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1. Bevezetés

Kutatomunkamat 2021-ben kezdtem meg a Természettudomanyi Kutatokdzpontban, a
Prof. Dr. Vértessy Beata altal vezetett Genom Metabolizmus kutatocsoportban.
Itt kapcsolodtam be a human daganatos megbetegedéseket kivaltdo KRas fehérjemutaciok

vizsgélataba.

A KRas fehérje kozponti szerepet tolt be a jelatviteli Gtvonalak szabalyozasaban, ezaltal
hatassal van a sejtbioldgiai folyamatok dontd tobbségére, foként a sejtek proliferacios és
osztodasos folyamatainak irdnyitasara. Ez a szigoran szabalyozott szignalizacié azonban
konnyen felborulhat, ha mutaci6 kovetkezik be a KRas fehérje aktiv centrumaban. Emiatt
egyetlen aminosav megvaltozésa is kivalthatja a sejtek kontrollalatlan osztodasat, daganatos
megbetegedések kialakuldsat.

Az els6 humén Ras onkogén felfedezése kozel negyven éve tortént. Ezzel megkezdodott a
fehérjék biologiai és biokémiai funkcidinak feltérképezése, a muticiok helyredllitasat célzo
daganatterdpias stratégidk kidolgozasa. Meghataroz6 szerepet tolt be ezekben a vizsgalatokban
a KRas mutacidinak megismerése, mivel ez a rakos megbetegedések tobb, mint 14%-anak
kivalto oka. A mutaci6 tipusatél fiiggben az egyes variansok funkcidvesztésének
helyreéllitdsara mar dolgoztak ki forgalomban 1évé gydgyszermolekulakat, azonban a
leggyakoribb, KRas G12D mutacidéra még nem taldltak gyogymodot.

Kutatasunk célja, hogy kibdvitsiik a KRas fehérjék kolcsonhatasairdl vald ismereteket,
valamint 1) megoldasokat talaljunk a KRas mutéciok, f6ként a KRas G12D aminosavcsere altal

kivaltott onkogén elvaltozasok helyreallitaséra.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Ras szupercsalad kis G-fehérjéi

A guanin-nukleotid k6t guanozin-trifoszfatazok (GTPéaz-ok), vagy mas néven G-fehérjék
a sejtbiologia szinte minden aspektusaban részt vesznek. A G-fehérjék csaladjaba tartoznak a
kis GTPaz fehérjék, melyek precizen szabalyozott molekularis kapcsoloként a jelatviteli
utvonalakban kdzponti szerepet toltenek be. [1]

Az els6 Ras GTPaz enzimet rakos sejtekben azonositottak. Tovabbi, tobb évtizedet atfogod
kutatds soran még tobb kis GTPaz-t fedeztek fel, melyek térszerkezete hasonld a
Ras fehérjéhez. Azota mar tobb mint 150 darab fehérjét azonositottak human sejtekben, melyet
a Ras szupercsaladként foglaltak Ossze. Ebben 6t f6 csaladot kiilonboztettek meg azok
szekvenciaja és funkcionalitdsuk alapjan: Ras, Rho, Rab, Arf és Ran (1. &bra). [2] A Ras
fehérjék csaladja jellemzoen a génexpresszidért, a citoplazmaban torténd jelatvitelért, a sejtek
proliferacioért és tuléléséért felel. A Rho fehérjék feladata a sejtvaz atformaldsa (aktin
szervezOdés), a sejtosztodasi folyamatok szabdlyozasa, emellett szintén részt vesznek a
sejtosztodas szabdlyozasaban. A Rab és az Arf csaldd feladatai atfednek egymaéssal, a
membranforgalmat és a sejtproliferaciot szabalyozzak, hatdssal vannak a motilitasra és a
differencidlodasra is. Az egyetlen Ran fehérje pedig a nukleéris transzlokacidért és a sejtciklus

elorehaladasanak biztositasaért felel. [3, 4]
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1. dbra. A Ras szupercsalad felépitése. Az ot f0 csalad, fobb funkcidik és képviseldik. [3]

Miikddésiik alapja azonos, binaris kapcsoloként szabalyozzak a jelatviteli utvonalakat.

A GTP megkotésével a fehérjék aktiv allapotba kertilnek, ezaltal képesek a jel tovabbitasara, a



GTP-t GDP-v¢ hidrolizalva pedig inaktivva valnak. A nukleotidok kicserélddésének folyamatat

pedig a fehérjék konformacids valtozasa is végigkiséri. [2]

2.1.1. A kis-G fehérjék szerkezete és mitkodése

Szerkezetiiket tekintve a heterotrimer G-fehérjéket harom alegység (a, B, és y) épiti fel.
A ~20-40 kDa nagysagu kis G-fehérjék szerkezete megegyezik az a alegységgel, amely egy
konzervalt G-doménnel rendelkezik, ami a transzmembran jelatvitel kozvetitése érdekében
kolcsonhatasba 1ép a G-fehérje-kapcsolt receptorokkal. Igy az egy doménbél 4116 kis G-fehérjék
képesek a sejtfiziologia egyes aspektusait szabalyozni.

A kis GTPazok aminosav szekvencidja magasan konzervalt az élesztoktdl kezdve egészen
az emberig, a kiillonboz6 fajokat tekintve a hasonlosag 30-55% kozé esik. A G-domént
Ot a-hélix (al-a05) és hat B-redd (B1-p6) alkotja, melyeken megtalalhaté az 6t konzervalt
szekvencia motivum (G1-G5, 2. abra) (. Ezek, a szakaszok, melyet G-doboznak is neveznek
feleldsek a guanin-nukleotid megkotéséért és hidrolizalasaért. A G1 motivum szekvencidja a
GxxxxGK[S/T] (ahol x egy tetszdleges aminosav), amit P-hurokként tartanak szédmon.
Feladata, hogy a nukleotidok B-foszfatjat és a jelenlévé Mg?* iont felismerje. A xTx szekvencia
a G2 motivumot jeldli, a nukleotid y-foszfatjdval és a Mg”* ionnal létesit kapcsolatot.
A DxxGQ, vagyis G3 motivum glutaminja kozrejatszik a GTP hidrolizisében. A G4 (NKxD) és
G5 (TSAK) motivumok a guanin bazissal 1étesitenek specialis kapcsolatot, ezaltal kiilonbséget
téve a tobbi jelenlévd nukleotidtol.

A GTP-GDP nukleotid csere soran a G-domén Switch I. (al/B2 hurok) ¢és Switch II.
A G2 motivum a Switch 1. régi6 része, feladata a nukleotid megkdtése. A G3 motivum a
Switch II. régidba tartozik, ezaltal az képes a megkotott nukleotid hidrolizisére. Mindkét régio
rendezett konformaciot vesz fel GTP-kotott, aktiv allapotban, azonban ez rendezetlenné valik

GDP-kotott, inaktiv allapotban. [5-7]
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2. abra. A kis G-fehérjék szekvenciamotivumai. [7]

2.2. A szupercsalad Ras aga

A Ras fehérjecsalad kiemelkedd alcsoportjai kozé tartozik a Ras, Rap, Ral, Rit és a Rheb,
melyek Osszesen 36 darab fehérjét foglalnak magukba. Koziiliik a legtobbet kutatott fehérjék a
Ras-ok, mivel funkciovesztéssel jar6 mutaciojuk a humén daganatos megbetegedések
kialakulasanak egy vezetd oka. [4, 25] Ahhoz, hogy megértsiik, hogy a Ras fehérjék miként
vesznek részt a jelatviteli utvonalak szabalyozésaban érdemes megismerni azok fobb
kolcsonhato partnereit.

A kolcsonhatd partnereket attol fliggden, hogy a Ras fehérjék miikodésének melyik
aspektusaban vesznek részt tobb nagyobb csoportra lehet osztani (3. 4bra). Elsoként a Ras
fehérjéknek poszttranszlacios modosuldsokon kell atesniiik, hogy a sejtben a megfeleld helyen
¢s formaban tudjék ellatni feladatukat. Ebben a CAAx peptidmintazatot felismerd, és az
ubikvitinacioért felelds fehérjék jatszanak szerepet. A Ras fehérjék aktivitasat a hozzajuk
kotédé GEF (guanine exchange factor) és GAP (GTPase activating protein) szabalyozzak.
Végiil az aktivalt Ras fehérje szamos downstream effektor utvonal részét képezi. [14] Ezeknek

a csoportoknak a f6bb képviseldit dolgozatomban részletesebben is bemutatom.
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3. dbra. Ras fehérjék kolesénhato partnerei.*

2.2.1. A Ras fehérjék regulatorai

Amint mar volt réla sz, a kis G-fehérjék, ezaltal a Ras fehérjék is GTP-kotott allapotukban
aktivan képesek a jeltovabbitasra, mig GDP kotott allapotukban inaktivak. A kis GTPaz
fehérjék intrinzik GTP hidrolizise azonban egy lassu folyamat, atviteli szamuk (turnover
number, Keat), amely az 1 méasodperc alatt atalakitott szubsztratok szamat adja meg 103-10¢ s™!
nagysagul, a Ras esetén 10 s™!. Emellett a disszociacids allandojuk (Kp), amely a kotédés
erdsségét jellemzé mutatd is alacsony, nanomolos vagy pikomolos nagysagrendli, ami azt
jelenti, hogy a fehérjék majdnem mindig nukleotid-kotott allapotban vannak jelen a sejtben.
Azonban ezek a szamadatok Onmagukban nem felelnek meg a sejtekben megfigyelt
Ras-aktivacidé kinetikdjanak. Ez arra engedte kovetkeztetni a kutatokat, hogy a sejtben
regulatorok (segédfehérjék) is jelen vannak, melyek a Ras fehérjékhez kapcsolddva segitik a

hidrolizist, illetve a nukleotid kicserélodést (4.abra). [6, 8]

L https://dash.harvard.edu/handle/1/40050098
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4. abra. A Ras fehérjék regulatorjainak miikodése. [27]

A GDP lassu kicserélodése biztositja, hogy a Ras fehérjék inaktiv allapotban maradjanak,
amig a hozzéjuk érkez6 szigndlok ki nem valtjak a GDP-GTP kicserélodést. Aktivalas esetén,
hogy a nukleotid csere kelld gyorsasaggal megtorténjen GEF (guanine exchange factor)
fehérjék segitik a Ras munkdjat. A GEF Ras-hoz valo kotdédése a Switch régiokban és a
P-hurokban olyan konformacids valtozast eredményez, amely csokkenti a Ras GDP affinitéasat,
ami igy a GDP felszabadulasahoz és cseréjéhez vezet. Mivel a sejtekben a szabad GTP
koncentrécioja tizszerese a GDP-nek, igy nagyobb a valdszinilisége annak, hogy GTP kotddik
vissza a Ras-hoz, ami a fehérje aktivaciojat fogja eredményezi. [9]

A megkotott GTP hidrolizisét GAP (GTPase activating protein) fehérjék segitik, amelynek
folyamatat dolgozatomban késobb részletesebben is bemutatom. A GAP kulcsfontossagt
szerepe két 1épésnél jelenik meg. A Ras-hoz kotdédve koordinalja a katalitikus vizmolekulat,
illetve a fehérje aktiv centrumaval kdlcsonhatasba 1épve optimalis kornyezetet alakit ki a GTP
y-foszfatjanak lehasitasahoz. [9] Ezaltal a hidrolizis sebességét annak szdzezerszeresére (10°)

is képes megnovelni. [10]

2.2.2. A Ras fehérjék a jelatviteli utvonalban
A sejteknek tobb kulcsfontossagu tulélési mechanizmusa van, melyekben a Ras

fehérjecsalad tagjai kdzponti szerepet toltenek be. Az egyik a mitogén-aktivalt proeinkinaz

(MAPK), a mésik pedig a foszfatidilinozitol-3-kindz (PI3K) szignalut. [11]



A Ras/Raf/MAPK utvonal a sejtbioldgia egyik legtdbbet elemzett jelatviteli utvonala
(5.4abra). Feladata, hogy az extracellularis térbdl jelet tovabbitson a sejtmagba, ahol specifikus

gének aktivalddnak a sejtndvekedés, osztodas €s differencialodas érdekében.
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5. abra. A Ras szignalizacios utvonalban betéltott szerepe. [12]

A szignalizacio elsd lépése, hogy egy ligand kotddik a tirozin-kinaz receptorhoz (RTK).
A legismertebb receptorok az epidermikus ndvekedési faktor receptor (EGFR) ¢és a
vérlemezke-eredetli novekedési faktor receptor (PDGFR). A ligandum bekotddése az EGFR
receptor dimerizacidjat és foszforilaciojat indukalja, ami aztan a citoplazmaban elhelyezkedd
katalitikus domének egymds melletti 0sszerendezddését fogja eredményezni. A jelenlévd
“adaptor’ Grb2 fehérje igy képes lesz felismerni az Shc fehérje SH2 (Src-homology 2)
doménjét, amely a membran kozelébe orientdlja a GEF fehérjéket. A legismertebb
nukleotid-kicseréld faktorok a SOS1 (son of sevenless) és a CDC25, melyek képesek lesznek
interakcidba lépni a plazmamembranhoz kotott Ras fehérjékkel és indukalni azok GDP-GTP
kicserélddését.

A Ras-ban tortént nukleotid kicserélddés tobb downstream effektor itvonalat indithat el.
Ko6zponti szerepben a Raf/MEK/Erk kaszkad all. A Raf (rapidly accelerated fibroblastoma) a

szerin/treonin kindzok csaladjanak tagja, a legjobban jellemzett Ras-effektor, Az aktiv Ras
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képes magahoz kotni a Raf fehérjéket, amik ezéltal dimerizalédnak és szerin/treonin kinaz
aktivitasuknak koszonhetéen foszforilaljadk a MEK (mitogen-activated protein kinase kinase,
vagy MAPKK) fehérjét. A MEK ezt kovetben az ERKI vagy ERK2
(extracellular-signal-regulated kinases) fehérjéket fogja foszforilalni, amik aztdn transzport
fehérjék segitségével képesek lesznek a sejtmagba transzlokalddni, ahol foként transzkripciods
faktorokkal 1épnek kolcsonhatasba. [12, 13]

A kaszkad aktivitasanak megsziintetésében a GAP fehérjék segitenek, melyek a

GTP-hidrolizis segitségével megsziintetik a Ras-Raf kozti kolcsonhatast.

2.2.3. A Ras fehérjék izoformai

A Ras fehérjék felfedezéséhez vezetd legkorabbi tanulmanyok az 1960-as évekig nyulnak
vissza. Kozel husz évvel az els6 human Ras onkogén azonositasa és izoldldsa eldtt Jenny
Harvey 1964-ben, Werner Kirsten és munkatarsai pedig 1967-ben olyan retrovirusokat
(Harvey-Ras ¢és Kristen-Ras) izolaltak leukémids patkanyokbol, amelyek képesek voltak
szarkomat eldidézni a veliilk megfert6zott ragesalokban. A Ras fehérjék, és az dket kodold
gének neve is ezekbdl a felfedezésekbdl eredt (rat sarcoma). A legkozelebbi eldrelépés a
daganatos betegségek megértésében az 1980-as években tortént, amikor azonositottdk és
kloénoztak az elsé human onkogént (HRas), amely a korabbrol megismert virusos Harvey-Ras
gén homologja volt. Hasonld megkozelitéssel a Kirsten-Ras onkogén huméan homologjat
(KRas) ¢s a Ras géncsalad egy harmadik tagjat az NRas-t 1is izolaltak
neuroblasztoma-sejtvonalbol, azonban ennek mar nem volt rokon viralis onkogénje. A tovabbi
karakterezési vizsgalatok megerdsitették a transzfekcios probakkal kimutatott humén Ras
onkogének egyediségét, illetve géntérképezés segitségével azt is megallapitottdk, hogy az
1izoformak génjei melyik kromoszomakon helyezkednek el (HRas a 11., KRas a 12. és az NRas
az 1. kromoszoman talalhat6). [15]

A humén sejtekben harom Ras gén (HRas: Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog,
KRas: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog és NRas: neuroblasztoma rat sarcoma viral
oncogene homolog) négy kiilonb6zd Ras izoformat kodol (6. abra). Ez annak kdszonhetd, hogy
a KRas génrdl alternativ splicing segitségével két kiillonb6zo varians, a KRas4A és a KRas4B

is kifejezédik, melyek 4. exonjukban kiilonboznek. [9]
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6. abra. A Ras izoformak elsodleges szerkezete.

Szerkezetiiket tekintve mind rendelkeznek a kis GTPazoknal megismert G-doménnel.
A G-domén N-terminalis fel6l vizsgalt szekvencidjanak elsd fele, melyhez a downstream
effektorok kapcsolddnak az izoformak kozott megegyeznek, masodik felikk 82%-os eltérést
mutat a varidnsok kozott. Tovabbi kiilonbség a fehérjék C-terminalis végén talalhato, az utolsod
~20 aminosavban mutatkozik meg, amit emiatt hipervariabilis régionak (HVR) is neveznek.
Eltéré szekvenciajukat tekintve kézenfekvd, hogy az egyes izoformdk madas biologiai
folyamatokban vesznek részt, ezaltal sejtbéli expresszios szintjiik is eltérd. A fehérjék sejten
beliili eltérd lokalizacidjanak kivaltd oka azonban a poszttranszlaciés modosulasokban rejlik.

Fontos kiemelni a HVR végén taldlhatdo konszenzus szekvenciat. A CAAX motivum
(cisztein-alanin-alanin-x(tetszéleges aminosav)) ciszteinje a fehérjeszintézis utdn harom f6
enzimatikus Iépésen keresztiil modosul (farnezilacio, proteolizis és metilacid) (7.abra). E16szor
a farnezil-transzferaz (FT4az) enzim felismeri a CAAx motivumot és kovalensen egy
15-szénatomos franezil-izoprenoid kapcsol hozza. Bizonyos Ras-okhoz a FTé4z nem tud
hozzaférni, igy alternativan a geranil-geranil-transzferdz 1 (GGTazl) egy 20-szénatomos
geranil-geranil izopreonidot kot kovalensen a ciszteinhez. Ezt a 1épést prenilacionak is nevezik.
A lipidek kapcsolodésat kovetéen az endoplazmas retikulum (ER) Ras-converting CAAx
endopeptidaz 1 (Rcel) enzime katalizalja az utols6 harom aminosav (-AAx) lehasadésat. Végiil
az izoprenil-cisztein-karboximetil-transzferaz (ICMT) egy metil-csoportot kapcsol az Gjonnan
keletkezett véghez, ezzel hidrofébba téve a fehérjét, ami segiti annak a késdbbi,

sejtmembranokba val6 illeszkedését. [15-17]
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7. abra. A Ras izoformdk poszttranszlacios valtozdsainak vitvonala.?

