LIG_FHA_ 2,
DOC_WW_Pin1_4

Shank3

A1266T

LIG BIR III 2, LIG_FHA 2,
LIG_WD40_WDR5_VDV_2

Shank3

E1275D

10

TRG_DilLeu_BaEn_1, MOD_CK2_1,
LIG_WD40_WDR5_VDV_2

Shank3

P1310L

11

LIG_EVH1_2,LIG_SH3_3

5.4. tablazat. SHANK3 mutéciok és kapcsolddo fehérjekoté motivumok
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5.11. Aggregacio Predikcidok

A vizsgalat soran megvizsgaltuk az aggregacios hotspotokat a szekvencia mentén. Az
alabbi pozicidkban (3-7; 55-61; 68-75; 140-146; 164-168) aggregacios hotspotokat talal-

tunk, azonban ezeken a helyeken nem voltak mutéciok. Ennek eredményét a 5.7 mutatja.

Shank3PROA_114013163A

0.633 -

ST /“\/\

=0.120

ady

=-0.370 |-

-0.621 |-

=-0.872 |-

-1.123

1 10 20 30 40 S50 60 70 30 a0 100 110 120 130 140 150 170 17
Sequence
= Shank3PROA_114013163R a3y Sequence Average. (a3uSA) == Hot Spot Threshold (HST)

5.7. dbra. Aggregacios predikcidval megvizsgalva az aggregacios hotspotok

5.12. BLItz Mérés Eredmények

Az els6 mérés soran megvizsgaltuk, hogy az altalunk alkalmazott kinetikai pufferben
aspecifikus kot6dés létre tud-e jonni a préda Shank fehérjék és az érzékels kozott, hi-
szen ez hamis eredményekhez vezetne a kiértékelésnél. Ehhez negativ kontroll méréseket
végeztiink Ggy, hogy a szokasos mérési protokolltol eltérve a "csali" Homer 118 fehérje
helyett sima kinetikai pufferbe helyeztiik az érzékel6t. Ha nincsen aspecifikus kotédés ak-
kor a BLI szenzorgramon egy egyenes vonalat kell latnunk, hiszen nincsen jelen a fehérje
amihez specifikusan kotédni tudna, ezért a bioréteg vastagsaga sem valtozik. Ennek az
eredményét a 5.8 dbra mutatja. Ahogyan lathatjuk a szenzoron a csali fehérje hiAnyaban
a bioréteg vastagsagaban csupan 0,1 nm-nél kisebb valtozast okozott a vad tipusi PRO-A
fehérje, rdadasul ez inkabb csokkenésnek tiinik. A minimalis csokkenést valoszintileg az
asszociacios fazis és a két masik szakasz felvételéhez hasznalt pufferek osszetétele kozotti
eltérés okozhatta kot6dése elhanyagolhato rétegvastagodast okoz a szenzor feliiletén.

Munkam soran tobb mérést hajtottunk végre. Az elsé kisérlet sordn megvizsgal-
tuk, hogy a korabban el6allitott Homer fehérje, amely eddig -80°C-on volt, megfelelGen

miikodik-e és a tovabbi kisérletekben tudjuk-e hasznalni mint csali. Ezen feliil a Shank3
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konstrukeiok kozvetlen, a bioszenzor feliiletével val6 aspecifikus kot6dését is vizsgaltuk a
csali Homer fehérje nélkiil. Ehhez, mint prédat a vadtipusa Shank3 és tovabbi 2 fajta
mutanst hasznaltunk (A1173T, D1190N). Az eredmények alapjan a Homer megfelel6en
miikodik, igy a tovabbiakban ezzel dolgozunk tovabb.

A 5.8 4bréan feltling, hogy a minték kiilonboz6 erésséggel kotédtek. A kisérlei pa-
raméterek ellendérzése soran kideriilt, hogy ez egy sajnélatos hiba miatt lett igy, vagyis
egy miitermék okozta a kiilonbségeket a mutansok kot6dése kozott. Az eredeti torzsolda-
tok fehérjekoncentracioi eltértek, de a kisérlethez egyforma koncentraciora kellett higitani
Oket. A fehérjéket véletleniil vizben elualtuk, majd kinetikai pufferrel higitottuk. Mivel a
mintakat kiilonb6z6 mértékben higitottuk, a végén a pufferkoncentraciok is eltértek, ami
befolyasolta az eredményeket.

A kovetkez6 mérésnél eredményként azt lattuk, hogy a 4. szamt mutacio (R1231H)
esetén a préda fehérje nem kotédik fel a BLItz szenzorra, amin Homer fehérje van. Ennek
eredményét a 5.9 4bra mutatja. A mérés eredményeinek ellenérzése érdekében a kisérletet
megismételtiik, hogy kizarjuk az esetleges mérési hibakat és biztositsuk az eredmények
megbizhatosagat. A kisérlet megismétlése soran kideriilt, hogy az masodik mérés 4.

s 2

mintanal 1év§ érték eredménye fals negativ volt. Ennek eredménye a 5.10 abran lathato.

