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1. Roviditések jegyzeke

ABC
AMBIC
ATP
BRCP
BS2G
BS3
BSA
CDR
CID
cIM-MS
CL-MS
CRAC
CCS
CSM
DDA
DIA
DMEM
DSBU
DSP
DSS
DSSO
DTT
ECD
ECL
EDC
ER

ESI
ETD
FPOP
GlcNAc
GO
HCD
HDMSE
HDX-MS
HPV
HRF-MS
ICH
IDP
IDR

IF

ATP-binding cassette

ammonium bicarbonate

adenosine triphosphate

breast cancer resistance protein
bis-sulfosuccinimidyl-glutarate
bis-sulfosuccinimidyl-suberate

bovine serum albumin
complementarity-determining region
collision-induced dissociation

cyclic ion mobility mass spectrometry

covalent labelling mass spectrometry
Cholesterol Recognition Amino Acid Consensus domains
collision cross section

cross-link spectra match

data-dependent acquisition

data-independent acquisition

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
disuccinimidyl-dibutiryl-urea
dithiobis-succinimidyl-propionate
disuccinimidyl-suberate

succinimidyl-sulfoxide

dithiothreitol

electron-capture dissociation

extracellular loop
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride
endoplasmatic reticulum

electrospray ionization

electron-transfer dissociation

fast photochemical oxidation of proteins
N-acetylglucosamine

gene ontology

higher-energy C-trap dissociation

high definition MSE

hydrogen-deuterium exchange mass spectrometry
human papillomavirus

hydroxyl radical footprinting mass spectrometry
intracellular coupling helix

intrinsically disordered protein

intrinsically disordered region

inward-facing



IgG
IM.MS
IMAC
krio-EM
LC
LiP-MS
mAb
MDR
MMTS
MRP1
MS
MS/MS
NBD
NBS
NHS
NMR
nMS
OF
PBS

PC
PDB
Pgp
PhoX
PNGaz-F
PSM
PTM

RIME

RIPA
RMSD
RT
SCX
SDS
SMALP
SPC
TCEP
TD-MS
TFA
TMD
TMH
TX-100
WHO

immunoglobulin G

ion mobility mass spectrometry
immobilized metal affinity chromatography
crio-electronmicroscopy

liquid chromatography

limited proteolysis-coupled mass spectrometry
monoclonal antibody

multidrug resistance

S-methyl methanethiosulfonate
multidrug resistance-associated protein 1
mass spectrometry

tandem mass spectrometry
nucleotide-binding domain
nucleotide-binding site
N-hydroxysuccinimide

nuclear magnetic resonace

native mass spectrometry
outward-facing

phosphate-buffered saline
phosphatidylcholine

Protein Data Bank

P-glycoprotein, ABCBI

disuccinimidyl phenyl phosphonic acid
peptide-N-glycosidase F
peptide—spectrum match
posttranslational modification
quadrupole

rapid immunoprecipitation mass spectrometry of endogenous
proteins
radioimmunoprecipitation assay buffer

root-mean-square deviation
room temperature

strong cation exchange
sodium dodecyl sulfate
styrene maleic acid lipid particles
spectral count
tris(2-carboxyethyl)phosphine
top-down mass spectrometry
trifluoroacetic acid
transmembrane domain
transmembrane helix

Triton X-100 detergent

World Health Organization



XL-MS cross-linking mass spectrometry



2. Bevezetés

Az Egészségiigyi Vildgszervezet (WHO) adatai alapjan 2020-ban az Gsszes haléleset
kortilbeliil 17 %-a valamilyen rdkos megbetegedésbdl fakad [1]. Az 0sszes rakos megbetegedés
mintegy 44 %-a megfeleld prevencidoval megeldzhetd lenne [2].

A rékos esetek 1 %-a jelentkezik 20 éves kor alatt, melyek oka igen sokszor ismeretlen,
nem hozhat6 Gsszefiiggésbe genetikailag 6roklédé mutacidval [3]. Amikor a szervezet sajat
védekezd mechanizmusai mar nem elegendéek a mutans, tumoros sejtek eradikacidjahoz,
mindenképp sziikségessé valik tudoméanyosan bizonyitott terapids gyogymodok alkalmazasa.
A rak tipusanak leginkdbb megfeleld kezelés kivalasztasahoz ¢és 1) terapids eljarasok
fejlesztéséhez sziikséges a rakos sejtek és az egész korkép kialakuldsdban résztvevd sejtek
molekularis biologiai folyamatainak megismerése, a sejteket felépitd fehérjék szerkezetének és
interakcidinak feltérképezése.

A terapids modszerek nagy részét kiillonbozo kemoterdpias szerek és azok kombindcidja
képezi, melyeket sebészeti eljarasokkal vagy sugar- és biologiai terapidkkal kiegészitve
gyakran alkalmaznak sikereket elérve. Hagyomdanyos -citosztatikumok Onmagukban is
hatékonyak lehetnek foleg vérképzdszervi daganatok (leukémidk, limfomak) esetén. A rakos
sejtek azonban képesek nemcsak a szervezet természetes védekezd mechanizmusai soran
szelektalodni és ellenallova valni, de a citosztatikus kezelésekkel szemben is fel tudjdk venni a
kiizdelmet. Az ugynevezett multidrog rezisztencia (MDR) sordn az elvéltozott sejtek
érzéketlenné valnak szdmos kiilonb6zd tipust kemoterapeutikummal szemben. Rezisztenciaért
lehet felelés a tumor heterogenitas, a tumorinicidlo sejtek jelenléte, a rakellenes szereket
eltavolitdé intrinzik, vagy mutacié révén kiépitett utvonalak, rakos sejtproliferacio,
programozott sejthaldlt érinté mutaciok, tumor mikrokodrnyezetében l1étrejott valtozasok,
epigenetikai elvaltozasok és az immunrendszer kijatszdsa [4]. A rezisztencidhoz nagyban
hozzajarulnak az transzmembran ATP-kotd kazetta (ATP-Binding Cassette, ABC)
transzporterek [5], melyek koziil a legtdbbet tanulmanyozott az mdrl gén altal kodolt P-
glikoprotein (Pgp) vagy mas néven ABCB1, MDR1 fehérje [6], valamint az ABCCI1 vagy
MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1) és az ABCG2 vagy BCRP (mellrak
rezisztencia fehérje, breast cancer resistance protein). A soktényezds multidrog rezisztencia
kialakulasaban egyértelmiien szerepet jatszik a Pgp [7], azaltal, hogy hozzajarul a hidrofob és
amfipatikus kemoterapeutikumok eltavolitdsdhoz [8]. A Pgp prognosztikus faktor is lehet
bizonyos tumor tipusok esetén, mivel expresszios szintje gyakran korreldl a betegség

stadiumaval [9].



Ismert, hogy az ABC transzporterek kiilonbozd tipusu immunsejtekben kifejezddve
megvaltoztatjdk a tumor immun-mikrokornyezetet kiilonb6zd citokinek transzportja révén,
csokkentve a tumor-ellenes immunitast és a rakellenes szerek hatékonysagat [10]. A Pgp
fiziologiai allapotban megjelenik szdmos velesziiletett (makrofagok [11], természetes 6ldsejtek
[12], dendritikus sejtek [13]) és adaptiv (naiv B-sejtek [14], CD4+ [15] és CD8+ T-sejtek [16])
effektor hatasanak kialakitdsdban. A Pgp aktivitasat modosité kemoterapeutikumok nem célzott
alkalmazésa tehat befolyasolja a tumort infiltrdlo sejtek aktivitasat, mely hatassal lehet a
tumorellenes terapia kimenetelére [15].

A Pgp funkcidjaval, szerkezetével és potenciadlis Pgp miikodést befolyasold anyagok
fejlesztésével kapcsolatban intenziv kutatasok folynak, 4am olyan specifikus gatloszert, mely a
gyakorlatban terapiasan hasznalhato lenne MDR esetén, egyeldre nem talaltak. A membranba
agyazott Pgp mitkkddésének, molekula-szerkezetének és fehérje interakcioinak vizsgalata tehat
esszencialis a multidrog rezisztencia jobb megértéséhez ¢€s sikeres kezeléséhez. Azonban a
membranfehérjék, igy a Pgp kisérletes vizsgalata is nehézségekbe iitkozik, mivel szerkezetiik
¢s miikddésiik szoros kapcsolatban all a membranban 1év lipidekkel. Izolaciojuk és tisztitasuk
nehézkes, szerkezetiik megvaltozik és funkcidjukat elveszithetik a lipid Osszetétel
megvaltozasa kovetkeztében. Nem véletlen, hogy a fehérjeszerkezeti adatbazis (Protein Data
Bank, PDB) csak koriilbeliil 2 %-ban tartalmaz informaciét transzmembran fehérjékrol [17],
pedig a fehérjekodold gének 25 %-a kodolhat valamilyen transzmembran fehérjét [18]. A
plazmamembran fehérjék pontosabb ismerete segitheti a célzott terapidk fejlesztését,
tumormarkerek azonositasat, a membranfehérjék altal medialt, rezisztenciaért felelds jelatviteli
utvonalak és mechanizmusok megakadalyozasat. Mindemellett fontos megjegyezni, hogy a
nem csak a rak kezelésére hasznalt gyogyszerek 60 %-a céloz valamilyen membran asszocialt
fehérjét. Tehat dontd fontossagli olyan kisérleti eljarasok kifejlesztése és bedllitasa, mely
lehetdvé teszi ezen fehérjék konnyebben kivitelezhetd vizsgalatat, optimalisan a fiziologids

membrankdrnyezet megtartasa mellett.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Az ABC-kazettas transzporterek

A membran-transzportfehérjéknek alapvetden négy fo csoportjat kiilonboztetjilk meg, az
aktiv pumpa fehérjéket, a csatornafehérjéket, a transzporter fehérjéket és az aquaporinokat. Az
ABC transzporterek az aktiv pumpa fehérjék kozé tartoznak, mivel a kiilonb6z6 molekuldk
vagy ionok transzportjadhoz az ATP hidrolizisébdl szdrmaz6 energidt hasznaljak. Az igen 6si
ABC transzporterek megtalalhatok prokariotakban és eukaridtakban egyarant [19-21]. K6zos
jellemzdjiik, hogy funkcionalis egységiik két, konzervalt aminosav szekvenciakbol felépitett
ATP-kotd kazettaval (ATP-Binding Cassette, ABC), illetve két alacsony konzervaltsagu
transzmembran doménnel (TMD) rendelkezik. A funkcionalis egység Osszeszerelddéséhez
szlikséges régiok allhatnak kiilonalld polipeptid lancokbol, melyet kiilonalld gének kodolnak
(féltranszporterek), vagy egy polipeptid lancbdl, melyet egyetlen gén kodol (teljes
transzporterek) [22]. A féltranszporterek dsszeszerelédhetnek homo- vagy heterodimerként is.
A transzport irdnya alapjan lehetnek exporterek és importerek, funkcidjuk szerint pedig harom
csoportba sorolhatok: (i) pumpalhatnak szubsztratokat koncentracidogradienssel szemben, (ii)
csatornaként ionokat transzportalhatnak, (iii) egy fehérje partner mitkodését szabalyozhatjak.
Az ABC transzporterek alapvet6 szerkezetiik és a TMD-k feltekeredése alapjan 7 csoportba (I-
VII) oszthatok [23].

A human genom 49 ABC transzporter génjét tartalmazza, melyeket hét (A-t6l G-ig)
alcsaladra lehet osztani szekvencia és szerkezeti homoldgiajuk alapjan (1. abra) [24]. Ezek
mindegyike a IV-es vagy V-0s szerkezeti csoportba sorolhat6. Az ABCA ¢és C alcsalad teljes
transzportereket tartalmaz, az ABCB csalad teljes és féltranszportereket is, az ABCD és ABCG
alcsalad csak féltranszportereket, az ABCE és ABCF alcsalad pedig csak szolubilis nukleotid
koté doméneket (nucleotide-binding domain, NBD) tartalmaz [25]. Az emberi ABC
transzporterek tobbsége exporter pumpa tipusu, kivéve a cisztds fibrozis transzmembran
konduktancia regulator (CFTR, ABCC7) fehérje, mely egy kapuzott Cl- csatorna, a retina-
specifikus importer ABCA4, a lizoszomalis kobalamin importer ABCD4, és a SUR1, SUR2
fehérjék (ABCCS8, ABCC9), melyek ATP-szenzitiv K* csatorna mitkodését befolyasoljak.
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1. abra: Human ABC transzporterek filogenetikai faja. A 49 human ABC transzporter nukleotid
szekvencidjanak illesztését a MEGA 11 szoftver ClustalW programjaval végeztiik. A filogenetikai fa
felépitéséhez az ML Modellt valasztottuk a MEGA 11 felhasznalasaval [26]. Az abran az altalunk
vizsgalt ABCBI transzporter piros kiemeléssel szerepel.

