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Roviditések jegyzéke

AD Acidic transactivation domain

Apafl Apoptotic peptidase activating factor 1

BIR Baculoviral inhibitory repeat-like domain
CARD Caspase-recruitment domain
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NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NLR NOD-like receptors

NLRC5 NOD-like receptor family CARD domian containing 5
NOD Nucleotide binding oligomerization domain
PAMP Pathogen-associated molecular pattern

PBS Phosphate buffered saline

PKR Prokinectin receptors

PRR Pattern recognition receptors

PYD Pyrin domain

RFX Replication factor X

RLH RIG-like helicazes

TLR Toll-like receptors




Bevezetés

Az intracellularis NOD-like receptor (NLR) csalad

Az NLR receptor csalad tagjai fontos szerepet jatszanak a velesziiletett immunrendszer
folyamataiban, mint mintazat felismeré receptorok (pattern recognition receptors, PRR’s)
fontos funkciojuk a patogén csoportokra jellemz6 kozos molekularis mintazatok felismerése
[Neerincx és mtsai, 2012]. Igy beszélhetiink mikrobialis molekularis mintazatokrol (pathogen-
associated molecular pattern, PAMP), valamint veszélyforrast jelz6 molekularis mintazatokrol
(danger-associated molecular patter, DAMP), melyeket a mintazatfelismer6 receptor csaladok
tagjai képesek felismerni és jelenlétiikkre reagalva a velesziiletett immunitas egyik
alappilléreként elinditani kiilonb6z6é szignaltranszdukcios utvonalakat. A baktériumokra
jellemz6 lehet a peptidoglikdn és a muramil dipeptid, a virusokra az egyszalti vagy a
duplaszala RNS (ssRNS vagy dsRNS), tovabba a gombakra a B-glukan vagy a hifa mannoz,
melyek jelenlétét a kiilonb6zd PRR csaladba tartozé receptor fehérjék érzékelnek [Benkd,
2011].

A mintazatfelismer6  receptorok  harom  csoportba  sorolhatok:  vannak
szekretalt/szolubilis, membrankotott, valamint intracellularis molekularis mintazatot felismero
receptorok. A szekretalt/szolubilis receptorok csoportjaba tartozé receptorok példaul a
mann6z-kotd lektin (mannose-binding lectin, MBL), a C-reaktiv fehérje (C-reactive protein,
CRP) ¢s az un. surfactant fehérjék (surfactant proteins). A membrankotott receptorok koziil a
legfontosabbak a CD14, a scavanger receptorok (scavenger receptors), a C-tipusu lektin
receptorok (C-type lectin receptors, CLR) ¢és a Toll-szerii receptorok (Toll-like receptors,
TLR1-TLR11). Az intracellularisan elhelyezked6 mintazatfelismeré receptorok kozé
tartoznak tobbek kozott a prokinektin receptorok (prokinectin receptors, PKR), a Nod-szerti
receptorok (Nod-like receptors, NLR) ¢és a RIG-szerii helikaz receptor (RIG-like helicazes,
RLH) csalad tagjai [Benkd, 2011].



Ezek koziil a TLR és az NLR csalad tagjaira jellemz6, hogy leucin gazdag ismétlodéseket
(leucine-rich repeats, LRR) tartalmazé doménnal rendelkeznek [1. bra].
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1. abra: LRR régiot tartalmazo receptor csaladok.
A TLR tipusu receptorok sejtfelszinen vagy sejtkompartmentek membranjan kotve

helyezkednek el, mig az NLR csalad tagjai intracellularisan, a citoplazmdban.

Az NLR csalad tagjainak felépitésérdl altalanosan elmondhatd, hogy harom specialis
domén mindig megtalalhato a fehérjecsaldd tagjaiban. Centralisan talalhatdé a
NAIP, CIITA, HET-E, TP-1 fehérjékben jelenlévé (domain present in NAIP, CIITA, HET-
E, TP-1, NACHT) domén, melyet szokas nukleotidkotésért és oligomerizacioért felelés
doménnek (nucleotide binding oligomerization domain, NOD) vagy nukleotidk6té doménnek
(nucleotide binding domain, NBD) is nevezni. Jellemzéen megtalalhatdo benniik a C-
terminalisan elhelyezked6, leucin-gazdag ismétldédéseket tartalmazéo LRR domén, valamint a

fehérje N-terminalis részén helyezkedik el az effektor domén [2. abra].
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2. abra: Az NLR csalad tagjainak felosztasa: NLRA, NLRC, NLRP és NLRB csaladok.
A NACHT domén erdsen konzervalt, mig az LRR ismétlodések szama receptoronként valtozo
lehet. A C-terminalis LRR doméneket lila, mig a centrdlis NACHT domének kék sziniiek, mig

a kiilonbozé tipusu N-termindlis effektor domének mas-mas szinnel vannak jelolve.

A harom altalanosan jelenlévé domén mindegyike fontos szerepet tolt be a fehérje
mikodése szempontjabol. A NACHT doménnek a nukleotid kotésben, valamint az
oligomerizacidban van szerepe, az LRR domén az dnszabalyozasért és ligand kotésért felelds,
mig az effektor domén az inflammaszoma aktivacioban vagy szignaltranszdukcios

folyamatokban jatszhat szerepet.

Molekularis vizsgalatok alapjan négy kiilonboz6 effektor domén tipust kiillonboztetiink
meg, a kiilonb6z6 fehérjék NLR-alcsalddokhoz torténd soroldss ezen effektor domén jellege
alapjan torténik. Igy megkiilonboztethetiink acidic transactivation domain-t (AD) tartalmazo
NLRA csaladot, kaszpaz toborz6 domént (caspase-recruitment domain, CARD) tartalmazo
NLRC csaléddot, pyrin domain-t (PYD) tartalmazé6 NLRP csalddot, valamint baculoviral
inhibitory repeat-like domain-t (BIR) tartalmazo NLRB csaladot [2. abra] [Kanneganti és
mtsai, 2007].



Az effektor domén az NLR fehérjecsalad tagjaiban a legtobb esetben vagy CARD vagy
PYD domén [Neerincx és mtsai, 2013]. Az NLR fehérjék a CARD domén segitségével
lehetnek képesek az inflammaszoma kozvetlen aktivaciojaban részt venni, mig a PYD domén
segitségével szignaltranszdukcids utvonalakban vallalnak szerepet. El6fordulhat az is, hogy
egyetlen fehérjén beliil tobb kiilonb6zo effektor domén is megtalalhato, ilyen példaul a MHC
class Il transactivator (CIITA) fehérje [3. abra]. Egyes fehérjék esetében a CARD domén
szekvencidja csak kismértékii hasonlosagot mutasson mas CARD domének szekvenciajaval.
Ilyen fehérje példaul maga a NOD-like receptor family CARD domian containing 5 (NLRC5)
fehérje is, melynek CARD doménjét szokas nem-tipikus CARD doménként (untipical CARD,
uCARD) is jelolni. A NACHT domén az oligomerizacidban és nukleotid kotésben résztvevo,

ATP-az aktivitassal rendelkez6 domén [Kufer és mtsai, 2011].

