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Rovidites jegyzék
ERK — Extracellular signal regulated kinase

MAPK — mitogen activated protein kinase

RSK — Ribosomal S6 kinase

JAK — Janus Kinase

STAT - Signal transducer and transcription activator
EGFR _ Epidermal growth factor receptor

TNFR — Tumor necrosis factor receptor

Sos1 — Son of Sevenless homolog 1

DAPK — death associated protein kinase

elF4B — Eukaryotic translation initation factor 4B
BMF — Bcl-2 modifying factor

PDCD4 — Programmed Cell Death Protein-4

RHDF1 — Inactive Rhomboid Protein 1

YopM — Outer Membrane Protein YopM (Yersinia Pestis)
POLG — Genome Polyprotein (Encephalomyocarditis)
PI3K — Phosphatidyl Inositol-3 kinase

ORF — Open Reading Frame



Bevezetés

A normdl mikodés fenntartdsa érdekében a sejtek szamdara fontos, hogy a
kornyezetiikrél informaciot gyljtsenek, azokat tovabbitsak, feldolgozzak, és az adott jelre a
sejtek adaptiv vdalaszt adjanak. Egy sejtre szdmos jel érkezik, akar élelemforras,
szignalmolekuldk (pl. ndvekedési hormonok) vagy fizikai hatas (pl. UV, hd) formajaban (Yue
és Ldopez 2020). A sejt miikodése szempontjabdl elengedhetetlen, hogy ezekre a jelekre
megfeleld valaszt nyujtson, amihez az els6 1€pés, hogy a sejten kiviilrél érkezd jel a sejten beliili
célponthoz eljusson. Erre szolgéalnak a jelatviteli utvonalak.

A jelatvitel egy informacio aramlasi mod a sejten beliil, amelyet foként fehérjék
alkotnak, amelyek egymasra hatnak, de elemei lehetnek nem fehérje jellegii 4gensek is (pl.
Ca?*, inozitol-foszfat). llyen jelatviteli Gtvonalak, vagy kaszkadok, a JAK-STAT (tvonal, a
PI3K-Akt Utvonal, illetve a MAPK-utvonal (Mitogen Activated Protein Kinase). Ez utdbbi
kiemelten fontos szerepet tolt be a sejtek miikodésében, mert kiillonbozo jelekre tud aktivalodni
¢és ennek kovetkezményeképpen szamos hatassal van a sejt miikodésére. A MAPK-Utvonalat,
hasonldan a tobbi kaszkadhoz, tobb fehérje alkotja, amelyek szekvencialis mddon aktivaljak
egymast foszforilacié formajaban (Roskoski 2012). Az utvonalat aktivalhatjak hormonok (pl.
EGFR, TNFR), de aktivaciot kivalthatnak fizikai hatasok is. A jelet a membrantdl a fehérjék
tovabbitjak a célpontig. A kaszkad hierarchigjaban felil helyezkedik el a MAPKK kindz
(MAP3K), ez aktivalja a MAPK kinazt (MAP2K), ettdl lejjebb pedig a MAP kindz (MAPK)
talalhato (Cargnello és Roux 2011). A kaszkad kiegészil a MAPK szubsztratjaival, illetve a
receptortdl a MAPKKK-ig jelet tovabbito fehérjékkel.

Az egyik gyakran tanulmanyozott kaszkad a MAPK-utvonalon belul a Raf-MEK-ERK
atvonal. Ezeknek a fehérjéknek a mutacidi gyakran rakos transzformaciokhoz és
proliferaciéhoz vezetnek. A teljes Utvonal az 1. abran lathat6. Az ERK (Extracellular signal
Regulated Kinase) szubsztratjaként az AGC-kinaz RSK2 kiemelt szerepet tolt be a sejtek
2012). Az RSK2 szubsztratjai kozé tartozik a c-Fos, DAPK, elF4B, illetve Sosl (Son of
Sevenless 1) fehérje (Cargnello és Roux 2011; Saha és mtsai 2012). Ez utobbi a MAPK-
Gtvonalat aktivalé Ras fehérje aktivatora, egy GEF (Guanine nucleotide exchange factor)
fehérje. Amikor az Gtvonal aktivalodik, a Sosl hatasara a Ras fehérje a kotdtt GDP-t GTP-re
cseréli, ami aktiv allapotba viszi a fehérjét, és a Raf-n keresztil beinditja a kaszkadot, amelyben
végul az RSK2 is foszforilalodik, majd szubsztratjat, a Sosl-t foszforildlja két szerin

aminosavon. Ezek a foszforilacios pontok egybe esnek a 14-3-3¢ fehérje kotéhelyével, amely



igy szekvesztralja a Sosl-t, és igy annak hatdsa az utvonalra megsziinik (Saha és mtsai 2012).
Ennek révén az RSK2-nek negativ szabdlyoz6 szerepe van az 6t aktivalo utvonalra (1/A abra).