Gén Név Felépités Szubsztrat
ABCBI1 PGP, MDR T Drog
ABCB2 TAPI F Peptid (ER)
ABCB3 TAP2 F Peptid (ER)
ABCB4 PGY3 T PC
ABCBS F Drog
ABCB6 MTABC3 F Fe (KM)
ABCB7 ABC7 F Fe/S klaszter (BM)
ABCBS M-ABC1 F Peptid (BM)
ABCB9 TAPL F Peptid (L)
ABCB10 M-ABC2 F Peptid (BM)
ABCBI11 SPGP T Epesok

1. tablazat: Az ABCB alcsalad tagjainak szerkezeti és funkcionalis 6sszesitése. T: teljes transzporter,
F: féltranszporter, ER: endoplazmatikus reticulum, KM: kiils6 mitokondrialis membran, BM: belsd
mitokondrialis membran, L: lizoszéma, PC: foszfatidilkolin.

A human ABCB alcsalad valtozatos tagjait az 1. tablazat foglalja 6ssze [27]. Ide tartozik az
egyik legrégebb oOta tanulmanyozott Pgp (ABCB1) is, mely az egészséges szervezetben drként
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védelmezi a sejteket, szoveteket kiilonb6zd toxikus szerektdl. Jellemzden a belsd terek és kiilsd
kornyezet hatarteriiletein expresszalodik, mint pl. a vér-agy gatban, vér-here gatban,
vékonybélham sejtekben vagy kapillaris endotél sejtekben. Ennek, és promiszkuus
szubsztratspecificitdsanak koszonhetden sok esetben befolyasolja a kiillonboz6 betegségekben
alkalmazott és gyogyszerfejlesztésben tanulmanyozott komponensek abszorpcidjat,

crer

overexpresszalodva pedig hozzajarulhat a multidrog rezisztencidhoz [7].

3.2. Az ABCBI1/P-glikoprotein (Pgp) tulajdonsagai és mitkodése
3.2.1. A Pgp szerkezete ¢s katalitikus ciklusa

A 170 kDa-os teljes transzporter human Pgp, 12 transzmembran hélixet (TMH)
tartalmaz, melyek 2 transzmembran domént (TMD), 6 extracellularis hurkot (loop) (ECL)

formaznak (2. abra).

Extracellularis tér

Citoplazma

200

i
HFCPEOROECEEERORER00

2. abra: A Pgp elsodleges szerkezetének topologiaja a Protter szoftver megjelenitésében [29]. A
nukleotid-kotd hely 1 (NBS1) régioit rézsaszinnel, mig az NBS2-hoz tartoz6 szekvenciakat barnédval
emeltem ki. A TMH-eket kék szdmokkal (1-12), mig a NBD-et kék felirattal jeloltem. Az NBS1-et
felépitd szegmenseket rozsaszinnel, az NBS2-hoz tartozo régiokat pedig barnaval jeldltem. A flexibilis
linkert és a konyok hélixeket sziirkével jeloltem. A koleszterin felismeré CRAC szekvencidkat a jobb
felsd sarokban 1évo jelmagyarazat szerint szineztem, illetve sarga szinii koleszterineket helyeztem oda,
ahol a 6gex PDB szerkezetben is azonositottak koleszterint.

A TMD-k kozvetleniil és kozvetve is kapcsolodnak az ATP-kété doménekhez
(nucleotide-binding domain, NBD). Kozvetlen 6sszekottetés a TMH6 és az NBDI, illetve a
TMH12 és az NBD2 alfa-hélixeken keresztiil alakul ki. Kézvetett, nem kovalens kapcsolddas
jon létre a membranbdl a citoplazméba iranytl6 4 intracelluléris kapcsold hélixek (intracellular

coupling helices, ICH1-4) mentén [30,31]. Az ICH-k fontos szerepet jatszanak a membranban
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bekovetkezd valtozasok szignaljainak kozvetitésében az NBD-k fel¢, s ilyen modon
befolyasolhatjadk az ATP megfeleld kotodését és hidrolizisét [32]. Az ATP-kotd zsebeket
(kazettakat) (nucleotide-binding site, NBS) a két szemkozti NBD intracelluléris loopjai €s
hélixei alakitjak ki. Az egyik NBD-n 1évé Walker régiok, Q-loop és A-loop, a masik NBD-n
talalhat6 D-loop és C-loop (signature motif) kozott alakitja ki az ATP-kotd zsebet, egy
szekvencidja evolucidésan konzervalt. A fehérje két homolog felét egy rendezetlen kapcsold
régid (linker) koti 0Ossze, mely flexibilitdisa révén konnyen Iétesit kapcsolatot
fehérjepartnerekkel és a Pgp katalitikus ciklusa soran 0sszekottetést hozhat 1étre a két NBD
kozott [33,34]. Mozgékonysaga miatt a linker régié gyakran hidnyzik a fehérjeszerkezeti

modellekbdl (3. abra) [35] és kiilonb6z6 konformacos allapotai egyelére nem tisztazottak [36].

Onyok hélix 2

g
ICH1 3 2% g ICH3
" -%\ » C-loop
Walker A
C-loop %@ ~Walker A

linker

3. abra: A befele néz6 human Pgp tercier szerkezete (PDB: 6qex), annak specifikus szekvencidinak
kiemelésével. A TMD1 (vilagos kék) 0sszekottetésben all az NBD1-el (sotétkék), a TMD2 (vilagos
z01d) pedig az NBD2-vel (sotétzold) kapcsolodik. Az NBS1-et felépitd szegmenseket rozsaszinnel, az
NBS2-ho6z tartozo régiokat pedig barnaval jeloltem. A flexibilis linkert és a konyok hélixeket sziirkével
jeloltem. Az ECL1-en 1évé N-glikanok kék szintiek, ahol az oxigén atomok piros szintiek.

A TMD-k bels6 iiregében, koriilbeliill a membran kettdés réteg belsé lemezének

magassagaig, a TMH-k mindegyikének részvételével alakul ki a szubsztrat-kotd zseb, melyben
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tobb helyen is bekotddhetnek a kiillonbozé szerkezetli szubsztratok €s inhibitorok [37]. A
kotédés kialakitdsdban foként hidrofob interakcidk vesznek részt, de bizonyos esetekben
specifikus hidrogén kotések részvételét is leirtak [38]. A bekotddd szubsztratok transzportjanak
mechanizmuséaval, ¢és a Pgp szerkezetében bekdvetkezd valtozasok dinamikajaval
kapcsolatosan szamos tanulméanyt publikaltak, 4m egységes molekularis modellt még nem
sikertilt felallitani. Ennek okai a nagyméretli transzmembran fehérjék kristalyositasanak
nehézségei és izolaciojuk soran bekovetkezd térszerkezetbeli valtozasok. A kiilonbozd
modellek egy része szerint a két NBD szétvalik egymastol ATP hidnyaban (A TP-switch model
[39], processive clamp model [40]), masok szerint viszont az egész katalitikus ciklus soran
kontaktusban maradnak (alternating catalytic sites model [41], nucleotide occlusion model
[42], constant contact model [43]). Amit biztosan tudunk, hogy szubsztrat kotodés hatasara az
ATP-hidrolizise fokozddik, és a hidrolizis hatasara megtorténik a szubsztrat-transzlokacio; az
ICH-k ¢és a konzervalt nukleotid-kotd motivumok sziikségesek az NBD-k dimerizacidjahoz; a
dimerizaci6 ATP kotddés hatasara jon létre; és hogy az ATP hidrolizisét kdvetden a nukleotid
kotd zseb nyitott allapotban van [37]. Az egyiranyU transzport mechanizmus soran az NBD-k,
ICH-k és a membran kozott szerkezeti jelatvitel torténik. Korabbi eredményekkel ellentétben,
melyek a Pgp mitkddését annak nativ kdrnyezetébdl kivonva vizsgaltak, az Gijabb, fiziologids
koriilmények kozott végzett vizsgalatok szerint egyetlen funkcionalis NBS elegendd az ATPaz
aktivitashoz, és szubsztrat-transzporthoz [44].

Térszerkezeti modellek alapjan a Pgp két f6 konformaciot vesz fel, a szubsztrat-kotd
befele nézo6 (inward-facing, 1F) konformaciot, és a szubsztrat-kiengedd kifele-nézd (outward-
facing, OF) konformaciot. Egy Gjabb, kdztes domindns szerkezet, a pre-hidrolitikus (okkludalt)
szerkezet alapjan a Pgp kifele és befele is zart allapotot vesz fel [45]. Szimuléciés modellek a
Pgp aszimmetrikus konformacios allapotait feltételezik, és az NBD-k intrinsic hajlamat
aszimmetrikus okkludalt formak kialakitasara [46]. A f6 konformaciok mellett szamos kisebb
¢s lassabban kialakul6 szerkezeti elmozdulést is megfigyeltek, amit f6ként a membran és annak

lipid 6sszetétele befolyasol [47].

3.2.2. A membran-mikrokdrnyezet hatdsa a Pgp-re

Az integrans membranfehérjék megfeleld miikodését és szerkezetét egyértelmiien
meghatdrozza a membran Osszetétele és fizikai allapota [48]. A Pgp aktivitasat befolyasolja a
membran vastagsaga [49,50], fluiditasa és olvadéaspontja [51], és a membrant felépitd lipid
komponensek eloszlasa [50,52]. A lipid komponensek eloszlasat maga a Pgp is befolyasolhatja,

hiszen a lipideket és azok szarmazékait ,,floppaz” mechanizmus révén a lipid kettOs réteg kiils
b
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lemezébe tudja transzportalni [53]. A membranfehérjék, s a Pgp esetén is a hidrofob
transzmembran régiot koriilvevd lipid gylrti (annuléris lipidek) kozvetlentiil befolyasoljak a
fehérje megfeleld mitkodését. A lipidek detergensekkel vald eltavolitasa gatolja a Pgp ATPaz
aktivitasat [32,49]. Ezzel szemben a lipid kettds réteget stabilizald koleszterin jelenléte a Pgp
aktivitasahoz nem nélkiilozhetetlen [54], de modositja annak alap és szubsztrat-stimulalt ATPaz
aktivitasat, drog koto- és transzportald képességét, illetve flippaz funkcidit [S5-57].

A specidlis lipid és fehérje 0sszetételi membran-mikrodomének, a lipidtutajok (raff) és
annak egy valtozata, a kaveoldk fontos szerepet jatszanak példaul kiilonbozd jelatviteli
folyamatokban, membranfehérjék és szubsztratok transzportjaban. Ezen koriilbeliil 20-100 nm
széles strukturdk jellemzden szfingolipidben gazdagok, mely fdleg a lipid kettds réteg kiilsd
lemezébe koncentralédik szorosan Osszekapcsolddva  koleszterinnel, mely szoros
Osszerendez6dés kialakitja a dinamikus mikrodomén struktarat. A raftok jellemzden
inhomogének, kiilsd régiojuk kevéssé strukturalt, mig belsé résziik kompaktabb. Ezen
strukturdk megkiilonboztethetdk a nemionos Triton X-100 (TX-100) detergenssel vald
oldhatésaguk alapjan. Mig a kozponti régié TX-100-ban nem oldédik, addig a struktiralatlan
részek oldhatdak, de enyhébb detergensekkel szemben mar ezek is rezisztensek (példaul Brij96
vagy Lubrol). A kaveoldk a TX-100 rezisztens struktarak kozé tartoznak. A Pgp mind raft és
nem-raft membran-mikrodoménekben megtalalhato, s ennek megoszlasa sejttipustdl filigghet,
de jellemzden a raftok struktiralatlan, TX-100 oldhat6 frakciojaban helyezkednek el [58]. A
Pgp kaveoldkban nem fordul eld, s a kaveolak befliz6dését stabilizald ,,hajtii-szeri” kaveolinnal
nagy valosziniiséggel inkabb csak kozvetett interakcidban van (4. abra).

A lipidtutajok 0Osszerendezddésében ¢és stabilizdlasdban fontos szerepe van a
citoszkeletalis fehérjéknek, melyek Osszekottetést létesithetnek membranfehérjék kozott is,
befolyasolva azok miikodését. A Pgp funkcioi és szubsztratspecificitasa a kiilonb6z6 membran
mikrodomének esetén eltéré lehet [59]. Mindemellett laboratériumunkban kordbban azt
talaltdk, hogy az UIC2 konformdacio-érzékeny antitest (1asd 3.2.3 fejezet) nagymértékben a raft-
asszocialt Pgp-ekhez kotddik [60,61]. A szubsztrat-kotd, IF Pgp konformer tehat nagyobb
mértékben fordul el6 a lipidtutajokban.
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4. abra: A Pgp eléfordulasa Kiilonbozo lipidosszetételii membran-mikrodoménekben. A Pgp
elo6fordulhat raft (lipidtutaj) €s nem-raft lipid-mikrodoménekben is, kaveolakban azonban nem jellemzo.
A raft régiokban a Pgp dinamikus konformacidja a befele néz6 (IF) iranyba tolodik el. A Pgp-hez
szorosan kapcsolodo koleszterinek jelenléte jellemz6 a nem-raft doménekben is.