A human NOD-like receptor family CARD domian containing 5 (NLRC5)

fehérje:

Az NLRCS elnevezés arra utal, hogy az NLRCS5 receptor a NOD-like receptor csaladba
tartozo fehérje, mely CARD tipusu effektor domént tartalmaz, az 6t6s szam pedig arra utal,
hogy o6todikként irtak le. A fehérje ,,nucleotide-binding oligomerization domain protein 27”
(NOD27) és ,,nucleotide-binding oligomerization domain protein 4 (NOD4) néven is ismert,

azonban a dolgozatban az NLRC5 elnevezést hasznalom.

Habar intenziven tanulmanyozott molekularol van, jelenleg még kevés irodalmi adat
elérhetd a fehérjére vonatkozoan. Minddssze 37 db kozlemény talalhatdé a Pubmed
adatbazisban az NLRCS5 kifejezésre keresve [Pudmeb adatbazis]. Elsésorban funkcionalis
vizsgéalatok eredményeit bemutatd kozleményeket publikaltak, kevés informacio 4ll

rendelkezésre a fehérje szerkezetére vonatkozoan.

Az NLR csalad kiilonleges tagjaként tekinthetiink ra. A fehérjecsaladon beliill a
legnagyobb mérettel rendelkezd fehérje: 1866 aminosav hosszlisdgu és molekulatomege 204
kDa, tovabba szokatlanul nagyszamu LRR ismétlédést tartalmaz [Motyan és mtsai, 2013]. A
kutatocsoportunk altal elvégzett szekvencia-analizisek €s az elkészitett homolog modell
alapjan a C-terminalison 1évé doménjében a leucin gazdag ismétlddések szama eléri a 43-at

[Moétyan és mtsai, 2013], mig a UniProt adatbazisban szereplé adatok szerint minddsszesen



26 db-ot tartalmaz [UniProt adatbazis], mas irodalmi adatok szerint pedig csak 27 LRR van
jelen a fehérjében [Benkd és mtsai, 2010]. Fontos megemliteni, hogy az N-terminalisan 1évo
CARD doménje egy olyan specialis CARD domén, amely csak kismértékii hasonlosagot
mutat mas CARD domén szekvenciakkal. Ezen kiilonbség okan death domain (DD) névvel is
szoktak illetni az NLRC5 fehérje nem-tipikus CARD doménjét [3. abra] [Neerincx és mtsai,
2013]. 2014. majus 1-én publikaltak az NLRCS fehérje CARD doménjének NMR modszerrel
torténd szerkezetvizsgalatat [Gutte és mtsai, 2014]. Sem a frissen publikalt kozlemény, sem az
NMR szerkezet nem elérhetd jelenleg, azonban a szerzok eredményei varhatdan segithetnek a
nem-tipikus CARD domén jobb megismérésében ¢s az effektor domén funkcidjanak
azonositasaban. Tovabba, fontos adatokkal szolgalhat a kutatocsoportunk altal elkészitett

homolog modell helyességének ellendrzésében is.

A mas kutatocsoportok altal végzett Western-blot analizisek soran tapasztalt kettOs
savok megjelenése a fehérje poszttranszlacios modosuldsara utal, azonban ezen modositasok

természete jelenleg nem ismert [Neerincx és mtsai, 2010].
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3. abra: Az emlés NLR csalad sematikus abrazolasa
A CARD doment tartalmazo NLRC csaladot szokas NOD-ként is nevezni,
példaul a NODI fehérje masik neve NLRC1, mig az NLRC5 NOD4-ként is ismert.
Abra forrasa: [Neerincx és mtsai, 2013].



Az NLR receptor fehérje csalad tagjai tulnyomé részt klasszikus mintazatfelismerd
receptorként miikodnek, foként a velesziiletett immunitds reakcidinak kialakitdsaban. Nagy
résziik valamilyen modon érintett az NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) szignalizacioban, az IL-1p és az IL18 termelésben [Neerincx és mitsali,
2013]. Azonban a csalad egyes kiilonleges tagjai, mint a CIITA az MHC II transzaktivacio
kulcsfontossagu regulald fehérjéjeként tolt be fontos szerepet. Szekvencia analizis alapjan az
NLRCS fehérje az NLR csaladon beliil leginkabb ezen CIITA fehérjével mutat hasonldésagot
[Zhao és Shao, 2012] [4. abra], valamint a CIITA fehérjéhez hasonldéan [Tosi és mtsai, 2002]

foszforilacid/defoszforilacio altal modosul poszttranszlacidsan.

X NBD LRR
Tripartite domain structure Ih—-*.Il--:ﬁ E::E:I
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CARD
SRCTUISNN | [ | B /]
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4. abra: NLRC5/CITA és CIITA

crer

(MHC class | transactlvator), hasonléan a CIITA-hoz (M HC class Il transactivator).
A B-CIITA a B sejtekben, mig a DC-CIITA a dendritikus sejtekben megtaldlhaté izoformdt jeldli.

Abra forrasa: [Meissner és mtsai, 2012]

Kézenfekvd volt tehat a feltevés, hogy funkcigjat illetéen is hasonldosag lehet a két
fehérje kozott. gy kezdték el vizsgalni [Zhao és Shao, 2012] [Yao és mtsai, 2012], hogy az
NLRC5 fehérjének vajon hatdsa van-e az MHC II vagy MHC 1 kifejezédésében. NLRC57
knockout egereken végzett vizsgélatok alapjan igazoltdk, hogy az MHC class I és a hozza

kapcsolodd gének mRNS szintje jelentdsen alacsonyabb CD4" T-sejtekben, CD8" T-sejtekben
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¢s B sejtekben, mint nem knockout sejtekben [Yao és mitsai, 2012]. Ezen tanulmany
ramutatott, hogy az NLRC5-nek kritikus szerep jut az MHC class 1 altal medialt
immunologiai folyamatokban, valamint arra is fény derilt, hogy az MHC class II
transzaktivacioban az NLRCS5-nek nincs meghatarozé szerepe [Zhao és Shao, 2012].
Meissner és munkatarai kimutattdk, hogy az NLRC5 a Replication factor X (RFX)
transzkripcidés komplexszel interakcioban végzi az MHC 1 promoter transzaktivalasat
[Meissner ¢és mtsai, 2012]. Az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a feltételezés igaz volt,
miszerint a ClIITA-hoz hasonléan az NLRCS5 fehérje sem egy ,,atlagos” mintazatfelismerd
receptor. Ujabban szokas CITA-nak is nevezni, utalva ezzel frissen felfedezett funkciojara,

azaz az MHC class I transzaktivacidjaban betdltott kritikus szerepére.

PRR
activity

5. abra: Az NLR csalad fehérje funkcioi.

Balra a tipikus velesziiletett immunitadsi folyamatokban az NLR csalad tagjai
- mint mintdzatfelismerd receptorok - részt vallalnak az NF-KB szignalizdcioban
valamint a kaszpdz-1 aktivacioban. Jobbra az adaptiv immunvdlaszban,
mint az MHC fehérjék transzaktivatorai villalnak reguldlo szerepet.
Abra forrasa: [Michallet és mtsai, 2013]
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Az inflammaszomardl és szerepérol:

Az tehat bizonyitast nyert, hogy az NLRC5-nek szerepe van az MHC-I kifejez6désében
[5. abra]. Mindemellett mas funkcigjat is feltételezték és vizsgaltadk az NLRCS receptor

fehérjének, nevezetesen inflammaszoma aktivacioban betdltott szerepére voltak kivancsiak.