Ezeket a jelatviteli utvonalakat gyakran célozzak patogének, hogy a sejt miikodését
befolyasoljak. A Kaposi-szarkomat okoz6 HHV-8 (Human Herpes Virus 8) fertézéskor a
gazdasejtben expresszaloddé ORF45 egy virélis fehérje, amelynek az N-terminalis felé es6 60
aminosavnyi szakasza (16-76) az ERK2-t és RSK2-t képes egyszerre kotni a MAPK-
utvonalban (Alexa és mtsai. 2022). Nemrég derilt fény arra, hogy egyéb motivumok mellett
ebben a rovid szakaszban talalhaté egy Val-Phe-motivum (VF), amelyet N-termindlisan
negativan toltétt aminosavak hatarolnak. Ez a motivum megtaldlhatd olyan eukaridta
fehérjékben is, amelyek az RSK2 szubsztratjai (pl. BMF, Sosl, PDCD4, RHDF1), de mas,
viralis eredetii fehérjékben is megtalalhat6 (pl., YopM, POLG) (Ebrahim és mtsai. 2016; Galan
és mtsai. 2014; Hentschke és mtsai. 2010). Az OTDK munkam soran azt vizsgaltam, hogy az
ORF45 viralis fehérjének rovid peptid szakaszai vad és mutans valtozatban, (ORF15, ORF17),
illetve ciklus formaban (KGC, KAC és KC peptidek) milyen erésen tudnak kotédni az aktiv
RSK2 enzimhez, azaz kompetitiv kindz reakciokban hogyan gatolja a szubsztrat RSK2 altali
foszforilacidjat, igy mekkora inhibitor allandéval (K) jellemezhetd.

Az aladbbi munkdmban bemutatom, hogy a MAPK-Utvonalat befolyasolo harom fehérje
(RSK2, Sosl, 14-3-3¢) kolcsonhatasait kihaszndlva egy olyan RSK2 szenzor készitettem,
amellyel az RSK2-preparatumok kinaz-aktivitasat, illetve a labor munkatarsai altal tervezett
szintetikus peptid inhibitoroknak a hatasat tudtam mérni. A peptid inhibitorok alkalmazhat6ak
olyan kinazok aktivitasdnak gatlasara, amelyeknek szerepe lehet betegségek kialakulasaban,
igy fejlesztésiik terapias szempontbol fontos (Patterson és mtsai. 2014; Wojcik és Berlicki
2016). A szenzor alapja a fragmens komplementacid, ebben az esetben a NanoBit modszer,
mtsai. 2020). A két fragmens a két partner fehérjéhez van fazionaltatva, N-vagy C-terminalis
irdnyban, és amikor a partnerek kdlcsénhatasba lépnek, akkor a luciferaz egy egésszé valik és
képes atalakitani a szubsztrat molekulajat, aminek hatasara foton keletkezik (Cooley és mtsai.
2020; Dixon és mtsai. 2016). Az igy jelentkezd lumineszcencia jel mérhetd. Az altalam készitett
szenzorban a luciferdz két fragmense a 14-3-3¢ fehérjén és Sosl fehérje szakaszon van. A Sosl
fehérjének nem a teljes hosszat, hanem csak egy 70 aminosavas fragmensét hasznaltam
(So0s1.70), amely magéba foglalta a 14-3-3¢ kotésehez sziikséges két RSK foszforilacios helyet
(RxxS-motivum, 1/D abra). A fehérjék kozott fellépd kdlcsonhatast a Sosl RSK2 altali
foszforilaci6ja okozza. A  kolcsdonhatds kovetkeztében a luciferdz  fragmensek

komplementéacibdja 1ép fel. Az Osszeallt fehérje oxidalja a coelenterazine szubsztratot, ami



fotonok keletkezéséhez vezet, igy a szenzor alkalmas az RSK2 aktivitds monitorozasara. Az
alabbi beszamolo célkitlizése, az RSK-aktivitds szenzor létrehozésa, optimalizdlasa és
szintetikus peptid inhibitorok gatlo hatasanak tesztelése (K, meghatarozas).
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1. dbra: A. A MAPK-utvonal a membrantol a cél fehérjékig vezet, és egymast kovetd szekvencialis foszforilacio
alapu aktivalodas tovabbitja a jelet. A receptortdl (pl. EGFR) a jel a Sos1 fehérje révén a Ras aktivaciojahoz vezet,
amely tovabbi fehérjéken keresztiil az RSK2 foszforilacidjat eredményezi. Az RSK2 szubsztratjaa Sos1, amelynek
foszforilacidja szekvesztraciot okoz, azaz a fehérjét inaktiv allapotba hozza a megkdétése altal, igy a palya negativ
szabalyozésa érvenyesiil. B. A Sosl inaktivaciojat a 14-3-3¢ fehérje altali szekvesztracié okozza, amelynek
feltétele a foszforilacios esemény. C. A luciferaz fehérje atalakitja a coelenterazine szubsztratot, amelynek
eredménye a foton keletkezése, amely mérhet6. D. A szenzor alapja a 14-3-3g /Sosl kolcsonhatds, de a
megalkotasaban csak a Sosl 70 aminosavas szegmensét hasznaltam, amely hordozza a két RSK2-foszforilacios
helyet (RxxS), illetve megtalalhat6 benne két VF-motivum is.