A Pgp szerkezetét és miikodését a koleszterin nem csak kdzvetetten, a membran fizikai-
kémiai tulajdonsagainak megvaltoztatasaval befolyasolhatja, hanem kozvetleniil, a Pgp-hez
kotédve is [55,62]. Az ABCG2 fehérje esetén specifikus szekvencia-mintdzatot mutatd
koleszterin-k6td doménekhez (Cholesterol Recognition Amino Acid Consensus domains:
CRAC, CRAC-szerli, CARC, és CARC-szerti [63]) kotddik koleszterin [64]. Ilyen jellegii
szekvenciak az ABCC1 [65] és a Pgp transzmembran hélixeiben és extracellularis régidin is
megtalalhatok (2. abra), mely régidok nagy részéhez krio-EM kisérletekkel bizonyitottdk a
koleszterin kotodését [35].

MDR sejtekben a raft-asszocialt Pgp-k aranya, sejttipustol fiiggden, koriilbeliil 22-
40 %-az 0sszes Pgp mennyiségnek. Mindemellett, altalanossagban elmondhatd, hogy MDR
esetén a rafi- és kaveola-asszocialt fehérjék és lipidek mennyisége emelkedett [66]. Ennek oka
lehet, hogy a tumorterapiaban alkalmazott kemoterapias szerek sok esetben megvaltoztathatjak
a membran lipiddsszetételét [67]. A Pgp lipid flippaz funkcidja révén stabilizalhatja a membran
mikrodoméneket, bar koleszterin-transzport valosziniileg nem jellemz6 a Pgp-re [55].

Munkacsoportunk vizsgélatai szerint, a plazmamembran-koleszterin szintjének
csokkenése esetén a rafi-konformer Pgp szelektiv transzportja a plazmamembranba emelkedett
MDR sejtekben, a kontroll sejtekhez képest (5. abra). Az eredmények megerdsitik, hogy a Pgp
¢s a kapcsolodo koleszterinek, a sejtek vezikularis trafficking folyamatai (Golgirdl lefiz6do
vezikuldk, endoszémak és lizoszomak exocitozisa) révén segitik a membran javitod (repair)

mechanizmusait, igy egy ellenallobb fenotipust kialakitva MDR esetén [68—70].
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Az MDR sejtekre jellemzéd a membran lipidosszetételének megvaltozasa, illetve a
koleszterin emelkedett szintje [71], igy a Pgp ebbdl kovetkezd szerkezetvaltozasainak ismerete
segitheti a hatékonyabb gyogyszertervezést, és az MDR sejtekben kifejez6dd Pgp specifikus
blokkolasat.

Plazmamembran-
repair

Ciklodextrin P-gp raft-konformer

A b %

N

5. abra: MDR sejtekben koleszterin kivonas hatasira a raft-konformer Pgp exocitozisa
emelkedett, mely hozzajarul azok nagyobb ellenidlloképességéhez. A plazmamembran
koleszterintszintjét és az emiatt kialakulo 1éziokat, a Pgp-t és annak strukturalis koleszterinjét szallito
vezikulak emelkedett exportja allitja helyre.

3.2.3. Pgp-t felismerd antitestek

“ sy

antitestekkel (mAb), melyek segitségével lehetséges a Pgp szerkezetvaltozasainak kovetése in
vivo fiziolégias koriilmények kozott [72,73]. J6 néhany mAb kotddik specifikusan a
plazmamembran Pgp-k extracellularis epitdpjaihoz (pl. 15D3, UIC2, MRK 16, 4E3, MM4.17)
[74-79].

Az antitestek altalaban az 6sszes sejtfelszini Pgp-t képesek jeldlni, fliggetleniil annak 6
konformacids valtozasaitol. Azonban a konformécios epitdpot felismerd UIC2 IgGoa mAb az
ATP-hianyos, szubsztrat kotd IF konformaciot részesiti eléonyben. Az UIC2 nem egybefiiggd
epitopjat az 1., 3. és 4. ECL-en 1év0 régiok allitjak ossze, melyek az IF konformécioban kozel
kertilnek egymashoz [44,61]. Szubsztrat hianyaban az UIC2 a sejtfelszini Pgp-k koriilbeliil 10—
40 %-at jeloli (Pool 1), szubsztratk6tddés hatdsara viszont az Osszes fennmaradd Pgp is
jelolédik (Pool 1 + Pool 2). Ez az Gn. UIC2 shift jelenség tehat a tobb kotdhely kialakulasa

miatt jon létre, mely akar 10-szeresére is emelheti a kotohelyek szdmat [80].
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A Pool 1 és Pool 2 sejtfelszini Pgp-ket egyarant jelold 15D3 IgGi mAb kotddési
affinitasa B-ciklodextrinekkel val6 koleszterin kivonas hatdsara csokken [62]. Ennek oka, hogy
a Pgp-hez szorosan kapcsolodd szerkezeti koleszterinek sziikségesek az ECL-ek azon
koleszterin-érzékeny ECL-eket kordbban még nem hataroztdk meg. Mint ahogyan a fent
emlitett antitestek koziil sok kompeticioban van egymassal a kotohelyekért, ugy a 15D3 és az
UIC2 is, tehat feltételezhetden epitopjaik részben atfednek. Ezt bizonyitja munkacsoportunk
azon eredménye, miszerint Pgp-szubsztrat, pl. ciklosporin A jelenlétében a transzportert
expresszalo MDR sejteket UIC2-vel eldinkubalva csokkent a 15D3 kotddési affinitasa [62].
Mindemellett, az UIC2 kotdédését a koleszterin kivonas nem befolyasolja, illetve korabbi
kisérleteink alapjan a 15D3 kotddési helye is konformacids epitodp, azaz nem egy egybefiiggd
peptidszakasz.

Tehat a 15D3 a teljes katalitikus ciklus soran képes kotddni a Pgp-hez, mig az UIC2 inkébb
az IF szerkezetet kedveli, amikor az 1. és 4. ECL kozel vannak egymashoz. Szerkezeti adatok
alapjan az 1. és a 6. ECL a teljes katalitikus ciklus soran kozel marad egymashoz, illetve az 1.
ECL részben atfed az UIC2 antitesttel, tehat felmeriil a lehetdsége annak, hogy a 15D3 ezekhez

a régiokhoz kotddik. Ennek kisérletes bizonyitasa disszertaciom 6 célja.

3.3. Fehérjeszerkezet-vizsgalod proteomikai modszerek

A fehérjék 3D szerkezetének vizsgalatara leggyakrabban fehérjekrisztallografiai
modszereket alkalmaznak, 4m ezekkel a médszerekkel a membranfehérjék, illetve a rendezetlen
fehérjék (intrinsically disordered protein, 1DP) vagy rendezetlen régidt (intrinsically
disordered region, IDR) tartalmazo fehérjék csak nehezen, vagy egyaltalan nem vizsgalhatok.
Ennek oka, hogy a membranfehérjék amfipatikusak, és eredeti szerkezetiik megtartasahoz a
fiziol6gias membrankornyezet sziikséges. Tisztitdsuk és analizisiik ilyen modon kihivasokkal
teli. Az IDP és IDR fehérjék nem kristalyosithatéak, igy rontgendiffrakcios vizsgalatuk nem
lehetséges. Mozgékonysaguk miatt ezen fehérjék térszerkezete konformacios sokasagként
jellemezhetd, vizsgalatuk krio-elektronmikroszkopidval (krio-EM) és NMR-spektroszkopiaval
is nehézkes, a rendezetlen régiok gyakran hianyoznak is a szerkezeti adatokbol. A fehérjék
szerkezetének és mozgasanak leirasaban egyre fontosabb szerepet tdltenek be az elméleti
szamitasok és predikciok. A neurdlis halozaton alapulé AlphaFold (DeepMind) [81] gépi

tanulasi algoritmusa lehetdvé teszi olyan fehérje tipusok (mint példdul a membranfehérjék)
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szerkezetének megbizhat6 joslasat is, melyek a betanitasra felhasznalt adatbazisban nem voltak
jelen [82]. Azonban a flexibilis régidk analizise ezen algoritmusokkal tovabbra is limitalt és
tobb kisérletesen meghatarozott adatra van sziikség ahhoz, hogy megfelel6 térszerkezeteket
tudjunk generdlni. Ilyen informdacidkat nyerhetiink példaul az aldbbiakban részletezett
szerkezeti proteomika modszereivel.

Az utdbbi 30 évben a tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) folyamatos fejlddése
révén egyre tobb lehetdség nyilik a fehérjék nemcsak elsddleges, de masodlagos, harmadlagos
¢s negyedleges szerkezetének vizsgdlatira is ezen mddszerrel. Tomegspektrometrias
vizsgalathoz nem sziikséges a fehérjeminta fagyasztasa vagy kristalyositasa és a fehérje mérete
altalaban nem korlatozza az analizist (féleg a bottom-up modszerek esetén lasd alabb) [83].
Nativ MS alkalmazasaval a konformacios sokasagok elkiilonithetdek egymastol, tehat nem csak
sokasagatlagot tudunk vizsgalni [84], lehetséges a konformacids allapotok kozotti atmenetek és
a fehérje mozgasanak kovetése, illetve kiillonb6zd ligandumok, lipidek vagy fehérje partnerek
kotohelye és a kotddés dinamikaja is leirhatd tomegspektrometrids modszerekkel [85-89]. A
tomegspektrometrids fehérje-térszerkezet vizsgalati eredmények kivaléan alkalmasak a
hagyomdnyos szerkezeti biokémiai mddszerek kiegészitésére, betekintést nytjtva a fehérjék
olyan tulajdonsagaiba, melyeket hagyomanyos modszerekkel nem tudunk detektalni.

A proteomika tudomdnya egy adott idOpillanatban expresszalt fehérj¢k vizsgalata
valtozatos mddszerekkel, egy adott fehérjekomplexben, sejtszervecskében, sejtben, szovetben,
szervben vagy szervezetben. Nagy mennyiségli fehérje vizsgalataban alapvetd fontossagu a
tomegspektrometria modszere. Sokféle kisérletes megkozelités létezik a fehérjék
tomegspektrometrids vizsgalatara, melyeket a 6. abra Osszesit. A bottom-up (alulrél felfelé
iranyuld épitkezés) modszerek sordn a fehérjéket eldszor enzimatikus emésztéssel kisebb
peptidekre daraboljuk, majd ezutan LC-MS/MS analizissel vizsgaljuk azok szekvencidjat, és
adott adatbazisok alapjan azonositjuk a peptideknek megfeleltethetd fehérjét. A top-down
(fentrdl lefelé irdnyuld elemzés) megkdzelitések esetén a teljes fehérjét mérjiik
szekvencidja. A kovetkezd fejezetekben roviden bemutatom, hogy a kiilonb6zd proteomikai
moddszerek hogyan haszndlhatok membranfehérjék, illetve IDR vagy IDP fehérjék

szerkezetének elemzéséhez.
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6. abra: Fehérjék tomegspektrometrias vizsgalatihoz alkalmazott megkozelitések. Fehérje-
térszerkezet meghatarozasra leggyakrabban hasznalt modszereket sziirke hattérrel emeltem ki. A nativ
tomegspektrometrias modszerek informaciot nytjtanak ligand, lipid, vagy mas fehérje partnerekkel valo
denaturalt Top-Down) (3.3.6 fejezet) pedig a proteoformakrol is. A keresztkotéses tomegspektrometria
(cross-linking mass spectrometry, XL-MS) (3.3.2 fejezet) segitségével meghatarozhatunk aminosav
reziduumok kozti tavolsagot, illetve azok hidrofobicitasat. A hidrogén/deutérium-csere
tomegspektrometrias (hydrogen-deuterium exchange mass spectrometry, HDX-MS) (3.3.4 fejezet) és a
kovalens jeldléses tomegspektrometrias (covalent labelling mass spectrometry, CL-MS) (3.3.3 fejezet)
modszereket a fehérjék dinamikus mozgédsadnak ¢és oldoszer hozzaférhetdségének vizsgalatdhoz
alkalmazzak. A nem denatural6 kozegben torténd részleges proteolizisen alapuldo Middle-Up és Middle-
Down technikakkal felderithet6k a fehérje felszinén lejatszodo valtozasok, kiilonbozé koriilmények,
interakciok hatasara. A limitalt proteolizissel kapcsolt tomegspektrometria (/imited proteolysis-coupled
mass spectrometry, LiP-MS) (3.3.5 fejezet) modszer a Middle-Up és és Bottom-Up modszerek
keveréke, mely lehetové teszi a fehérjék szerkezetvaltozasainak in situ vizsgalatat. Mindezeket a
modszereket kiegészitheti és fehérjeszerkezeti ismereteinket bdvitheti az ionmobilitas elvalasztas
(ionmobilitas-tomegspektrometria, IM-MS) (3.3.7 fejezet).
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3.3.1. A szerkezeti proteomikéban hasznalt tomegspektrometrias alapfogalmak

A tdmegspektrometrids analizis soran ionizalt molekuldkat tomeg/toltés (m/z) értékiik
szerint elvalasztjuk, majd a detektorba érkezett jel alapjan kiszdmithat6 azok mennyisége
(intenzitdsa) és molekulatomege. Proteomikai vizsgéalatok soran jellemzden 0sszetett mintakat
vizsgalunk, igy a molekulakat tomegspektrométerbe vald érkezésiik elétt nagyhatékonysag
folyadékkromatografiaval (HPLC) vagy ultranagy hatékonysagu folyadékkromatografiaval
(UHPLC) szokés elvalasztani. Folyadékkromatografidhoz vald kapcsolhatéosdga és jobb
reprodukélhatdsdga miatt proteomikdban leggyakrabban alkalmazott ionizacids technika az
elektroporlasztdsos ionizacid (electrospray ionisation, ESI) [90], valamint ennek
nanoaramlasos valtozata (nanoESI). Az ESI-t jellemzden pozitiv moédban haszndlva a peptidek
¢s fehérjék tobbszords pozitiv toltést hordoznak ([M+nH]™).