A Ras-izoforma tipusatol fliggéen a fehérje tovabbi modosuldsokon mehet keresztiil.
A HRas ¢és az NRas fehérjék a prenilaciot kdvetden vezikuléris transzporttal az ER-bdl a
Golgi-késziilékbe jutnak, ahol a palmitoil-aciltranszferaz (PAT) fehérjekomplex egy
16-szénatomos palmitoil-csoportot kapcsol a ciszteinhez. HRas esetén ez a C181 ¢s C184
aminosavakat érinti, NRas esetén csak a 181. cisztein aminosavat. Ez a 1€épés a Ras-fehérjék
membranhoz val6 affinitdsat 100-szoroséra is képes megnovelni. A KRas4A 181. ciszteinje egy
ismeretlen PAT enzim segitségével palmitoilalodik, elkeriili a Golgi-késziiléket és egybdl a
plazmamembranhoz vandorol. A KRas4B nem palmitoilalodik, mivel a kis G-fehérjékre
jellemzd poli-bazikus régioval (PBR) rendelkezik. Ebben lizint tartalmazdé motivumok
ismétlddnek, amely egy pozitiv toltét kolecsondz a HVR-nak. Ezéltal a fehérje kolcson tud hatni
a foszfolipid membran negativ toltésii részével, igy egy er6s membrankapcsolatot 1étrehozni,
elkeriilve a Golgi-késziilékbe jutast. [15-17]

Osszegzésként elmondhatd, hogy a HRas, NRas és KRas fehérjék kifejezddése a legtobb
emberi sejtben jelen van, azonban mennyiségi és mindségi eltérések vannak a vizsgalt szovet
vagy fejlodési szakasz fliggvényében. Ezen fehérjék vizsgalata ravilagit arra, hogy az eltérd
1izoformak mas €és mas szerepet toltenek be a sejtbiologiai folyamatokban, illetve mutacidjuk a

7o

daganatos megbetegedésekben eltérd jelentdségii lehet. [18]

2 Wright, L. P, & Philips, M. R. (2006). Journal of lipid research, 47(5), 883-891.
https://doi.org/10.1194/jlrR600004-JLR200
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2.3. GTP hidrolizis menete

Altalanossagban elmondhaté, hogy a kémiai reakcioknak le kell kiizdeniiik az aktivalasi
gatat a szubsztratbol termékké torténd atalakulas soran. Az enzimek katalitikus képessége
abban rejlik, hogy az aktivitasi energia csokkentésével meggyorsitjak a lejatsz6dd kémiai

reakciot. Nincs ez masképp az enzim katalizalta GTP hidrolizis esetében sem.

2.3.1. Intrinzik GTP hidrolizis

A kis G-fehérjék szerkezeti bemutatasanal mar volt arrdl szo, hogy a Ras G-doménjének
egyes szakaszai miként segitik a GTP y-foszfatjanak lehasitasat. Ennek a folyamatnak az
alapmechanizmusa a mai napig sem tisztazott. Alapesetben az aktiv centrum kozpontjaban
sziikség van egy bazisra, amely elvonja a protonokat a nukleofil vizmolekularél, ezzel
eldsegitve a kotés kialakulasat a vizmolekula és a GTP y-foszfatja kozott. A megvalaszolatlan
kérdést a hidrolizishez sziikséges, aktiv centrumban jelenlévd bazis feltételes hianya okozza.

A kezdeti megkozelitések ennek a bazisnak a definidlasaval foglalkoztak. Eldszor azt
feltételezték, hogy a Switch II. régioban taldlhaté a G3 motivumban konzervalt 61. glutamin
tolti be a bazis szerepét. Azonban kisérleti és elméleti tanulmdnyok is megcafoltdk ezt a
modellt. Az egyik ilyen kisérlet soran a GIn61-et egy nem-természetes glutamin-nitro-analdgra
(NGlIn) cserélték. Azt vartdk, hogy a kevésbé bazikus aminosavszarmazék nem tudja
megfelelden ellatni a Ras intrinzik hidrolizisében betdltott szerepét. Az elvarasokkal ellentétben
az NGlIn-t tartalmaz6 fehérje hidrolitikus aktivitisa nem csokkent. Emellett a szdmitogépes
linedris szabadentalpia-0sszefiiggés (LFER) modellezés is aldtdmasztotta, hogy nem az aktiv
centrumban jelenlévé glutamin a szabad bazis.

Az Ujabb bazismodellek arra engedtek kovetkeztetni, hogy maga a szubsztrat GTP,
pontosabban annak a y-foszfatja szolgal bazisként 6nmaga hidrolizisében. Ezt a feltételezeést
szintén kisérletes ¢és szimuldcids modszerekkel probaltdk alatdmasztani, azonban a
mechanizmus miikodoképességét a rezgési spektroszkopiai mérések megkérddjelezték.

Mas modellek a megoldast a GTPaz aktiv helyének tulajdonsagaiban keresték. A Ras-ban
a nukleotid-kotd zseb pozitiv toltéseket €s hidrogén-kotés donorokat tartalmaznak, amik a
megkodtdtt Mg?* ion-bél, a 16. lizin aminosavbol, valamint a P-hurok gerincében taldlhaté tobbi
amidcsoportbdl (Vall4, Gly15 és Lys16) szairmaznak. Ebben az esetben a Gln61 aminosav egy
stabilizal6 szerepet tolt be, ami segiti, hogy a GTP y-foszfatjat a nukleofil vizmolekula tdmadni

tudja. [19, 20]
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2.3.2. GAP katalizalta hidrolizis

A GAP, azaz GTPaz aktivalo fehérjék, neviikbdl eredéen a Ras aktivalta GTP hidrolizis
sebességét nagysagrendekkel képesek megnovelni. [10] A folyamat megértésére a
kolesonhatést, rontgen krisztallografidval, magneses magrezonancia spektroszkopiaval (NMR),
Fourier-transzformacids infravords spektroszkopiaval (FTIR) és in silico modellezéssel is
vizsgaltak. [19, 21]

Ezaltal felfedeztek, hogy a Ras-GAP tipusu fehérjék egy konzervalt arginin aminosavval
(pl. Arg789) rendelkeznek melyet késObb arginin-ujjnak neveztek el. Ez az egység képes
benyulni a Ras-fehérjék aktiv centruméba, ezaltal a hidrolizis soran tobb fontos feladatot is
ellatni (8. abra). Ez a bazikus aminosav kdlcsonhatasba 1ép a GTP y-foszfatjaval, valamint a
B- és y-foszfatokat Osszekotd oxigénatommal. Ezéltal nemcsak a molekuldk megfeleld
kialakuld6 negativ toltést is semlegesiti. A hidrolizis folyamatdban az arginin-ujj
karbonil-vazéanak is fontos szerepe van. Segiti a Switch II. régidban konzervalt 61. glutamin és

a nukleofil vizmolekula pozicionalasat, ezzel tovabb stabilizalva az d4tmeneti allapotot. [21]

8. abra. Bal oldalon az arginin-ujj bekétodése az aktiv centrumba (PDB: IWQI), illetve jobb oldalon
a benne megfigyelt folyamatok illusztracioja. [21]

Ezek a kolcsonhatdsok az aktiv centrumban egyiittesen hozzéjarulnak az aktivacios energia

csokkentéséhez, ezaltal novelik a hidrolizis sebességét (9. dbra).
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9. abra. A GTP hidrolizis enegriadiagramjanak sematikus dbrdja, a Ras, illetve a Ras-GAP katalizalta
folyamat esetén.®

A Rho fehérjék csaladjaba tartozd GTPazok krisztallografias vizsgalatanal azt is
felfedezték, hogy a Rho-GAP fehérjék arginin-ujja csak a hidrolizis atmeneti allapota soran
veszi fel a ra jellemz0 katalitikus szerkezetet, ami arra utal, hogy a GTP4z-GAP komplexeknek
konformacios valtozasokon kell keresztiilmennie ahhoz, hogy az arginin-ujj a katalizishez aktiv
kozpontba kertiljon.

Tovabba fontos azt is megemliteni, hogy a Ras fehérjecsalad tagjaihoz tartoz6 GAP-ok
eltéro szerkezettel rendelkeznek, ezaltal a GTP hidrolizis folyamatat is mas uton katalizaljak.
A fenti példabol lathato, hogy a Ras és a Rho fehérjékhez tartozo GAP-ok rendelkeznek a
katalitikus argininnel, és az arginin-ujj jelenlétével stabilizaljak az aktiv centrumban jelenlévd
molekuldkat. Ezzel szemben a Ran és ¢€s Arf GAP-jai pusztan a Switch régiok stabilizalasaval
novelik a reakcidsebességet. A Rap fehérjék GAP-jai pedig nem arginint, hanem egy katalitikus
aszparagint hasznalnak a nukleofil vizmolekula pozicionaldsara. A GTPazok o-alegységére
hatd, RGS (regulator of G protein signaling) fehérjék szintén nem rendelkeznek katalitikus
argininnel, de mégis képesek a Switch II. régid glutaminjanak stabilizalasara és a nukleofil

vizmolekula helyes pozicionalasara. [19]

8 https://www.ruhr-uni-bochum.de/biocomp/index _smallGTPases.html
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2.3.3. Mutacio hatasa a hidrolizisre

A Ras fehérjék mutacidja legnagyobb gyakorisaggal a 12. glicin, a 13. glicin és a
61. glutamin aminosavakat érinti. Human daganatos megbetegedésekben a KRas izoformat
érintik legnagyobb gyakorisaggal ezek az elvaltozasok [25], emiatt dolgozatom sordan a KRas
fehérjemutaciok hidrolizisre gyakorolt hatdsat fogom bemutatni.

Attol fliggben, hogy a KRas fehérje melyik aminosavjat érinti a mutéacio, az a hidrolizis
fokara eltérd hatassal lehet. A legjellemzObb mutéaciok esetén a 12. és 13. glicin barmilyen mas
aminosavra valo kicserélodése erdsen csokkenti a hidrolizis sebességét. Ez annak kdszonheto,
hogy masik aminosavak allosztérikus gatlast valtanak ki az aktiv centrumban, amely
megakadalyozza a GAP-ok bekotodését. Emellett a mutacié a KRas intrinzik hidrolizisérét is
akadalyozza. A 61. glutamin més aminosavra vald kicserélddése pedig az aktiv centrum
elektrosztatikus kornyezetét valtoztatja meg. [22]

A mutéciok hidrolizisre gyakorolt hatdsat enzimaktivitast méré modszerek segitségével is
igazoltak. Hunter €s tarsai méréseiket MESG-PNP foszfat esszé segitségével végezték. Ezaltal
informaciot kaptak arrol, hogy a KRas fehérjék intrinzik GTP hidrolizisét miként befolyéasolja
a GAP fehérjek jelenléte. Emellett belatast nyertek abba is, hogy az egyes mutaciok mennyire
rontjak a GTP hidrolizis sebességét a vad tipustt KRas reakciojahoz képest (10. abra). [23]
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2.4. Mutaciok a Ras fehérjékben

A Ras fehérjék mutacidja a radkos megbetegedések gyakori kivalto oka.
Az szakirodalomban azonban még nem sziiletett konszenzus a mutacioé gyakorisagat illetden,
az idézett értékek 20-30% kozott valtoznak. Az eltérd szamadatok kiilonb6zo, nyilvanosan
hozzaférhetd rakmutacios adatbazisbol szarmaznak (GENIE, COSMIC, TCGA, MSKCC ¢és
ICGC), melyek 0Osszevetésével egy kozelebbi képet kaphatunk az egyes daganatok
kialakulasanak valoszinliségérol. [24, 25]

A Ras mutacion alapulo onkogenezis kialakuldsat és progresszidjat harom {6 tényez6 kozti
kolcsonhatas hatarozza meg. Ezek egymasra vald hatasa befolyédsolja, hogy miért tarsulnak
specifikus Ras izoformak és mutacidik kiilonb6zo raktipusokhoz.

Az els6 a "Ras-dozis’, melyet a fehérje expresszids szintje, illetve annak relativ aktivacios
allapota hataroz meg. Az izoformak kifejezodésének mértéke jelentds kiilonbséget mutat az
egyes szovetek kozott. Azonban az elmondhat6, hogy a GTP-hez kotott, aktiv allapotban 1évo,
Ras-populaciéo aranya 30-90% kozott valtozik a mutdcid tipusatdl fliggden. A jelatvitel
kapacitdsa emiatt sz¢élsOséges értékeket vehet fel, egyre kisebb esélyt hagyva az optimalis
Ras-szignalizalas fenntartdsara. A jelatviteli kapacitas sziik hatdrai idével megvaltozhatnak,
ami eldsegitheti a tumor progresszigjat, illetve az alkalmazott terapiakkal szembeni
rezisztenciajat.

A masodik faktor jelatviteli utvonalak specifikussaga. In vivo kisérletek azt bizonyitottak,
hogy a Ras izoformak nem tudjak teljesen reprodukdlni egymas funkcidit. Ez az
1zoforma-specifikus szignalizacio az intracellularis lokalizacionak tudhato be, ami a specifikus
utvonalakhoz kapcsolja az egyes izoformdkat. Ras-Raf kolcsonhatasokat vizsgald in vitro
kisérletekben igazoltak, hogy a BRaf fehérje kotddése erdsen szelektiv a KRas-ra, mig a Craf
a HRas fehérjéket preferalja a MAPK jelatviteli Gtvonalban.

A harmadik ok a sejt- és szoveti kornyezet, amely hozzédjarul a genetikai, epigenetikai és
proteomikai aspektusokhoz, melyben a Ras-halézatok jelen vannak. Az igy létrejott
heterogenitas eltérd proliferacids potencialt eredményezhet, attol fliggden, hogy az onkogén
hatasa mekkora az effektor Gtvonalra.

Ezen tényezOk egymasra hatdsa nemcsak a daganat tipusdra és progresszidjara van
hatassal, a tumorterdpias technologidk miitkodésére és hatékonysagéra is. Az 0sszefliggések

megismerése elengedhetetlen a hatékony gyogyszeres kezelés kifejlesztésére. [24]
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Az eddigiekben ismertettem, a Ras fehérjecsalad Ras fehérjéinek szerkezetét, enzimatikus
mikddésiik folyamatat, a veliik kolesonhatd fehérjék szerepét és azt, hogy ezaltal miként
képesek részt venni a jeltovabbitasban, ezzel biztositani a sejt fobb életfunkcidinak fenntartasat.
Ez az Osszetett €s jol szabalyozott rendszer azonban konnyen felborulhat, ha mutacié éri a
fehérjék aktiv centrumat.

Az, hogy a mutacido melyik izoforma melyik aminosavjat érinti a szovet tipusatol fiigg
(11. abra). Az izoforma-variabilitast tekintve a KRas mutaciok a rosszindulati daganatok
14,3%-4ban vannak jelen, az NRas mutidciok a daganatok 2,5%-dban ¢és legkisebb
gyakorisaggal a HRas mutaciok, az esetek 0,8%-aban. A szervek, amelyeket a leggyakrabban
érintenek ezek az elvaltozasok a hasnyalmirigy, a vastagbél és a tiid6. Ennek ellenére a

mutaciok holyagrak, fej-nyakrak és borrak formajaban is megjelenhetnek. [25]
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A fehérjék a legnagyobb varidbilitdst mutato pozicioja a KRas esetén ~78,3%-ban a Gly12,
NRas és HRas esetén 58,2%-ban ¢s 29,1%-ban a Gln61 aminosav. KRas mutécidja esetén az
aminosav glicin helyett leggyakrabban aszparaginsavra (G12D) cserélddik, ezzel gyakran
eléfordul a hasnyalmirigy duktéalis adenokarcinoméaban (PDAC). A glicin ciszteinre (G12C)
valo kicserélddése a nem-kissejtes tiidérak (NSCLC) egyik f6 okozoja. [25, 26]
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2.5. A mutacio helyreallitaisanak modjai

Kozel negyven éve fedezték fel a Ras onkogének csaladjat. A fehérjék intenziv bioldgiai
¢s biokémiai funkcidinak megismerésével elkezd6dott az olyan terdpias stratégiak kidolgozasa
melyek a Ras-okban tortént onkogén mutaciok helyreallitasat célozzak. Kozéppontba a KRas
leggyakoribb mutéciodinak (G12D és G12C) helyreallitasa kertilt.

A KRas jelatviteli utvonalban betoltott szerepét és a vele kolcsonhaté fehérjék
mechanizmusat figyelembe véve tobb megkozelités 1is sziiletett a szignalizacio
helyreéllitasanak érdekében (12. abra). Az egyik a GEF-ek (pl. SOS1 fehérje) KRas-hoz vald
kotodésének akadalyozéasa. Ezaltal a GDP-GTP kicserélédés nem tud végbe menni, igy a KRas
inaktiv, GDP-kotott allapotban marad. A masik lehetdség, hogy a KRas GDP-hez valo
affinitdsdt megnovelik kovalens inhibitorok segitségével. A bekotddott inhibitorok ezaltal
GDP-kotott allapotban rogzitik a KRas-t. Harmadik megkozelités, hogy a downstream
effektorok kotodését akadalyozzak meg, igy gatolva a tovabbi jelatvitelt. Végiil megoldast
jelenthet, ha a GAP fehérjék mutans KRas-ok valo kotddését megnovelik, ezaltal a GAP-ok
KRas-hoz val6 affinitasat helyreallitjak. [27]

12. abra. KRas mutdacio helyreallitasanak modjai. [27]

Az in silico modellezések, mint példdul a QM/MM (quantum mechanics/molecular
mechanics) mddszer segitheti olyan GAP varidnsok tervezését, melyek képesek helyreallitani
a mutans KRas fehérjékhez valo affinitas erdsségét. Egy frissen megjelent publikacioban a

KRas G12D ¢és G12C mutansok ujra-aktivalasaval foglalkoztak, amelynek keretében a
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GAP fehérje 190 darab kiilonb6zd, egy aminosavat érinté mutaciojat vizsgaltak.
A QM/MM modellezés révén nemcsak a GAP-katalizalta hidrolizis mechanizmusanak egy uj
megkdzelitését elemezték, hanem azonositottak a csokkent enzimaktivitast helyreallitani képes

legigéretesebb GAP mutansokat is (R903E, L902D, R903D, L902E, T785D). [33]

2.5.1. Inhibitor molekulikkal valé kezelés

Az els6 inhibitor molekuldk fejlesztése a KRas G12C mutédnsokat célozta meg.
A gybgyszerfejlesztést lehetdve tette, hogy a szintetizalt kismolekulék irreverzibilis, kovalens
kotés kialakitasara képesek a mutacidban jelen 1évo cisztein aminosavval. Jelenleg két ilyen
hatasmechanizmust amerikai és eurdpai unios gyodgyszerészeti hivatal (FDA és EMEA) altal
engedélyezett készitmény létezik (Adagrasib és Sotorasib). [28]

Napjainkban is nehézséget okoz azonban a G12D ¢és G12V mutansok megcélzasa, mivel
azok az aktiv centrumban kevésbé reaktiv csoportokat tartalmaznak, amitél a
gyogyszermolekuldk specifikus kotddése is nehezen megoldhatova valik. Ezért egy alternativ
megkozelités sziikséges. Az ujonnan fejlesztett MRTX1133 gyogyszerjelolt példaul
a nukleotid-kicserélddést és a Raf effektor kapcsolodasat foként a G12D mutans KRas fehérje
esetében. Tobb ilyen elven miikodé KRas G12D mutéci6 specifikus inhibitor is elérte a klinikai
vizsgalatok stadiumat. [26, 30]

Erdemes lenne azonban egy olyan szelektiv inhibitor kifejlesztése, amely a KRas mutaciok
teljes spektrumat célozza, mikdzben a normal sejtekben megovja a jelatvitelt, emellett kedvezd
terapids indexszel is rendelkezik. Egy ilyen panKRas-szelektiv inhibitor a BI-2865 és analogja
a BI-2493, melyet mar in vivo tanulmédnyokban is vizsgaltak. A BI-2865 a KRas mutdnsok
jelentds részére hatassal van, koziilik kiemelve a G12D, G12V ¢és G12C mutdnsokat.
A mutacio-specifikus gatloszerekkel szemben rezisztencia alakulhat ki a daganatos sejtekben,
ami miatt a masodlagos KRas mutaciok kialakuldsdnak is megnd az esélye. Ezzel szemben a
panKRas inhibitorokban ez a jelenség még nem volt tapasztalhaté. Erdemes azonban
megjegyezni, hogy a panKRas inhibitorok vad tipusti KRas-ra gyakorolt inhibicios hatasanak

terapias kovetkezménye jelenleg még ismeretlen. [26]

2.6. Egy uj GAP fehérje felemelkedése

Az RGS (regulator of G protein signaling protein) fehérjék szerepe a kis GTPéaz-ok altal
szabalyozott jelatvitel gyors leallitdsdban van. Az RGS fehérjék felfedezésével megkezdddott

21



azok karakterizalasa, amivel fény deriilt a f6 molekuldris mechanizmusra, ami az RGS ¢és a
G-domén kozott lejatszodik. Jelenleg mar tobb, mint hiisz kiilonb6zé RGS fehérjét izolaltak és
vannak arra utald jelek is, hogy specifikus RGS fehérjék specifikus G-fehérje kapcsolt receptor
utvonalakat szabalyoznak.