Anvyagok és modszerek

In vitro rendszer tervezése és klonozas. A 14-3-3¢-t és a Sosl fehérje részletet kddold
szekvenciat elsd Iépésben be kellett illeszteni a luciferaz fragmensek mellé. Kiindulod 1épésként
a fragmensek a két fehérje C-termindlisara kerultek, a LgBit a 14-3-3¢-ra, mig a SmBit a
So0s1.70-re kertlt. EIméletben Osszesen nyolc féle lehetséges modon lehetne a rendszert
felépiteni, azonban kollégaim hasonl6 rendszerek megalkotasakor szerzett korabbi tapasztalatai
alapjan elsoként ezzel probaltuk meg. A luciferaz LgBit és SmBit fragmensét két kiilonbozo,
bakteralis expresszios plazmid hordozta. A 14-3-3¢ és Sos1.70 szekvenciait szubklonozassal
illesztettem be a luciferaz fragmensek N-terminalisa elé. A folyamat soran olyan enzimeket
valasztottam, hogy a koélcsonhat6 fehérjéket kodold szekvencidk N-terminalisan MBP-cimke
(Maltose Binding Protein) is legyen a végsé konstrukcioban, amely segiti a f0zi0s fehérje
expresszidjat, €s a tisztitast is lehetové teszi. A klonozas soran BamHI €s Notl enzimeket
hasznaltam, amelyekkel a célvektorokat emésztettem, illetve az inszerteket kiemésztettem a
korabbi vektorokbol. A fragmenseket agardz gelben szeparaltam, izolaltam, majd az inszerteket
ligaltam. A ligalasi elegyet kompetens XI1Blu sejtekbe transzformaltam, majd carbenicillin
tartalmud agar-lemezen szélesztettem. A feln6tt telepekbdl a plazmidot izolaltam, a benniik 1év6
inszert tartalmat szekvenalassal ellendriztem (Microsynth AG).

Fehérje termelése és tisztitasa. A fehérjeket BL21 (DE3) sejtekben expresszaltattam,
mindkett6 esetében overnight, 18 °C-n tortént az expresszio, indukaloszerként 200 UM IPTG-t
alkalmaztam. A sejtek feltarasat lizispufferben, fel-lefagyasztassal és szonikalassal végeztem,
10 pg/ml DNaz mellett. A fehérjéket elsoként nikkelaffinitds kromatografiaval, majd MBP-
gyanta segitseégevel tisztitottam. A tisztitasok soran gyiijtott frakciokbol mintat vettem, 10%-s
SDS-Poliakrilamid  gélen futtattam, illetve a koncentraci6jat Bradford-reagenssel
meghataroztam 595 nm-n mérhetd abszorbancia alapjan. A tisztitott fehérjét kis adagokra
osztottam és folyékony nitrogénes fagyasztast kovetéen -80 °C-n taroltam. A méresek soran
hasznalt RSK2 fehérjét a labor mar készen biztositotta.

NanoBit mérés. A méréseket a rendszer beallitasaval kezdtem. Osszehasonlitottam a 14-
3-3¢ és Sos1.70 koncentracio aranyokat, illetve a reakcidéban hasznalt RSK2 mennyiségét is. A
Kinetikai mérésekben a pontokra illesztett meredekségek aranyat vizsgaltam, ezért a cél egy
olyan optimum beallitdsa volt, ahol biztonsaggal megallapithatd a kezdeti sebesség. A
reakcidelegy alland6 Osszetevoi: 1X kinaz puffer (pH 7,4, 50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 5
mM MgClz, 5% glicerin, 0,05% Igepal), 40 uM coelenterazine (DMSO-ban oldott), 1 mM
DTT, steril viz. A mérést BioTek Synergy 2 gépen végeztem, 25 °C-n. A reakciot ATP (1 mM)

hozzéaadasaval inditottam, ami 1X kinaz pufferben volt oldva. A mérések soran a negativ



kontroll olyan reakcié volt, amely nem tartalmazta az RSK2-t. A szintetikus inhibitor K-
értékek meghatarozéasanal a pozitiv kontroll az inhibitort nem tartalmazo reakcidelegy volt. A
Ki - érték meghatarozasokban hasznalt szintetikus peptideket a labor szolgaltatta. A mérési
adatokra a K-érték meghatérozasnal az Origin 2018 programmal illesztettem a DoseResponse

figgvényt.