Az intakt tomegspektrometridas mérések esetén az ionizacidt kovetden tovabbi
fragmentéci6é nélkiil az ionokat tomeg szerint elvalasztjuk és detektaljuk (MS1). Tandem
tomegspektrometria (MS/MS) esetén az ionizacid utan miiszertdl fliggden jellemzden kétféle
adatgyiijtési modszert hasznalhatunk. Az adat-fiiggd adatgylijtés (data-dependent acquisition,
DDA) esetén intenzitas alapjan kivalaszthatunk egy iont, melyet szekvenalni szeretnénk és csak
ezt az iont gerjesztjiik, majd az igy kapott fragmenseket m/z értékiik szerint szétvalasztjuk. Az
elére bedllitott kivalasztasi paraméterek alapjan az ionok szelektaldsa és fragmentdlasa mérés
kozben automatikus. A prekurzor ion szelekciot kvadrupol sziirével vagy ioncsapdaban
végezhetjiik. Kvadrupol (Q) sziiré esetén az elektrodokon alkalmazott elektromos erdtér
bedllitasaval szabalyozzuk, hogy az elektrodok kozott mely fragmensek haladjanak at a
tomegspektrométer tovabbi térrészeibe (térbeli tandem tomegspektrometria) [91]. loncsapda
esetén, az elektrodokra kapcsolt megfeleld fesziiltségek alkalmazasdval csak az altalunk
kivalasztott, adott m/z értékli ionok maradnak az ioncsapddban, majd itt keriilnek
fragmentaciora (idobeli tandem tomegspektrometria) [92]. Az ioncsapda tipusu analizatorok
felhasznalasaval, illetve hibrid késziilékekben (tobbféle tomeg analizator kapcsoldsaval) a
keletkezett fragmenseket tovabb hasithatjuk (MS"). A masik adatgyiijtési modszer az
adatfiiggetlen adatgyijtés (data-independent acquisition, DIA), mely soran nincs prekurzor ion
szelekcid, hanem minden jelen 1év6 prekurzor ion fragmentalasra keriil. Ennek elénye, hogy
nem csak a legintenzivebb prekurzor ionokrol késziil MS/MS spektrum, hanem a kevésbé
abundans ionokrdl is. Komplex, keverék mintak esetén gyakran eléfordulhat, hogy pont az

altalunk keresett ion nem kertil MS/MS fragmentéldsra, mert az intenzitdsa nem éri el a DDA
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modszer esetén bedllitott kiiszob értéket. A DIA soran késziilt adatok elemzése azonban
bonyolult, és specialis szoftvereket igényel.

Az egyik legelterjedtebb MS/MS fragmentaciés technika az {iitkozésindukalt
disszociacié (CID), ahol az ionokat elektromos erdétérben felgyorsitva (beam-type) vagy
rezonanciagerjesztéssel (trap-type) aktivaljak, ezaltal megnovekszik kinetikus energidjuk és a
csapdat kitoltd inert gazzal valo iitkdzés hatasara a peptidvaz amidkotéseinél elhasadnak, igy
jellemzden b és y tipust ionok keletkeznek (7. abra). A CID bar gyors és hatékony moddszer, a
poszttranszlacios modositasokrol (PTM) és kiilonboz6 proteoformékrdl a fragmentécid sordn
gyakran informacidt veszitiink, azok lehasaddsa miatt. Ilyen esetekben érdemes valamelyik
elektronbefogésos technikat alkalmazni, ahol a prekurzorionok vagy elektronnyalabbal (ECD,
Electron-Capture Dissociation, elektronbefogasos disszociacio) vagy anionokkal (fluorantén
anion, 1,4-dicianobenzol) litk6zve elektront vesznek fel (ETD, Electron-Transfer Dissociation,
elektrontranszfer disszocidcio), és az amidkdtés nitrogénje és az o-szén kozotti kotés
elhasadésaval c és z tipusti ionok keletkeznek (7. abra) [93]. Ezen utdbbi technikék bar kevésbé
hatékonyak és inkdbb nagyobb toltésli ionokat lehet igy fragmentédlni, mivel elsdsorban a
peptidgerinc hasad el és az oldallancok, PTM-ek pedig nem, igy lehetdséget nyljt azok

detektalasara és szekvenciaban val6 elhelyezkedésiik azonositasara.

x ¥y Z

N-terminalis (@) R: (@) Ra C-terminalis
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N ” COOH
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7. abra: Kiilonb6z6 fragmentacios modszerek soran keletkez6é ion tipusok. Fragmentacios
technikatol fliggden, egyszeres kotéshasadassal a, b és ¢ ionok keletkezhetnek az N-terminalis feldl,
illetve x, y és z ionok a C-terminalis feldl.

A modern proteomikaban és a fehérje-térszerkezetek vizsgalatat célzo kisérletekben
leggyakrabban hibrid miiszereket alkalmaznak, jellemzdéen a nagyfelbontasti Orbitrap (pl.
Orbitrap Fusion™ Lumos™ Tribrid™ Mass Spectrometer) és kvadrupdllal kapcsolt repiilési
1d6 analizator (QTOF) (pl. Waters SELECT SERIES Cyclic IMS) tipust késziilékeket.

A tomegspektrométer altal rogzitett spektrumok kiértékelése rendszerint szoftverek
segitségével torténik. Az algoritmusok leggyakrabban ugy miikddnek, hogy az altalunk

megadott adatbazisban 1év0 fehérjéken in silico proteolizist és az igy keletkezd elméleti
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prekurzorokon in silico fragmentaciot végeznek. Ezeket az elméleti adatokat hasonlitjak ssze
a ténylegesen mért spektrumokkal, és kiillonbozd statisztikai probak és fals pozitiv érték (false

discovery rate, FDR) szamitdsaval azonositjak azt a peptidet, mely az adott mért spektrum
adataihoz leginkabb illeszkedik.

3.3.2. Keresztkotéses tomegspektrometria (XL-MS)

Az utobbi években az XL-MS technika a hagyomanyos fehérje-térszerkezet vizsgalod
eljarasok (példaul rontgendiffrakcio, NMR-spektroszkopia) széles korben bevett kiegészitd
modszeréve valt, kiilondsen a nehezen vizsgéalhatd fehérjék, mint a membranfehérjék, vagy az
IDP és IDR fehérjék esetén. A keresztkotési reakceio jellemzden fiziologias kortiilmények kdzott
zajlik in vitro izolalt fehérjén oldatban, gélben [94] vagy immunprecipitacids gyongyon [95],
de in vivo, €16 sejtekben [96,97], szovetekben [98] is lehetséges. A keresztkotd molekuldk
kovalens kotést alakitanak ki két, egymashoz megfeleld kozelségben 1év6 aminosav oldallanc
kozott. Ezutan a fixacios 1épés utan, a kialakitott kotés stabil marad az akar erélyes
mintapreparalasi lépések alatt és a tomegspektrométerben torténd ionizacid sordn is. A kémiai
keresztkotd agensek altaldban két reaktiv csoportot tartalmaznak, amelyeket egy meghatarozott
hosszlisagu Un. tavtartd rész (spacer) kapcsol 6ssze (8. abra A). A tavtartd hossza informaciot
szolgaltat egy fehérjén belill 1év0 vagy kiilonbozd fehérje-fehérje partnerek adott aminosav
oldallancai kozott 1évé tavolsagrol (distance constraint). A fehérje polipeptidlancan
keresztkotott aminosavakat ezutdn jellemzden bottom-up proteomikai megkozelitésekkel
hatarozzak meg, tehat szarmazékképzés (denaturdlds, redukalés, alkilalas) és enzimatikus
emésztést kovetden LC/ESI-MS/MS technikaval torténnek a mérések.

A keresztkotd agensek célpontjai lehetnek példaul szulthidril (cisztein), karboxil
(aszparaginsav, glutaminsav) vagy amino (lizin) csoportok. A leggyakrabban hasznalt
keresztkotk az amin-reaktiv N-hidroxiszukcinimid (NHS) észterek, amelyek elsésorban a lizin
oldalldncok e-nitrogénjét célozzak (8. abra B). Kisebb mértékben reagédlhatnak szerinnel
(12.5 %-a az Osszes reaktiv csoportnak) tirozinnal (4.3 %) és treoninnal (3 %) is [99,100],
azonban sajat kisérleti tapasztalataink alapjan ezen reakcidk gyakorlatilag elhanyagolhatok. Az
XL-MS-sel foglalkoz6 kutatok kozosségének javaslata szerint ezen reakcidkat érdemes
figyelmen kiviil hagyni a szamitogépes lekeresés soran, ha a mintank Osszetett és a mért
tomegspektrumok sok adatot tartalmaznak, igy csokkentve az adatkiértékelés szamitasigényét

¢s a fals pozitiv talalatok mértékét [101].
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8. abra: Az NHS-észter tipusu keresztkotok szerkezete (A) és reakcidi (B,C). (A) Az NHS-¢szter
tipusu keresztkotok jellemzden két szukcinimidil észter reaktiv csoportot tartalmaznak, melyeket adott
hosszusagl tavtarto kot 0ssze. A vizoldhatd keretsztkotok két szulfoszukcinimidil észter csoportot
tartalmaznak. (B) Két lizin oldallanc aminocsoportja kozotti keresztkotés kialakulasa soran peptidkotés
jon létre az e-nitrogén és a keresztk6td karbonilcsoportja kozott, az N-hidroxi-szukcinimid vagy N-
hidroxi-szulfo-szukcinimid tdvozasa mellett. (C) A vizes kdozegben gyakran el6forduld mono-linkek ugy
alakulnak ki, hogy a keresztkotének csak az egyik vége alakit ki peptidkotést, mig a masik vége
elhidrolizal.

A keresztkotési reakcio hatékonysaga koriilbeliil 1-5 % [102] és az egymashoz képest

megfeleld tavolsagban 1évo lizin oldallancok mennyisége is limitalt [103,104]. Tehat a minta
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jelentés hanyada modositatlan peptideket tartalmaz, illetve a keresztkotési reakcid soran
keletkez6 egyéb termékeket (9. abra). Nagy szamban fordulnak eld, az in. mono-linkek, melyek
ugy jonnek létre, hogy a keresztkotének csak az egyik vége reagédl a fehérje egy lizin
oldalldncan, a masik vége jellemzden a vizes kozegben elhidrolizal (8. abra C), vagy a reakciot
leallité (quench) pufferrel (pl. Trisz, glicin) elreagdl. Az NHS-észterek féléletideje 7-es pH-n
kortilbeliil 1 o6ra, azonban 8-as pH-n mar csak 15-20 perc koriil van [105]. A mono-linkek
hasznos informaciot szolgéltathatnak a fehérje hidrofil régioirdl, és hogy mely lizinek a
leginkabb reaktivak [106]. Ritkdbban fordulnak eld az egy peptiden beliil kialakulé intrapeptid
keresztkotések (loop-link), ezek jellemzden o-hélix vagy hurkok esetén képzddnek.
Keresztkotéseket tovabba megkiilonboztetiink az alapjan is, hogy egy fehérjén beliil
(intraprotein) vagy két kiilonb6zd fehérje kozott (interprotein) alakultak-e ki.