2,0 specifikus kotédés ———_
A il | S
1.5 — N —
g p—— =< ——
£ 10 7
(o)) /
£ 7
205 f
o 4 o
o // Aspecifikus kotédés
0 ”" = — S = — — — — ——
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Time (sec)
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02 = 02
o ;’ 2: 4um =
/
0 e puffer 9 S puHer)

Binding (nm)
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60 70 80 20 100 110 120 130 140 60 70 80 %0 100 110 120 130 140
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5.8. abra. BLItz specifikus és asspecifikus kot6dés.
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5.10. dbra. BLItz 3. mérés

A harom BLI mérésiink alapjan 6sszegzés képpen arra jutottunk, hogy az altalunk
vizsgalt 9 db autizmus és skizofrénia asszocialt mutaciok egyike sem befolyasolja jelent6s
mértékben a Shank-Homer interakciot. Hozza kell azonban tenni, hogy baktériumban
eldallitott fehérjékkel dolgozva nincsen informaciéonk arrél, hogy ez emberi sejtben is
igy lenne, hiszen a baktériumban nincsenek poszttranszlacios modosulasok, mint példaul
foszforilacié. Eredményeink tovabbi korlatja az is, hogy nem a teljes hosszisagu fehér-
jékkel végeztiik a mérést, igy a Shank3 molekulan beliili kolesonhatasok, azaz a HBM
hozzaférhet6sége sem volt ideélis. Mindezen korlatok ellenére valoszintinek tartjuk, hogy
a vizsgalt mutaciok nem a Shank-Homer fehérjék interakcigjanak befolyasolasan keresz-
tiil okozhatja a betegégeket. Elképzelhetd, hogy més fehérje partnerek affinitisa, ezaltal
miikodése valtozik meg a mutaciok miatt. S6t, még azt sem zarhatjuk ki, hogy ezek a

mutécidk nem is patogének, tehat nem ezek okozzak a betegséget, amelyekkel tarsulnak
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6. fejezet

Osszefoglalas

6.1. Feladat

ATDK dolgozatom keretében azt vizsgaltam, hogy egyes pontmutaciok befolyasoljak-
e a Shank3s és Homer kozotti interakeiot. Az irodalmi attekintés soran attekintettem a
Shanks fehérjében megtaldlhat6 pontmutaciokat, kiillonos figyelmet szentelve a Homer
fehérje kot6 motivum hely kornyékére. A kisérletek soran el6szor megterveztem a klono-
zashoz sziikséges primereket, elvégeztem a Shank3 plazmid konstrukciék mutagenezisét,
majd megtermeltem és affinitds kromatografidval megtisztitottam a fehérjéket. A fe-
hérjék kot6désének vizsgalatahoz Biolayer Interferometriat alkalmaztam, amely lehetévé
tette a kiilonb6z6 mutansok és a Homer kozotti kot6dési erGsség mérését. Az eredmények

kielemzéséhez kiilonb6z6 bioinformatikai programokat hasznaltam.

6.2. Eredmények

Az elképzelésiink az volt, hogy mivel a Homer és a Shank3 mutaciéi is autizmushoz kap-
csolddnak, ezért ezek a Shank3 mutaciok a Homer interakcioban valtozast okozhatnak, és
igy hozzajarulhatnak az autizmus kialakulasahoz. Az in vitro kisérleteink soran azonban
nem figyeltiink meg jelentGs valtozast a Homer interakcidban, igy arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy ha a mutaciok valoban okozati sszefiiggésben allnak az autizmussal,
akkor nem a Homer interakciok révén, hanem val6szintileg mas fehérjék és kotGpartnerek

altal jon létre a valtozas.
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6.3. Jovobeli tervek

Jovobeli terveink kozott szerepel, hogy in vivo kisérleteket végezziink, mivel in vit-
ro kornyezetben nem tudtuk a mutacidk patogenitisat igazolni. Az in vivo kutatdsok
lehet6vé teszik szamunkra, hogy az é16, emberi sejtes rendszerekben vizsgaljuk a fehér-
jék interakcidjat és miikodését, amely sokkal kozelebb 4ll a biologiai folyamatok valos
miikodéséhez, mint az in vitro kornyezetben végzett tesztek.

Jelenleg a Homer1 fehérje volt az egyetlen, amit vizsgaltunk, de a jovében az in vi-
vo megkozelitéssel tobb fehérjével valo interakeiot is tudunk egyszerre vizsgalni. Ezen
fehérjék kozotti interakcidk jobb megértésével pontosabb képet nyerhetiink a posztszi-
naptikus denzitas miikodésérdl és a Shanks fehérje prolin gazdag régidjanak szinaptikus

plaszticitasidban jatszott szerepérdl.
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