Eredmények

Miel6tt a rendszerrel meghataroztam volna a tesztelni kivant szintetikus peptidek K-
értékét, elobb optimalizalni kivantam a mérést. Az optimalizacio célja a Sos1.70 és 14-3-3¢
egymashoz viszonyitott aranyanak, illetve az RSK2 mennyiségének meghatarozasa volt.
Emellett figyelembe vettem a mérés soran hasznalt 96-lyukd lemez pozicidinak, tovabba a

puffer komponensek ¢és az inert fehérjeként jelenlévé BSA koncentracio hatasat is.

Komponensarany beéllitasa. Els6ként a reakcioban résztvevé komponensek egymashoz
viszonyitott aranyait mértem. A Kisérletben alkalmazott aranyok az 1. tablazatban lathatok. A

kisérletben az RSK2 koncentracidja 20 nM volt.

1. tdblazat: A szenzor komponenseinek egymashoz viszonyitott aranyat beéllito kisérletben alkalmazott Sos1.70
és 14-3-3¢ koncentraciok

S0s1.70 14-3-3¢
1uM 0,5uM
3 UM 0,5uM
5 uM 0,5 uM
1uM 2 UM
3 UM 2 UM
5 uM 2 UM

Az eredmeények alapjan az 1 pM So0s1.70 és 0,5 uM 14-3-3¢ mennyiségek voltak azok,
amelyeknél a pontokra illesztett egyenes meredeksége a legnagyobb biztonsaggal
meghatarozhatd. Léathatd, hogy az 1 uM S0s1.70 és 2 uM 14-3-3¢ mellett viszonylag sokaig
egyenes a lumineszcencia-idoé gorbe kezdeti szakasza, de a kevesebb fehérje igény miatt az 1
MM S0s1.70 és 0,5 uM 14-3-3¢ aranyokat valasztottam (2/A, 2/B éabra).
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2. 4bra: A. A komponens aranyok beallitasa soran mért lumineszcencia jel az id6 fiiggvényében. A diagram alapjan
lathato, hogy az 1 uM Sos1.70 / 0,5 puM 14-3-3¢ arany a megfelel6 arra, hogy a kezdeti sebességet biztonsaggal
meg lehessen allapitani. B. Az egyes aranyok soran mért kezdeti sebesség (3 parhuzamos mérés atlaga és standard
deviacidja).

RSK2 koncentracié beallitasa. Ezt kovetden teszteltem a reakciot valtozo RSK2
koncentracié (20 nM, 50 nM ¢és 100 nM) mellett a megfeleld enzim mennyiség beallitds
céljabol. A korabbi mérés alapjan alacsony meredekséggel rendelkez6é 1 pM Sos1.70 és 0,5 pM
14-3-3¢ arany mellett még teszteltem a 1 uM Sosl.70 és 2 pM 14-3-3¢ parositast is. A

tesztelésnél 20 nM, 50 nM és 100 nM RSK2 koncentraciéo mellett mértem a lumineszcenciat.
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3. 4bra: Eltér6 RSK2 mennyiség mellett mért aktivitas két kiilonb6zé komponensarany mellett. Az utolso panel a
harom korabbi panel méréseinek +RSK2 gorbéit egyutt abrazolja.

A kapott eredmények szerint azok az esetek, ahol 2 UM a 14-3-3¢ koncentracio, ott a
rendszer gyorsan telitédik, igy az el6z6 méréshez hasonloan, ebbdl is az a kdvetkeztetés
vonhato le, hogy az 1 uM So0s1.70 / 0,5 pM 14-3-3¢ parositas a megfeleld. Az RSK2
tekintetében lathatd, hogy a koncentracid emelésével né a meredekség is. Ezek alapjan a
legalacsonyabb meredekségii 20 nM-s bedllitds lenne az idealis olyan mérésekhez, ahol a
meredekség alapjan szeretnénk a kezdeti sebességet szamolni. Mivel ezzel a szenzor
rendszerrel el6fordulhat azonban, hogy nagy szamu mintat kell egyszerre lemérni (pl. inhibitor
konyvtarak esetén), fontos szempont lehet egy olyan arany és enzim mennyiseg kivalasztasa,
amelyik lehetdvé teszi a végponton alapuld mérést is (ebben az esetben nem a kezdeti sebesség,
hanem a telitett mérések maximalis jeleit hasonlitjuk 6ssze). Ilyen jellegli mérések inhibitor
konyvtarak tesztelésében lehetnek alkalmasak nagyszamu minta gyors mérésére. Ekkor
érdemesebb a 100 nM RSK2 koncentraciot kivalasztani 1 uM So0s1.70 / 0,5 pM 14-3-3¢

koncentraciok mellett.