/ WO%OQM ©OO0CECO linearis, modositatlan peptid

000001000% 0. tipus: mono-link/dead-end

M tipus: intrapeptid/loop-link
90000000
09°°%%%%00, 400® 2. tipus: interpeptid/

intraprotein keresztkotés

'....O
00000000 2. tipus: interpeptid/
interprotein keresztkotés

9. abra: A keresztkotési reakcié soran képz6do termékek. Jellemzéen csak kisebb szamban
keletkeznek modositott peptidek, ezek koziil is a leggyakoribb a mono-link. Intrapeptid €s interpeptid
keresztkotéseket csak 1-5 %-ban nyeriink.

A kereskedelemben szamos kiilonb6zé oldhatosagti és hossziisagh NHS-észter
keresztkotd 1étezik, melyek egymast kiegészité informaciokat szolgéltatnak a fehérje
szerkezetérol [107,108] A leggyakrabban hasznalt vizoldékony keresztkotok koze tartozik a
BS3 (bisz-szulfoszukcinimidil-szuberat, 11.4 A) és a BS2G (bisz-szulfoszukcinimidil-glutarat,
7.7 A). Altalanosan hasznalt, nem vizoldékony reagensek a BS3 szulfonsav nélkiili szdrmazéka,
a DSS (diszukcinimidil-szuberat), DSP (ditiobisz-szukcinimidil-propionat, 12.0 A)), illetve a 0
A hosszasagu (zero length) EDC ((1-etil-3-3-dimetilaminopropil-karbodiimid- hidroklorid)
[109]. Az EDC az aszparaginsav vagy glutaminsav karboxil csoportjat alakitja at tigy, hogy
peptidkotés alakuljon ki egy kdzelben 1év6 lizinnel.
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A fent emlitett keresztkotok, a nem hasadd keresztkotok kozé tartoznak, mert
gazfazisban torténd fragmentacid esetén (CID) csak magasabb elektromos fesziiltség mellett
fragmentalodnak. Az NHS-észterekrdl leirtdk, hogy a keresztkotd — lizin amidkdtés mentén
hasadnak el, jellegzetes fragmentacios csucsokat adva, melyek segithetik az azonositast [110].
Azonban ilyen keresztkotések esetén az MS/MS spektrum mindkét keresztko6tott peptid, plusz
a linker fragmentjeit tartalmazza, ami igy négyzetesen noveli a lekeresési teret (n? probléma),
jelentdsen fokozva ezzel a kiértékelés szamitasigényét és a hibas azonositdsok valdszinliségét
[111]. Annak érdekében, hogy a lekeresési tér ne ndvekedjen négyzetesen (n), kifejlesztették a
hasad6 keresztkotoket, melyek a peptidgerinc hasadasdhoz sziikséges fesziiltségnél
alacsonyabb fesziiltségértékeken fragmentalodva jellegzetes szignal spektrumokat adnak [112].
A leggyakrabban hasznalt DSSO (diszukcinimidil-szulfoxid) példaul MS2-ben fragmentalva 2
intenziv szignal ionpart ad 32 Da eltolddassal (10. abra A). A jelz6 ionok alapjan, arra alkalmas
tomegspektrométerben, kivalaszthatjuk a peptidpar egy-egy tagjat, majd ezeket tovabb
fragmentdlva MS3-ban mar csak egy peptid darabjai lesznek egy spektrumon beliil (n lekeresési
tér). Mivel mindehhez specialis miiszer sziikséges, mely nem érheté el mindenhol széles
korben, olyan keresztkotoket is szintetizaltak (pl. DSBU, diszukcinimidil-dibutiril-urea) [113],
melyek a peptidgerinc hasadasahoz sziikséges fesziiltség értékek mellett adnak intenziv jelzd
ionokat, melyek segitik a szoftveres kiértékelést és a lekeresési teret algoritmusok segitségével
csokkentik [114,115]. Szintén az egyértelml keresztkotés-azonositas érdekében hasznalnak
olyan keresztkotoket, melyeket deutériummal jelolnek. Igy a jelolt és jeloletlen keresztkotot 1:1
aranyban adva, karakterisztikus tomegeltolédast kaphatunk az MS1 ¢és MS2
tomegspektrumokban (10. abra B).
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10. abra: A gazfazisban hasad6 (A) és nem hasado deuterizalt (B) keresztkotok sematikus
felépitése és fragmentiacioja. Az MS spektrumokban kapott jellegzetes fragmentacios mintazatok
segitik a keresztkotések azonositasat.

m/z

Az adatok komplexitasanak csokkentése érdekében tovabbi modszer a keresztkotott
peptidek dusitasa pl. méretkizardsos kromatografiaval (gélszlirés) vagy erds kationcserés
kromatografiaval (strong cation exchange, SCX). Dusitasra hasznalhatok még olyan trifunkcios
keresztkotok, melyek egy a reaktiv csoportok mellett egy harmadik, szelektiven dusithato

,fogantylt” is tartalmaznak. A foszforossav ,,fogantyuval” rendelkezé PhoX nevii keresztkotot
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gyantaba immobilizalt fémion all6fazison (immobilized metal affinity chromatography, IMAC)
dusitva 300-szoros dusitasi hatékonysagot értek el [102]. Am ebben az esetben is a dusitott
termékek 60 %-a mono-linkelt peptid volt. Erre a problémara megoldasként alkalmazhaté az
ionmobilitas elvalasztds, ami a keresztkotott, nagyobb molekuldkat elvalasztja a mono-
linkektdl, azok iitkdzési hataskeresztmetszete (collision cross section, CCS) alapjan, igy
lehetdvé valik az, hogy az adatgytijtés kizarolag keresztkotott molekulakrol torténjen [116].

XL-MS  technikat sikeresen alkalmaztdk példaul szinaptikus  vezikuldk
membranfehérjéinek szerkezetvizsgélatara [117], in vivo membréan glikoproteinek sejtfelszini
jelolésére és interakcidinak felderitésére [118]. Transzmembran fehérjék esetén nehézséget
jelent az intramembran régidra esd hidrofob aminosavak jel6lddése, illetve a membran sztérikus
takaro hatasa. Igy gyakran olyan membranfehérjékre alkalmaztak az XL-MS technikat sikerrel,
melyek nagyobb része a membranon kiviil esik. Kiilonb6zd oldékonysaghi és aminosav
reaktivitasi NHS-észter keresztkotOk hasznalataval sikeresen azonositottak keresztkotéseket
izolalt baktérium membranfehérjén [108]. Diazirin tipustu keresztkdtdk — mint példaul a fény
hatasara aktivalhato azi-koleszterol — hidrofobicitasuk révén kifejezetten a transzmembran
régioban tudnak jeldlni, és fehérje-lipid kolcsonhatast kimutatni [119]. Am mivel az in vivo
keresztkotési reakcioval generalt komplex adathalmazban kihivas azonositani a relative ritka
keresztkotott peptideket, intenziv kutatdsok zajlanak olyan specifikusan membranfehérjét célzo
¢s dusithato keresztkotok kifejlesztése érdekében, melyek in vivo is hatékonyan alkalmazhatok
[96,120].

Egy keresztkotési reakcid soran a dinamikusan valtozo szerkezetek dsszességét tudjuk
fixalni. A kiilonb6z6 konformécios allapotok analizisében szdmos algoritmus segitséget
nyUjthat [121,122], &m a szerkezeti sokasagok elkiilonitése jelenleg még nem megoldott. XL-
MS technikdaval a rendezetlen fehérjék globularisabb konformaciéi jellemzden
feliilreprezentaltak a kitekeredett formakhoz képest, am igy is sikeresen alkalmazhaté mas

tomegspektrometrias szerkezetvizsgalati modszerekkel egyiitt [123].

3.3.3. Kovalens jeloléses tomegspektrometria (CL-MS)

A CL-MS, vagy mas néven ,,protein footprinting” az aminosav oldallancok specifikus,
vagy aspecifikus kovalens jelolését jelenti, mellyel a fehérjék felszinének olddszer
hozzaférhetdségét tudjuk monitorozni. Jellemzden Gsszehasonlité elemzést szoktak végezni,
kiilonbozé behatasokra 1étrejové konformacios allapotok kozott, mely ligand vagy fehérje
kotddés hatasara kovetkezik be. A kovalens jeldlés, a HDX moédszerrel ellentétben (lasd 3.3.4

fejezet), stabil marad, igy a jelolés utan torténd mintaeldkészités soran nincs sziikség specialis
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koriilmények fenntartasara. A kovalens jelolés Iényegében hasonlit a keresztkotéses reakcio
soran kialakulé mono-linkekre (3.3.2 fejezet). Specifikus jelolést EDC és szulfo-NHS észter
alkalmazéséaval sikeresen alkalmaztak €16 sejtek transzmembran fehérjéinek extracellularis
régidinak vizsgalatara [124]. Ebben a tanulmanyban Miiller és mtsai. nemcsak olyan fehérjéket
tudtak jelolni, melyek egyszeres (,,single pass”) transzmembran régidval és kiterjedt
extracellularis doménnel rendelkeznek, hanem a membranban sokszorosan (multipass) ativeld
¢és extracellularisan csak egy-egy kisebb hurkot tartalmaz6 fehérjéket is. Nem specifikus
jeloléssel nagyobb szerkezet lefedettséget érhetiink el, mivel ebben az esetben tobbféle
aminosavat tudunk jelolni. Leggyakrabban hidroxilgyokos (‘OH) (hydroxyl radical footprinting
MS, HRF-MS) jelolést alkalmaznak, ahol a "OH gydkoket H2O2-bol UV 1ézersugérzassal (Fast
Photochemical Oxidation of Proteins, FPOP) vagy szinkrotron rontgensugéarzassal allitanak
el6. A HRF-MS jelolés elonye, hogy a jelolés gyorsabb, mint a fehérje fel- vagy letekeredése,
igy elkeriilhetd a jelolés altal kivaltott nem kivanatos szerkezetvaltozas. In vivo FPOP jeldlést

lehetdvé tévo protokollt Espino és mtsai. dolgoztak ki az elmult években [125].

3.3.4. Hidrogén/deutérium-csere tdmegspektrometria (HDX-MS)

A HDX eljaras soran a kémiai jeldléshez hasonldan, az oldoszer szamara kitett fehérje
feliileteket tudjuk monitorozni. Ebben az esetben viszont csak minimadlis valtoztatas éri a
fehérjét, mivel a fehérje félancbeli amid-hidrogének cserélddnek ki deutériumra. Ez a valtozas
gyakorlatilag nem idéz eld elmozduldst a fehérje térszerkezetében, viszont
tomegspektrometridsan mérhetd tomegeltolodast hoz 1étre. Az amid hidrogének kicserélddése
oldészernek kitett, vagy flexibilis, rendezetlen régiokban gyors, mig oldoszertdl elzart,
globularisabb szerkezeti elemekben lassi. A mintakat D>O-ban inkubélva torténik a H/D csere,
majd a reakciot kiilonb6z6 idépontokban hiitéssel (0°C) és a pH csokkentésével (pH ~2.5)
allitjak le. Ezen koriilményeket a kisérlet tovabbi 1épéseiben (nem specifikus pepszin emésztés,
sotalanitas, kromatografias elvalasztas) is sziikséges fenntartani, a H/D visszacsere megeldzése
érdekében. Az eljarast manapsag leggyakrabban automatizalt rendszerekben végzik, a gyors és
reprodukalhat6 eredmények elérése érdekében. Membranfehérjék vizsgalata esetén eldnyos a
lipidek eltavolitasa az emésztés ¢s LC-MS mérés eldtt, melyet Hammerschmid és mtsai. ZrO»
csapdazo oszlop segitségével automatizaltak [126]. A rendezetlen régidkon kb. 10 sec alatt
megtorténik a teljes H/D kicserélddés. Annak érdekében, hogy ezen flexibilis régiok dinamikus
mozgéasat monitorozni tudjuk ms-os nagysagrendii jelolési iddket kell alkalmazni.

Automatizalt, ms-os impulzus-jelolést alkalmaztak példaul a bakteriorodopszin
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feltekeredésének vizsgalatdhoz [127] ¢és a rendezetlen hiszton-lizin-acetiltranszferaz
(CREBBP) H/D csere kinetikdjanak monitorozasahoz [128].

HDX mérés esetén sziikséges a fehérjék izolalasa, ezért gyakran rekombinans, membran
mimetikumokba, pl. membran kettds rétegbe (nanodiszk), vagy sztirol maleinsavanhidrid lipid
részecskékbe csomagolva (SMALP) végeznek H/D cserét. In vivo vizsgélatokhoz mindenképp
szilkséges olyan dusitdsi modszer, mely automatizalhat6, gyors és a visszacsere
megakadalyozasahoz sziikséges koriilmények kozott is alkalmazhatd. Hammerschmid és mtsai.
jelenleg olyan ,,SpyTag” (,,SpyCatcher”) [129,130] alapu specifikus dusitasi moddszeren
dolgoznak, mely 0 °C-on, savas pH-n és online rendszerben hasznalhato.