A fehérjék felfedezése egy 130 aminosavat tartalmazé homoldg domén azonositasaval
indult, melyet tobb fehérjében kozel egy idoben definidltak. A G-fehérje kapcsolt receptor
utvonalakra valo hatasat az RGS1, RGS2, RGS3 ¢s RGS4 fehérjéknél figyelték meg, miszerint
ezek képesek voltak kompenzalni a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) interleukin 8 (IL-8)
altali aktivalodasat. [31]

Az RGS3 fehérje GAP-jellegli természetére egy KRas G12C inhibitorokat vizsgélo
tanulmany soran is fény deriilt. A kutatdsban mutans G12C szelektiv gatloszereket vizsgaltak,
melyek GDP-kotott allapotban kotddnek a KRas-hoz. Azt vartak, hogy a gyogyszeres kezelés
hatdsa lassan fog érvényesiilni, mivel a KRas G12C mutéacidja gatolja a GAP-ok altali
aktivaciot, ami azt jelenti, hogy a y-foszfat lehasitdsdnak sebessége ¢s ezaltal a KRas
GDP-kotott allapotanak kialakuldsa a KRas intrinzik hidrolizisének sebességéhez lesz kozeli.
Azonban a kovalens inhibitorok tesztelésénél a vart, intrinzik hidrolizis sebességénél gyorsabb
reakciot figyeltek meg. Ez arra engedte kovetkeztetni a kutatdkat, hogy a GAP-ok mellett mas
fehérjék is jelen vannak a sejtben, melyek képesek voltak javitani a mutins KRas
enzimaktivitasat. Annak érdekében, hogy megismerjék ezt a fehérjét méretkizarasos és
anioncseréld kromatografiat, valamint tomegspektrometrias lépéseket alkalmaztak. A KRas
G12C mutéciot hordozo sejtekbdl elvalasztottak a fehérjéket majd megvizsgaltak, hogy melyek
képesek kolcsonhatasba 1épni a KRas G12C fehérjével és aktivalni annak hidrolitikus hatasat.
Azonositottak, hogy a hatasért az RGS3 fehérje felelds, amely a Ras-GAP-okkal ellentétben
nem rendelkezik a katalitikus arginin-ujjal, hanem egy aszparagin felelés a hidrolizis
aktivacigjaért. A fehérje két RGS-GAP domént tartalmazé izoformajat vizsgaltak, egy nagyobb,
75 kDa nagysagu (p75) €s egy kisebb, 25 kDa nagysagu (p25) varidnst. Azt talaltak, hogy ezek
a leggyakrabban el6forduld G12 mutans a KRas fehérjék esetében (G12C, D és V) jelentds
aktivaciora képesek a Ras-GAP-okhoz képest (13. abra), azonban hatékonysaguk vad tipust
KRas esetében néhany nagysagrenddel elmarad a Ras-GAPokétol. [32]
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13. dbra. A vad tipusu és a G12C mutans KRas-ok hidrolizisének valtozasa kiilonbézé GAP-ok és az
RGS3 feherje jelenlétében.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy a Ras fehérjék optimalis miikodése elengedhetetlen a
megfeleld sejtbioldgiai folyamatok fenntartdsahoz. Habar egy tobb évtizede kutatott téma,
aRas, és foként a KRas muticidira potencidlis rakterapids modszert még nem sikeriilt
kidolgozni. Annak érdekében, hogy a daganatos megbetegedéseket kezelni tudjuk
elengedhetetlen a mutaciok kozelebbi megismerése, valamint a kolcsonhatd partnerek
hidrolitikus mechanizmusainak feltarasa. Ezek az ismeretek inspiralhatjak ) gyogyszerek
kifejlesztését, uj megkozelitések sziiletését, ezzel egy alkalmas modszert biztositva az onkogén

KRas mutaciok kezelésére.
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3. Célkitiizés

A humén daganatos megbetegedések tobb, mint 20%-anak kivaltd oka a Ras gén
funkcidvesztéssel jaré mutacidja. [25] A Ras fehérjecsalad tagjai a KRas fehérjék, amelyek
GTPaz aktivitasuknak koszonhetéen képesek a jelatviteli titvonalak szabalyozasara, ezaltal
részt vesznek a sejtek proliferacios €s osztodasos folyamatainak irdnyitasdban. A fehérje
GTP-kotott allapotaban aktivan képes a jeltovabbitdsra, a nukleotid hidrolizalasaval pedig
GDP-kotott, inaktiv formaba keriil. Ezt a folyamatot segitik a GAP (GTPase activating protein)
fehérjék, melyek nagységrendekkel képesek megndvelni a GTP GDP-vé torténd atalakitasat.
A KRas fehérjék aktiv centrumaban tortént muticido esetén azonban a KRas-GAP kozti
kolcsonhatas legyengiil, ami gatolja a sejtfolyamatok megfeleld mukodését, igy az
kontrollalatlan sejtosztodashoz és daganatos megbetegedések kialakulasahoz vezet. [4] Ezen
elvaltozdsok gyogyitdsa napjainkban is kihivast jelent az orvostudomany szamaéra.
A kozelmultban felfedezték, hogy az RGS3 fehérje képes a mutdns KRas fehérjékhez is kotddni
¢s a GAP-nal nagyobb mértékben aktivalni azokat, azonban fizioldgias miikddést ez sem képes
visszaallitani. [32]

A KRas jelatvitel helyreallitdsdra mar tobb megkdzelitéssel is torekednek, az inaktiv
GDP-kotott allapotot rogzitd kismolekulas terapiat mar alkalmazzak is az orvosi gyakorlatban.
Azonban a kezdeti tapasztalatok azt mutatjak, hogy ezen kezelés hatasara viszonylag gyorsan
rezisztencia alakul ki a daganatokban. [26, 28] Ezért a KRas mutaciét hordozd sejtek
miikddésének helyreallitasahoz tovabbi kutatasok és ) megkozelitések sziikségesek. A KRas
mutansok ¢és a GAP, illetve RGS3 fehérjék kolcsonhatdsanak vizsgdlataval 1j
hatdsmechanizmust KRas jelatvitelt szabalyozd molekuldk fejleszthetok. Kutatdsom soran
célom ezeknek a kdlcsonhatdsoknak a vizsgalata.

Kulcsfontossagu szerepe ellenére a KRas GAP katalizalta hidrolizisének mechanizmusa
még jelenleg sem tisztazott. Egy kollaboracid keretén beliil munkatarsaim in silico QM/MM
szimulaciokkal felallitottak egy modellt, amelynek segitségével szisztematikusan olyan GAP
mutansokat terveztek, amik képesek voltak aktivalni a leggyakrabban el6forduldé KRas
mutansokat (G12C és G12D). Annak érdekében, hogy ezt a modellt a gyakorlatban is probara
tegyem bakteridlis expresszidval eldallitottam a KRas G12D fehérjét, illetve a szimulacidval
kapott legigéretesebb GAP variansokat (L902E, L902Q, R903A és R903Q).

A segeédfehérjék hidrolaz aktivitasra gyakorolt hatdsit MESG-PNP enzimaktivitdsmérd

essz¢ segitségével kovettem nyomon.
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Kutatdsom részét képezte az RGS3, GAP-jellegii fehérje KRas G12D-re gyakorolt
hatasanak vizsgélata. Ehhez az RGS3 fehérje egy rovidebb doménjat bakteridlis expresszidval
termeltettem, majd a fehérje KRas altali hidrolizisére gyakorolt hatasat foszfat-esszével
kovettem nyomon. Emellett kdlcsonhatdsukat is megvizsgaltam bioréteg interferometridval,
valamint egy 0j mérési elrendezést is létrehoztam. Ehhez a sziikséges RGS3 konstruktot
eléallitottam, majd a gyakorlatban is teszteltem. Végiil kisérletet tettem a KRas-RGS3 fehérje

komplex kristalyositasara.
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4. Kisérletek és modszerek

4.1. Kompetens sejtek készitése

A kompetens baktériumsejtek jellegzetes tulajdonsaga, hogy képesek idegen DNS-t,
példaul plazmidokat felvenni kornyezetiikb6l. Némely baktériumok természetesen
rendelkeznek ezzel a tulajdonsaggal, azonban kompetens sejteket mesterségesen is 1étre lehet
hozni. Ez megtorténhet elektroporézis vagy kémiai kezelés utjan. Mindkét megkozelités
Iényege, hogy a sejtfalon aprd nyilasok keletkezzenek, amin késébb az extra-kromoszomalis
DNS be tud jutni a sejt belsejébe, anélkiil, hogy ez a folyamat elpusztitana a sejtet.

Erdemes aszerint megvélasztani a kompetens sejtet, hogy azt késébb milyen célra
szeretnénk felhaszndlni. A laboratoriumi gyakorlatban leggyakrabban az Escherichia coli
torzsek valamelyikét alkalmazzak. Klonozashoz alkalmas az E. coli XL 1 Blue torzs, mivel nagy
hozamban képes jo mindségli plazmid DNS eléallitasara. Elénye, hogy endonukledz (endA)
hianya miatt a DNS izoldldsa soran azt nem karositja, valamint rekombinaz (recA) hianyaban
javitja a plazmid DNS stabilitasat. Emellett a hsdR mutacidja megakadalyozza a klonozott DNS
hasitasat az EcoK endonukledz rendszer gatlasaval. Az XL1 Blue tetraciklin rezisztenciaval
rendelkezik, amely biztositja, hogy a tadpkdzegben csak tetraciklin szelekcids markerrel
rendelkezd baktériumok szaporodjanak el. Fehérjeexpresszido esetén érdemes az E. coli
BL21 (DE3) vagy a beldle kialakitott Rosetta (DE3) torzs hasznalata. A Rosetta a BL21
torzsbdl szarmazik, arra tervezték, hogy képes legyen az E. coli-ban ritkan hasznalt kodonokat
tartalmazo eukariota fehérjék expresszidjanak fokozasadra. A BL21 sejtek nem hordoznak
antibiotikum rezisztencia gént, mig a Rosetta sejtek kloramfenikol rezisztencidval
rendelkeznek.

A kompetens sejtek készitésének protokollja a hasznalt szelekcids antibiotikumot
leszamitva ugyanaz a kiilonb6zd E. coli torzseknél, ezért az eldallitds modjat az XL1 Blue
sejtek példajan mutatom be.

Steril koriilmények kozott az XL1 Blue torzsbol elokultarat készitettem, amihez 5 ml LB
(Luria-Bertani) tapoldathoz hozzaadtam 5 pl (12,5 mg/ml) tetraciklint €s a baktériumsejteket.
Ezt egy ¢jszakan at 37 °C-on inkubdltam razatas mellett 175 rpm-en. A méretndveléshez
50 ml LB tapoldathoz hozzaadtam 50 pl (12,5 mg/ml) tetraciklint, valamint az el6kultira
500 pl-ét. Ezt minimum 2 6ran keresztiil addig inkubéltam 37 °C-on, 175 rpm-es razatas
mellett, amig a sejtek optikai denzitdsa 600 nm-en (ODsoo) el nem érte a 0,3-0,6 kdzotti értéket.
A sejtes oldatot ezt kdvetden egy steril centrifuga csdben leiilepitettem 3600 rpm-en, 4 °C-on,

20 perc alatt. A sejtekrél a feliiliszot ledntottem és a centrifugalas utdn keletkezett
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sejtcsapadékot 10 ml TBF I. oldatban (100 mM RbCl, 50 mM MnCl, 10 mM CaCl,,
30 mM KOAc, 15% glicerin, pH=5,8) felszuszpendaltam. A TBF 1. oldatban jelenlévé sok
biztositjak, hogy a DNS ¢és a foszfolipid kettOsréteg negativ toltései neutralizalodjanak, ezzel
segitve a membran ¢és a DNS 0Osszetapadasat. A sejtszuszpenziot ezutan jégen inkubdltam
20 percen at, majd ismét lecentrifugaltam 3600 rpm-en, 4 °C-on, 20 perc alatt. A feliiluszot
eltavolitottam ¢és a sejteket felszuszpendaltam 1 ml TBF II. oldatban (10 mM MOPS,
10 mM RbCI, 75 mM CaCl, és 15% glicerin, pH=6,8). Ezt a szuszpenzidt 20 percig jégen
inkubéaltam.

A kompetenssé tett sejteket nem sziikséges azonnal felhasznalni, alikvotokban szétosztva
hosszabb tavon is tarolhatéak -80 °C-on. Ehhez az 1 ml térfogati sejtszuszpenzidhoz 350 pl
50%-os glicerint adtam, majd ezt 6vatosan homogenizaltam. Végiil a sejteket 80-100 pl-es

térfogatra szétosztottam ¢és folyékony nitrogénben lefagyasztottam.

4.2. Vizsgalni kivant fehérjék eloallitasa

Kutatdsom soran a vizsgalni kivant fehérjéket bakterialis expresszié felhasznalasaval
allitottam eld ¢és affinitds kromatografids modszer segitségével tisztitottam. Emellett
mutagenezis felhasznalasaval egy 01j DNS konstruktot is 1étrehoztam, melyet szintén termeltem

és tisztitottam. Ezen fehérjék 0sszegzése az alabbi tablazatban lathato.

KRas fehérjék GAP fehérjék RGS3 fehérjék
wt KRas, wt GAP,
KRas G12C, GAP R903A,
Expresszalt és KRas G12D, GAP R903Q,
tisztitott fehérjék | wt KRas-AviTag, GAP L902D, RGS3-cryst
KRas G12C-AviTag, GAP L902E,
KRas G12D-AviTag GAP L902Q

Fehérjét kodolo
plazmid eloallitasa,
a fehérje termelése

és tisztitasa

- - AviTag-RGS3-cryst

1. tablazat. Az altalam eldallitott fehérjék osszegzése.
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4.3. Hisztidin-taggel rendelkezo fehérjék eloallitasa és tisztitasa

4.3.1. Plazmid transzformalasa kompetens sejtekbe

A mutagenezissel és klonozassal megel6zdlen eldallitott DNS konstruktokat pET-15b
bakterialis expresszios vektor segitségével juttattam be kétféle fehérjetermeld Escherichia coli
torzsbe, a Rosetta (DE3)-ba és a BL21 (DE3)-ba.

A transzformalast azzal kezdtem, hogy a jégen inkubalt 70 ul kompetens sejthez
hozzaadtam 1 pl-t a megfelelé plazmid oldatbdl. Ezutan folytattam a jégen torténd inkubalast
30 percen keresztiil. Ezt egy 42 °C-os, 1 percig tartdé hdsokk kovette és a mintdk ismét
visszakeriiltek jégre, 2 percig. Ezt kovetden a sejtekhez 200 ul LB tapoldatot adtam, majd
razatégépben 175 rpm-en, 37 °C-on 1 6ran at inkubaltam. Az igy 1étrejott sejtszuszpenzidt a
termeld torzsnek, valamint a plazmidnak (5 pl, 50 mg/ml karbenicillin) megfeleld szelekcios
antibiotikumokkal ellatott 5 ml-es LB tapoldatba pipettaztam és ezt egy éjszakdn at inkubaltam
37 °C-on, 175 rpm-es razatas mellett.

A felszaporodott sejtek 1 ml-ét 250 ul 80%-os glicerinnel felszuszpendaltam és

nitrogénben lefagyasztottam, hogy késébb ebbdl elébb el tudjam inditani a fehérjetermelést.

4.3.2. A fehérjék expresszioja

A transzformalassal 1étrehozott el6kultura 1-1 ml-ét hozzaadtam 2 db 0,5 literes
LB tapoldathoz és razatdgépben 175 rpm-en 37 °C-on kevertettem Oket. A sejtszaporulat
nyomon kovetésére oranként mintat vettem a sejtkulturdbol és megnéztem annak optikai
denzitasat 600 nm-en (ODeoo), mivel ez az érték aranyos a sejtek mennyiségével az oldatban.
Amikor az ODggo eléri a 0,4-0,6 értéket, az az exponencialis novekedési fazis egy optimalis
szakaszat jeloli, ekkor a sejtek mennyisége egy generacios idd leteltével duplazodik, mivel
ebben a fazisban elegendd hely és szubsztrat is rendelkezésre all a novekedésre. Az indukciot
1s érdemes ebben a fazisban végezni a megfeleld fehérjehozam elérése érdekében.
Az exponencialis fazis a végén egy sirli sejtpopulacié fog keletkezni, amelyben a sejtek a
rendelkezésre allo hely- és szubsztratlimitacid miatt képtelen lesznek a tovabbi szaporodasra,
hanyatlo fazisa Iépnek, ahol egy résziik elpusztul. Ekkor a mar a megfelelé mennyiségii és
mindségli fehérje termelésére sem lesznek képesek. Az exponencialis fazist megeldzo
1d6szakban pedig til kevés sejt van jelen ahhoz, hogy elegendd mennyiségii fehérje termelésére
legyenek képesek.

A termelni kivant fehérjéket kodold gének pET expresszids vektorba lettek elhelyezve.

Ez a vektor tartalmaz egy lac operatort és egy T7 promotert is. Alap esetben az operator
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régidhoz egy represszor kapcsolodik, amely megakadalyozza az RNS-polimeraz kapcsolddasat,
igy gatolja a fehérje atirodasat. Azonban az enzimek altal nem emészthetd laktéz analog
hozzaadéasaval az sejtbe jutva megvaltoztatja a represszor fehérje szerkezetét, ami ezaltal
disszociél a plazmidrél. igy a DNS-hez mar hozza tud k6tédni a T7 RNS polimeraz, ami képes
lesz nagy mennyiségli fehérje termelésére. Az indukcidhoz 250 ul 1 M-os
izopropil-fB-D-tiogalaktozidot (IPTG) adtam a sejtkultardhoz és ezt 18 °C-on 175 rmp-es
razatas mellett inkubaltam egy ¢éjszakéan keresztiil.

Az indukcid elétt és az indukcidt kdvetd napon is mintat vettem a sejtszuszpenzidobol, hogy

azt késdébb fel tudjam hasznalni az SDS-PAGE gélelektroforézis soran.

4.3.3. Az expresszalt fehérjék izolalasa a baktériumsejtekbdl

Az inkubécio utan a sejtszuszpenzidt 4000 rpm-en, 4 °C-on, 40 perc alatt centrifugédban
letilepitettem, majd az igy elvalasztott feliiluszot leontottem a leiilepitett sejtekrdl. Ezeket a
sejteket aztan 40 ml sejtfeltard pufferben (200 mM NaCl, 50 mM HEPES, 5 mM MgCl,,
pH=7,5) szuszpendaltam vissza. A szuszpenzidhoz adtam még 1 db elporitott protedz-galod
tablettat is, annak érdekében, hogy a sejtfeltards soran jelenlévd protedzok ne karositsak a
célfehérjét. Ezt Potter Elvehjem eszkoz segitségével homogenizaltam, emellett az eszkdzben
l1étrejovo nyirderd hatasara a sejtek lizisét is megkezdtem. A homogén elegyet 6x 1 percig
szonikaltam, aminek hatasara a sejtfal és a membran roncsolddott, igy az intracellularisan

termelddott fehérjék az oldatba keriiltek.