Lemezpozicio tesztelése. A rendszer beallitasa utan leteszteltem, hogy a 96-lyuku lemez
kilonb0z6 pontjaira felvitt méréseknek van-e hatasa a jelre, ezzel kizarva a késébbiekben

esetleg jelentkezd hatdsokat. A mérés sordn a lemezen harom kiilonb6zd blokkban végeztem el



méréseket, ezeket felsd, kozépsd és alsd blokknak neveztem el (4/A.abra). A mérésekben a
negativ és pozitiv kontroll mellett ORF10F10 inhibitort is alkalmaztam. A kisérlet célja annak
megallapitasa, hogy az inhibitorok hatdsa a lemez kiilonbdzd pontjain ugyanolyan mértéki-e.
A mérésben alkalmazott inhibitor az ORF45-b61 szarmazd, mar ismert hatasu peptid, az
ORF10F10 volt. Ez egy olyan szakasza a feherjének, amelyik tartalmazza a VF-motivumot és

bizonyitottan gatlé hatdsa van az RSK2-re.

A B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 RSK2 aktivitas a plate kiilonb6z6 pozicidiban
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4. abra: A lemez pozicitja alapjan végzett mérés. A. a mérésben felsd (fekete), kozépsé (piros) és alsod (kék)
blokkokban végeztem a méréseket. B. A mérés eredményei névekvé inhibitor koncentracié mellett (harom
parhuzamos mérés atlaga és standard deviacioja)

Az eredményekbdl lathato, hogy a lemez kiilonb6z06 pozicidoiban mért RSK2 aktivitasok
nem mutatnak szamottevd eltérést (4/B abra). Ez alapjan a méréseknél nem kell figyelembe

venni, hogy a lemez melyik pontjaban zajlik a reakcio.

Adalékanyagok hatasanak tesztelése. Ezt kdvetéen megvizsgaltam a detergensek és
pufferkomponensek hatasat a kezdeti reakcid sebességre, illetve a negativ kontrollra. Ezeknek
a méréseknek a soran arra voltam kivancsi, hogy az adalékanyagok jelenléte mekkora eltérést
okoz a pozitiv kontrollhoz képest. Elséként azt vizsgaltam, hogy kiilonb6z6 detergensek
(Igepal, Tween-20), illetve a fehérjék tisztitdsakor hasznalt pufferkomponensnek, pl. a
benzamidinnek (BA) van-e hatdsa a rendszerre. Erre azért volt sziikség, mert a szenzorral
végzett mérésekben hasznalt peptidek esetében eldfordulhat, hogy a tisztitasuk soran hasznalt

pufferek ilyen adalék anyagokat tartalmaznak.
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5. 4bra: Kiilonboz6 adalék anyagok mellett mért lumineszcencia jelek az idé fiiggvényében. A mérést 20 nM
RSK2, 1 uM S0s1.70 és 0,5 UM 14-3-3¢ mellett végeztem.

A mért eredmények alapjan lathato, hogy az adalékanyagoknak az Igepalt leszamitva
nincsen olyan hatasa, amely a mérést szélsGségesen befolyasolna. A Tween-20 esetében
tapasztalhaté gyorsabb kezdeti sebesség, ez az adalékanyag esetlegesen befolyasolhatja az
enzimreakciot, feltehetden serkenti.

A merések soran eddig 0,5 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumine) volt a
reakcidelegyben, mint inert fehérje, amely csokkenti az alacsony koncentracioban jelen 1€vo
fehérje komponensek, a szubsztrat kitapadasat az Eppendorf csé és a mérések soran hasznalt
lemez falara. Miutan beallitottam a komponensek megfeleld aranyat, az RSK2 mennyiségét,
tesztelni kivantam, hogy a BSA mennyiségének valtoztatdsaval hogyan valtozik a kezdeti
sebesséq, illetve a koncentracio emelésével elérhet6-e, hogy a negativ kontroll meredeksége ne
negativ legyen. A NanoBit mérésekben az irodalmi adatok szerint egy eléforduld tendencia,
hogy a negativ kontroll kezdett61 fogva csokkend tendenciat mutat (Shetty, Walzem, és Davies
2020). Ezért megvizsgaltam, hogy a lumineszcencia jel idében hogyan valtozik a BSA

Az elso kisérletben harom reakciot allitottam Ossze eltéro BSA koncentraciokkal: 0,5
mg/ml, 2,5 mg/ml és 10 mg/ml BSA. Ebben a mérésben a negativ és pozitiv (RSK2-t
tartalmazd) mérések lumineszcencia jel valtozasat vizsgaltam, illetve a kezdeti sebesség

meghatarozassal az RSK2 aktivitasat.