Ahhoz, hogy ezt a fogalmat megértsiik, el6szor beszélniink kell a piroptozis fogalmarol.
A piroptdzist eredetileg a makrofag sejtek bakterialis fertézést kovetd sejthalalanak leirasara
hasznaltdk. Az elnevezés arra utal, hogy egy olyan programozott sejthalardl van szo, melyben
pro-kaszpaz aktivaciora (kaszpaz-1) van sziikség, emellett gyulladast serkentd interleukineket
is kibocsajtanak a sejtek. A piroptdzissal kapcsolatban fontos megjegyezniink [1. tablazat],
hogy aktivalodasat elsésorban mikrobialis korokozok valtjak ki. Ugyanakkor ma mar azt is
tudjuk, hogy akar infarktus is eldidézheti, de vannak adatok arrdl is, hogy kemoterdpias
szerek alkalmazasara is bekdvetkezhet. Daganat terdpias kezelések 0 forméja lehet talan a
kemoterapids szerek €s a kaszpaz-1 kontrollalt aktivalasanak egyiittes alkalmazasa, melyekkel
serkenteni lehet a szelektiv antitumor immunvalaszt, azaz a transzformalodott sejtek célzott
pusztulasat. A kaszpaz-1 eredeti neve ICE (interleukin converting enzyme) és a piroptozis
soran az inflammaszoma komplexben torténd aktivalodasa a gyulladast el6idézd citokinek

kibocsajtasahoz vezet (IL-1B és IL-18) [Juhasz és mtsai, 2013].

1. tdblazat: Programozott sejthalal tipusok dsszehasonlitasa.

Tablazat forrasa: [Juhasz és mtsai, 2013].

Tipus Stimulus Fenotipus Kovetkezmény
ha.lal, r.e,ceptor pikndzis, DNS Apoptotikus testek
L . aktivacio, DNS L . ,
Apoptozis . . , fragmentacio, keletkezése,
karosodas, reaktiv S, o
g ot o ,,blebbing fagocitozis
oxigén gyokok
TNFRL1 receptor
aktivacio és . .
XIAP gitlis Citoplazmatikus
Necroptozis (Smac), TNFR1 . ’ A sejt beltartalmanak
R sejtorganellumok . . .
receptor aktivacio és . . .| kiaramlésa, gyulladas
K . duzzadasa, sejtmembran
aszpaz dezintegracio
gatlas, TRAILR1 + g
kaszpaz gatlés
Bakterialis fert6zés, Citoplazma duzzadas, — "y
. , . o s . ., Citokin szekrécio,
Piroptozis Viralis fert6zés, DNS fragmentacio, duzzadas
Infarktus Porusképzodés
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A citokinek kibocsatdsa megtorténik még mieldtt a sejten a piroptdzis barmilyen
morfologiai bélyege megjelenne. A piroptdzisrol elmondhatd tehat, hogy sejtmorfologiat
tekintve mutat hasonlosagot az apoptozissal €s a necroptozissal is. Molekularis sejtbiologiai
szinten azonban megjelennek az NLR receptorok a rendszerben. Ugyanis a mar tobbszor
emlitett mintdzat felismerd receptor funkciojuk itt jut érvényre, mégpedig Ugynevezett
piroptozist kivaltd jelek (pyroptotic trigger) érzékelése révén (példdul: bakterialis
peptidoglikant vagy flaggelint) [Juhasz és mtsai, 2013]. Funkciojuk a PAMP felismerését
kovetden a pro-kaszpazl aktivacioban teljesedik ki. A pro-kaszpazl aktivalasara képes
komplexek az inflammaszoma és a piroptoszéma. Fontos megemliteni, hogy az NLR fehérjék
kozvetett vagy kozvetlen kaszpaz toborzd képességiik alapjan funkcionalis hasonlosagot
mutatnak az apoptotic peptidase activating factor 1 (Apafl) fehérjével, amely
oligomerizacidjaval a prokaszpaz-9 inicidtor kaszpazt aktivaldo apoptoszomat allitja Ossze
[Juhasz és mtsai, 2013]. Feltételezések szerint az inflammaszoma szerkezete kétféle
elrendezést mutathat az alapjan, hogy a résztvevd NLR fehérje rendelkezik-e kozvetlen

kaszpaz toborzo képességgel, tehat tartalmaz-e CARD-domént vagy sem [6. és 7. abra].

NLRA  [CCARD —{ AT —{NEC—HT TURR[ ]

NAIP (BIRC1) R B e - NED e H T TURRI T
[
S
S NLRC(NOD, NLRC4) [L.CARD (e NED M | [ URRI ||
v
o

NLRP (NLRP2-9, 11-14) G — e H [ TURRI ]

NLRP1T (R H T TIRR[ KO AR

ASC CARD YD

pro-kaszpaz-1 (_CARD }— p20 Halledd . rfoktor

6. abra: Az NLR receptorok, az ASC adapter fehérje és a pro-kaszpaz-1 szerkezete.

Az ASC adaptor fehérje CARD doménje segitségevel végzi el a kaszpdz toborzo funkciot és
PYD doménje révén képes kapcsolodni a CARD domeént nélkiil6z6 NLR fehérjékhez.

Abra forrasa: [Juhész és mtsai, 2013].
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Amennyiben a fehérje nem rendelkezik CARD doménnel, sziikség van a kaszpaz
aktivaciohoz egy adaptor fehérjére, ami rendelkezik CARD doménnel [6. abra]. Ezt a fehérjét
szokas ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing CARD) fehérjének nevezni
[7. abra]. A komplexbe a CARD régidja révén beépiilt pro-kaszpazl parcialis proteolitikus

hasitasi folyamatok révén valik ,,érett”, aktiv enzimmé [Juhasz és mtsai, 2013].

NLRP2/3 [TTTTT THEREEE—CRED
ASC
(CCARD ] — p20 Hopl0 | pro-kaszpéaz-1

adapter fehérjével

NLRC4 (][] ] [HEE e

(L CARD }—{ p20 Hopl0. ] pro-kaszpdz-1

[CCARD " }—{ D20 HopI0 ) pro-kaszpaz-1

adapter nélkiil

7. abra: Az inflammaszoma alkotéelemeinek kapcsolodasi lehetdségei.
Az NLRPI fehéjének nincs sziiksége az adaptor ASC fehérjére, kozvetlen kaszpaz aktivaciora
képes CARD doménje segitségével. Mig a NLRP3 fehérjének az ASC adaptor fehérjével
kozvetetten sikeriil létrehozni a kaszpaz aktivaciot.

Abra forrasa: [Juhasz és mtsai, 2013].