HDX eljarassal sikeresen vizsgaltdk a Pgp szerkezetét izolalt lipid nanodiszkben és
detergens micellakban [45,47]. Clouser és mtsai. nanodiszkben izolalt rekombinans egér Pgp-
n vizsgaltdk, hogy a koleszterin jelenléte lassu, aszimmetrikus valtozast idéz el6 az NBD-k

crer

Osszecsengenek az altalunk kapott XL-MS eredményekkel (1asd 7. fejezet).

3.3.5. Limitalt proteolizissel kapcsolt tomegspektrometria (LiP-MS)

Nativ fehérjék részleges proteolizisét mar régota hasznaljak olyan flexibilis régiok
azonositasara, melyek a fehérje felszinén konnyen hozzaférhetfk az emésztdenzim szdmara
[132]. Ezzel a modszerrel azonositani lehet ligand vagy fehérje partner kotodési helyét. A
Picotti csoport par évvel ezel6tt irt le egy Gjabb protokollt, a LiP-MS technikat, mely sordn a
nativ koriilmények kozott végzett nem specifikus parcidlis proteolizist kdvetden a mintakat
denatural6 kozegben szekvencia-specifikus (pl. tripszin, Lys-C) enzimmel is kezelik [133]. igy
a reakcidelegyben keletkeznek kanonikus, teljesen triptikus és fél-triptikus peptidek is. MS/MS
analizist kovetden a mintak proteolitikus mintazatat 6sszehasonlitva kiilonbségeket lehet talalni
az egyes mintdk (kezeletlen kontroll — kezelt) kozott. LiP-MS-t, XL-MS-t és krio-EM-t
felhaszndlva a Picotti csoport in vitro és in vivo koriilmények kozott vizsgalta a borju retina
palcikaibol izolalt cGMP-fiiggd kalcium csatorna fehérje (CNG csatorna) szerkezetének

valtozasat kalmodulin (CaM) k&6tddés hatasara [134].

3.3.6. Nativ és Top-down tomegspektrometria

Az utdbbi évek tomegspektrometrias Gjitasai lehetdvé tették a nativ (nMS) és Top-Down
(TD) MS moddszerek fejlodését és egyre gyakoribb alkalmazasat fehérje konformacios

allapotok és proteoformak vizsgalataban. Fehérje izolalds és tisztitast kovetden jellemzden
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nESI ioniz4cioval juttatjdk az oldott molekulakat gdzfazisba, ahol szerkezetiik intakt marad. A
feltekeredett fehérjék toltésallapota kisebb, mint a kitekeredettekké, igy az egyes
toltéseloszlasok alapjan kovetkeztethetiink a fehérje konformdécios allapotira és a
fehérjekomplexek sztochiometridjara. Carol Robinson csoportjanak kutatasi célpontja
kifejezetten a membranfehérjék nativ tomegspektrometrids vizsgalata. Szamos publikaciojuk
szliletett membranfehérjék lipid kotddés altal generalt konformdacid valtozasairol [85,87—
89,135,136]. A TmrAB heterodimer ABC transzporter fehérjérdl, mely szintén részt vesz
multidrog rezisztencia kialakitdsdban, nativ MS-es modszer alkalmazéséaval azt talaltak, hogy a
heterodimer stabilitasahoz ¢és az ATP-4z aktivitashoz sziikséges a fehérjéhez szorosan kt6do
annularis lipidek jelenléte [85].

A nativ Top-Down (nTD) MS moédszer 6sszekoti az nTD-t és a (denaturalt) TD
proteomikai médszereket, mivel ez esetben a fehérje intakt tdmegének meghatarozasa utan
(MS1), fragmentacioval informaciot kaphatunk a monomerek szekvenciajarol,
konformacigjarol és a PTM-ekrdl (MS2) egyetlen mérés alatt. A Kelleher csoport kétlépéses
fragmentacios (MS2/MS3) mddszere lehetévé teszi nagyobb fehérjekomplexek vizsgalatat is
[137], mely membranfehérjék esetén is alkalmazhatonak bizonyult [138]. Albanese és mtsai.
TD-MS ¢és XL-MS modszereket hasznalva vizsgaltdk a PSII-LHCII fehérjekomplex

szerkezetét a tilakoid membranban [139].

3.3.7. lonmobilitas-tomegspektrometria (IM-MS)

IM-MS soréan a tomegspektrométerbe érkezd ionokat egy inert puffer gaz jelenlétében
elektromos térben vezetik a tomeg analizator felé, igy a gazzal torténd lagy iitkdzések
kovetkeztében az egyes ionok elvalaszthatok egymastol, azok mérete, alakja és toltése alapjan.
Ez a plusz elvalasztasi technika, LC-vel (ahol a molekulék hidrofobicitasuk alapjan valnak el)
¢és a tdmeg analizatorral (ahol m/z alapjan valnak el) 6sszekotve lehetdve teszi a nemkivanatos
zaj eltavolitasat a tomegspektrumbol [140], és a kiilonbozd fehérje/peptid moddosulatok,
konformaciok elvalasztasat [141]. Az iitkdzési hataskeresztmetszet (CCS), a géazfazisban
porgd-forgd ionok kiatlagolt irdnyainak {itkdzési teriilete a toltott analit és semleges puffer gaz
kozott. Az IM elvalasztas soran kapott CCS értékek alapjan kovetkeztetni lehet tehat a molekula
méretére, ami dnmagaban is hasznos informacio szerkezetkutatas szempontjabol. Laganowsky
¢és mtsai. tobb tanulmdnyt is publikédltak membranfehérjék szerkezetének vizsgalatarol, ahol

nMS-t IM elvélasztassal egészitettek ki [89,136].
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IM elvalasztast az LC és ESI utan, de a fragmentacios cella és a tdmeg analizator el6tt
elhelyezve lehetséges a linedris peptidek elvalasztasa a modositottaktol (azok fragmentécioja
el6tt) ami nagyban segitheti a keresztkotott peptidek azonositdsat komplex mintdk esetén is
[116,142,143]. A par éve elérhetd ciklikus ionmobilitds tomegspektrométerben (cIM-MS) az
ionokat tobb korben elvalasztva, a hosszabb uthosszbol fakaddéan nagyobb ionmobilitas
felbontast kaphatunk. cIM-MS hasznéalata noveli a fehérje szekvencia lefedettséget ¢és az
azonositott peptidek szamat [144,145]. Kutatocsoportunk a rendezetlen a-syn fehérjét bottom-
up DIA (MSE) XL-IM-MS modszerrel vizsgalva azt taldlta, hogy mar egy koros cIM (HDMSE)
elvalasztas alkalmazéasa utan is, az azonositott keresztkotott spektrumok szdma nagyjabol
dupldjara ndtt az IM alkalmazasa nélkiil mért mintdkhoz képest, a modositatlan és a modositott
peptidek hatékonyabb elvéalasztasa révén (11. abra). Mindemellett nMS-el azt is meg tudtuk
allapitani, hogy az a-syn esetén, egy molekulara maximum 1-2 keresztkotés esett, viszont
kereszkdtetlen molekulak csak ~10 %-ban maradtak a mintaban.

A kiilonbozé tomegspektrometrids megkozelitések egyiittes alkalmazésa, a fehérjék

szerkezetének kiilonbozd aspektusait megvilagitva, segit kirakni a térszerkezetek puzzle képeit.

A A
L"’”Lw"%w . | |
e |
|
i
t (min) ccs (A) m/z
HPLC (polaritas) cIM-MS (mobilitas) MS/MS

11. abra: Az XL-MS médszert cIM elvalasztassal kiegészitve a médositott peptidek azonositasa
fokozhaté. A modositatlan, illetve a mono-linkelt peptidek kozott lehetnek olyanok, melyeknek
hidrofobicitasa hasonlo, tehat HPLC-vel kevésbé szeparalhatok el egymastol, mig IM elvalasztassal
kiilonboz6é méretiik és alakjuk révén elkiiloniilnek egymastol, igy MS/MS analizisiik és azonositasuk
hatékonysaga novelheto.
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4. Célkituzések

Ismert, hogy a P-glikoprotein szerkezetét és miikodését nagyban befolyasolja a membran
mikrokornyezet, a lipidek és koleszterinek kozvetleniil kapcsoldédnak a transzmembran
fehérjéhez. Munkacsoportunk kordbban kimutatta, hogy a 15D3 monoklondlis antitest
pontos epitépja egyelore ismeretlen. Annak érdekében, hogy a fiziolégids membran
mikrokdrnyezetet megtartva tudjuk vizsgélni a P-glikoprotein szerkezetét és meghatarozni a
15D3  epitopjat, keresztkdtéses tomegspektrometridra (XL-MS) alapuld  kisérleti
megkozelitéseket alkalmaztunk.

1. Célunk volt olyan robusztus mintaeldkészitési modszerek optimalizalasa, melyekkel
reprodukélhatdéan és a természetes membran kornyezetet megtartva lehet vizsgéalni
membranfehérjéket.

2. Célul thztiik ki az altalunk hasznalt tdmegspektrométer beallitdsanak optimalizalasat,
illetve megbizhato és hatékony kiértékeld szoftverek bedllitdsat annak érdekében, hogy
a legtobb modositott peptidet tudjuk azonositani.

3. Optimalizalt modszereinkkel kivantuk feltérképezni a P-glikoprotein dinamikus
szerkezetét, illetve olyan régioit, melyeket hagyomanyos szerkezeti bioldgiai

modszerekkel nehézkes vizsgalni.

elméleti harmadlagos szerkezetet felallitani.
5. Elméleti fehérje dokkolédssal és a keresztkotéses tomegspektrometrids eredmények
alapjan kivantuk meghatarozni a 15D3 monoklonalis antitest epitopjat a P-glikoprotein
6. Mindemellett célunk volt a P-glikoprotein 3T3 sejtekben taldlhaté kozvetlen és
kozvetett fehérje partnereinek azonositasa és a 15D3 és UIC2 antitestekkel valé dusitas

soran kapott fehérje listdk dsszehasonlitasa.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Felhasznalt anyagok

Minden vegyszer a Sigma-Aldrich (Miinchen, Németorszag) cégtdl szdrmazik, kivéve ahol
masként van feltiintetve. Minden puffer Milli-Q vizzel késziilt és a tomegspektrometrias
mintaeldkészitéshez és méréshez felhasznalt 0sszes oldatot 22 um-es szlirfegységgel filter-

sterilizaltuk.
5.2. Sejttenyésztés

Vizsgalataink soran NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonal mdrl génnel transzfektalt valtozatat
(NIH 3T3-MDR1 G185) hasznaltuk. Az NIH 3T3 sejtvonalakat M. Gottesman (NIH, Bethesda,
USA) bocsatotta rendelkezésiinkre. A sejteket 10 % inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot
(FCS Gibco), 5 mM glutaminsavat és 25 pg/ml gentamicint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) tenyésztd folyadékban novesztettiik allando 37 °C-os hémérséklet,
5 %-o0s CO2 atmoszféra, 95 %-os paratartalom mellett. A Pgp-t kifejez6 sejtvonalakat 670 nM
doxorubucint tartalmazd tapoldatban tartottuk fenn és felhasznalasuk el6tt 2-3 nappal
drogmentes tenyésztd oldatban tartottuk tovabb. A sejteket rendszeresen ellendriztiik
Mycoplasma fertdzés kizarasa érdekében MycoAlert teszt (Lonza, Budapest, Magyarorszag)

segitségével.