>
w

5.
5 a000 1,0x10
£ 2000 2 §§§§§§§
©

£ 1000 ‘© gatd ” » “REK2 |o,5mglm|BSA
= s e +RSK2
(= 0 Q .
b N 5,0x10% ek |2,5mglml BSA
8 1000 - Q LT TP, e +RSK2
.g — ........... e -RSK2
® 2000 £ b+ | 10 mg/ml BSA
2 3 ooocn.ooooooo"""' + RSK2
SRSK2 & - + - #
g 0.0 §3880scc0c0csnnseessss?
- 05mgml 25mgml 10 mgml 4 6 8 10 12 14 16

BSA BSA BSA 1d6 (perc)

6. dbra: A. Kiilonb6z6 BSA koncentraciok mellett mért RSK2 aktivitasértékek az RSK2-t (pozitiv) és RSK2-t nem
tartalmazo6 (negativ kontroll) mérések esetében. B. A lumineszcencia jel az id6 fliggvényében kiilonb6z6 BSA
koncentracié mellett. A mérést 20 nM RSK2, 1 uM So0s1.70 és 0,5 uM 14-3-3¢ mellett végeztem (3 parhuzamos
mérés atlaga és standard deviacioja)

A mérés eredménye alapjan a pontokra illeszthetd egyenes meredeksége csokkend
tendenciat mutat a BSA koncentracio ndvelésével. A megemelt BSA koncentracio csokkentheti
a fehérje komponensek aspecifikus kitapadasat a lemez falara, aminek kdvetkeztében a fehérjéek
kivonodnak az oldatbdl. Ahogy emelkedik a BSA koncentracio, ugy csokken ennek a
kivonodasnak a hatasa, és a negativ kontroll meredeksége pozitiv irany felé tolodik el.

A kovetkezd 1épésben 5 mg/ml és 10 mg/ml BSA koncentraciok mellett mértem, eztttal
a mar korabban is hasznalt ORF10F10 inhibitor kontrollként valo alkalmazasaval. A peptidbdl
emelked6 koncentracidé sorban készitettem el a reakcioelegyeket: 2 uM, 20 uM és 200 uM
ORF10F10 oldatok segitségével.
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7. dbra: A korabbi méréshez képest megemelt BSA koncentracid mellett végzett mérések eredményei. A, B. 5
mg/ml és 10 mg/ml BSA mellett mért lumineszcencia jelek az id6 fiiggvényében. C. RSK2 aktivitas a két BSA
koncentracié mellett végzett mérésekben. D. Relativ RSK2 aktivitas a két BSA koncentracié mellett végzett
mérésekben (az dbrakon harom parhuzamos méreés atlagai és standard deviacidi szerepelnek)

A 7/B és 7/C abra alapjan lathatd, hogy a 10 mg/ml BSA tartalmu reakcidban
alacsonyabb a meredekség a kisebb lumineszcencia jelek miatt, de a relativ RSK2 aktivitasok
a két koncentracio esetében hasonléak (7/D abra). A Kkisebb jel oka, hogy a BSA ,.arnyékol6”
hatéssal van a fehérjékre, a koztiik fellép6 interakciok szamat csokkenteni tudja a hozzajuk valo
kotdédéssel. Ez ugyanakkor a mérésekre nem jelent problémat, amennyiben azok soran a
kontroll reakciok is ugyanolyan koncentracidban tartalmazzak a BSA-t, igy a jeler6sségben
mért valtozas minden reakcioban ugyanolyan mértékii. A 7/D abran lathato, hogy az inhibitorok
hatdsa a két mérésben nagyjabdl megegyeznek, ezért a BSA tartalom ndvelésének nincs
befolyasold tényezdje a relativ kezdeti sebességre, ellenben a negativ kontroll meredeksége
pozitiv a 10 mg/ml beallitdsban (7/C). Ezt a megfigyelést témavezetém altal végzett mérés is
alatamasztotta, amiben 0,5 és 6 mg/ml BSA koncentracidk esetében hatarozta meg ORF10F10
peptid inhibicids allanddjat, amelyek ugyanazt az értéket adtak.

Ez alapjan arra jutottam, hogy az 5 és 10 mg/ml koncentracidé kozott elhelyezkedd
értékek valamelyikével érdemes tovabb dolgozni, igy a tovabbiakban 6 mg/ml BSA

koncentraciét alkalmaztam a mérésekben.

Ki meghatérozas. A rendszer beallitasat kovetden teszteltem, hogy alkalmas-e a szenzor

peptid inhibitorok Kj-értékének meghatarozasara. Ezért méréseket végeztem el kiilonbozo,



szintetikus peptid inhibitorok esetében. Az elsé mérésben olyan ORF45 alapjan tervezett
peptideket mértem le, amelyek ciklikusak, a masodikban pedig ORF45 eredetii mutans
peptidekkel dolgoztam. A mérésekben az volt a célom, hogy a szenzor tesztelése mellett, a
viralis eredetit ORF45 fehérje és RSK2 fehérje kapcsolatara taldljak egy olyan peptid inhibitort,
amely kompetitiv mddon képes lenne gatolni a VF-motivum alapjan 1étrejové kapcsolatot.
Ennek érdekében olyan valin, illetve fenilalanin mutans peptidek K;-értékét hataroztam meg,
amelyek esetében varhato, hogy a vad tipusnal erésebb hatast fejtenck ki. Emellett azt is
teszteltem, hogy a BMF fehérjéb61 (Bel-2 modifying factor) szarmazo peptidek esetében van-e
gatlé hatds. A BMF egy cellularis, anti-apoptotikus fehérje, amely a BAX és BAK fehérjék
oligomerizaciojat gatolja meg, megdrizve ezzel a mitokondrium integritasat (Ebrahim és mtsai.
2016). A sejttulélést segitd hatasai miatt a BMF fehérjét tumor terdpidkban lehet célozni,
elésegitve a rakos sejtek pusztulasat. A BMF fehérje szintén hordozza a VF-motivumot, ezert

alkalmas lehet RSK2 inhibitorok fejlesztésére.