4.3.4. Fehérjék tisztitasa nikkel affinitas kromatografiaval (Ni-NTA)

A sejtfeltaras soran keletkezett lizatumot ismét lecentrifugaltam 10000 rpm-en, 4 °C-on,
40 percen  keresztiil, majd a  létrejott feliiluszoval dolgoztam  tovabb.
Az affinitaskromatografidhoz 3 ml-es nikkel-nitrilotriecetsav (Ni-NTA) oszlopot hasznaltam.
A tisztitani kivant fehérjék mind polihisztidin-taggel (6xHis-tag) voltak ellatva, amely
biztositotta a specifikus elvéalasztast, mivel a hisztidin imidazol gytlirii képesek voltak
komplexet képezni az immobilizat nirtilotriecetsavhoz kot6dé Ni** ionokkal. Ezt kovetden a
hatéséra a pufferben 1év6 imidazol leszoritotta a gyantan megkotddott fehérjéket.

A gyantat hasznalat el6tt ekvilibralni kellett, amihez eldszor desztillalt vizzel, majd a
fehérje feltarasahoz hasznalt pufferrel mostam az oszlopot. Ezutan &vatosan, Kkis

mennyiségekben felvittem a fehérjét tartalmazo feliiluszot az oszlopra. A gyantat ismét 15 ml
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sejtfeltard pufferrel mostam, majd 15 ml, 25 mM imidazolt tartalmazé feltard pufferrel.
Ezeknek a lépéseknek a célja az volt, hogy a gyantan aspecifikusan megko6tddott
szennyezOdéseket ¢és fehérjéket eltavolitsam. Az elucio két 1épésben tortént, mindkét esetben
10-10 ml, 250 mM imidazolt tartalmazo6 feltaro pufferrel. Végiil, kb. 15 ml, 1 M-os imidazollal
tisztitottam az oszlopot, hogy az esetlegesen a gyantan maradt dsszes szennyezddést el tudjam
tavolitani. A gyantat a kovetkezd hasznalatig 20%-os etanol oldatban, hiitében taroltam.

A tisztitds sordn a gyantan athaladt oldatok fehérjetartalmat Bradford-modszerrel
ellendriztem. A fehérjetartalom nyomon kovetésének alapja, hogy a Bradford-reagensben
talalhato Coomassie festék fehérje jelenlétében kék szinreakciot ad. A gyanta tisztitasat addig
folytattam, amig az oszloprol tavozo folyadék mar képtelen volt elszinezni a reagenst.
A reakcidhoz a feltaré pufferrel 5x-re higitott Bradford reagens 20 pl-¢hez 5 pl-t adtam az
oszloprol szarmazo oldatbol.

Az oszlopon 4thaladt oldatokat mosasi 1épésenként kiilon gylijtottem. Ezeket a mintakat
késébb SDS-PAGE gélen megfuttattam, igy a vizsgalat eredményébdl meg tudtam hatarozni,
hogy melyik minta tartalmazta a legnagyobb mennyiségben a célfehérjét. Ezt az oldatot

dializaltam a kovetkez6 1épésben.

4.3.5. A fehérjék dializise

Az elucid soran kapott, tisztitott fehérjét tartalmazé oldatot ezt kovetden dializalni kellett,
hogy a fehérje melldl a kismolekulas szennyezddések eltavolodjanak. Legféképpen az affinitas
kromatografidnal felhasznalt imidazol eltavolitasa volt a célom, mivel az hosszli tdvon az
oldatban maradva kéros a fehérje szamara.

Ehhez Osszeallitottam a dializiszsdkot, majd a dializismembranba beletoltdttem a
célfehérjét tartalmazo elucids oldatot. Emellett elkészitettem a dializis puffert is, amelynek
végtérfogata 2 liter volt és szintén a sejtfeltard puffert tartalmazta. A dializiszsdkot ezutan
Ovatosan beletettem a puffert tartalmazé méréedénybe, majd a puffert 4 °C-on egy ¢éjszakan 4t
folyamatosan magneses keverd segitségével kevertettem. Masnap a dializalt oldat

crer

porcidkban Eppendorf csdvekbe szétosztottam €s tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltam.
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4.4. AviTag-es fehérjekonstruktok eloallitasa

A fehérjét kodold géneket pET-15b vektor tartalmaztak, az affinitds kromatografias
elvalasztas érdekében C-termindlis végiikon polihisztidin-taggel rendelkeztek. Azonban, hogy
a fehérjéket késobb fel tudjam hasznalni bioréteg interferometrias vizsgélatok soran sziikséges
volt azok biotindldsa. Annak érdekében, hogy a biotin molekuldkat hozz4 tudjam kotni a
fehérjékhez, azok N-terminalis végéhez egy AviTag-et kapcsoltam, inzercids mutagenezis

segitségével.

4.4.1. Primerek megtervezése

A primereket a NEBaseChanger program segitségével terveztem meg. Ehhez megadtam a
fehérje szekvencidjat, majd azt, hogy milyen mutacidt szeretnék rajta végrehajtani. Mivel az
AviTag szekvencidjat (GLNDIFEAQKIEWHE) szerettem volna bevinni a plazmidba, igy a
szubsztiticiot valasztottam. A program ezutdn megadta a forward és reverse primerek
szekvenciajat, az olvadasi (Tm) és az anneldcios (Ta) homérsékletiiket. Ennek eredményét a

SnapGene programban ellendriztem, illetve grafikusan is megjelenitettem.

4.4.2. Mutagenezis PCR

Ahhoz, hogy a primerek segitségével be tudjam vinni az AviTag szekvenciajat a fehérje
szekvenciajaba PCR reakciot hasznaltam. Ehhez elészor a PCR mix-et kellett elkészitenem.
Ez tartalmazott 25 pl Q5® Master Mixet, 18 ul nukledz mentes vizet, 2,5-2,5 ul-t a 100 uM
oldatot ezt kovetden 10 pl-ként szétosztottam és behelyeztem a PCR késziilékbe, amely képes
volt gradiens PCR elvégzésére is, ezaltal 6t kiillonb6zd annelacios homérséklettel tudtam
lejatszani a reakciot.

A PCR reakci6 paraméterei:

Ciklusok szama Héfok (°C) Idétartam (s) Lépés
I 98 30 Iniciacio
98 10 Denaturacié
25x gradiens (61-69 °C) 20 Annel4cio
72 160 Polimerizacio
1x 72 120 Végso extenzio
- 4 - Minta tarolasa

2. tablazat. A PCR reakcio paraméterei.
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4.4.3. A PCR termék analizise

A PCR reakcio termékeit ezt kovetden 1%-os agar6z gélelektroforézissel ellendriztem.
Az agar6z gél 15 ml TAE puffert (0,4 M TRIS-acetait, 0,01 M EDTA, pH=S,3),
112,5 mg agardzt tartalmazott. Ezt az oldatot mikrohullamu siitében addig melegitettem
Ovatosan, amig az agaroz teljesen fel nem oldddott benne. Az elparolgott puffert potoltam, majd
hideg viz alatt kézmelegre hiitottem. Ezt kovetéen 1,5 ul GelRed DNS festéket adtam az
oldathoz és ismét elkevertem. A festék molekuldi képesek interkaldlodni a nukleinsav szalai
kozé és fluoreszcens jelet adnak UV fénnyel valdo megvilagitds hatadsara. A stiriin folyo
folyadékot egy fésiivel ellatott formaba toltdttem, ligyelve arra, hogy az vizszintes feliileten
legyen és kb. 20 perc alatt hagytam a gélt megszilardulni. A megszilardult gélbdl a fésiit
ovatosan eltavolitottam, majd felvittem bele az elokészitett mintakat.

A PCR-rel nyert mintak 5-5 pl-hez 1 pl 6x higitott Loading Dye-t adtam, hogy a mintak
elérehaladésat kovetni tudjam a gélen. Markerként a mintak mellett 3 pul GRS ladder 1kb-t is
futtattam, aminek ismert nagysagi fragmentumai segitették beazonositani a PCR termék
Osszetételét. Az elektroforézis 100 V-on kb. 60 percen keresztiil tortént, TAE futtatopufterben.

A gélen lathat6 eredményt UV fényben hivtam eld, igy meg tudtam allapitani, hogy melyik
mintdban zajlott le megfelelden a reakcio és melyik tartalmazta a legkevesebb mellékterméket.

A legigéretesebb mintaval folyattam a munkat.

4.4.4. A PCR termék kezelése

A legjobbnak tiind PCR terméket KLLD enzim-mixszel kezeltem. Ez kivaltotta az egymast
kovetd foszfatdzos kezelést, ligalast és a templat emésztését, ezzel lerdviditve a folyamatot.
Az enzim-mix kinazt, ligazt és Dpnl-et tartalmazott.

5ul KLD reakci6 pufferhez (2x) hozzdadtam 3 pl nukledz mentes vizet, 1 pl-t a
PCR termékbdl és végiil 1 pl-t a KLD mix-bdl. Az oldatot dvatosan felszuszpendaltam, majd

szobahdmérsékleten inkubaltam 10 percen keresztiil.

4.4.5. PCR termék transzformalasa kompetens sejtekbe

A KLD mix-es kezelést kovetden a plazmidot E. coli XL1Blue kompetens sejtbe
transzformaltam a fent ismertetett modon. Azonban az 1 6ras, 37 °C-on térténo inkubacié utan
a sejteket nem 5 ml-es tdpoldatba oltottam &at, hanem agardzt tartalmazod LB-tapkozegen

szélesztettem.
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Ehhez el6szor az elore elkészitett €s sterilizalt 50 ml-es tapkozeget mikrohullamu siitében
felmelegitettem, majd hideg folydviz alatt kézmelegre hiitottem, ezutan hozziadtam a
megfeleld szelekcios antibiotikumokat. A tapoldatot kb. 3 mm vastagon steril Petri-csészékbe
osztottam szét, majd hagytam ket megszilardulni. Az inkubéci6 soran felnott sejtkultirat steril
szélesztogyongyok segitségével eloszlattam az taplemez feliiletén és egy éjszakan at 37 °C-on

novesztettem.

4.4.6. Plazmidizolalas

A taplemezen felnétt telepek koziil 2-3 darabot kivalasztottam és azokat kiilon-kiilon a
megfeleld antibiotikumot tartalmazé 5 ml-es LB tapoldatba juttattam. A sejteket 175 rpm-es
razatas mellett egy €jszakan at 37 °C-on ndvesztettem.

A felszaporodott sejtek DNS-ét Nucleo Spin Plasmid Kit felhasznalasaval izolaltam.
A plazmid koncentraciot NanoDrop késziilék segitségével ellendriztem, valamint a 1étrehozott
plazmid szekvenciajat a MicroSynth cégnél ellendrizettem. A megfeleld plazmidok alkalmasak
voltak arra, hogy Rosetta és BL21 torzsekbe transzformaljam 6ket. A transzformalas folyamata

megegyezik a fent bemutatott 1épésekkel.

4.4.7. Nukleinsav koncentracio ellendrzése

A miszer haszndlatanak eldnye, hogy kis térfogata (1-10 ul) mintabdl is képes a DNS, RNS,
valamint fehérje koncnetraci6 megallapitasara. A szerkezet maga egy spektrofotométer, amely
kiilonb6z6  hullamhosszon  képes vizsgdlni a mintdk elnyelését. Nukleinsavak
purin- és pirimidingylriiknek az elnyelési maximuma ott van. A késziilék emellett meghataroz
egy Azeo/Azgo aranyt is, amely azt mutatja, hogy a fehérjék mennyire szennyezték be az oldatot,
valamint egy Azeo/A230 ardnyt is, amely a kismolekulds szennyezésre utal. Ha az Aze0/Azgo érték

1,8-2 kozott van, a Azeo/A230 pedig 1,4-2 kozott, akkor az izoldtum tisztasdga megfeleld.

4.4.8. AviTag-es fehérjék termelése és biotinalasa
A biotinalasra tobb lehetséges modszer is 1étezik. Abban az esetben, ha a fehérjét kodolo
plazmid rendelkezik a biotin ligaz fehérje génjével, akkor nemcsak a célfehérje, hanem a ligaz

is kifejezddik a termelés sordn, igy a tapoldathoz adott biotinnal a folyamat lejatszodik.

33



Egy masik moddszer a biotinalasra, hogy a célfehérjét, illetve a biotin ligaz fehérjét kiilon
termeld torzsekben expresszaljuk. Ekkor a sejtek egylittes feltarasaval a fehérjék képesek
kolcsonhatasba 1épni egymassal, €s a lizis pufferhez adott biotin képes lesz kapcsolodni az
AviTAg-hez. A laboratoriumi munkam sordn is ezt a megoldast alkalmaztam. Az E. coli
AVBI101 torzs birdA génje IPTG-vel vald indukalas hatasara képes a biotin ligaz fehérjét
overexpresszalni, igy alkalmas a ligalas elvégzésére.

Az AviTag-es, illetve a ligaz fehérjék termelésének folyamata a fent ismertetett modon
zajlott. A feltaras sordan a két baktériumtorzsbdl szarmazo sejtpelletet 0sszeszuszpendaltam
50 ml feltar6 pufferben, amihez ezlttal nemcsak proteaz-gatlo tablettat, hanem 50 uM biotint
is adtam. A sejtek lizise, valamint a fehérjetisztitas 1épései ezt kovetden megegyeztek a mar

bemutatott modszerekkel.

4.5. Fehérje analitikai modszerek

4.5.1. Natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjetermelés, illetve a fehérjetisztitds soran vett mintdk mindségi és mennyiségi
analizisét natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) végeztem.
A modszer alapja, hogy a denaturdlt fehérjéket tomegiik alapjan képes elvalasztani.
A denaturélas szerepe, hogy a fehérje alakja és toltése ne befolyasolja a szeparaciot. Ehhez a
fehérjemintakat natrium-dodecil-szulfatot (SDS) és ditriotreitolt (DTT) tartalmazo oldattal
kezeltem. Az SDS a fehérjékhez aspecifikusan kotddik, kitekeri azokat €s ionos tulajdonsaga
miatt egy kozel egységes negativ toltést biztosit a fehérjéknek. A DTT redukaloszerként szolgal
az oldatban, amely segitette a diszulfid hidak felbontasat, ezaltal a lanc letekeredését.
A linearizaciot segiti emellett a mintak hdkezelése is. Az el0készitett mintakat ezutan felvittem
a poliakrilamid gélre, melyben egyenaram hatasdra a negativ toltésii fehérjék a gél pozitiv
polusa felé haladnak. Ennek sebességét a fehérjemolekuldk mérete fogja meghatarozni, a
kisebb molekuldk gyorsabban athaladnak a poliakrilamid térhdlos szerkezetén, mint a nagyobb
tomegliek. A futtatds befejezésével a gélen elvalaszott mintakat a fehérjemolekuldkhoz kot
festékkel lehet lathatova tenni. A célfehérjék beazonositasat segiti a mintak mellett futtatott
marker, mivel a benne talalhatd fehérjék méretének ismeretében meghatdrozhaté a mintakban
1év6 fehérjék mérete.

A fehérje expresszidja €s tisztitasa soran 20 pl-es mintakat vettem az oldatokbol. Ezekhez
hozzaadtam 5-5 pl-t az SDS mintakoktélbol (62,5 mM TRIS, 25% glicerin, 2% SDS,
0,01% brémfenolkék, 350 mM DTT, pH=6,8) és homogenizaltam Oket. Ezutan a mintakat
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5 percig 95 °C-on inkubaltam. Ezt kovetden a mintdkat, illetve 3 pl-t a GRS Protein Marker
MultiColour (Plus) fehérjemarkerbdl felvittem az akrilamid gél zsebeibe. A gél feliil egy 4%-o0s
tomoritd gélt tartalmazott, ami arra szolgalt, hogy a futtatasnal a fehérjék ugyanabbdl a
tavolsagbol ugyanabban az idében kezdjék a 12%-os szepardld gélben torténd elvalasztast.
Az elektroforézis puffer szintén tartalmazott SDS-t, ami megakadalyozta, hogy a linearis
fehérjék szerkezete visszaalakuljon. Az elvalasztas 200 V-on, 40 percig zajlott, ezutan a gélbol
desztillalt vizben kidztattam a benne maradt mintakoktélt, majd a gélt minimum 20 percig
Coomassie Brilliant Blue festékbe aztattam, ami a fehérjék bazikus aminosavaihoz képes
kotddni. A felesleges mennyiségli festéket ezt kovetden ismét kiaztattam desztillalt vizben a

gélbdl. Végiil a gélt Biorad Gel Doc XR+ géldokumentacios rendszerrel beolvastam.

4.5.2. Fehérjekoncentraciéo meghatarozasa

késziilék. Ez a spektrofotométer kis mennyiségii, néhany mikroliteres mintabol is képes
meghatarozni  annak fehérjetartalmat. A fehérjék amiatt vélnak detektalhatova
spektrofotometridsan, mivel benniik az aromas aminosavaknak (tirozin, fenilalanin €s triptofan)
abszorpcids maximumuk van 280 nm-en. A miiszer emellett 260 nm-en i1s megméri a mintak
abszorbancidjat, annak érdekében, hogy meg tudjuk allapitani a fehérjeoldat tisztasagat. Annak
az esetben, ha a Axs0/Azso ardny 0,6 kortiili értéket vesz fel, a tisztasag idealis, azonban magasabb
értékeknél a nukleinsavakkal valo szennyezettség jelentds.

A méréshez bedllitottam a fehérjekoncentraciora vonatkozé mérési programot
(Protein 280). Eldszor letisztitottam a mérési feliiletet desztillalt vizzel, majd a fehérje sajat
pufferével felvettem a hatteret. A pufferel ezutan megismételtem a mérést, hogy ellendrizzem
az alapvonalat, van-e torzitds a felvett hattérben. Ha ez megfelelé volt 3 pl-t felvittem a
vizsgalni kivant oldatbol és a miiszer kiadta annak abszorbancia-értékét. A vizsgalt fehérjékre
jellemzd moléris extinkcids koefficiens ismeretében annak koncentracidja kiszamithatd volt.

A NanoDrop méréssel kapott eredménybdl a fehérjekoncentraciét Bouguer-Lambert-Beer
torvény alapjan szamitottam ki. Az Osszefliggésben a mért abszorbancia (A) megegyezik a
koncentracié (c), az optikai uthossz (1), illetve a vizsgélt anyagra jellemzd extinkcios
koefticiens (g) szorzataval.

mol

Al = g

l[cm]-el dm? l

mol - cm
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4.6. Méretkizarasos kromatografia

A méretkizarasos kromatografia (SEC: Size Exclusion Chromatography) a molekulakat
azok méretbeli kiilonbsége szerint valasztja el, elénye, hogy az elvalasztas valos id6ben
kovethetd. Az elvalasztdshoz egy olyan oszlopot hasznalunk, melynek allofazisdban pordzus
gyongyok talalhatok, melyek tobbféle porusatmérdvel rendelkeznek. Ezen az oszlopon
athaladé kisebb molekulak hosszabb utat tesznek meg, mivel képesek behatolni a kisebb
résekbe is, mig a nagyobb molekulak csak a nagyobb porusatmérdjii utvonalon tudnak haladni.
Ez alapjan az elvalasztds soran eldszor a nagyobb molekulak elualodnak, a kisebb molekuldk

pedig hosszabb id6t toltenek el az allofazis kozott (14. abra).
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Felnagyitott pordzus toltet

A

~

v

o9
s Retencios id6
14. dbra. Méretkizdrdsos kromatogrdfia elve.*

Gélsziirést abban az esetben érdemes alkalmazni affinitds kromatografids fehérjetisztitas
utan, ha célfehérjét tartalmazo elucids oldat még tele van kiilonb6z6é fehérje, nukleinsav és
kismolekulas szennyezddésekkel.