Az inflammaszémaban az NLR molekuladk ugy allnak 6ssze, hogy NACHT doménjiik
segitségével Osszekapcsolodva képezik a komplex alapjat, melyben kdzpontilag helyezkednek
el a pro-kaszpazl molekulak [8. abra]. Az emlitett pro-kaszpazl aktivaciora képes masik

komplex a piroptoszoma, melyben NLR molekuldk nélkiil tobb ASC molekula

Osszekapcsolodasaval valosul meg a pro-kaszpazl aktivacio.
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8. dbra: Inflammaszoma felépitése ASC molekulak segitségével, az NLRP3
oligomerizacidja révén.

Abra forrasa: [Juhasz és mtsai, 2013].

Jelen ismereteink alapjan az NLRCS inflammaszoma aktivacioban betdltott szerepe
még nem tisztazott. A megjelent publikaciok sok esetben -ellentmondasosak. Egyes
tanulmanyok szerint az NLRCS5 az inflammatorikus szignalatvonalaknak negativ modulatora
[Benko és mtsai, 2010], mig mas tanulmanyok szerint az NLRCS5 az NLRP3-al kooperacioban

végzi az inflammaszoma aktivaciot [Davis és mtsai, 2011].

Kutatocsoportunk a kozelmultban publikalta a teljes hossziusagih human NLRCS
monomer ¢és homo-heptamer fehérje feltételezett haromdimenzios szerkezetének modelljét
[Motyan és mtsai, 2013] [10. abra]. A szamitogépes modellezés elméleti alapjat az
el6zéekben mar leirt hasonlosag képezi miszerint, kaszpaz toborzd képességiik alapjan
funkcionalis hasonlosagot mutat az Apafl fehérjével [9. abra], amely oligomerizacidjaval a
prokaszpaz-9 iniciator kaszpazt aktivalo apoptoszomat allitja Ossze [Yuan és mtsai, 2010]

[Juhész és mtsai, 2013].

15



Az NLRCS fehérje feltételezhetéen aktivaciot kovetden oligomerizalodik, az Apafl

fehérjéhez hasonloan [Motyan €és mtsai, 2013].

NLRs with no CARD or PYD NLRC3

NLRX1

NLRB (NAIP)

NOD1
NOD2 (2 CARDs)

NLRA (CIITA)

PYD containing NLRs (NLRPs)
— . _— N
PYD—— NACHT——LRR

NLRP2-NLRP9
NLRP{1-NLRP14

NLAPs with additional domains
— CDERNIHED wwes
PYD——NACHT —LRR— ? — CARD

NLAPs with no LRR

— O 3 NLAPIO
PYD—— NACHT

COE_

CARD ——NACHT——WD40

Apaf-1

9. abra: Human NLR fehérjék és az Apafl fehérje strukturalis felépitésének
osszehasonlitasa. Az NLRCS5 nem karakterizalt effektor doménnel van jelolve.
Késobb kideriilt, hogy effektor doménje CARD domén ugyan, de nem mutat teljes
hasonlosagot mas receptorok tipikusnak nevezheté CARD doménjével.

Abra forrasa: [Kufer és mtsai, 2011].
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10. abra: A teljes hossziisagi human NLRCS5 fehérje homolog modelljérél késziilt
szalagmodell. Az dbrdn a monomer fehérje josolt haromdimenzios szerkezete lathato feliil-
(A) és oldalnézetben (B) és a homo-heptamer szerkezete feliil- (C) és oldalnézetben (D).
Szinkodok: ciankék-UCARD; kék-NACHT; z6ld-AXP;
narancssarga-WH; piros-SH; magenta-LRR.

Abra: Métyan és mtsai, 2013 alapjan.

fgy az Apafl molekulat alapul véve késziilt el a 10. abran lathaté monomer és a homo-
heptamer human NLRC5 fehérje feltételezett fehérjeszerkezetének szalagmodellje [10.abra].
Homologia lapjan lettek azonositva a kdvetkez6 domének melyek a modellen lathatok: a
small helical domain (AxP), a winged helix (WH) és a superhelical (SH) domén. Az AxP

domén az Apaf-1 molekula small helixal doménjével mutat hasonlésagot. A WH domén a
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legtobb NLR-ben megtalalhatdo er6sen konzervalt régido, melynek az ATPaz funkcid

ellatasaban van szerepe, az SH domén funkcidja a mai napig ismeretlen [Motyan és mtsai,
2013].

A homo-heptamer fehérje haromdimenzios szerkezetében lathatd, hogy a kékkel jelolt
NACHT domének elsésorban a negyedleges szerkezet (az oligomer forma) kialakitasaban
vesznek részt [10.abra]. A ciankékkel jelolt CARD domének a komplexben centralisan, a
feliileten elhelyezkedve, kolesonhatéd partnerek szamara hozzaférhetéen talalhatoak [10.4abra]

¢s feltételezhetden a pro-kaszpazl kotésében jatszanak szerepet.
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Célkituzések

Munkam sordn azokhoz a vizsgalatokhoz csatlakoztam, melynek célja a
kutatocsoportunk altal publikalt teljes hosszisagih human NLRCS5 fehérje homoldég modell

helyességének molekularis biologiai vizsgalatokkal torténd igazolasa.

Munkank soran célul tiiztiik ki az NLRC5-Flag fuziés fehérje overexpresszalasat 293T

sejtekben és immunologiai modszerrel torténd kimutatasat.

Célunk volt az overexpresszalt human NLRCS5-Flag fuzidés fehérje kimutatasara
hasznalhato Western-blot modszer alkalmazasa, melyhez anti-Flag antitesteket kivantunk

tesztelni.

Annak érdekében, hogy jovobeli kisérleteink sordn a human NLRCS5-6t expresszald
sejtvonalakban is igazolni tudjuk az endogén fehérje jelenlétét, terveztiik a fuzios fehérje

azonositasat anti-NLRCS5 antitestekkel is.

Tovabbi célunk volt az NLRCS fehérje feltételezett oligomerizacidjanak vizsgalata is: a
monomer valamint az oligomer forma molekulatomegének meghatarozasa gélsziirés

alkalmazasaval.
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Anyagok és modszerek

Anyagok:
Expresszios plazmid:

A kisérletiinkhoz hasznalt pcDNA3.1-NLRC5-Flag plazmid-ot (koncentracio:
5092ng/pul) Dr. Benkd Szilviatol kaptuk (Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Elettani Intézet) [Benké és mtsai, 2010].

Plazmid tisztitas:

A plazmid tisztitasahoz Nucleobond Extra Midi Plus Kit-et hasznaltunk (Macherey
Nagel; 740410.10).

Plazmid restrikcios ellenorzése:

A restrikcios hasitashoz Kpnl (New England Biolabs, R0142S) és Xhol (New England
Biolabs, R0146S) restrikcids enzimeket hasznaltuk fel.