ORF-eredetii ciklikus peptidek mérése. A ciklikus peptidekben a peptid eleje és vege
kozt volt kialakitva az atkotés, amely a harom peptid esetében eltéré aminosav volt. Ez alapjan

a peptidek KAC, KGC és KC nevet kaptak (8. abra).

Ac-K-V-I-D-M-S-A-P-D-D-V-F-A-C

AC=K-V=T=-D-M=S-A-P=D=D-V-"F=A-C

G J

AC=K-V=IE=D=M=-5-A=P=D=D=V-F=A-C

pA '

8. abra: A szintetikusan tervezett ciklikus peptidek ciklizacidja. A. KC peptid. B. KGC peptid. C. KAC peptid.

Pozitiv kontrollként ORF15-t alkalmaztam, amely a fehérje 15 aminosav hosszU
szakasza, és ehhez hasonlitottam a peptidek K;-értékét. A mérés kortlményei az optimalizalas
soran megallapitottak szerinti beallitdsok voltak. Az eredmények azt mutattak, hogy a ciklikus

peptidek Ki-értékei hasonloak a kontrollként alkalmazott ORF15 értékhez (9.abra).
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9. dbra: A szintetikus ciklikus peptidek (KGC, KAC, KC) K-érték meghatarozasanak eredményei. A méréshen
ORF15 peptidet alkalmaztam, ami a ciklikus peptidek lineéris valtozata (hdrom parhuzamos mérés atlaga és

standard deviacidja).

ORF-mutans peptidek Ki-érték meghatarozasa. A masodik mérés sorozatban linearis
szintetikus peptid inhibitorokkal dolgoztam. Ezeknek a szekvenciai szintén a ORF45 eredetii
peptid VF-motivumara alapulnak, annak azonban kiilonb6z6 mutansai (10/A abra). A mérésben
a kapott K;-értékeket a vad tipusi ORF17-hez hasonlitottam. Az eredmények azt mutattak
azonban, hogy ezeknek az inhibitoroknak jelentdsen kisebb a gatldo hatasuk van az ORF17
peptiddel szemben (10/B abra). Ez arra utal, hogy az ORF45-bdl szarmaz6 peptid szakasz
mutans valtozatai kevésbé alkalmasak inhibitornak. A mutansok kozul az LF rendelkezett a
legnagyobb gatlé hatassal. Ez a motivum megtalalhatd tobb fehérjében is, felvetve annak
lehetéségét, hogy ezek RSK2 szubsztratok lehetnek, azonban benniik a VF-motivum leucin
jellegli valtozata van jelen. Ilyen motivumot hordoz6 RSK szubsztratra az irodalomban mar van
példa (Galan és mtsai. 2014).

Az ORF-eredetli peptidek mellett BMF eredetli peptidek hatdsat is mértem ezzel a

rendszerrel. A mérésben két valtozatat hasznaltam ennek a fehérjének: egy rdvidebb 15



aminosavas (pepBMFshort) és egy 19 aminosav hosszu peptid (pepBMFlong). A mérésekbol
levonhat6 kovetkeztetések szerint a BMF alapl peptidek ugyanolyan mértékben kotédnek a
fehérjéhez, mint az ORF45 alapu ORF17 (10/C &bra).

ORF17 peptidek
ORF17 PTVIDMSAPDDVFAEDT
LF PTVIDMSAPDDLFAEDT
MF PTVIDMSAPDDMFAEDT
MV PTVIDMSAPDDMVAEDT
VM PTVIDMSAPDDVMAEDT
LM PTVIDMSAPDDLMAEDT
VI PTVIDMSAPDDVIAEDT
II PTVIDMSAPDDIIAEDT
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10. 4bra: Szintetikus peptid inhibitorok mérési eredményei. A. Az ORF45-b6l szarmaz6 vad tipust peptidhez
hasonlitottam a tobbi, mutans peptid gatld erejét. B. Relativ RSK2 aktivitas a peptid koncentracio logaritmusanak
fliggvényében a kiilonb6z6 mutansok esetében. Az ORF17 vad tipust peptid fejtette ki a legerdsebb hatast, ezt
kovette az LF mutans. Azokra a mérésekre, amelyekre lehetett fliggvényt illeszteni a tablazatban szerepld K-
értékekkel rendelkeznek. C. BMF fehérjéb6l szarmazé révidebb (pepBMFshort) és hosszabb (pepBMFlong)



peptid szakaszok K-értékei. Ezeknek a peptideknek a mérése az ORF mutansokkal egyitt zajlott ezért a
kontrollként itt a ORF17-t hasznaltam (harom parhuzamos mérés atlaga és standard deviacidja).