A gélsziirés elott a fehérjeoldatot egy 0,5 ml-es, 10 kDa visszatartd képességl
toményitéoszlopon (Amicon Ultra 0,5 ml 10k Centrifugal Filter) bekoncentraltam. Ezzel egy
kisebb térfogatll, toményebb fehérjemintat tudtam késdbb felvinni az oszlopra, igy a fehérjék
diffuzioja csokkent, ami segitette a precizebb elvalasztast. A kromatografia mozg6 fazisahoz a

feltaras és fehérjetisztitas soran hasznalt puffert alkalmaztam. Annak érdekében, hogy az oszlop

4 Yang, Dongbin et al. (2020). Progress, opportunity, and perspective on exosome isolation - Efforts for efficient exosome-
based theranostics. Theranostics. 10. 3684-3707. 10.7150/thno.41580.
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ne karosodjon nem keriilhettek levegdbuborékok a felvitt oldatokba. Ehhez az oszlop
tisztitdsdhoz hasznalt desztillalt vizet és a mozgdfazis pufferét gdzmentesitettem. Egyszerre
maximum 0,5 ml térfogati mintat vittem fel az oszlopra, ligyelve arra, hogy a mintaval egytitt
ne szivjak fel levegot is a mintaadagolashoz hasznalt fecskenddbe.

Az oszlopot hasznalatok kozott desztillalt vizben taroltam, igy az elsé 1épés az volt, hogy
a pufferrel ekvilibraljam azt. Ez azt is segitette, hogy az elézdleg esetlegesen az oszlopon
maradt szennyezok eltdvolodjanak az oszloprol. Az elvalasztas soran az aramlasi sebesség
0,8 ml/perc volt, a detektalas 280 nm-en €s 260 nm-en zajlott, igy valos idoben kdvetni lehetett
a detektoron athaladd oldat abszorbancidjat. Ez alapjan képes voltam frakcionaldsos
mintaszedéssel kiilon gytljteni az igéretesnek tind frakciokat. Ezeket aztan SDS-PAGE
gélelektroforézissel ellendriztem, igy ki tudtam vélasztani azokat a mintdkat melyek a

célfehérjét tartalmaztak. Késobb ezekkel az oldatokkal dolgoztam tovabb.

4.77. MESG-PNP foszfat esszé

A GTP enzimkatalizalt hidrolizisének vizsgalatara alkalmas az EnzCheck™ Phosphate
Assay modszere (15. abra). Az Osszedllitott készlet egy gyors, érzékeny és valos idében nyomon
kovethetd spektrofotometrids eljarast biztosit. Ennek segitségével nemcsak a KRas fehérje
intrinzik hidrolizise vizsgalhat6, hanem a vele kdlcsonhato fehérjék enzimaktivitasra gyakorolt
hatasa is. Az essz¢é tovabbi elonye, hogy a kapott aktivitasi gorbékre fiiggvény illeszthetd, igy
a kiilonb6zd kinetikai allandok (Kon, Koff) kiszamithatok, valamint a kapott eredmények

Osszemérhetdek egymassal.

vy ‘|:|’ s
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15. dbra. A foszfat esszé soran lejatszodé enzimatikus reakcio.®

A modszer alapja, hogy a KRas enzimreakcidja sordn egy inorganikus foszfat (P1)
hidrolizal a GTP molekularol. Ez az inorganikus foszfatot 2-amino-6-merkapto-7-metil-purin-

ribozid (MESG) szubsztrat jelenlétében a purin-nukleozid-foszforilaz (PNP) riboz-1-foszfatta

5 https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/mp06646.pdf
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¢s 2-amino-6-merkapto-7-metil-purinnd alakitja. Az enzimatikus uton torténd atalakulas
hatasasra a MESG szubsztrat 330 nm-en mérhetd abszorbancidja megvaltozik, a keletkezett
terméknek 360 nm-en lesz abszorpcids maximuma. Ezaltal a 360 nm-en termék felszabadulasa
spektrofotometridsan idoben kovethetévé valik, ami pedig egy kozvetett 6sszefliggést biztosit

a felszabadul6 inorganikus foszfat mennyiségével.

4.7.1. MESG-PNP foszfat esszé mérésének menete

A gyartd leirdsa szerint a megbizhatd mérés érzékenységi tartoméanya 2-150 uM
felszabaduld foszfat kozé esik, a mérés optimalis pH tartomanya 6,5-8,5 kozé, a megfeleld
kontrollok mellett.

A fehérjekolcsonhatasok leméréséhez minden alkalommal hozzd tartozott a
foszfatkalibraci6 elvégzése. Ennek segitségével a foszfatkoncentracid és a mért jel nagysaga
kozott egy linearis Osszefliggés hatdrozhatdé meg. A kalibraciohoz az altalam készitett
inorganikus foszfat standardot hasznaltam, melynek Osszetétele azonos volt a gyari foszfat
standarddal. Ebbdl egy 500 uM-os torzsoldatot készitettem, amibdl egy mikrotiter lemezre
20 ul végtérfogatban 0, 5, 10, 20, 25, 50, 75, 100, 125 és 150 uM-os végkoncentracidju
oldatokat vittem fel. Ezek a mintdk szintén tartalmaztak a gyari MESG-t és PNP-t, a
kolesonhatasvizsgéalathoz is hasznalt koncnetracioban.

A méréseket EnSpire® mikrotiterlemez-fotométerrel (platereader) végeztem, a mintak
abszorbancidjat 360 nm-es hulldmhosszon mértem, 25 °C-on. Az egyes mérések hossza
20-30 percig tartott, a jel detektalasa 6-10 masodperceként tortént. Ezalatt ellendriztem, hogy
nem torténik varatlan jelndvekedés az egyes mintdkban az id6 letelte soran. Illetve azt is
ellendriztem, hogy a késziilék képes-e tartani ez id6 alatt a beallitott héfokot.

A fehérjekolcsonhatasok méréseéhez a KRas fehérjék nukleotid-kotd zsebét GTP-vel
feltoltottem, hogy késobb a GTP GDP-vé torténd hidrolizisét, ezaltal a felszabaduld foszfat
feleslegben adtam hozza a GTP-t. Emellett 10 mM EDTA-t is adtam a fehérjeoldathoz. Ez arra
szolgalt, hogy a GTP hidrolizis soran sziikséges, oldatban 1évé magnézium ionokat komplexbe
vigye, ezzel lelassitva a reakci6 1d6 eldtti lejatszodasat. Az 6sszemért oldatot tobb, mint 1 6ran
at inkubaltam, hogy a betoltddés végbe menjen.

Az aktivitdsméréshez 384 lyuku mikrotiterlemezt hasznéltam, melynek egy-egy zsebébe
20 pl térfogatt minta keriilt. A mintdk Osszetétele a kdvetkezé volt: 2 U/ml PNP, 200 uM
MESG, 5 mM MgCl,, 100 mM KRas és 100 mM GAP fehéréje. A MESG, MgCl, és PNP
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oldatokbol eldre elkészitettem egy master mix-et akkora térfogatban, hogy az elegendd legyen
az aznapi 0sszes parhuzamos mérésre, illetve 10% rahagyassal is szamoltam az elkészités soran.
A fehérjéket sziikség esetén Amicon Ultra 0,5 ml 10k Centrifugal Filter hasznalataval
betoményitettem, majd az igy keletkezett oldatokat hasznaltam fel arra, hogy 100 mM
a fehérjék sajat pufferével egészitettem ki a well-eket. Negativ kontrollként olyan mintékat is
készitettem, melyek nem tartalmaztak a KRas-t, a GAP-ott, vagy mindkét fehérjét. Helyettiik
szintén puffert hasznaltam.

A plate-en valo Osszemérést a master mix bemérésével kezdtem. Ezt kovette az eldre
kiszamitott mennyiségii pufferrel valo kiegészitése a well-eknek. Ezutan bemértem a GAP
fehérjéket. A KRas fehérjéket mértem be utoljara a mikrotiter lemezre, iigyelve arra, hogy ne
keriiljon levegd buborék a mintdkba, majd gyorsan behelyeztem a mar elére beallitott
miuszerbe. A detektalds szintén 360 nm-en és 25 °C-on tortént, kb. 30-60 perc hosszan,

8-10 masodpercenként mérve a jelintenzitast.

4.8. Bioréteg interferometria

A bioréteg interferometriat (BLI) felhasznalé Octet® rendszerek széleskoriien elterjedtek a
biomolekuldk kolcsonhatasanak vizsgalata soran. A BLI egy olyan optikai analitikai technika,
amely alkalmas a fénysugarak interferenciajanak mérésére. A benniik hasznalt bioszenzoron két
fényvisszaverd réteg talalhatd. Az egyik az optikai réteg, amely belso referenciaként szolgél, a
masik a biokompatibilis réteg, amely a molekuldk megkotésére képes. A késziilek fehér fényt
sugaroz a bioszenzorba, ami mindkét rétegrdl vissza fog verddni. Attol fliggben, hogy a
hullamhosszok ko6zott milyen kapcsolat van megkiilonboztethetiink konstruktiv interferenciat
(ahol a hullam jelek erdsitik egymast) €s destruktiv interferenciat (ahol a hullam jelek kioltjak
egymast) valamint részleges konstitutiv interferenciat. A késziilék az igy kapott interferencia
mintazatot képes detektdlni. Abban az esetben, ha a biokompatibilis réteghez kapcsolodo
molekuldkhoz kiilonb6z6 mas molekuldk kapcsolédnak megvaltozik a réteg vastagsaga,
aminek hatasara eltolodik a kapott interferencia mintdzat (16. abra). A valds idében mérd
technika igy alkalmas lehet a fehérjék kolcsonhatasait jellemzd konstansok (Kon, Kofr, Kp)

meghatarozasara.
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16. abra. Bioréteg interferometrids mérés lépései.®

A mérés az alapvonal felvételével indul, amikor a szenzor el6szor csak pufferbe meriil.
Ezt koveti a fehérjék felkotddése, amikor a megfeleld taggel rendelkezé fehérjék (ligand)
képesek lesznek kapcsolodni a szenzorhoz. Ezutan ismét egy alapvonal felvétele kovetkezik,
majd a szenzorhoz rogzitett fehérje kdlcsonhato-partnerének oldataba mertiil a szenzor, ami az
asszociacio 1épése. Miutan ez megtortént a szenzor ismét puffer oldatba meriil, ahol az analit

disszocial a szenzorrol.

4.8.1. Bioréteg interferometrias mérés menete

Annak érdekében, hogy az eldallitott fehérjék kdlcsonhatasat vizsgalni tudjam a KRas
fehérje nukleotid-kotd zsebét ebben az esetben is be kellett tolteni GTP-vel, mivel ez
biztositotta, hogy a GAP variansok képesek legyenek kotddni hozza. Azonban, ha GTP-vel
tolteném fel a KRas-t, akkor az elhidrolizdlna GDP-v¢é, amihez a GAP-ok mar képtelenek
lennének kotddni. Ezért egy olyan GTP analogot valasztottam a mérések soran, melyet a KRas
képtelen elhidrolizalni, ez a molekula a GppNHp (guanozin-5'-[B,y-imido]trifoszfat).
Ezt szintén 25x feleslegben alkalmaztam, valamint 10 mM végkoncentracioban EDTA-t is

adtam az oldathoz. A betdltddés egy minimum 1 6ras inkubéciot jelentett.

6 https://2bind.com/bli/
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A méréshez két csatornas Octet® K2 BLI rendszert és Octet® SAX (Sartorius) bioszenzort
hasznaltam. Ennek feliilete sztreptavidin fehérjével van bevonva, melyhez a biotinalt fehérjék
kiemelkedden tudnak kapcsolodni magas affinitasuk miatt. Ez tette lehetévé, hogy az
expresszalt és AviTag-en biotinalt fehérjéket fel tudjam hasznalni a bioréteg interferometrias
mérés soran.

A mérést azzal kezdtem, hogy a hasznalni kivant szenzorokat bedztattam a fehérjék sajat
pufferébe (minimum 10 perc). Ezalatt a méréshez hasznalt 96-lyuku plate-en Osszeallitottam a

mintakat, melyek végtérfogata 200 ul volt. Egy altalanos mérési elrendezés a 17. abran lathato.

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AROOOG®L
BRO®O@OLDOOOOOO
CHLHOOVOOOOOOOO
DHOO
Alapvonal 1. Sze"n zor Alapvonal 2. Analit Disszociacio
EQOO - feltsltése - e
F O O (B-Baseline) (L-Loading) (B-Baseline) asszociacidja pufferben (B)
GIOVOO| Mintat 10-30 pg/ml Analit valtozo
- O O mérg, 200 pl puffer ligand, 200 pl puffer koncentracidban, 200 pl puffer
feltoltott 0,05% Tween20 200 pl puffer 0,05% Tween20 200 pl puffer 0,05% Tween20
szenzor 0,05% Tween20 0,05% Tween20
Analit valtozé
200 pl puffer 200 pl puffer 200 pl puffer koncentraciéban, 200 pl puffer
0,05% Tween20 0,05% Tween20 0,05% Tween20 200 pl puffer 0,05% Tween20
0,05% Tween20

17. abra. Egy altalanos bioréteg interferometrias mérés elrendezése.

A késziilek sajat szoftverében megadtam a mérési szekvenciat, az egyes mintak helyét, a
hasznalt szenzorok tipusat €s elhelyezkedését. Egy méréshez altalanosan két darab szenzort
hasznaltam fel. A kettd kozti kiilonbség abbol adddott, hogy az egyik szenzort nem toltottem
fel fehérjével az asszociacios 1épés sordn, az lires puffer oldatba mertilt. Ez lehetdvé tette azt,
hogy az analit szenzorhoz valo esetleges aspecifikus kdtddését nyomon tudjam kdvetni.

A mérés kezdetén a szenzorok 0,05%-os Tween20 puffer oldatba mertiltek. Ez arra szolgalt,
hogy fel tudjam venni az alapvonalat. A Tween20 hozzdadasa a mintadkhoz segitette, hogy az
aspecifikus kotddések szama csokkenjen. A szenzor ezutan a ligandot tartalmazd oldatba
meriilt. Ez szintén tartalmazott 0,05%-o0s Tween20-at. A feltoltédésnél ligyelnem kellett arra,
hogy a szenzorokhoz ne kotddjon tul nagy mennyiségii fehérje. Abban az esetben, ha a szenzor
taltoltédik sztérikus gatlas alakulhat ki a fehérjék kozott, ami rontja az analittal valo késdbbi

crer

Ezutén a szenzorok ismét 0,05%-o0s Tween20 puffer oldatba keriiltek, amely egy masodlagos
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alapvonal felvételét biztositotta. Ezt kdvette az asszocidcids 1épés, amikor az analit oldataba
meriiltek a szenzorok. Az analit mintdk Osszedllitdsanal figyelembe kellett venni, hogy
koncentraciojuk a Kp értékének 0,1-100x kozott legyen. Ezek a mintdk szintén tartalmaztak
0,05%-0s Tween20-at. Végiill a szenzor 0,05%-os Tween20 puffer oldatba keriilt, ahol
rendszer sajat szoftverében tortént. A rendszer a mért asszocidcidés és disszociacios
eredményekre gorbét illeszt és a megadott kdlcsonhatas mddja alapjan kiszdmitja a hozzajuk
tartozo allandokat (asszociacids allandd: Kon, disszociacios allando: Ko €s  kotodési

allando: Kp).

4.9. Termofluorimetria

A termofluorimetria vagy mas néven differencidlis pdsztdzo fluorimetria a fehérjék
héstabilitasat vizsgdldo modszer, fehérjék olvadasi hdmérséklete hatdrozhatd meg vele. A valos
idében kovethetd vizsgalat soran a mintakat elkezdjiik felfliteni, aminek hatdsara a fehérjék
szerkezete megvaltozik, mivel az aminosavak kozti nem kovalens kémiai kotések felszakadnak.
Azt a hdmérsékletet, ahol a fehérjék 50%-a mar elvesztette jellegzetes térszerkezetét, olvadasi
hémeérsékletnek nevezziik. Annak érdekében, hogy ezt a folyamatot kdzvetetten kovetni tudjuk
SYPRO® Orange fluoreszcens festéket adunk a mintakhoz. Ez a fehérje apolaris oldallancaihoz
kapcsolddva fluoreszcens jelet ad. A homérseklet novekedésével a fehérje ’letekeredik’, ami
miatt egyre tobb apolaros oldallanc kertil a felszinre, amihez aztan a festék képes kapcsolodni.
elérehaladottsagaval. A fehérjék melegitésével egy idében a festékmolekuldkat megfeleld
hullamhosszon gerjessziik és detektaljuk az emittalt fény intenzitasat a homérséklet
fliggvényében.

A modszer emellett alkalmas fehérjék kolesonhatasainak vizsgalatara is. Abban az esetben,
ha egy fehérje kolcsonhat egy masik anyaggal az ndvelni fogja a stabilitasat, emiatt magasabb
hémérséklet lesz sziikséges a denaturaciohoz. igy a szabad fehérje olvadasi hémérséklete és a
vele kolcsonhaté molekuldkkal képzett komplex olvadasi hdmérséklete Osszevethetd lesz

egymassal.
4.9.1. Termofluorimetrias meérés menete

Elészor a SYPRO® Orange festéket higitottam ki. Ehhez az eredeti oldat 1 ul-ét

feloldottam 49 ul a feltards és fehérjetisztitas sordn is hasznalt pufferrel. Az oldatok
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Osszeszuszpendaldsa utan 5 pl-t adtam ebbdl a vizsgalt fehérje 95 pl térfogata oldatdhoz.
Ezt ismét felszuszpendaltam, majd 25 pl térfogatban felvittem dket egy 96-lyuka PCR télcara.
Ezt egy atlatszo hoallo foliaval fedtem le, ligyelve arra, hogy ez a lap mindenhol teljesen
rasimuljon a plate feliiletére. Ebben az esetben is fontos volt, hogy ne maradjanak buborékok
az oldatban, mivel azok befolyasoljak a detektalas eredményét. Ezért a talcat hasznalat el6tt
1-2 percre Plate Spinner asztali centrifugdba helyeztem, az oldatokat a zsebek aljara
iilepitettem. A mérés soran a mintakat BioRad CFX Touch qPCR késziilékbe helyeztem, a
melegitést 25 °C-r6l kezdtem el, 1,5 °C/perc sebességgel egészen 85 °C-ig. A fluoreszcencia
detektaldsa a miiszerben 0,5 °C-ként tortént. A gerjesztési csatornanak FAM (450-490 nm), a
detektalasi csatornanak HEX (560-580 nm) paramétereket allitottam be, mivel a SYPRO®

Orange abszorpcids maximuma 470 nm-en, az emisszids maximuma pedig 570 nm-en van.

4.10. Fehérjekristalyositas

A fehérjék szerkezetének megismerésének jelentds szerepe van abban, hogy a
fehérjemitkdést pontosabban megértsiik. A szerkezetvizsgélattal megtudhatjuk az egyes
szerkezeti elemek szerepét, a fehérjekolcsonhatsokkor lejatszodd reakcid folyamat egyes
allapotait és azt is megismerhetjiik, hogy a mutaciok milyen hatdssal vannak a térszerkezetre,
valamint a lejatszodo kolcsonhatasokra mas molekulak jelenlétében.