5.3. Monoklonalis antitestek eloallitasa

Az UIC2 (IgG2a; ATCC No. HB-11027) ¢és 15D3 (IgG1l; ATCC No. HB-11342) anti-
ABCBI1 monoklonalis antitesteket BALB/c egerek peritonedlis folyadékabol szarmazo
makrofag taplalo sejtrétegen (feeder layer) tenyésztett hibridoma sejtek feliilusz6jabal allitottuk
eld [146]. A feliluszokat Protein G affinitdskromatografiaval duasitottuk és tisztitottuk. A
hibridoma sejtvonalakat az American Type Tissue Culture Collections-bdl (Manassas, VA,
USA) szereztik be. Az egereket a Debreceni Egyetem Kisérleti Allathazéban tartottak,
elkiilonitve egymastol, ad libitum vizhez €s takarmanyhoz vald hozzaféréssel, 12 oras sotét-

fény ciklusban, 22 + 1 °C-on.
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5.4. Keresztkotés €16 sejteken
5.4.1. BS2Gdo/d4 (bisz-szulfoszukcinimidil-glutarat-d0/d4)

Az NIH 3T3 MDRI sejteket T75-0s sejttenyésztd edényben, teljes tenyésztd
folyadékban novesztettiik. A ~90 % konfluencia elérésekor a feliilethez tapadoé sejteket 2 percig
tripszinnel kezeltiik (0,05 % tripszin ¢és 0,02 % EDTA pH 7,4-es PBS-ben), majd a sejteket
teljes médiumban szuszpendalva allitottuk le a tripszint. A sejteket kétszer mostuk
szérummentes, 0,1 % molekuldris biologiai mindségli BSA-val kiegészitett tenyésztd
folyadékkal a PNGaz-F kezelés elokészitéséhez. ~8x107 sejt/mL  koncentracioju
sejtszuszpenziot bakteridlis Petri-csészében 100 U/mL PNGaz-F-fel (New England Biolabs)
kezeltiink, amelyet 0,1 % molekuldris biologiai mindségli BSA-val kiegészitett szérummentes
médiummal higitottunk. A sejteket 4 6rdn keresztiil 37 °C-on inkubaltuk 5 % CO»-t és 95 %-o0s
paratartalmat biztositd inkubatorban. A sejteket 15 ml-es centrifugacsovekbe gylijtottik, és
kétszer mostuk gliikoz-PBS-sel (8 mM gliik6zzal kiegészitett foszfat-pufferelt sdoldat). Az
extracellularis antitest-keresztkotéses mintdkhoz 107 sejt/mL  koncentracidji  mintakat
inkubaltunk 100 pg/mL 15D3-mal vagy UIC2-vel 30 percig 37 °C-on, enyhe keverés mellett.
Kétszeri gliikoz-PBS mosas utdn RT-n (szobahdmérsékleten), mintanként 3x107 sejtet pH 7,0-
es PBS-ben reszuszpendaltunk, és 1:1 aranyban adtunk hozza a BS2Gdo/ds (Thermo Fisher
Scientific) keverékét 5 mM-os végsé koncentracio eléréséhez, pH 7,0-es PBS-ben oldva 1 mL
végsO térfogatban. A keresztkotési reakciot 60 percig, 37 °C-on hagytuk lejatszodni, majd
S5percig RT-n 1M pH 7,5-6s Trisz pufferrel allitottuk le, a reakcidelegyben 20 mM-os

végkoncentracidban.
5.4.2. DSSO (diszukcinimidil-szulfoxid)

Az €16 sejteket a fent leirtak szerint PNGaz F-fel kezeltiik, és mintanként 3x107 sejtet
reszuszpendaltunk pH 7,0-es PBS-ben. 50 mM DSSO (Thermo Fisher Scientific) torzsoldatot
készitettiink DMSO-ban, és tovabb higitottuk a mintdkkal tigy, hogy 0,5 mM, 1 mM, 5 mM és
10 mM végsd koncentraciot érjiink el 1 mL végsd térfogatban. A keresztkotési reakciot

60 percig hagytuk 37 °C-on végbemenni, majd a mintékat a fent leirtak szerint kezeltiik.
5.5. Gyongyos keresztkotés
A Protein G reduktiv metilezését [147] natrium-cianoborohidriddel (NaBH3CN) végeztiik

Dynabeads magneses gyongyokon, az immunprecipitaciot és a keresztkotést megelézden.
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500 ul gyongyodt haromszor mostunk pH 6-os PBS-sel, majd 0,1 M metanol mentes
paraformaldehiddel, végiil 0,1 M NaBH3CN-t adtunk hozza. Az elegyet 30 percig inkubaltuk
RT-n, enyhe keverés mellett. A gydongyoket hdromszor mostuk pH 7,4-es PBS-sel, majd 1j
csObe helyeztiik. A membranfehérje preparalast és a 15D3, illetve az UIC2 antitestekkel torténd
immunprecipitaciét az aldbbiakban leirtak szerint végeztik (5.6 fejezet). RIPA pufferrel
torténd mosast kovetéen a gyongyoket kétszer mostuk pH 7,0-es PBS-sel, majd a mésodik
mosast egy Uj csében végeztilk. A mintakhoz 1 mM DSSO-t adtunk, amelyet el6z6leg 50 mM-
os DMSO torzskoncentracidban oldottunk fel. A keresztkotési reakcidt 60 percig hagytuk RT-
n, enyhe keverés mellett. Ezutan 5 percig 1 M-os, pH 7,5-6s ammo&nium-hidrogén-karbonattal
(AMBIC) allitottuk le a keresztkotési reakcidt, a reakcidelegyhez adva 20 mM-os
végkoncentraciot elérve. Ezutan a gyongyoket kétszer mostuk 25 mM AMBIC-kal. (Biztonsagi
¢és kornyezetvédelmi megfontolasokbol ezeket a kisérleteket elszivo vegyifiilke alatt végeztiik,
¢s minden feliiliszot és NaBH3CN-t tartalmaz6 maradék olddszert natrium-hipoklorit oldattal

semlegesitettiink.)
5.6. Membranfehérje preparalas €s immunprecipitacios dusitas

A membranfehérje preparalast a Thermo Fisher Scientific protokollja szerint végeztiik a
Mem-PER™ Plus (#89842) membranfehérje extrakcidos készlettel. A fehérjekoncentraciot
Direct Detect spektrométerrel hataroztuk meg. Az immunprecipitacidhoz 100 pul Dynabeads
Protein G (Invitrogen) magneses gyongyot négyszer mostunk 5 mg/ml BSA-val kiegészitett
PBS-ben (PBS/BSA). A gyongydkhoz mintanként 500-500 pg fehérjét tartalmazo, 1 mg/mL
Masnap a gyongyoket kilencszer mostuk 1 mL RIPA pufferben [148] 4 °C-on. Ezutin a
gyongyoket kétszer mostuk 1 mL frissen elkészitett, jéghideg 100 mM AMBIC-ban, majd a
masodik mosast egy 1j csébe helyeztiik. A gyongyoket ekkor lefagyasztottuk ¢és -80 °C-on

taroltuk a tripszin emésztésig és az LC-MS/MS mérésig.
5.7. Western Blot analizis

A membranpreparatumokat és az immunprecipitacios gyongyoket (7 pg fehérje/minta) SDS
mintapufferrel higitottuk (0,31 M Tris-HCI, pH 6,8, 50% glicerin, 10% SDS, 100 mM DTT,
0,01% broémfenol-kék, 1 M B-merkaptoetanol), majd 65 °C-on, 10 percig, razatva inkubaltuk.
7 %-o0s SDS-poliakrilamid gélen Laemmli pufferben elektroforézissel valasztottuk el, majd

Towbin pufferben elektro-transzferaltuk nitrocelluloz membranra (BioRad), 100 V-on,
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1,5 oran keresztiil, 4 °C-on. A membrant PBS-ben oldott 5 %-os tejporral blokkoltuk 1 6ran at
szobahOmérsékleten. A Pgp-t D3H1Q (Cell Signaling Technology) humén Pgp ellenes nyul
monoklonalis elsddleges antitesttel (1:1000-hez, 5 %-o0s tejporos PBS oldatban higitva) jel6ltiik
60 percen keresztiil, szobahdmérsékleten, folyamatosan rdzatva. A nem kotddott antitesteket
0,1 % Tween-20 tartalmt PBS-sel mostuk 3-szor 10 percig szobahdmérsékleten, folyamatosan
razatva. Ezutan nyul ellenes, torma-peroxiddzzal konjugalt kecske IgG masodlagos antitesttel
(1:5000-hez, 5 %-os tejporos PBS oldatban higitva) jeloltikk, 60 percen keresztiil,
szobahOmérsékleten, folyamatosan razatva. A nem kotddott antitesteket ismét 3-szor mostuk,
majd az el6hivast SuperSignal West Femto ECL reagenssel (Thermo Fisher Scientific)
végeztiik. A kép rogzitését Chemidoc Imaging (Bio-Rad Hungary Ltd, Budapest, Hungary)

géldokumentacids rendszer segitségével végeztiik.

5.8. Aramlasi citometrias mérés

PNGase F-fel kezeltiink (0, 50, 100, 200 U/mL), szorter csovekbe helyeztiik 500 pL gliik6z-
PBS-ben. A sejteket 10 pg/mL koncentracioji 15D3 vagy UIC2 elsddleges antitesttel jeloltok
30 percig, 37 °C-on. Harom PBS-es mosast kovetden a sejteket 1 pg/mL Alexa-488
fluoroforral kapcsolt, egér ellenes kecske mésodlagos antitesttel (Thermo Fisher Scientific)
jeloltiik 1 oran at, jégen. A sejteket 2-szer mostuk PBS-ben, majd 100 pL, jéghideg, 4 %-os
PFA oldatban reszuszpendaltuk. A sejteket NovoCyte &ramlési citométerrel (ACEA
Biosciences, San Diego, CA, USA) vizsgaltuk. Mintanként 20000 sejtet gytijtottiink. Az egyes
sejteket az FSC-H/SSC-H ¢és SSC-H/SSC-A diagramok alapjan kapuztuk, majd az FSC-H/FL1-
H szoérasdiagram alapjan homogén populaciokat valasztottunk ki. Az Alexa-488 festék FL1-H
jelét az egymasra helyezett hisztogramokon abrazoltuk. Az adatelemzést és a grafikonokat az
FCS Express 6-os verzidjanak (De Novo Software, Glendale, CA, USA) felhasznélasaval
készitettiik.

5.9. Tripszines emésztés ¢s LC-MS/MS analizis

A gydngyoket 25 mM-os AMBIC-ban reszuszpendaltuk, és a fehérje-diszulfidkotéseket
I mM trisz(2-karboxietil)foszfinnal (TCEP) redukaltuk 10 percig, RT, majd a keletkezd
szulthidrileket 2,4 mM S-metil-metanetilszulfonattal (MMTS) derivatizaltuk 10 percig, RT. A
fehérjeemésztés oldallanc-védett sertés tripszinnel (Promega) egy éjszakan at zajlott 37 °C-on,

majd az emésztést a mintak 0,2 %-os trifluorecetsavval (TFA) valo savanyitasaval allitottuk le.
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Az emésztmények analizisét LC-MS/MS moddszerrel végeztiik egy Orbitrap Fusion Lumos
Tribrid (Thermo Fisher Scientific) tdmegspektrométerben, amely on-line ACQUITY UPLC M-
Class rendszerhez (Waters) vagy Evosep One HPLC rendszerhez (Evosep) csatlakozott. Az
ACQUITY UPLC M-Class berendezésben a mintdkat egy Symmetry C18 Trap oszlopra
(100 A, 5 um, 180 um x 20 mm, 2D, V/M) tdltéttiik 5 puL/perc aramlasi sebességgel 5 percig
1% B oldoszer mellett, majd egy Peptid BEH 130 C18 oszlopon (130A, 1. 7 um,
100 um x 100 mm) vagy egy Peptid CSH C18 oszlopon (130 A, 1,7 um, 75 pm x 250 mm)
400 nL/perc aramlasi sebességgel és B oldoszer gradienssel 5-10 % 2 perc alatt, 10-35 %
50 perc alatt, 35-50 % 15 perc alatt, majd 90 %-ig 8 perc alatt, 45 °C-os oszlophOmérséklet
tartdsa mellett. Az Evosep One berendezésben a mintakat az Evotip Pure hegyekre toltottiik, és
az Extended 15 SPD (samples per day) modszerrel valasztottuk szét az EV-1106 analitikai
oszlopon (C18, 1,9 pm, 150 pm x 150 mm). Mindkét beallitasban az A oldoészer 0,1 %-os
hangyasav volt vizben, a B olddszer 0,1 %-os hangyasav volt acetonitrilben. Az MS-
adatgyiijtés adatfiiggd modon tortént tObbszordsen toltott prekurzor ionokon. A nem
keresztkotott és a BS2G keresztktott mintdkat csak MS2-HCD fragmentécioval elemeztiik. A
DSSO keresztkotott mintak esetében célzott MS3-HCD spektrumokat gytijtottiink, amikor az
MS2-CID-ben specifikus DSSO fragmentacié tomegkiilonbséget detektaltunk, itt az
adatgytiijtést MS2-EThcD és MS2-HCD fragmentacidval egészitettiik ki. Az MS1 és MS2-CID
adatokat az orbitrapben mértiik 60k, illetve 30k felbontassal, az MS2-HCD adatokat vagy az
orbitrapben 15k felbontassal, vagy az ioncsapdaban gyors szkenneléssel, mig az MS3-HCD ¢és
MS2-EThcD adatokat az ioncsapdaban gyors szkenneléssel mértiik.