A mérések alapjan a szenzor alkalmas volt inhibitorok tesztelésére, mert a novekvo
inhibitor koncentracioval az RSK2 aktivitasa is csokkent. A mérési pontokra egyenest lehetett
illeszteni a mérés teljes idétartama alatt (30 perc), igy nagy biztonsaggal meghatarozhaté volt
a kezdeti sebesség. A mérésekben minden pontban hdrom parhuzamos minta lumineszcencia

jelét mértem le, ezeknek a szorésa alacsony volt.

Osszeqzés

Munkamban egy olyan szenzor tervezését, elallitasat, optimalizalasat €s tesztelését
irtam le, amely alkalmas az RSK2 kinaz aktivitasanak mérésére. A szenzor alapja a NanoBit
rendszer, amely egy hasitott luciferaz fragmenseinek asszociacidjan alapul. A fragmensek
kolcsonhato partnerekkel vannak flzionaltatva, amelyek ebben az esetben a Sosl fehérje 70
aminosavas szakasza, illetve a 14-3-3¢ fehérje. A kolcsonhatas alapja az, hogy az RSK2 két
ponton is foszforilalja a Sos1.70 fragmenst (S1134, S1161), s az igy kapott foszforilalt peptid
szakasz kotoédik a 14-3-3¢ fehérjéhez, ami el6idézi a fragmensek Osszeallasat. A rendszer
megtervezesét ¢€s eldallitasat kovetéen a szenzort optimalizaltam és teszteltem. Az
optimalizacio soran célom volt olyan kérilmények beallitasa is, amelyek mellett a szenzor
alkalmas az RSK2 aktivitas meghatarozasara, ugyanakkor nagyszamu minta esetén végpont
alapy kiertékelésre is felhasznalhato. Ezt a korilményt 1 uM Sos1.70 és 0,5 uM 14-3-3¢
komponensek és 100 nM RSK2 koncentracidban hataroztam meg.

Emellett figyelembe vettem, hogy a szenzorral mérni kivant peptidek tisztitasa soran
alkalmazott puffer komponenseknek, illetve a mérések soran alkalmazott 96-lyuku lemez eltéré
pozicidinak van-e hatdsa az RSK2 aktivitasara. A mérésekb6l azt kaptam, hogy nincs
szamottevo eltérés a pozitiv kontroll és az adalékanyagok jelenléte mellett mért aktivitas kozott,
Kivéve az Igepal detergens esetében. Tovabba a lemez pozicidknak (also, kozépsé és felsd
blokk) sem volt hatassal a mérésekre. Az optimalizalas utolsé szempontja az volt, hogy olyan
BSA koncentraciot taldljak, amely a negativ kontroll mérések esetében nem negativ tendenciaju
lumineszcencia jelet ad. A negativ jelnek oka lehet a komponensek kitapadasa a lemez lyukak
falara, amely kivonja a résztvevd partnereket a reakciobol, ezzel fokozatosan gyengitve az
abbol szarmazd jelet. Megfeleléen magas (6 mg/ml) BSA koncentracié mellett ez a tendencia
megszint.

Az optimaliziciét kdvetéen a szenzorral teszteltem szintetikus peptid inhibitorok

hatasat az RSK2-re. A mérésekben ciklikus és mutans ORF eredetii peptideket, illetve a BMF



fehérjébol szarmazd peptidnek egy rovidebb, illetve egy hosszabb valtozatat hasznaltam. Az
eredmények alapjan a szenzor alkalmas volt az inhibitorok mérésére, azonban a mért mutansok,
illetve ciklikus peptidek kozott nem taldltam olyat, amely az ORF45 eredetli peptid
szakaszoknal kisebb Ki-értékkel rendelkezne. Amellett, hogy a peptidek gatld hatésait
vizsgaltam, ezek a mérések azt is megmutattdk, hogy a VF-motivumban a valinnak €és a
fenilalanninak is fontos szerepe van. Ugyanakkor a Valin-Leucin cserének volt a
legalacsonyabb Kj-értéke a tébbi mutadnshoz képest, ez a motivum pedig meg is jelenik RSK
szubsztratokban, pl. PDCD4-ben, amely kdlcsonhat az RSK2-vel (Galan és mtsai. 2014). Ez
tovabbi vizsgélatokra adhat okot a motivum és RSK-kdlcsonhatasok jellemzésében.

A szenzor a jovoben validalhaté sejtes rendszerben is, illetve in vitro kérilmények
kodzott inhibitor konyvtarak tesztelésére is alkalmazhat6. Ezzel kapcsolatos mérések mar

folyamatban vannak.
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