A fehérjekrisztallografia rontgendiffrakcios modszert haszndl. A vizsgélat alapja, hogy az
eldallitott kristalyokrdl a rontgensugdrok meghatarozott irdnyba szoérodnak. Ezek a hullamok
tériranytol fliggden erdsithetik és gyengithetik is egymast. Az igy 1étrejott diffraktalt sugarak
szogének ¢€s intenzitdsanak mérésével a kristdlyon beliili elektronsiirliségrol egy 3D-s kép
készithetd. A feltérképezett elektronsiirliségbdl visszavezethetd a kristalyban 1évé atomok
fajtaja, atlagos helyzete, az egymas kozott kialakuld kotések és még szdmos mas informacio.
Ez bizonyitja, hogy a moddszer alkalmas biomolekuldk (fehérjék, vitaminok, nukleinsavak,
gyogyszerek) szerkezetének ¢€s milkddésének megismerésére. Kutatisom sordn én a
KRas mutansok ¢és az RGS3 fehérje kozti kolcsonhatasok mivoltat szerettem volna

feltérképezni.

4.10.1. Fehérjekristalyositas menete

Ahhoz, hogy a kristalyok formalddjanak a kristalyositd oldatnak magas koncentracioban
kell tartalmaznia a vizsgalt fehérjéket. Ehhez eldszor a KRas GI2C és RGS3-cryst
fehérjeoldatokat Amicon Ultra 0,5 ml 10k Centrifugal Filter toményitd oszlopon
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bekoncentraltam. Annak érdekében, hogy a két fehérje kozt a kdlecsonhatés ki tudjon alakulni a
KRas nukleotid-kotd zsebét be kellett tolteni. Annak érdekében, hogy a betoltdtt nukleotid ne
hidrolizaljon el, annak egy analdgjat, a GppNHp-t (guanozin-5'-[B,y-imido]trifoszfat)
hasznaltam fel. A fehérjéhez ezt 5x feleslegben adtam, majd tobb, mint egy 6ran at hagytam
inkubalddni. Ekdzben egy 96-lyuku kristalyositd lemezre felvittem 70 pl-t a ProPlex™ altal
készitett oldatokbdl. Ez 96 kiilonbozd koriilményt biztosit a kristalyositdshoz. A talca igy
66 darab polietilén-glikol (PEG), 24 darab szervetlen s6 és 6 darab szerves oldat alapu
koriilménnyel rendelkezett. Ezek Osszevetésével meghatarozhatod, hogy melyik az az oldat,
melyben a fehérjekomplexek 1étrejohetnek. Az 1 mM-os fehérjemintdkat Mosquito pipettazod
robot segitségével vittem a plate-re, melynek egy zsebébe 100 nl térfogatii oldat keriilt.
A kristalyosito lemezt ezt kovetden egy atlatszo miianyag filmréteggel lefedtem, iigyelve arra,
hogy a félia légmentesen zarodjon a plate-hez. Ezutan a kristalyosité lemezt a Formulatrix®
altal gyartott késziilékbe helyeztem, melyben 20 °C-on taroltam a mintdimat 60 napon
keresztiil. Annak ellenérzésére, hogy képzddtek-e kristadlyok Olympus SZX16

sztereomikroszkopot hasznaltam.
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5. Eredmények és kiértékelésiik

5.1. Fehérjék expressziojanak és tisztitasanak eredménye

A KRas és GAP fehérjék kolesonhatdsanak vizsgalatadhoz a vad tipusu fehérjéket, illetve
azok mutdnsait bakterialis expresszio segitségével allitottam eld. Ehhez a mutagenezissel €s
klonozéassal megeldzdleg eldallitott plazmidokat kétféle fehérjetermeld Escherichia coli torzsbe
(Rosetta (DE3) ¢és BL21 (DE3)) transzformaltam. Minden fehérje termelése és tisztitdsa soran
a Kisérletek és modszerek fejezetben bemutatott protokoll szerint jartam el. Ennek eredményét
szeretném a tovabbiakban bemutatni.

Annak érdekében, hogy ellendrizni tudjam, hogy a plazmid bekeriilt a termeld sejtekbe és
rola a fehérjeexpresszid az IPTG-vel vald indukalas hatdsara végbement SDS-PAGE
gélelektroforézist hasznaltam. Ehhez mintat vettem indukcio eldtt a sejtszuszpenziobol, majd
az indukalds masnapjan ismét mintat vettem, melyeket aztan a gélen megfuttattam.

A mintdkban jelenlévd fehérjék azonositasat a felvitt marker (GRS Protein Marker

MultiColour vagy GRS Unstained Protein Marker) segitette. A termelt fehérjék

cres

35 kDa

25 kDa

20 kDa

17 kDa

18. abra. A KRas G12C és G12D mutansok termelésének SDS-PAGE gélképe.
M: marker, IE: indukcio elotti minta, 1U: indukcio utani minta. Bal oldalon a marker beosztasai lathatok,
sargaval bekeretezve a termeldédott fehérjék.



Az 18. abran a KRas G12C ¢és G12D fehérje expressziojanak gélképe lathatd. A KRas
G12C fehérje molekulatomege 21853 Da, a KRas G12D fehérjéé pedig 21865 Da. A fehérjék
megnovekedett mennyisége a 20 kDa ¢és 25 kDa kozti tartomdnyban szembetiind, amely azt
jelentette, hogy a fehérjetermelés sikeres volt.

A sikeres fehérjetermelés utdn a sejteket lecentrifugaltam, feltartam, majd affinitas
kromatografidval elvalasztottam. A fehérjetisztitds soran az oszlopon athaladt oldatokat kiilon

gyljtottem, beldlikk mintat vettem, amit aztan szintén SDS-PAGE gélen ellendriztem.

%
3

. 30kDa

- 20kDa

J 12 kDa

19. abra. A KRas G12D fehérje tisztitasanak SDS-PAGE gélképe.
M: marker, 1-6.: a fehérjetisztitas egyes lépéseibdl szarmazo frakciok. 1. dtesd, 2. pufferes mosds,
3. 25 mM imidazol oldatos mosas, 4. elucio 1. (250 mM imidazol), 5. elucio 2. (250 mM imidazol),
6. 1 M imidazol oldatos mosas. Sargaval bekeretezve az elvalasztott célfehérje lathato.

A 19. abran bemutatott gélképen lathatova wvalt, hogy a nikkel-gyantan torténd
elvalasztassal a fehérjék milyen sorrendben haladtak &t az oszlopon. Az atesében (1.) a
fehérjekoncentracié magas volt, mivel ez a sejtfeltarassal az oldatfazisba keriilt kozel 6sszes
fehérjét tartalmazta. A pufferes mosas (2.) és a 25 mM imidazolt tartalmaz6 pufferes mosas (3.)
a gyantan aspecifikusan megkotott fehérjék eltavolitasat eredményezte. Ezaltal az elsé elucios
1épésre (4.) mar csak a gyantahoz specifikusan k6tddd, hisztidin-taget tartalmazo fehérjék
maradtak az oszlopon, illetve kevés nagyobb molekulatomegii fehérjeszennyezddés. Az elucios
Bradford-mddszerrel torténd folyamatos kovetésének koszonhetden a célfehérjét egy frakcioba,

mas fehérjéktdl kozel teljesen mentesen sikeriilt 6sszegytlijtenem. A masodik elucios 1épés (35.)
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még szoritott le kis mennyiségli fehérjét az oldatrol, azonban a végsd, 1 M-os tisztitasi
1épésre (6.) mar nem maradt specifikusan és aspecifikusan kotott fehérje sem az oszlopon.
megmértem, majd a célfehérjét tartalmazo elucids frakciot feltettem dializalni egy éjszakara.
Masnap az oldat koncentraciojat ismét ellendriztem. Ekkor a fehérjekoncnetracio csokkenését
figyeltem meg, ami az oldatbdl tavozo imidazol eltiinésének tudhato be.

Az expresszalt ¢és tisztitott fehérjéket, azok térfogatat és spektrofotometridsan mért
abszorbancidjukat az alabbi tablazatban (3. tablazat) foglaltam Ossze. A fehérjékre jellemzo
molekulatdmeg, valamint molaris extinkcios koefficiens (ldsd: Fiiggelék) ismeretében azok

koncentraciojat is meg tudtam hatarozni.

Fehérje Térfogat [ml] | Abszorbancia [-] | Koncnetracié [uM]
wt KRas-AviTag 8 0,47 25
KRas G12C 1,5 2,45 183
KRas G12C-AviTag 10 0,60 32
KRas G12D 10 0,79 59
KRas G12D-AviTag 8 5,50 291
wt GAP 10 1,10 69
GAP L902D 8 2,00 126
GAP L902E 8 2,00 126
GAP L902Q 8 2,20 138
GAP R903A 9 0,47 30
GAP R903Q 9 1,16 73
RGS3-cryst 11 7,72 418
AviTag-RGS3-cryst 10 1,58 66

3. tablazat. Xpresszalt és tisztitott fehérjék osszegzése, v int az egye: atok térfogata,
3. tablazat. Az expresszalt és tisztitott feheérjék osszegzese, valamint az egyes oldatok térfogata
abszorbancidja és koncnetracioja.
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5.2. AviTag-RGS3-cryst fehérjét kodolo plazmid létrehozasa

Annak érdekében, hogy a bioréteg interferometrias kolcsonhatasvizsgalatnal tobb mérési
elrendezést is tesztelni tudjak sziikség volt az AviTag-gel rendelkezd jol termelhetd RGS3

fehérjét kodolod plazmid 1étrehozasara (20. dbra).

(5091} BspDI - Clal zral (75
(6084) Hind I [
| Sspl (191
(5547) Bipl s
5794) BamHI
(5667) Sacll
(5556) Stul

(537%) NdeT
thrombin recognition and cleavage site, |
(5315) Neod

(5776] Xal
(lac repressor encoded by lacl lec operator)
(5210) BgllT

(s021) SpaL

(4955) EcaNI

RGS3-cryst in pET-15b — AN
6117 bp

aams) s —J|
(4474) Bel1®
(4306) BstEI -

4285) Apal
(4281) PspOMI S

< )
BspQI - Sapl (200
4077) BesHIT - Acel (2115)
BstZ171 :21‘17)
966 HpaT ar

BsaAl (21%
PAFT - THRILLT (2142)

@) eagt |
13087 0

/ rut BpulOl (2779)
(3305) BUAL - BspM1 FapAl (2507)
Aval - BsoBl (93]

20. abra. A pET-15b vektorban lévé RGS3-cryst konstrukt plazmidtérképe SnapGene-ben megjelenitve.

A konstrukt megtervezéséhez az RGS3 kristalyszerkezetben (PDB ID 20J4) talalhato
szekvenciabol indultam ki (RGS3-cryst). Ez a fehérje tartalmazza az RGS3 p75 és p25
izoforméjanal megismert GAP-jellegli domént, azonban KRasra vald hatisa ismeretlen.
Az AviTag-et (GLNDIFEAQKIEWHE) kodolé DNS szakaszt inzercios mutagenezissel vittem
be a plazmidba. Ehhez az els6 1€pés a primerek megtervezése volt, melyhez a NEBaseChanger
programot hasznaltam. Ez megadta a forward és reverse primerek szekvenciajat (21. 4bra), az
olvadasi (Tm) és az annelldciés (T.) homérsékletet is (4. tablazat). Ezen informaciok
segitségével a gradiens PCR reakciot is el tudtam végezni.

BamHI

Forward primer
[ctcagaaaatcgaatggcacaaalmrsaTeoo60TooTARS

ctatccgogettcctgegtagtgatetgtatotggatctgattaatcagaaaaaaatgagtccgecgctgtaaggatecggetgotaacaaageccgaaaggaagetgag
' ! . ! . ) H H . L L ) ' H \ ) : ) ' ! \ H
t t t t t t t t t

T T 5830
gataggcgcgaaggacgcatcactagacatagacctagactaattagtctttttttactcaggcggcgacattcctaggecgacgattgtttogggetttccttcgacte

Y P R F L R s D L Y L D L 1 N Q K K M s P P L [+]
777777777777777777777777777 (in frame with thrombin recognition and cleavage site) --------------=---------»

RGS3 |

CTTTTTTTACTCAGGCGGCGAC
: ccggacttgctgtagaagctce]
Reverse primer

21. abra. A forward és reverse primerek kitapaddasa SnapGene-ben abrazolva.
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Hossz | GC MM T.

[db] % [°C] | [°C] Szekvencia (5’-3°)

Primer

Forward 4 48 64 ctcagaaaatcgaatggcacgaa-

TAAGGATCCGGCTGCTAAC
65
cctcgaagatgtcgttcaggec-
Reverse | 44 | 55 | 67 CAGCGGCGGACTCATTTTTTTC
Inzert 45 - ggcctgaacgacatcttcgaggctcagaaaatcgaatggcacgaa

4. tablazat. A forward és reverse primerek szekvenciaja és paraméterei, valamint az Avilag inzert
szekvenciaja. Hossz: a szekvencidkat alkoto nukleotidok szama. GC %: a guanin-citozin tartalma a
szekvencianak, Tm: olvadasi homerséklet, Ta: anneldacios homerséklet. A szekvencia nagy betiivel jelolt
része a kitapado szakaszt jeloli.

A polimerizéacios reakciot gradiens PCR-rel végeztem el. Ez a modszer lehetdvé tette, hogy
egyszerre tobb annellaciés hdmérsékleten végezzem a reakciot, ami annak optimalizalasara
szolgalt. Mivel a program szamitasa a 65 °C-t adta meg optimalis korilménynek, igy a
hémérsékletprofilt ekoré allitottam be. Az annellacios homérsékletek a kovetkezok voltak:
63,2; 64,2; 65,2; 66,3 és 67,2 °C. A PCR reakcid lezajlasa utdn a termékeket 1%-o0s agar6z
gélen megfuttattam ¢és az eredményt Biorad Gel Doc XR+ géldokumentacids rendszer

segitségeével elOhivtam (22. abra).

63,2°C
64,2°C
65,2°C
66,3°C
67,2°C
(<

10000 bp
7000 bp

5000 bp
4000 bp

22. abra. Az 1 %-os agaroz gélen megfuttatott gradiens PCR termékek.
M: marker, 63,2-67,2 °C: kiilonbozd annelldacios homérsékletekkel keletkezett termékek.
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A mintakban jelenlévé DNS fragmentumok méretiik szerint elvaltak egymastol a futtatas
soran a gélen, igy a mintdk mellett felvitt GRS Ladder 1kb DNS marker beosztasainak
ismeretében be tudtam azonositani, hogy a gradiens PCR sordn melyik homérsékleten volt a
legmegfelelobb a polimerizacios reakcid. A termék nagyaga 6162 bp volt. DNS fragmentumok
a mintadkban nagy mértékben a marker 7000 bp-os beosztasa alatt jelentek meg. Ez alapjan arra
kovetkeztettem, hogy a reakcié sikeres volt. A legnagyobb jel a 64,2 °C-os és 65,2 °C-o0s

mintakban volt, igy ezekkel folytattam a tovabbi munkat.

A PCR termék kezelése utan az AviTag-RGS3-cryst konstruktot tartalmazo plazmidot
E. coli XL1Blue sejtekbe transzformaltam, hogy a plazmid mennyiségét megsokszorozzam.
Ezeket a plazmidokat Nucleo Spin Plasmid Kit felhasznalasaval izolaltam a sejtekbdl, majd az
koncentracioja 30 ng/ul lett, amely elmaradt az izoldl6 készlet protokollja szerint megszokott
hozamtol (=100 ng/ul). Azonban a MicroSynth cég altal végzett szekvenalas visszaigazolta,
hogy az izolalt plazmid tartalmazza az AviTag-RGS3-cryst szekvencidjat. Ennek tudatdban
folytattam a célfehérje termelését és tisztitasat.

A fehérje termelése a mar ismertetett modon zajlott, a mintavétel az indukcid elétt és utan

is megtortént, mely megfeleloségét SDS-PAGE gélelektroforézissel ellendriztem (23. dbra).

— 30 kDa

— 20 kDa

- 12 kDa

23. abra. Az AviTag-RGS3-cryst fehérje expressziojanak nyomon kovetése SDS-PAGE gélelektroforézis
segitségevel. IE: indukcio elotti mintak, 1U: indukcio utani mintdak, M: marker. A gélképen a célfehérjét a
sarga keret jeloli.
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Az AviTag-RGS3-cryst fehérje fobb fizikai és kémiai paramétereit az Expasy program
ProtParam alkalmazasaval ismertem meg. Eszerint a fehérje molekulatomege 20137,0 Da.
A gélképen megjelend sav kozel egy magassdgban van a marker 20 kDa-t jelzd beosztasdhoz,
ami azt jelentette, hogy a konstrukt eldallitasa és vele a fehérje expresszidja sikeres volt.

Annak érdekében, hogy a bioréteg interferometrids mérésnél hasznalt sztreptavidinnel
bevont szenzorhoz a fehérjék kotddni tudjanak a ligandot, jelen esetben az
AviTag-RGS3-cryst-t biotinalni kellett. Ehhez a biotin ligazt termelé AVB101 sejtekkel egyiitt
végeztem a feltarast, valamint a szuszpenzidhoz 50 uM biotint is adtam. Ezt kovetden a
fehérjetisztitast szintén nikkel-gyantan végeztem, a frakciokbol mintat vettem és azokat

gélelektroforézissel vizsgaltam (24. abra).

30 kDa

- 20kDa

12 kDa

24. abra. Az RGS3-cryst fehérje tisztitasanak SDS-PAGE gélképe.
M: marker, 1-6.: a fehérjetisztitas egyes lépéseibdl szarmazo frakciok. 1. dtesd, 2. pufferes mosas,
3. 25 mM imidazol oldatos mosas, 4. elucio 1. (250 mM imidazol), 5. elucio 2. (250 mM imidazol),
6. 1 M imidazol oldatos mosas. Sargdval bekeretezve az elvailasztott célfehérje lathato.

Ebben az esetben is az elsd, 250 mM imidazolt tartalmazé elucidoban jelent meg a

célfehérje. Az elucios oldatot ezt kovetden dializaltam, majd az igy kapott 10 ml térfogata

crer

Az AviTag-RGS3-cryst fehérje mennyisége elegendd volt ahhoz, hogy a késdbbi

kolcsonhatasvizsgélat soran fel tudjam hasznélni.
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5.3. Termofluorimetrias mérés eredménye

Termofluorimetriaval az RGS3-cryst fehérje olvadasi homérsékletét hataroztam meg.
Ez a moédszer alkalmas arra, hogy valos idoben kovetni lehessen a fehérje denaturalasat.
A fehérje belsejében 1évo apolaris oldallancok a hé hatdsara a letekered6 fehérje felszinére
keriilnek, ezaltal a mintdkhoz adott SYPRO® Orange fluoreszcens kotédni tud hozzajuk.
A festék az apoléaros oldallancokhoz kétddve fluoreszcens jelet ad, igy egy valds idében
nyomon kovethetd mddszert biztosit az olvadéasi hdmérséklet meghatarozasara.

A modszer emellett arra is alkalmas, hogy a szintézis soran a fehérje megfeleld
feltekeredését ellendrizni lehessen. Abban az esetben, ha a fehérje az expresszio soran felveszi
a ra jellemz0 térszerkezetet, ami a tovabbi tisztitasi [épések soran sem sériil, az jo indikatora
lehet annak, hogy a kinyert fehérje rendelkezik a ré jellemz0 aktivitassal. Ha termofluorimetrias
mérés gorbéinek lefutdsa megfelel az elvartnak, illetve beldle olvadasi hémérséklet is
szamithatd, az azt jelenti, hogy a célfehérje alkalmas lehet tovabbi enzimaktivitas- és
kolcsonhatasvizsgalati modszerek elvégzésére. A célom az volt, hogy errél az RGS3-cryst
fehérje esetén meggydzddjek.

Harom parhuzamos mérést végeztem melynek Osszeallitasat a Kisérletek és modszerek
fejezetben bemutattam. A Bio-Rad CFX Touch qPCR késziilékben végeztem el a mérést,
melynek paramétereit a miiszerhez tartozo szoftverben allitottam be.