293T sejtek tenyésztése:

A 293T sejtek tenyésztéséhez szérummal és antibiotikummal kiegészitett Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) tapfolyadékot hasznaltunk [500ml DMEM, 50ml FBS,
5ml streptomicin]. Inkubatorban 37°C-on 5% CO: koncentracié mellett tenyésztettiik a

sejteket.
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293Tejtek transzfektalasa:

A transzfektalashoz kalcium foszfat pufferes modszert alkalmaztunk. A transzfekciohoz

az alabbi pufferket készitettiik el:
,A” puffer: 0,25M CaCly;

,B” puffer (2X HBS): 50mM HEPES puffer [1,5mM NaHPO4 280mM NaCl, pH
7,05-7,12]

Western-blot analizishez hasznalt antitestek:
A Western-blot analizishez hasznalt antitesteket a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: Felhasznalt antitestek

Antitest tipusa | Antitest gyartéja | Antitest termékkédja | Klonalitas
anti-NLRC5 ABCAM AB105411 poliklonalis
anti-NLRC5 Antibody Verify AAS80604C poliklonalis
anti-NLRC5 Antibody Verify AAS81604C poliklonalis
anti-NLRC5 . . . .

Avia Systems Biology ARP60481_P050 poliklonalis
anti-Flag Sigma F7425 poliklonalis
anti-Flag Sigma F1804 monoklonalis

Modszerek:

DHSa sejtek transzformalasa:

A plazmid transzformalasat DH5a sejtekbe hdsokk-modszer alkalmazasaval végeztiik a

kovetkezd protokoll alapjan:

e 70ul sejtszuszpenziot falkoncsdbe mértiink majd 10ng pcDNA3.1-NLRC5-Flag
plazmidot adtunk hozza

e inkubaltuk jégen 30 percig

e hdsokkot alkalmaztunk 42 °C-on 2 percig

e inkubaltuk jégen 2 percig
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e 1 ml-re kiegészitettilk SOC oldattal
e razattuk 37 °C-on 60 percig
e 150ul-nyi szuszpenziot szélesztettiink ampicilin tartalmu agar lemezre

e inkubaltuk 37 °C-on egy éjszakan at
Transzformalds utan az egyediil allo telepek felvétele kdvetkezett.

Folyékony kultarat inditottunk: 5ml LB és Sul ampicilin keverékébe raktunk a
fokpiszkaloval felvett telepeket. A folyékony kultarakat 6 6ran at 37 °C-on razattuk.
Az 1d6 lejarta utan 100ml LB ¢és 100 pl ampicilin keverékét tartalmazo lombikba
raktunk 5 ml-t a kultarakbol. Majd ezt kdvetden egy éjszakan at razattuk 37 °C-on.

Plazmid preparalas:

A pcDNA3.1-NLRC5-Flag plazmid preparalasat Nucleobond Extra Midi Plus Kit

segitségével végeztem, a gyarto altal ajanlott protokoll alapjan:

e a DHS5a sejtekbdl inditott éjszakai tenyészetet lecentrifugaltuk 6000 rpm; 4°C;
15 perc

e a pelletet szuszpendaltuk RNaseA-val (8ml-re kiegészitett resuspension
pufferben)

e 8ml lizispuffer adtunk hozza

e S5X megforgattuk a csovet

e inkubaltuk 5 percig szobahémérsékleten

e ckvilibraltuk az oszlopotl2ml ekvilibraloé puffer alkalmazisaval (oszlop
karimara mérve)

e 8ml neutralizal6 puffert adtunk hozza

o Osszekevertiik majd a csovet 10-15X megforgattuk

e centrifugaltuk 12000 rpm-en; 4°C-on; 10 percig

o feliiliszot ramértiik az oszlop sziirdjére

e mostuk 5ml equilibration puffer-el

e mosas utan a sziir6t eltavolitottuk

e 8ml wash pufferrel mostuk
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e plazmidot elvalasztottuk 5ml eluation pufferrel Gj centrifugacsébe

e 3.5ml izopropanolt hozzaadtunk a csében 1év6 elegyhez, majd vortexeltiik

e 2 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten

o az elegyet felszivtuk egy 30 ml-es fecskendébe

e a fecskendbére raraktuk a Nucleobond Finalizer szirét, amin a felszivott
folyadékot lassan ¢és egyenletesen atnyomtuk, majd az atfolyt folyadékot
eldobtuk

e czt kdvetden a 2ml steril 70% os etanolt szivtunk fel a fecskendébe, amit majd
lassan atnyomtunk a Finalizer szliron

e a Finalizer membran szaritottuk (levegd atfavatassal, tobbszori alkalommal)

e | ml es fecskendébe 200ul Redisolving Trish puffert szivtunk fel majd ezt is
atnyomttuk a Finalizer-en, DE az atfolyo anyagot steril Eppendorf-ba gyijtottiik,
az atfolyoval tobbszor is mostuk a membrant, majd levegével is atfuvattuk, hogy

a leheto legtobb atfolyot 6ssze tudjuk gyijteni.

pPcDNA3.1 NLRC5-Flag plazmid restrikcios ellenérzése:

A restrikcios ellenérzést Kpn-1 és Xho-l enzimek felhasznalasaval végeztik el. Az

alabbi reakcidelegyeket allitottuk ossze (2. tablazat).

2. tablazat: A pcDNA3.1 NLRC5-Flag plazmid restrikcios ellenérzése soran osszeallitott

reakcidelegyek
. pcDNA3.1- NEB4 o NFW- 6X Ossz.
:::;1?1:: gt';f dligcie:i NLRC5-Flag puffer l:ﬁiti::((m;’)s nuclease free | loading | térfogat
P01 plazmid b | (@) a water (u) | (ul) (uD)
1. 1 0 0 0 4 1 5
2. 0 0,5 0 0 9,5 2 11
3. 0 0,5 1 0,5 Kpn-I 8 2 11
4, 0 0,5 1 0,5 Xho-I 8 2 11
0,5 Kpn-I és
5. 0 0,5 1 0.5 Xho-I 7,5 2 11
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A mintédkat 60 percig inkubaltuk 37°C-on, ekdzben megtortént a plazmid enzimek altali

hasitasa. Ezt kovetéen mindegyikhez hozzamértink még 2 ul 6X loading puffert, majd

szuszpendalast kovetdéen 1%-os agardz gélen 100V-on megfuttattuk a mintakat. A gél festését

etidium-bromiddal végeztiik.

293T sejtek tenyésztése:

A 293T sejteket DMEM médiumot hasznalva tenyésztettiik. A sejteket tartalmazo T75-

0s flaskakat inkubatorban taroltuk 37°C-on 5% CO2 koncentracié mellett. A sejtek passzalasat

~70%-o0s konfluencia értéknél a kdvetkezd protokoll alapjan végeztiik:

Tapfolyadékot lesziviuk a sejtekrol

Sejteket 6vatosan mostuk 10ml PBS-el

3ml tripiszin-t mértiink a sejtekre, mellyel 5-10 percet inkubaltuk (inkubatorban)
15ml tapfolyadékot hozzaadtunk és szuszpendaltuk a sejteket

15ml szuszpenzidt leszivtunk

A maradék 3ml szuszpenziot kiegészitettiik 12ml tapfolyadékkal

A flaskat visszahelyeztiik az inkubatorba

293T sejtek transzfektalasa:

A 293T sejtek transzfektalasat Ca?*-foszfat pufferes modszer alkalmazasdval végeztiik

el, a kovetkez6 protokoll alapjan:

6 lyuku plate-en wellen-ként 4X10° sejtet raktunk ki, majd a sejteket ~50-60%-
os konfluencia eléréséig novesztettiik