A mért fluoreszcencia-intenzitast a 25. abran jelenitettem meg. A gorbék inflexids pontja
megadta meg az RGS3-cryst olvadasi hdmérsékletét. Ennek a pontnak a megadéasahoz a
kiértékel$ program meghatarozta az intenzitas—hémérséklet gorbe, hdmérséklet szerinti elsé

derivaltjanak (-1)-szeresét. A gorbék minimumpontja pedig megadta az olvadasi hdmérsékletet
(25. abra).

Nyers adatok RGS3-cryst olvadasi gorbéi

6500 1 100
z ]
£ 6000 A 07 A T
b 38 45 55 65 75 85
S
S 5500 _ -100
8
E RGS3-cryst 2 RGS3-cryst
= i 2 -200
g 5000 RGS3-cryst & RGS3-cryst
= 2
§ 4500 RGS3-cryst -300 RGS3-cryst
S
[ .

4000 r r r T T | 400

25 35 45 55 65 75 85 500
Hémérséklet [°C ] Hémérséklet [°C]

25. abra. Bal oldalon a termofluorimetrias meérés fluoreszcencia intenzitas—homeérséklet fiiggése.
Jobb oldalon a derivalassal kapott gérbék.
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Az RGS3-cryst fehérje olvadasi hdmérséklete a bemutatott kiértékelés alapjan 39,2 °C.
Ez azt jelentette, hogy a fehérje fel tudta venni a ra jellemzd térszerkezetet, igy aktiv forméjaban
alkalmas lehet a kolcsonhatasvizsgalatoknal és enzimaktivitds mérésénél.

Ennek a sikeres meghatarozdsa tovabbi lehetdségeket rejt magaban. Mivel a modszer
alkalmas fehérjék kolcsonhatasanak vizsgélatra is, igy dnmagukban nemcsak a KRas, GAP
vagy RGS3 fehérjék vizsgalhatdak, hanem egymas kozti interakcidjuk is. Kutatdsom tovabbi

célja, hogy ezeket a méréseket is elvégezzem.

5.4. MESG-PNP foszfat esszé

5.4.1. Kalibraciés gorbe

Annak érdekében, hogy a KRas fehérjék GAP katalizalta hidrolizisének aktivitasat
vizsgalni tudjam MESG-PNP foszfat esszét hasznéltam, amivel valés iddben tudtam nyomon
kovetni a GTP hidrolizisébdl szarmazo fosztat felszabadulast.

Az esszé készlet tartalmazta a reakciopuffert, purin-nukleotid-foszforilaz (PNP) enzimet,
a MESG szubsztratot és a kalibraciohoz sziikséges inorganikus foszfatot. A méréseket a
fehérjék sajat pufferével végeztem el, ebbdl sajat magam készitettem a gyarival azonos
Osszetételll inorganikus foszfat oldatot is.

A méréseket minden esetben az inorganikus foszfattal készitett kalibracioval kezdtem.
Ezzel ellendrizni tudtam, hogy az id6 el6rehaladtaval torténik e jelvaltozas a mintdkban, illetve
azt 1s, hogy az EnSpire® mikrotiterlemez-fotométer (platereader) képes-e a beallitott
homérseklet tartdsara. A kalibracid a 0-150 uM-os foszfat koncentracid ¢€s a jelintenzitas
Osszefliggését vizsgalta, hogy ezen a mérési tartomanyon beliil az aktivitasmérés eredményei
megbizhatonak tekinthetdek legyenek.

A 26. abran bemutatott eredményekbdl lathatd, hogy az abszorbancia az idd
elérehaladtaval csak kis mértékben valtozott. Ezt okozhatta, hogy a platereader nem tudta végig
tartani a beallitott homérsékletet, vagy el6fordulhatott, hogy a készletben biztositott anyagok
1dovel veszitettek a mindségiikbol. Ezt kovetden a kapott értékeket atlagoltam €s kivontam
beldliik a 0 uM-os mérés atlagértékét és az igy kapott értékeket grafikonon a koncentracid

fliggésében abrazoltam.
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Foszfatoldatok abszorbancidjanak nyers értékei az id6

figgésében
0,45 e0uM
_ 0,4 ©12,5uM
@ 0,35 ®25uMm
(8]
S 0,3 50 uM
2
§ 0,25 ®75uM
< © 100 uM
0,2
®125uM
0,15 + ' : : ! : !
0 100 200 300 400 500 6oo ®10uM
1dé [s]

26. abra. A foszfatkalibraciohoz készitett oldatok abszorbancidajanak valtozdsa az idé fiiggvényében.

Egy adott id6pont mérés pontjaira egyenest illesztettem, amely megadta a foszfat

koncentraci6 és jelintenzitas kozti linearis 0sszefliggést (27. abra).

Foszfat kalibracio

0,25 -
: 0,2 - ”,r".
1 ® ’/”
S 0,15 - —~" @
'g .,/
o 0,1 - -
5; e y =0,0013x + 0,0075
2 0s - R? = 0,9695
’ "‘
s
0 ‘ T T T L] L] L] T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Inorganikus foszfat koncentracié [uM]

27. abra. Foszfat kalibrdcio gorbéje.
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5.4.2. A vad tipusu GAP kolcsonhatasa kiilonb6zo KRas fehérjékkel

El6szor azt vizsgaltam meg, hogy a KRas fehérje mutécioja miként hat a vad tipusa GAP
katalizalta hidrolizis sebességére. Mivel a KRas aktiv centrumban tortént mutacidja gatolja
GAP megfeleld bekotddését és miikodését, igy azt vartam, hogy az egyes mutansok esetén a

hidrolitikus aktivitas csokkenni fog a vad tipusu fehérjéhez képest.

wt GAP kolcsonhatasa kilonbozé KRas fehérjékkel
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28. abra. A wt GAP fehérje kélcsonhatasanak MESG-PNP esszéje vad tipusu és mutdans KRas fehérjékkel.

A nyers abszorbancia értékekbol mintanként levontam a nulladik iddpillanatban meért
értékeket, majd az igy kapott eredményeket grafikonon dbrazoltam. A gorbék lefutdsanal azt
vettem figyelembe, hogy mikor érik el a telitést. Amikor egy minta eléri ezt a pontot az azt
jelenti, hogy az oldatban 1év6 6sszes KRas-GTP fehérje elreagalt. Mivel nukleotid kicseréld
faktorok (GEF-ek) nincsenek jelen az oldatban, ezért a hidrolizis utdin a KRas GDP-kotott
allapotban marad a nukleotidhoz val6 magas affinitasa miatt. Kézben az 6sszes lehetségesen
felszabadul6 foszfatot a PNP enzim detektalhat6 termékké alakitja.

Ahogy az a 28. abran is szembetlind eldszor a vad tipust fehérjék érték el a telitést.
Ezt kovette a KRas G12C majd a G12D muténs, ami azt jelentette, hogy a mutacié a hidrolizis
sebességére negativ hatassal van, valamint a funkcidvesztéssel jar6 mutacié a KRas G12D

esetén gatolja a leginkabb a GTP hidrolizist.
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5.3.3. KRas G12D fehérje GAP variansokkal valo kolcsonhatasanak vizsgalata
Kollaboratorainkkal kdzdsen azt a célt tiiztiik ki magunk elé, hogy olyan GAP mutansokat
terveziink ¢és allitunk eld, amelyek képesek helyreallitani a KRas mutacidja okozta hidrolizis
gyengiilését. Az emberi szervezetben az egyik leggyakrabban el6fordul6 KRas mutacié a
G12D, melyben a 12. glicin aszparaginsavra cserélddik. Kollaboratoraink in silico

QM/MM modellezéssel ennek a mutacionak a helyredllitdsara terveztek GAP variansokat.

A 902. lizin aminosav megvaltoztatasa

El6szor azokat a mutansokat teszteltem, melyekben az lizin aminosav lett glutaminsavra
(L902E) vagy glutaminra (L902) cserélve. A mérési Osszeallitdsban azt vizsgéaltam, hogy a
KRas G12D intrinzik és wt GAP katalizalt hidroliziséhez képest a GAP L902E és L902Q
variansok miként viselkednek. A felallitott modell alapjan azt vartam, hogy a GAP muténsok a
KRas G12D-t jobban fogjak aktivalni, mint a vad tipusu GAP.

Az aktivitdsmérés eredménye a 29. abran lathato. Ellendrzésképp olyan parhuzamos
mintékat is készitettem, melyek csak a KRas G12D fehérjét tartalmaztak, amivel az intrinzik
hidrolizis sebességét tudtam kovetni. Ez a sebesség elmaradt a GAP-okat tartalmaz6 mintakhoz
képest, igy beigazolta a KRas fehérjék, foként a KRas mutansok sajat, GTP hidrolizalo
képességének gyengeségét. A GAP LI02E és L.902Q mutansok javitani tudtak a KRas G12D
hidrolizisének sebességén. A GAP L902E kozel akkora aktivalast eredményezett, mint a vad

tipusit GAP, azonban még elmaradt a nala jobb aktivaloképességtol.

KRas G12D fehérje kdlcsonhatasa GAP L902E és L902Q variansokkal

0,16 -

0,14 |

0,12 4

——KRas G12D

29. abra. A KRas G12D fehérje és a GAP L902E és L902Q variansok kolcsénhatasanak hidrolizisre
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gvakorolt hatasa MESG-PNP foszfat esszével mérve.
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A 903. arginin aminosav megvaltoztatasa
A kovetkezd variansok a GAP R903A és R903Q voltak, melyekben a 903. arginin
aminosav alaninra és glutaminra cser¢lddott. Ebben az esetben szintén arra vartam, hogy a

szimulacioval tervezett mutansok jobban aktivaljak a KRas G12D hidrolizisét, mint a wt GAP.

A KRas G12D fehérje kdlcsonhatasa GAP R903A és R903Q variansokkal
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30. abra. A KRas G12D fehérje és a GAP L902E és L902Q variansok kélcsonhatasanak hidrolizisre
gvakorolt hatasa MESG-PNP foszfat esszével mérve.

A MESG-PNP foszfat esszé¢ eredményébdl (30. 4bra) szintén latszik, hogy a puffer
hattérértéke elhanyagolhato volt, valamint az is, hogy a KRas G12D intrinzik hidrolizise ebben
az esetben is lassan jatszodott le, nem érte el a telitést még akkor sem amikor a GAP fehérjékkel
ellatott oldatokban a reakcié mar teljesen lezajlott. A GAP R903A és R903Q varidnsait
Osszevetve a vad tipusu GAP aktivalo hatasaval azt figyeltem meg, hogy a fehérjék hatasa kozel
azonos volt. A GAP R903Q esetén a hidrolizis sebessége elmaradt egy kis mértékben a
wt GAP-pal katalizalttol, azonban a GAP R903A mutans kis mértékben javitani tudott a vad
tipushoz képest a hidrolizisen.

Ez az eredmény azt sugallja, hogy a QM/MM modellel alkotott GAP varidnsok alkalmasak
lehetnek a KRas mutansok hidrolizisének helyreéllitasara. Tovabbi mérések elvégzésével ezek
az eredmények még inkabb pontosithatoak, igy a mérési pontokra illesztett gorbékbdl az
enzimreakciot leird paraméterek, mint példaul az atviteli szdm (kcar) meghatarozhatoak lesznek.
Valamint a modell tovabbi finomitasaval j GAP varidnsok tervezhetdek, melyek még inkdbb

alkalmasak lehetnek a mutacié helyreéllitasara.
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5.3.4. Az RGS3 fehérje hatasa a KRas G12D GTP hidrolizisére

Egy tovabbi vizsgalatban az RGS3 egy rovidebb doménjének hidrolizisre gyakorolt hatasat
vizsgaltam. Ehhez Osszevetettem, hogy a KRas G12D mutanst az RGS3 milyen mértékben
képes aktivalni a vad tipusi GAP-hoz képest. Megnéztem tovabba, hogy a KRas G12D RGS3
altali aktivaldsa milyen a vad tipusu KRas-GAP kolcsonhatashoz képest (31. abra).
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31. abra. A MESG-PNP foszfat esszével mért eredmények kiilonboz6 KRas és GAP fehérjék
kélcsonhatasa esetén.

Ennek a méréssorozatnak az eredménye szintén megerdsitette, hogy a vad tipusu
KRas-GAP kolcsonhatas a legkedvezdbb a hidrolizis szempontjabol. Ehhez képest a wt GAP
katalizalta KRas G12D hidrolizisének sebessége csokkent, de nem annyira, mint ami a
KRas G12D intrinzik hidrolizisénél volt tapasztalhato. Az RGS3 KRas G12D-vel valo
kolcsonhatasa gyengébb aktivalast eredményezett a vad tipusit GAP-nal, azonban eldbb elérte
a telitési allapotot, mint az intrinzik KRas G12D mutans. Ez az eredmény szintén ramutat arra,
hogy az RGS3 katalizalta mechanizmus kozelebbi megismerésével a KRas mutansok

hidrolizisének helyreallitasi folyamata tovabb fejlesztheto.
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5.5. Bioréteg interferometria (BLI)

5.5.1. Biotinalas sikerességének ellendrzése

Az AviTag-el ellatott fehérjék termelésének sikerességét SDS-PAGE gélelektroforézis
segitségével bizonyitani lehet. Azonban ez a modszer nem elegendd ahhoz, hogy a biotinélas
sikerességérol is meggy6zodjiink. Biotin-kotés hidnyaban az AviTag-es fehérje nem tud
specifikusan kapcsolddni a BLI miiszer sztreptavidinnel bevont szenzorahoz, igy alkalmatlanna
valik a kolcsonhatési vizsgalatok elvégzésére.

Az interferometrids mérés soran a szenzorok el0szor egy pufferoldatba meriiltek, amely az
alapvonal felvételére szolgélt. Ezutdn a szenzorok atkeriiltek a biotindlt AviTag-et tartalmazo
ligand (KRas G12C-AviTag vagy AviTag-RGS3-cryst) oldataba. A harom fehérje felkdtodési
gorbéje az 32. abran lathato. Minden esetben a szenzor felt61tédott a megfeleld fehérjével, ami

azt bizonyitotta, hogy a biotinalast sikeresen elvégeztem.

w
b=

KRas G12C-AviTag **  AviTag-RGS3-cryst S

Binding (nm)
- - ~ ~
° o ° o
N\

o
o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Time (sec) 0 100 200 T 300

32. abra. Bal oldalon a KRas G12C-AviTag, jobb oldalon az AviTag-RGS3-cryst sikeres biotindlasanak

ellendrzése bioréteg interferometrias vizsgalat segitségevel. Zold: a szenzorok, melyek a ligand oldataba

meriilve feltoltodtek a fehérjével, Rozsaszin: kontroll szenzorok, melyek a ligandok fehérjeoldatai helyett
pufferbe meriiltek.

5.5.2. KRas G12C-avi és RGS3 fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata

Ebben a mérésben KRas G12C-t rogzitettem a szenzorhoz, amelyhez aztan RGS3-cryst
fehérjét asszocialtattam. Mieldtt tobb kiilonb6z6 RGS3 koncentracidban elvégeztem volna a
mérést el0szor egy darab KRas G12C-vel feltoltott szenzorral (zold gérbe) és a negativ kontroll
parjaval (rozsaszin gérbe) probamérést csinaltam, 30 uM RGS3 analit felhasznalasaval.

A 33. abran lathat6, hogy a a KRas G12C felkotése a szenzorhoz ismét sikeresen
megtortént. Tovabba a negativ kontroll azt mutatta, hogy nem tortént aspecifikus felkotodés,
amikor a szenzor az analit oldatdba mertilt. Az asszociacios €s disszociacids lépések lefutasa is

megfelelt, ami azt jelentette, hogy a mérési Osszeallitas alkalmas arra, hogy tobb kiilonbozd

59



RGS3 koncentracioban is elvégezzem a kisérletet, annak érdekében, hogy a kotési dllandot (Kp)

meg tudjam hatérozni.

Felkotédés
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33. dbra. A KRas G12C-avi és az RGS3-cryst fehérjék kolcsonhatasanak vizsgadlata BLI-vel.

A kovetkezd mérési Osszeallitdsban 0; 53.3; 79,9; 106,6 és 133,2 uM-os RGS3-cryst
oldatokat vizsgaltam, emellett minden méréshez tartozott egy negativ kontroll is. A mérés
elvégzése utan az eredményeket az Octet® rendszer sajat szoftverében értékeltem ki. Ennek
soran a nyers adatokat korrigdltam a felvett alapvonalak, illetve a 0 uM-os mérés
eredményével. A mérési tartomanyon kiviil esd adatokat elhanyagoltam, majd a megmaradt

pontokra gorbét illesztettem (34. dbra).
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34. abra. A BLI méressel kapott korrigalt eredmények és a rajuk illesztett 1:1 kotodest feltételezo gorbe.
A figyelembe vett RGS3-cryst koncentraciok: 79,9; 1006,6 és 133,2 M és a rdjuk illesztett gérbék.

A gorbeillesztés soran tobb kétddési modellt is kiprobaltam. 1:1-es kotddés esetén egy
ligand molekula egy analit molekuldval hat kolcson, heterogén kotddés esetén pedig egy

ligandhoz tobb analit molekula is kdtddhet. Azonban egyik kotddési mintazat sem irta le
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megfeleléen a mért reakcidt (34. abra). Ezt feltételezésiink szerint az okozhatta, hogy a
megeldzésére GNP-t kellene adagolni a mintadkhoz, ami azonban annyira draga, hogy ez a

megoldas nem kivitelezhetd.

5.4.3. AviTag-RGS3-cryst és KRas G12D fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata

Annak érdekében, hogy fényt deritsek az RGS3 ¢és a KRas mutansok kozti kdlcsonhatas
mivoltara egy Uj mérési elrendezést is kiprobaltam. Ehhez az RGS3-cryst-et asszocidltattam a
szenzorhoz. Ezért 1étrehoztam egy AviTag-gel rendelkezé RGS3-cryst fehérjekonstruktot, amit
aztan a sejtfeltards soran biotindltam is. Az analit oldata pedig KRas G12D fehérjéket
tartalmazott.

Ebben az esetben is két szenzor (35. abra zold gorbe: AviTAG-RGS3-cryst-tel toltott
szenzor, rozsaszin gorbe: negativ kontroll) felhasznaladsaval ellendriztem, hogy a biotinalas
sikeres volt-e, illetve azt is, hogy az asszocidcios és disszocidcios 1épések megfelelden

lejatszodnak-e. Ennek eredménye a 34. dbran lathato.

Alapvonal 1. Felkotédés Alapvonal 2. Asszociacio Disszociacié
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35. dbra. Az AviTag-RGS3-cryst és a KRas G12D fehérjék kolcsénhatdsanak vizsgalata BLI-vel.

A sikeres probamérés utan dsszeallitottam az eltérd toménységli KRas G12D-t vizsgalo
mérést. Ehhez a ligand oldata 10 pg/ml AviTAG-RGS3-cryst fehérjét tartalmazott, az analit
oldatok pedig 0; 0; 1,7; 3,5; 7; 14,5; 29 és 59 uM koncentracioban tartalmaztak a KRas G12D
fehérjét.
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36. abra. Az AviTag-RGS3-cryst és a KRas G12D fehérjék kolcsonhatasanak vizsgadlata, kiilonbozé KRas G12D
koncentraciok esetében. Az abra jobb oldalan az egyes KRas G 12D koncentraciok nagysaga lathato
(1,7, 3,5, 7, 14,5, 29 és 59 uM), pirossal

A nyers adatokat ezt kovetden a felvett alapvonalak, illetve a 0 uM KRas G12D-t
tartalmazé mintdk mérési eredményével korrigaltam. Ezt kovetéen az 1,7; 3,5 és 7 uM-os
mintdk gorbéjére 1:1 kolcsonhatds szerinti fliggvényt illesztettem a programban, igy
megkaptam, hogy a kétédési allandé (Kp) értéke kozelitdleg 0,58 uM (x? = 7) (36. abra).

Ez az eredmény azt bizonyitotta, hogy a felallitott mérési elrendezés megfeleléen
miikodott. Tovabbi mérésekkel, illetve azok optimalizalasaval a KRas G12D és RGS3-cryst
fehérje kozti kolesonhatas allandoi pontosabban meghatarozhatoak.

A késébbiekben a mérések ezen az elven torténd felallitdsa megvalaszolhatja, hogy milyen
paraméterek jellemzik a mutans KRas és GAP fehérjék kozott 1étrejovo kolesonhatast. Ehhez
az kell, hogy a QM/MM modellezéssel megtervezett GAP variansokra a fehérjekonstrukt
szekvenciajara a tervezésénél AviTag is keriiljon, igy kés6bb a biotinalt fehérje alkalmas lehet
a bioréteg interferometriaval torténd kdlcsonhatasvizsgélatra.

Tovabbi célom, hogy a jelenlegi méréseket optimalizaljam, valamint 1) fehérjekonstruktok
eldallitasaval ellendrizzem a QM/MM modellezéssel tervezett GAP fehérjéket, melyek képesek

lehetnek a mutalédott KRas-ok hidrolizisét javitani.
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5.6. Fehérjekristalyositas eredménye

A célom az volt, hogy a KRas GI12C fehérjét és az RGS3-cryst fehérjét komplex
formdjaban kikristalyositsam, hogy ezéltal egy kozelebbi képet kapjak a fehérje aktiv
centrumaban létrejovo kotésekrol.

A két fehérje kolcsonhatasanak létrejottéhez egy nem-hidrolizadlhatd nukleotid-analdgot
adtam (GppNHp t (guanozin-5'-[B,y-imido]trifoszfat)) 5x feleslegben. Az eltérd kristalyosito
kornyezet kialakitasdhoz a ProPlex™ 4altal Osszeallitott oldatokat hasznaltam, melyek
kifejezetten fehérjekomplexek kikristalyositasara lettek kifejlesztve. Ezéltal a 96-lyuku
kristalyositd talcan 66 darab polietilén-glikol (PEG), 24 darab szervetlen s6 és 6 darab szerves
oldat alapt koriilményt tudtam létrehozni. A kristalyositd lemezt ezt kovetden 20 °C-on
taroltam 60 napon keresztiil. Ennek leteltével Olympus SZX16 sztereomikroszkoppal
megvizsgaltam, hogy keletkeztek-e kristalyok az egyes well-ekben. A fehérjeszerkezet
meghatarozasadhoz elengedhetetlen megfelel nagysagu fehérjek képzddése, hogy azokat aztan
késdbb rontgenkrisztallografiaval vizsgalni lehessen.

A mikroszkopos vizsgalat soran nyilvadnvalova valt, hogy a talca legtobb zsebében a
fehérjék kicsapodtak. A kicsapodas tobbféle forméaban is megjelent a plate-en, valamikor a
csepp zavarossagat (41), maskor a fehérjék barnas elszinezddését (42) eredményezte (37. dbra).
Két esetben is (B4, B10) kis gomb alaku klaszterek keletkeztek, azokban ezek sem voltak még
megfeleléek a tovabbi vizsgalatokhoz. A B4 oldat 6sszetétele 0,2 M NaCl, 0,1 M MES
(2-etanszulfonsav), 10 w/v% PEG4000, pH=6,5, a B7 oldat Osszetétele pedig
0,15 M ammonium-szulfat, 0,1 M MES, 15 w/v% PEG4000, pH=6 volt. Mindkettdé zseb
Osszetétele hasonlod volt, melyekben a gdomb alaki klaszterek keletkeztek. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az elkovetkezd kristalyositasnal ezekbdl a koriilményekbdl kiindulva

érdemes végezni a tovabbi optimalizalast.

Al A2 B4 B10

37. dbra. A kristalyositds soran a kristalyosito tdlca egyes zsebeiben létrejott mintak.
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6. Osszefoglalas

Kutatomunkam soran a KRas és GAP, illetve RGS3 fehérjék kdlesonhatéasait vizsgaltam.
Ehhez bakterialis expresszidval eléallitottam a vad tipusi KRas fehérjét, illetve a human
daganatos megbetegedésekben el6forduldo két leggyakoribb mutanst (KRas G12C és
KRas G12D). Emellett eldallitottam olyan GAP variansokat, melyek kutatocsoportom
kollaboratorainak in silico QM/MM modellezései alapjan Gjbol aktivalni tudjak a mutdns KRas
fehérjék GTP hidrolizisét. A vad tipusut GAP mellett a termelt és tisztitott mutansok a
kovetkezok voltak: L.902D, L902E, L902Q, R903A és R903Q.

Az RGS3 fehérje egy rovidebb, a GAP-jellegli domént tartalmazd szekvencidjat is
expresszaltam, valamint tisztitottam. Termofluorimetrias méréssel azt is ellendriztem, hogy a
fehérje sikeresen felvette a ra jellemz6 megfeleld térszerkezetet.

MESG-PNP foszfat esszé segitségével enzimaktivitdsmérd vizsgalatokat végeztem.
Elészor azt elemeztem, hogy a kiilonb6zé KRas mutaciok miként hatnak a vad tipusu GAP
katalizalta GTP hidrolizisre. Vad tipusu fehérjék esetén a reakcid gyorsan lezajlott, azonban az
aktiv centrumban mutalodott KRas fehérjék esetén a hidrolizis sebessége joval csokkent.

Ezt kdvetden megvizsgaltam, hogy a GAP-ok 902. lizin aminosavat érintd muticioja
(L902E és L902Q) miként hat a KRas GI12D GTPaz aktivitdsara. Az eredményeket
Osszevetettem a vad tipusit GAP (wt GAP) katalizalta reakcioval. Az elvarasokkal szemben a
GAP variansok nem tudtak gyorsabb hidrolizist eredményezni, mint a wt GAP, azonban az
L902E mutans aktivald képessége megkozelitette a vad tipusét. A 903. arginin aminosav
megvaltoztatasanak (R903A és R903Q) eredményét is megvizsgaltam. Ebben az esetben tigy
tlint, hogy az R903 A muténs kis mértékben javitani tudta az aktivitast.

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a QM/MM modellel alkotott GAP variansok
alkalmasak lehetnek a KRas mutdnsok hidrolizisének helyreéllitasara. Tovabbi célom, hogy
még tobb GAP varianst termeljek, valamint a foszfat esszé optimalizalasaval, emellett mas
enzimaktivitdisméré modszerek (stopped-flow) alkalmazasaval a reakciok atviteli szamat (kcar)
1s meghatarozzam.

Bioréteg interferometrias modszerrel a KRas mutansok és az RGS3 fehérje kozti
kolcsonhatast vizsgaltam. Ehhez elészor eldallitottam az AviTag-es fehérjéket és azokat
AVBI101, biotin ligazt termeld sejtek egyiittes feltarasaval sikeresen biotinaltam.

Az elsé mérési elrendezésben AviTag-KRas G12C fehérjét asszocialtattam a szenzorhoz és
analitként az RGS3-cryst oldatat hasznaltam. A felkotddés sikeresen lezajlott, az asszociacid

soran aspecifikus kotédések nem alakultak ki, azonban a kapott eredménynek alkalmatlanok

64



voltak a tovabbi gorbeillesztésre. Ezt feltételezhetden az okozhatta, hogy a nukleotid is

Emiatt egy 0j mérési elrendezést alkalmaztam. Az RGS3-cryst fehérjekonstruktot egy
AviTag-gel lattam el, majd a termelés utan szintén AVBI101 sejtekkel egyiitt tartam fel.
A konstrukt eléallitasa és a biotinalas is sikeres volt, ami azt jelentette, hogy a fehérje alkalmas
ligand lehet a bioréteg interferometrias mérésekben. Ebben az esetben az AviTag-RGS3-cryst
fehérjét kotdttem a szenzorhoz és az analit oldata KRas G12D-t tartalmazott. Toébb KRas G12D
koncentracio mellett is elvégeztem a mérést, aminek eredményére 1:1 kdlcsonhatas szerint
gorbét is illesztettem, amivel megkaptam a kotodési allandd kozelitOleges értékét,
Kp=0,58 uM (x?> = 7). Ez az eredmény azt mutatta, hogy a mérési elrendezés megfeleléen
miikodott.

Tovéabbi célom, hogy a méréseket optimalizdljam, valamint 0j fehérjekonstruktok
eldallitasaval ellenérizzem a QM/MM modellezéssel tervezett GAP fehérjék KRas
mutansokkal alkotott kolcsonhatasat.

Annak érdekében, hogy kozelebbi képet kapjak a KRas mutdnsok aktiv centrumaban
1étrejovo kotésekrdl a KRas G12C és RGS3-cryst fehérjét komplex formajaban szandékoztam
kristalyositani. A rontgenkrisztallografidss modszer elvégzéséhez megfeleld kristalyokat nem
sikertilt eléallitani, azonban a jelenlegi eredmények iranyt mutathatnak a tovabbi optimalizalasi
1épések felé.

Eddigi kutatasom eldremutatd eredményeket szolgaltak. Kutatomunkdm folytatdsaval
szeretnék tovabbi fehérjéket bevonni a vizsgéalatokba, valamint még tobb moddszerrel
megvizsgalni a fehérjék kozti kdlesonhatas egyes aspektusait. Remélem, hogy munkammal

hozza tudok jarulni a KRas mutans daganatok elleni kiizdelemhez.

65



Fiiggelék

Felhasznalt oldatok osszetétele

Luria-Bertani tapoldat (1 liter)

= 10 g tripton
= 5 gélesztd
= 10 gNaCl
= pH=7,0

Sejtfeltaro puffer (feherjék sajat oldata)
= 200 mM NaCl
= 50 mM HEPES
= 5mM MgCl,
= pH=7,5

TAE puffer (TRIS-acetat-EDTA)
= (0,4 M TRIS-acetat
= 0,01 M EDTA

SDS mintakoktel
= 62,5mM TRIS

»= 25 % glicerin

= 2% SDS

= (0,01 % bromfenolkék
= 350 mM DTT

= pH=6,5

SDS-PAGE puffer
= 25 mM TRIS

* 192 mM glicerin
= 0,1%
* pH=7,5
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Szekvenciak

A vizsgalt fehérjék aminosav szekvencidit az alabbi tablazatok tartalmazzak. Az egyes
fehérjékhez tartozd molekulatomeget és extinkcios koefficienst az Expasy ProtParam
programmal hataroztam meg. A szekvencidkban kék szinnel a hisztidin-taget, zold szinnel az

AviTag-et jeloltem, valamint a mutaciokat piros szinnel emeltem ki.

KRas fehérjék

ml

Tipus Molekulatomeg [Da] g* [m Szekvencia

g-cm

MGSSHHHHHHSSGRENLYFQGHMTEYKLVVV
GAGGVGKSALTIQLIQONHEFVDEYDPTIEDSY
RKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQY
wt KRas 21807.,45 0,615 MRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR
VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDL
ARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVREIR
KHKEK

MGSSHHHHHHSSGRENLYFQGHMTEYKLVVV
GAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSY
RKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQY
wt KRas AviTag 23618,43 0,801 MRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR
VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDL
ARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVREIR
KHKEK

MGSSHHHHHHSSGRENLYFQGHMTEYKLVVV
GACGVGKSALTIQLIQONHFVDEYDPTIEDSY
RKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQY
KRas G12C 21853,53 0,614 MRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR
VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDL
ARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVREIR
KHKEK

MGSSHHHHHHSSGRENLYFQGHMTEYKLVVV
GACGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSY
RKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQY
23664,52 0,799 MRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR
VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDL
ARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVREIR
KHKEK

KRas G12C
AviTag

MGSSHHHHHHSSGRENLYFQGHMTEYKLVVV
GADGVGKSALTIQLIQONHEFVDEYDPTIEDSY
RKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQY
KRas G12D 21865,48 0,613 MRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR
VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDL
ARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVREIR
KHKEK

MGSSHHHHHHSSGRENLYFOGHMTEYKLVVV
GADGVGKSALTIQLIQONHEFVDEYDPTIEDSY
RKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQY
23676,47 0,799 MRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKR
VKDSEDVPMVLVGNKCDLPSRTVDTKQAQDL
ARSYGIPFIETSAKTRQGVDDAFYTLVREIR
KHKEK

KRas G12D
AviTag

F1. tablazat. A vizsgalt KRas fehérjék aminosav szekvenciaja, molekulatomege és extinkcios koefficiense.

67



GAP fehérjék

ml

Tipus | Molekulatomeg [Da] | &* [m Szekvencia

g-cm

MEKIMPEEEYSEFKELILQKELHVVYALSHVCGQDRTL
LASILLRIFLHEKLESLLLCTLNDREISMEDEATTLEFR
ATTLASTLMEQYMKATATQFVHHALKDSILKIMESKQS
CELSPSKLEKNEDVNTNLTHLLNILSELVEKIFMASET
LPPTLRYIYGCLOKSVQHKWPTNTTMRTRVVSGEVFLR
LICPAILNPRMEFNIISDSPSPIAARTLILVAKSVQONLA
NLVEFGAKEPYMEGVNPEFIKSNKHRMIMFLDELGNVPE
LPDTTEHSRTDLSRDLAALHEICVAHSDELRTLSNERG
AQQHVLKKLLAITELLQOKONQYTKTNDVRSSGLVPRG
SAAALEHHHHHH

wt GAP 40293,61 0,395

MEKIMPEEEYSEFKELILQKELHVVYALSHVCGQDRTL
LASILLRIFLHEKLESLLLCTLNDREISMEDEATTLEFR
ATTLASTLMEQYMKATATQFVHHALKDSILKIMESKQS
CELSPSKLEKNEDVNTNLTHLLNILSELVEKIFMASET
GAP LPPTLRYIYGCLOKSVQHKWPTNTTMRTRVVSGEVFEDR
L902D 40279,58 0,395 LICPAILNPRMENIISDSPSPIAARTLILVAKSVQONLA
NLVEFGAKEPYMEGVNPFIKSNKHRMIMFLDELGNVPE
LPDTTEHSRTDLSRDLAALHEICVAHSDELRTLSNERG
AQQHVLKKLLAITELLQOKONQYTKTNDVRSSGLVPRG
SAAALEHHHHHH

MEKIMPEEEYSEFKELILQKELHVVYALSHVCGQDRTL
LASILLRIFLHEKLESLLLCTLNDREISMEDEATTLEFR
ATTLASTLMEQYMKATATQFVHHALKDSILKIMESKQS
CELSPSKLEKNEDVNTNLTHLLNILSELVEKIFMASET
GAP LPPTLRYIYGCLOKSVQHKWPTNTTMRTRVVSGEVFER
L902E 4030956 0,395 LICPAILNPRMENIISDSPSPIAARTLILVAKSVQONLA
NLVEFGAKEPYMEGVNPEFIKSNKHRMIMFLDELGNVPE
LPDTTEHSRTDLSRDLAALHEICVAHSDELRTLSNERG
AQQOHVLKKLLAITELLQOKONQYTKTNDVRSSGLVPRG
SAAALEHHHHHH

MEKIMPEEEYSEFKELILQKELHVVYALSHVCGQDRTL
LASILLRIFLHEKLESLLLCTLNDREISMEDEATTLEFR
ATTLASTLMEQYMKATATQFVHHALKDSILKIMESKQS
CELSPSKLEKNEDVNTNLTHLLNILSELVEKIFMASET
GAP LPPTLRYIYGCLOKSVQHKWPTNTTMRTRVVSGEVFEFQOR
L902Q 40308,58 0,395 LICPAILNPRMENIISDSPSPIAARTLILVAKSVQONLA
NLVEFGAKEPYMEGVNPEFIKSNKHRMIMFLDELGNVPE
LPDTTEHSRTDLSRDLAALHEICVAHSDELRTLSNERG
AQQOHVLKKLLAITELLQOKONQYTKTNDVRSSGLVPRG
SAAALEHHHHHH

MEKIMPEEEYSEFKELILOKELHVVYALSHVCGQDRTL
LASTILLRIFLHEKLESLLLCTLNDREISMEDEATTLER
ATTLASTLMEQYMKATATQFVHHALKDSILKIMESKQS
CELSPSKLEKNEDVNTNLTHLLNILSELVEKIFMASETI
GAP LPPTLRYIYGCLOKSVQHKWPTNTTMRTRVVSGEVEFLA
R903A 40208,50 0,396 LICPAILNPRMENIISDSPSPIAARTLILVAKSVQONLA
NLVEFGAKEPYMEGVNPEFIKSNKHRMIMFLDELGNVPE
LPDTTEHSRTDLSRDLAALHEICVAHSDELRTLSNERG
AQQHVLKKLLAITELLQOKONQYTKTNDVRSSGLVPRG
SAAALEHHHHHH

MEKIMPEEEYSEFKELILOKELHVVYALSHVCGQDRTL
LASILLRIFLHEKLESLLLCTLNDREISMEDEATTLER
GAP ATTLASTLMEQYMKATATQFVHHALKDSILKIMESKQS
R903Q 40265,55 0,396 CELSPSKLEKNEDVNTNLTHLLNILSELVEKIFMASET
LPPTLRYIYGCLOKSVQHKWPTNTTMRTRVVSGEVFELQ
LICPAILNPRMENIISDSPSPIAARTLILVAKSVQONLA
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NLVEFGAKEPYMEGVNPEFIKSNKHRMIMFLDELGNVPE
LPDTTEHSRTDLSRDLAALHEICVAHSDELRTLSNERG
AQOHVLKKLLAITELLOOKONQYTKTNDVRSSGLVPRG
SAAALEHHHHHH

F2. tablazat. A vizsgalt GAP fehérjék aminosav szekvencidja, molekulatomege és extinkcios koefficiense.

KRas fehérjék
1
Tipus Molekulatomeg [Da] g* m:cm Szekvencia
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMFTSEEAL
KWGESLEKLLVHKYGLAVEFQAFLRTEFS
EENLEFWLACEDFKKVKSQSKMASKAKK
RGS3-cryst 18326,01 1,007 °

IFAEYIATIQACKEVNLDSYTREHTKDNL
QOSVTRGCFDLAQKRIFGLMEKDSYPRFL
RSDLYLDLINQKKMSPPL

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMFTSEEAL
KWGESLEKLLVHKYGLAVFQAFLRTEF'S
EENLEFWLACEDFKKVKSQSKMASKAKK
20137,00 1,189 IFAEYTIATQACKEVNLDSYTREHTKDNL
QOSVTRGCFDLAQKRIFGLMEKDSYPRFL
RSDLYLDLINQKKMSPPLGLNDIFEAQK
TEWHE

AviTag-
RGS3-cryst

F3. tablazat. A vizsgalt RGS3 fehérjék aminosav szekvencidja, molekulatomege és extinkcios koefficiense.
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Tovabbi gélképek

1. 2. 3. 4. 5. 6. M

35 kDa

25 kDa

20 kDa
17 kDa

Fl. dbra. A KRas G12C-Avilag fehérje tisztitasanak gélképe.

1. | 2 3. 4. 5. 6. M

48 kDa

35 kDa

F2. abra. A wt GAP fehérje tisztitasanak gélkeépe.
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D A Y

GAP R903A (M| GAP R903Q

F4. abra. A GAP R903A4 és R90Q fehérjék tisztitasanak gélképe.
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