»A” és ,,B” puffert készitlink

az ,,A” pufferhez 0,55 ng pcDNA3.1-NLRC5-Flag plazmidot adtunk hozza,
mialatt apr6é buborékokat képeztiink pipettaval a ,,B” pufferben, cseppenként az
,»A” puffer tartalmat hozzaadtuk a ,,B”-hez

5 mésodpercig vortexeltiik az elegyet

szobahémérsékleten 20 percig inkubaltuk az elegyet
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e ezt kdvetden a 6 lyuka plate-n 1év6 wellek-be 6vatosan cseppenként hozzaadtuk
a sejtekhez a transzfekciods elegyet, majd dvatosan vertikalisan és horizontalisan
IS mozgattuk a plate-et

e majd a plate-t az inkubatorba helyeztiik egy éjszakara

e masnap a sejteket felkapartuk és 2ml proteaz inhibitor koktéllal kiegészitett
PBS-ben vettiik fel, wellenként 300ul prot. inhib. PBS-be kapartuk fel a sejteket

A sejtek feltarasa fagyasztas-olvasztas modszerrel:

e a teljes sejtlizatumot fagyasztottuk és felolvasztottuk egymast kovetd ot
alkalommal

e majd lecentrifugaltuk a sejtlizatumot 13200 rpm-en 15 percen at

o a feliiluszot tiszta Eppendorf cs6be mértiik at

Nano-drop késziilékkel megmértiik a minta fehérjekoncentraciojat.

A sejtlizatumokat a sejtek feltarasa utan -20°C-on taroltuk felhasznalasig.

Western-blot analizis:

A overexpresszalt NLRC5-Flag fuzios fehérje kimutatasat Western-blot analizissel
végeztiik el, anti-Flag és anti-NLRC5 antitesteket alkalmazva [11. abra].

Sigma - F1804
Sigma - F7425

An 18 amino acid peptide near the amino terminus of Human NLRC5:

ABCAM - AB105411
36-LPNTDLDRSNETLDPEQR-53

N uCARD Leucine Rich Repeats (LRRs) ' c
1 5 2 g2 & g8 _
- (2] <+ w =171 o

Aviva Systems Biology - ARP60481_P050
89-LLLSTFGYDDGFTSQLGAEGKSQPESQLHHGLKRPHQSCGSSPRRK-138

Antibody Verify - AASB0604C
799-TVRMLQAREADLIFLLSPPTETTAELQRAPDLQESDGQRKGAQSRSLTLRLAOKCQLQVHD-859

Antibody Verify - AAS81604C
72- FIHCVCMQLEVPLDLEVLLLSTFGYDDGFTSQLGAEGKSQPESQLHHGLKRPHQSCGSSP-132

11. abra: Az NLRCS5 fehérje doménszerkezetének sematikus abrazolasa, valamint a

hasznalt antitestek és azok immungén szekvenciainak bemutatasa.
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A Western-blot analizis els6é 1épéseként a mintakat 8%-0s poliakrilamid gélen, 130V-0s

fesziiltség alkalmazasaval futtattuk meg (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis, SDS-PAGE), melyet a nitrocellulbz membranra torténé blottolas

kovetett.

Blottolas nitrocelluloz membranra:

blottolo szendvicset Osszeallitottuk (a szendvics Osszeallitasa alatt és el6tt a
szivacsokat buborék mentesiteni kell)

blottoltuk 100V-on egy 6ran at

blokkolas: blottolas utan a szendvicset szétszedtiik, a membrant billegtettiik 1%-
0s tejporos TBS oldatban 1 6ran at szobahémérsékleten

ezt kovetden a membrant az elsd antitest 0,1%-s tejporos TTBS oldataban 1
¢jszakan at 4°C-on billegtettiik, (anti-Falg F7425 antitest estében 5000X higitast
alkalmazva)

mostuk a membrant 3X15 percen 4t TTBS oldatban, szobahdémérsékleten
billegtetve

a membrant a masodik antitest (Goat-Antirabbit, Bio-Rad 170-6515) 0,1%-0s
tejporos TTBS oldataban 1 6ran at szobahdmérsékleten billegtettiik, (10.000X
higitast alkalmaztunk)

mostuk a membrant 3X10 percen a TTBS oldatban szobahdmérsékleten
billegtetve

eléhivas: ECL reagenssel sotétszobaban (Thermo Scientific-34095)

Gélsziirés

A gélsziirést AKTA purifier folyadékkromatografias késziiléken végeztiik (Amersham

Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Svédorszag), Superose TM® oszlop (GE Healthcare Life

Sciences) hasznalataval. Ekvilibrald pufferként PBS-t hasznaltunk. 400ul teljes sejtlizatumot

(6.2mg/ml) injektaltunk, 0,4pul aramlasi sebesség mellet végeztik az elvalasztast, 1ml-es

frakcidkat szedtiink. Az oszlop kalibraldsat Toth Ferenc végezte ismert molekulatomegii

standardsor felhasznalasaval.
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Eredmények

pcDNA3.1-NLRC5-Flag plazmid restrikcios ellendrzése:

Az NLRCb5-flag fuzids fehérjét kodold gént tartalmazé pcDNA3.1-NLRC5-Flag
plazmid-konstruktot Dr. Benk6 Szilvia bocsajtotta rendelkezésiinkre. Dr. Benk6 Szilvia és
kutatocsoportja elézéleg mar alkalmazta ezt a plazmidot transzfekcids kisérletekben [Benkd
¢s mtsai, 2010], melynek soran az inzert szekvencidjat szekvenalassal ellendrizték. Annak
érdekében azonban, hogy a transzfekcios kisérletek sikerességét biztositsuk, a tisztitott

plazmid restrikcios ellenérzést is elvégeztiink.

A restrikcios ellen6rzés soran azokat az enzimeket hasznaltuk, amelyeket a
vektorkonstrukcio elkészitéséhez hasznaltak. gy Kpnl és/vagy Xhol enzimekkel hasitottuk a
plazmidot [2. tablazat], a keletkezd fragmentek vérhaté méretét a plazmid és az inzert

szekvenciajanak ismeretében meg tudtuk josolni [12. dbra].

NLRC5-Flag ~5.6 Kb

inzert
Xhol

985

Kpnl
921

pcDNA3.1 ~5.4Kb

12. abra: A pcDNA3.1-NLRC5-Flag plazmid sematikus abrazolasa és a Kpnl és Xhol

restrikciés endonukleazok hasitasi helyei a pcDNA3.1 plazmidban.
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Azokban a mintakban, ahol csak egy enzimmel hasitottuk a plazmidot [13. abra, 3. és 4.
minta], egy db linearizalt DNS fragmentet kaptunk, enzimatikus hasitas nélkiil [13. abra, 1.
minta] az intakt cirkulalis DNS futott a gélben, abban az esetben pedig ahol mindkét
enzimmel hasitottunk [13. abra, 5. minta], ott a hasitds 2 db DNS fragmentet eredményezett.
Az inzert és a plazmid méretének ismeretében ki tudtuk szamolni, hogy a duplan hasitott
plazmid két linealizalt fragmentje milyen mérettartomanyba esik. A linearizalt formanal ~11
kb méretli savot kapunk, mig a két enzimmel vald hasitasnal egy ~5,4 (plazmid) és egy ~5,6

kb (inzert) méreti fragmentet.

1. Standard

2. pcDNA3.1-NLRC5-Flag

3. pcDNA3.1-NLRC5-Flag + Kpnl

4. pcDNA3.1-NLRC5-Flag + Xhol

5. pcDNA3.1-NLRC5-Flag + Kpnl + Xhol

13. abra: Agaroz gélelektroforézis képe.
Azért lathatunk egyetlen egy savot az 5. mintaban ~5,5 kb méretnél, mert az inzert és a

plazmid mérete kozel azonos a két enzim hasitdasa utan.

Az 13. abra alapjan megallapitottuk, hogy a hasitasok sikeresek voltak és mind a Kpn-I,
mind a Xho-l1 enzimmel végzett hasitdas eredményeként a vartnak megfeleld méreti
fragmentek jelentek meg. Az emésztetlen plazmid esetében a cirkularis forma futasi sajatsagai
révén latszik tobb sav, melyek térbeli elrendezddésébdl fakadnak (szupertekercs szerkezet). A
két kiilonbozoé enzimmel torténd hasitas esetében a keletkezd - kozel azonos méreti —

fragmentek csak egy savot mutatnak, a vartnak megfelelé mérettartomanyban.
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Western-blot analizis

Vizsgalataink soran sikeresen mutattuk ki az overexpresszalt NLRC5-Flag fazios
fehérjét mind a monklonalis, mind a poliklonalis anti-Flag antitestekkel [14. abra]. A
poliklonalis anti-Flag antitest érzékenyebbnek bizonyult a monoklonalishoz képest, ezért

elébbit valasztottuk a Western-blot analizisekhez a monoklonalis anti-Flag antitest helyett.

Az anti-Flag antitestek mellett anti-NLRC5 antitesteket is teszteltiink annak érdekében,
hogy jovobeli kisérleteink soran a human NLRCS5-6t expresszalo sejtvonalakban is igazolni
tudjuk az endogén fehérje jelenlétét. Az elsé elvégzett kisérletek utan a kiprobalt anti-NLRC5
antitest nem bizonyult kelléen érzékenynek a fuzids fehérje kimutatasaban, igy a
sikertelennek értékelt kisérleteket kovetden wijabb anti-NLRC5 antitestet probaltunk ki. Igy
Osszesen 4 kiilonboz6 anti-NLRC5 antitestet rendeltiink meg és teszteltiink. Az antitestek
kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy olyan antitesteket hasznaljunk, mely a gyarto
adatai szerint a human fehérje kimutatasara alkalmasak Western-blot analizissel, valamint
hogy az antitest (szintetikus peptid szekvenciaval torténd) eléallitasahoz hasznalt immunogén
szekvenciajuk kiilonboz6 legyen annak érdekében, hogy mas-mas epitopokat legyen képes

felismerni [3. tablazat].
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3. tablazat: Kereskedelmi forgalomban kaphaté anti-NLRC5 antitestek, klonalitasuk és

immunogén szekvenciaik.

A tablazatban szereplé antitestek jol reprezentaljak a piacon elérhetd anti-NLRCS antitestek
csaknem teljes skalajat. A vastagon szedett anti-NLRCS5 antitesteke teszteltiik. * A gyarto
kéréstinkre az alabbi immunogén szekvenciat adta meg: 36-LPNTDLDRSNETLDPEQR -53,
mely feltehetoen megegyezik azon antitestek immunogén szekvenciajaval is, ahol a
termékinformacio csak a ,, Human NOD4 N-termindlis kozeli 18 aminosavabdl allo
peptidszakasz ” kifejezést tartalmazza. A tablazat nem tartalmazza a 2013/08 ota piacra keriilt

antitesteket.

Antitest Gyarté Klonalitas Immunogén szekvencia
AAP60481 Avia Systems Biology poliklonalis 89-LLLSTFGYDDGFTSQLGAEGKSQPESQLHHGLKRPHQSCGSSPRRKQCKK-138
AAS80604C Antibody Verify poliklonalis 799- TVRMLQAREADLIFLLSPPTETTAELQRAPDLQESDGQRKGAQSRSLTLRLQKCQLQVHD-859
AAS81604C Antibody verify poliklonalis 72- FIHCVCMQLEVPLDLEVLLLSTFGYDDGFTSQLGAEGKSQPESQLHHGLKRPHQSCGSSP-132
AB105411 ABCAM poliklonalis Human NOD4 N-te(r;\ei:il:\lsTléﬁLz;:sleE?rT;r;:i:;a::g; all6 peptidszakasz
SAB3500545* SIGMA poliklonalis Human NOD4 N-termindlis kozeli 18 aminosavabdl allé peptid szakasz
PAB19299 Abnova poliklonalis Humdn NOD4 N-terminalis kdzeli 18 aminosavabdl allé peptidszakasz
PA521017 Thermo Scientific poliklonalis Humdn NOD4 N-terminalis kdzeli 18 aminosavabdl allé peptidszakasz
LS-B5328 LSBio poliklonalis Humdn NOD4 N-terminalis kdzeli 18 aminosavabdl allé peptidszakasz
ABIN783699 antibodies-online poliklonalis Humdn NOD4 N-terminalis kdzeli 18 aminosavabdl allé peptidszakasz
AP26258PU-N Acris antibodies poliklonalis Humdn NOD4 N-terminalis kdzeli 18 aminosavabdl allé peptidszakasz
119-15145 Raybiotech poliklondlis Human NOD4 N-termindlis kozeli 18 aminosavabdl allé peptidszakasz
OAPB01164 Avia Systems Biology poliklondlis Human NOD4 N-termindlis kozeli 18 aminosavabdl allé peptidszakasz

Az egyes anti-NLRCS5 antitestekkel végzett Western-blot kisérletek mellett elvégeztiik a
fuzios fehérje kimutatasat a poliklonalis anti-Flag antitest hasznalataval is, mely utobbit
kontrollként hasznaltuk. Mig a transzfektalt sejtek teljes lizatumanak vizsgéalata soran az
NLRC5-Flag fehérje esetében az anti-Flag antitest hasznalataval a vart mérettartomanyban
(~200 kDa) kaptunk savokat, addig az anti-NLRC5 antitestek esetében ugyanazon méretnél

nem volt egyértelmi a fuzios fehérjének megfeleld sdv megjelenése.
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A kereskedelmi forgalomban kaphat6 anti-NLRCS antitestek koziil az altalam tesztelt 4
antitestr6l elmondhatom, hogy a poliklonalis anti-Flag antitesthez képest kevésbé bizonyultak

érzékenynek az NLRC5-Flag fuzios fehérje kimutatasaban [14. abra].

Anti-Flag antitestek Anti-NLRC5 antitestek

K T K T K T
<250 kDa 250 kDa 250 kDa

150 kDa 150 kDa 150 kDa

250 kDa
150 kDa

ARP60481_P050

14. abra: Kiilonb6zo antitestekkel végzett Western-blot eredményei.
A, K" a kontroll (nem transzfektalt) 293T sejtekbdl, mig a ,,T” az NLRC5-Flag transzfektalt
293T sejtekbdl késziilt teljes sejtlizatumot jeloli.

Mivel nem bizonyult elég hatékonynak egyik anti-NLRCS5 antitest sem a fuzids fehérje
kimutatasara, ezért nem sikeriilt azokat a tavolabbi tervek kozott is szerepld vizsgalatokban,
azaz az endogén NLRCS fehérje kimutatdsara sem felhaszndlni, holott példaul az irodalmi
adatok alapjan az endogén NLRCS5-6t tartalmazé Hela sejtvonalbol is készitettiink

sejtlizatumot.

250 kDa

< 150 kDa

15. abra: Overexpresszalt NLRCS-Flag fehérje kimutatasa soran tapasztalt dupla savok.

A poliklonalis anti-Flag antitesttel készitett blot képeken dupla sav megjelenését
tapasztaltuk [15. abra], mely jelenséget mas kutatocsoport is tapasztalta korabban az NLRC5

fehérje vizsgalata soran [Neerincx és mtsai, 2010]. Neerincx és kutatdcsoportja szerint is
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egyfajta poszttranszlaciés modositasrol lehet sz6, azonban a feltételezett modositas

természetérdl még nem 4ll rendelkezésre irodalmi adat.

Molekulatomeg meghatarozasa gélsziiréssel

A kovetkezd 1épésként az NLRCS5 fehérje molekulatomegét vizsgaltuk gélsziiréssel,
valamint a fehérje feltételezett oligomerizaciojat kivantuk igazolni. A gélszlirés soran szedett

frakciokbol Western-blot analizist végeztiink poliklonalis anti-Flag antitest hasznalataval.

may —— UV1_2800m

1000

900~
669 440 158 43 14.2
NI kDa kDa kDa kDa kDa

8004

7004

600

500

4004

300

200

100

o4

T T T T T T T T T m

T1 T ZT :T 4T‘5 T 6 T“];T Szf“ T T T T 3T14T1 T1GTI7T18T19;1[;0T2Zl.zliZZTill?ioTz T

250 kDa —>

150 kDa —» Anti-Flag antitest (F7425)

16. abra: Gélsziirés soran kapott kromatogram és az egyes frakciok Western-blot
analizisének eredménye.
A kromatogram felett latszanak a kalibrdaciohoz hasznalt fehérjék molekulatomegei. A
kromatogram alatt nyilakkal vannak jelolve a szedett frakciok, melyekhez kis kapcsokkal
vannak kotve a frakciokbol kapott Western-blot képek eredményei.

A 16. abran bemutatott, a 2-5 frakciok esetében megjelené savok alapjan
megallapitottuk, hogy az NLRCS5 fehérje feltételezett oligomerizacidja megtorténik. A
Western-blot eredmény alapjan igazolhatd az oligomer forma jelenléte, azonban ezen
eredmények alapjan az oligomer tagszama pontosan nem hatarozhaté6 meg, nem igazolhatd

egyértelmiien a homo-heptamer kialakulasa. A 8-as és 9-es frakciokba vart monomer format
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nem sikertilt kimutatni, aminek oka véleménylink szerint az lehet, hogy az NLRCS5 molekulak
tulnyomo tobbsége részt vesz az oligomerizdcidban, igy a monomer forma koncentracidja

nem ¢éri el a detektalashoz sziikséges értéket.
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Osszegzés

Munkam soran olyan feladatok elvégzését tiiztiik ki célul, melyek részét képezik a teljes
hosszasagi human NLRCS5 fehérje homolog modell helyességének molekularis bioldgiai

vizsgélatokkal torténd igazolasanak.

Munkam soran az NLRC5-Flag fuzios fehérjét 293T sejtekben overexpresszaltattuk az
NLRCS fehérje tovabbi vizsgalata céljabol.

A rendelkezéslinkre bocsajtott pcDNA3.1-NLRC5-Flag plazmidot DHS5a  sejtekbe
transzformaltuk, majd a plazmid tisztitdsat kovetden hasznaltuk fel 293T sejtek
transzfekciojahoz. A kisérletek sikeressége érdekében felhasznalas el6tt elvégeztiik a plazmid

restrikcids hasitassal torténd ellendrzését is.

Az NLRC5-Flag fuzios fehérje tultermeltetéséhez a 293 T sejtek transzfekcidjat kalcium

foszfat pufferes transzfekcios protokollt alkalmazva végeztiik el.

A fuzios fehérje kimutatasara kiilonb6z6, a kereskedelmi forgalomban elérheté anti-
NLRC5 ¢és anti-Flag antitesteket teszteltiink. Az anti-Flag antitestek koziil mind a
monoklonalis mind a poliklonalis antitestekkel sikeriilt kimutatnunk az overexpresszalt
NLRC5-Flag fehérjét. Mivel a poliklonalis anti-Flag antitest érzékenyebbnek bizonyult a

monoklonalisnal, ezért tovabbi munkaink soran a poliklonalis antitestet hasznaltuk.

Olyan anti-NLRC5 antitesteket teszteltiink, melyek kiilonboznek az eldallitasukhoz
hasznalt immunogén szekvencidban, igy mas-mas epitopok felismerésére alkalmasak. Az
altalunk tesztelt anti-NLRC5 antitestek az eléallitasukhoz hasznalt immunogén szekvencia
tekintetében csaknem teljesen lefedjik a kereskedelmi forgalomban kaphato anti-NLRC5
antitestek teljes skalajat. Vizsgalataink eredményeként megallapitottuk, hogy az altalunk
tesztelt anti-NLRC5 antitestek nem elég érzékenyek az overexpresszalt NLRCS kimutatasara
Western-blot analizissel és ezért nem hasznalhatoak fel az NLRC5 fehérje kimutatasara olyan
sejtvonalakban (pl. HeLa), amelyekben irodalmi adatok alapjan jelen van az endogén fehérje.
A poliklonalis anti-Flag antitesttel végzett Western-blot analizisek soran a ~200kDa méretii
NLRCS fehérje esetében dupla sav megjelenését tapasztaltuk, a Neerincx €s munkatarsai altal

végzett kisérletek eredményéhez hasonldan [Neerincx és mtsai, 2010]. Feltételezéseink szerint
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is a dupla savok megjelenésének az oka valamilyen poszttranszlacios modosulés lehet,

melynek vizsgalata jelenleg is folyik munkacsoportunkban.

A feltételezett oligomerizacio vizsgalatara gélszlirés vizsgalatot végeztiink, melynek
soran megallapithattuk, hogy az NLRCS5 fehérje feltételezett oligomerizacidja megtorténik.
Az oligomerizaciot sikeresen igazoltuk, azonban a pontos Sztdchiometriai aranyok
meghatarozasahoz még tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség, ugyanis a fuzios fehérjét tobb
frakcidban is azonositottuk, ami nem teszi lehet6vé a heptamer (vagy mas tagszamu oligomer)
forma egyértelmili azonositasat. Mivel a monomer format gélsziirés utan egyetlen frakcidban
sem sikeriilt kimutatnunk, feltételezéslink szerint az NLRC5 fehérje molekuldk tulnyomo

része részt vesz az oligomerizacidban.
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