5.10. Az adatok kiértékelése és értelmezése

A nyers adatokbol a Proteome Discoverer (v1.4 vagy v2.4) szoftver segitségével
csucslistakat generaltunk, majd a ProteinProspector (v5.24.0, v6.2.1 vagy v6.3.1) adatbazisban
végeztiink fehérje lekeresést. Els6 1épésként az adatokat az Uniprot 2017.11.01 adatbazisban
(83889 entry), illetve SwissProt 2021.06.18 adatbazisban (17089 entry) taldlhatd egér
proteomban kerestiik le, a mintaban jelen 1év6 fehérjék azonositasa érdekében. A human Pgp,
a protein G, az UIC2 ¢és a 15D3 antitestek ismert szakaszainak szekvenciait és a gyakori
szennyezddéseket (pl. human keratinok vagy szarvasmarha-szérumfehérjék) is figyelembe
vettiikk. A prekurzor ionok esetén 5 ppm tomeg tolerancia, a fragmens ionok esetén pedig 20
ppm (orbitrap adatok) vagy 0,6 Da-ra (ioncsapda adatok) volt megengedett. Csak teljesen
triptikus peptideket vettiink figyelembe, legfeljebb két kihagyott hasadédssal. Rogzitett
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modositasként a ciszteinek metiltio-mddositasat allitottuk be. Nem rogzitett, valtozo
modositasként a kovetkezoket allitottuk be: metionin oxidacid, fehérje N-termindlisanak
acetilalasa, peptidek N-termindlis Gln-reziduumainak piroglutaminsav-képzése, lizinek
hidrolizalt DSSO vagy BS2Gqo/a4 szarmazékai. Csak a legfeljebb 1 % FDR értékkel rendelkezd,
¢s fehérjénként legalabb két egyedi peptiddel rendelkezd talalatokat fogadtuk el. A masodik
1épésben a legalabb 2 (gyongyods mintdk esetén) vagy 5 (él6 sejtes mintak esetén) peptiddel
biztosan azonositott fehérjék kozott kerestiink le lizin reziduumok kzotti DSSO, illetve BS2G
keresztkotéseket Protein Prospector szoftver, illetve a Proteome Discoverer v3.0.1.27 XlinkX
[149] csomagjanak segitségével. A DSSO keresztkotott mintakban valtozd modositasként
allitottuk be az alkén-, telitetlen tiol- €s szulfénsav-szarmazékokat (amelyek a fragmentaciod
soran keletkeznek) az MS3-HCD mérések esetén, a tripszin altal kihagyott lizin hasitohelyeken.
Végiil az MS2 és MS3 spektrumokat egymdashoz rendeltiik, €s a keresztkotéseket manuélisan

értékeltiik.
5.11. Molekuladokkolas

A 15D3 antitest szerkezetét az ABodyBuilder2 (root-mean-square deviation, RMSD a
CDR-H3 esetében 2,81 A) webes alkalmazassal modelleztiik az Egyesiilt Allamok US5849877
szabadalmabol szarmazo 15D3 varidbilis nehéz- és konnyllanc szekvencia felhasznalasaval.
Az 5 A kiiszobérték alatti RMS predikcios hibakat az ImmuneBuilder [150] deep learning

algoritmuséaval szamoltuk ki (2. tablazat).

CDR régio Predikcios hiba
Framework H-chain 0.33
CDR-H1 0.33
CDR-H2 0.20
CDR-H3 0.20
Framework L-chain 0.20
CDR-L1 0.31
CDR-L2 0.16
CDR-L3 0.18

2. tablazat: Az egyes CDR hurkokra vonatkozé predikciés hibak.

A fehérje-fehérje dokkolést a ClusPro 2.0 [151] webszerveren végeztiik Antibody mdodban
¢és automatikus non-CDR maszkolassal. A 15D3 ABodyBuilder2 segitségével 1étrehozott PDB-
szerkezetét és a human MDR1 PDB-szerkezetét (6gex), egy PyMOL-ban létrehozott maszkold
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PDB-f3jlal egyiitt toltottiink be, azért, hogy a dokkolashoz csak a human MDR1 extracellularis
hurkait vegye figyelembe a szoftver. A tovabbiakban az eredmények megjelenitésé¢hez, a

ClusPro 2.0 szerint legjobban illeszkedd, 177 tagot tartalmazo 0. klasztert hasznaltuk.
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6. Eredmények

6.1. MintaelOkészitési modszerek kidolgozéasa transzmembran fehérjek XL-MS

analiziséhez

Tomegspektrometrids  vizsgéalatainkhoz  kétféle  mintaelkészitési  megkdzelitést
alkalmaztunk. (i) E16 3T3 MDR sejteket kezeltiink keresztkotd agensekkel, majd membran
preparalast kovetden Pgp elleni monoklonalis antitestekkel végeztiink immunoprecipitacios
dusitast Protein G méagneses gyongyokon. (ii) 3T3 MDR sejteken elészor membran preparalast
végeztink majd a Pgp-t immunoprecipitaciéval dusitottuk. Ezt kovetden végeztiink
keresztkotést a Protein G gydngyokon dusitott Pgp-n és annak szorosan kapcsolt fehérje
partnerein.

Mintael6készitési modszereink eredetileg a Rapid immunoprecipitation mass spectrometry
of endogenous proteins (RIME) protokoll [148] 1épéseibdl indultak ki. Ezen protokoll alapjan
az €10 sejtek keresztkotése és a fehérjék immunoprecipitacios dusitasa utan erés RIPA pufferes
mosast alkalmaznak, igy tobb nem specifikus kotddd szennyezot el tudunk tavolitani a
tomegspektrometrids mérés elétt. A mi protokollunk sordn a RIME modszert, mely inkabb
sejtmagi fehérjék izoldlasara fokuszal, membranpreparalassal egészitettiik ki. Tobbféle eljarast
kiprobalva a Thermo Fisher Scientific Mem-PER™ Plus membranfehérje extrakcids készlet
bizonyult a legmegfeleldbbnek, mellyel nagy mennyiségli membran fehérjét, reprodukalhato
modon lehet preparalni. Ezzel a moddszerrel az egy vagy tobb transzmembran doménnel
rendelkezd fehérjéket €s hozzajuk kapcsolddo periférias és citoszolikus fehérjéket lehet izolalni
[152]. Az ikerionos detergenst tartalmazé szolubilizald puffer meghagyja a lipid molekulék egy
részét a Pgp koriil, igy a fehérje képes megdrizni az ATPaz aktivitasat is [49]. Mintael0készitési

modszereink egyszerlsitett folyamatabrajat az 12. abra mutatja.
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12. abra: Mintael6készitési megkozelitéseink a Pgp XL-MS technologidval valé vizsgalatahoz. Az
altalunk alkalmazott, a lizinek oldallancan talalhatd aminocsoporttal reagaldé NHS-észter tipusi
keresztkotd agensek, a DSSO és a BS2Gdo/ds, az €10 sejtes keresztkotés esetén, kozvetleniil az ép sejtek
feliiletén és a sejtekben alakitott ki kovalens kotést a fehérjék lizin oldallancain. Ezt kdvetden végeztiink
membran preparaldst, majd Pgp elleni monoklonalis antitestekkel, a 15D3-mal és UIC2-vel végeztiink
immunprecipitacios dusitast Protein G magneses gyongyokon. A gyongyos keresztkotés esetében a
membran preparalds és immunprecipitacios dusitast kdvetden a gyongyon végeztiik el a keresztkotési
reakciot. Mindkét megkozelités esetén a gyongyon végeztiik el a tripszines emésztést, s az LC-MS/MS
mintapreparalasi 1épéseket. Az €losejtes keresztkotes 1€pései rozsaszinnel, a gyongyos keresztkotéshez
tartozo folyamatok barnaval, és a kozos 1épések pedig feketével vannak feltiintetve az abran.

6.1.1. A keresztkotési reakcid koriilményeinek optimalizéaldsa és az

immunoprecipitacio hatékonysaganak ellendrzése

Annak érdekében, hogy a lehetd legtobb keresztkotést tudjuk azonositani és a miitermék
képzddést minimalizaljuk, tobbféle keresztk6td koncentraciot és keresztktési idot teszteltiink,
melyeket Western Blot analizissel ellendriztiink (13. abra, 14. abra). A keresztkotd agensek
magasabb (250 kDa) molekulatomegii tartomanyokban. Ezzel parhuzamosan a 15D3 mAbD jele
fokozatosan eltlinik, feltehetden azért, mert keresztkotott komplexbe keriil (13. abra). Azt
tapasztaltuk, hogy a keresztk6té 5 mM-os koncentracidja felett a fehérjék tulzott keresztkotése

miatt az azonositott médositasok szama lecsokken. Igy az ¢16 sejtes kisérleteinkhez az 5 mM-
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os koncentraciot valasztottuk a tovdbbiakban. A gyongyds DSSO kisérletekhez 1 mM-os
koncentraciot alkalmaztunk, mivel itt a Pgp-t és annak fehérje partnereit direktebben érik el a

keresztk6td molekuldk, igy talzott keresztkotés mar alacsonyabb koncentracional is

bekdvetkezhet.
2.5mM 5mM
BS2Gd0/d4 - - 10min  30min 60min  10min  30min 60min
3T3MDRccells - + + + + + + +
15D3 mADb + + + + + + + +
end of 7% gel -
)
- 250
L L L L T T
' -130
-70
15D3 o=mm : R ‘ .55

13. abra: A BS2Gaous keresztkotés kiilonb6zé koriilmények kozott Western Blot analizissel
kovetve. A BS2Gqoas koncentracié €s inkubacios id6 novekedésével egyre intenzivebben tlnik el a
Pgp jele a 250 kDa feletti molekulatomeg tartomanyban. A Pgp-t D3H1Q monoklonalis elsddleges
antitesttel jeloltiik. Ezzel ellentétben, a 15D3 jele fokozatosan eltiinik a keresztkdtd agens
hozz4adasaval. A 15D3-mat egér ellenes torma-peroxidaz-konjugalt masodlagos antitesttel jeloltiik.
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14. abra: A DSSO keresztkotés kiillonbozé koriilmények kozott vizsgalva. (A) Kiilonbozo
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fehérjék talzott keresztkotése miatt az azonositott modositasok szama lecsdkken.
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Az immunoprecipitacids dusitdsok hatékonyséagat is ellendriztiik Western Blotton (15.
abra). A keresztkotés nélkiili kontrollhoz képest a keresztkotott (XL) mintdkban itt is
megjelenik a Pgp jele a 250 kDa-os molekulatomeg feletti tartomanyokban. A 15D3-mal valo
dusitas (15. abra A) soran kevesebb Pgp-t tudtunk kimutatni az UIC2-vel val6 dusitashoz (15.
abra B) képest. Ennek oka valdszinlileg a 15D3 koleszterin-érzékenysége, mivel a
membranprepardcié utdn a sejtmembranban fiziologidsan eléforduld koleszterin szintje

némileg csokkenhet.

A B
XL IP XL IP Kontroll

5mM 5mM
BS2Gd,/d, + + DSSO  + v -
300 - 300 - '
250- 250 -
180 - ' 180 - P
100 - '

15. abra: Az immunoprecipitacios (IP) dusitas kovetése kiilonb6zo antitestek és keresztkotok
alkalmazasa utan. (A) 15D3 antitesttel valo dusitas az él6sejtes BS2Gdo/ds keresztkotést kovetden. (B)
UIC2 antitesttel valo dusitas az élosejtes DSSO keresztkotést kovetoen. A két keresztkotd hasznalata
utan (XL) a Pgp jele megjelent a 250 kDa feletti molekulatdmeg tartomanyban is, tehat a keresztkotés
hatassal volt a Pgp-re. A 15D3-mal és UIC2-vel val6 dusitast 6sszehasonlitva (IP) lathatd, hogy az UIC2
jobban dusitotta a Pgp-t. A 15D3 csokkent kdtodése magyarazhatd annak koleszterin jenlététol fiiggd
kotodésétol. A membranpreparaciot kovetden a fiziologidsan jelen 1évo koleszterin szintje némileg
csokkenhet.

6.1.2. PNGaz-F kezelés hatasa a 15D3 és UIC2 monoklonalis antitestek sejtfelszini

kotddésére

Az ¢él0sejtes keresztkotés esetén az antitesttel vald inkubacio elétt PNGaz-F (Peptid-N-
Glikozidaz F) kezelést iktattunk be, mivel aramlédsi citometridas méréseink soran azt
tapasztaltuk, hogy ez javitja a 15D3 és UIC2 monoklondlis antitestek kotddési affinitasat (16.
abra). A Pgp-n taldlhat6 elsd extracellularis hurkon van (ECL1) harom N-glikozilacios hely
(91-, 94-, és 99-es aszparagin), melynek N-glikdn mintazata sejtvonaltol és korképtdl fliggden
igen valtozatos lehet [153]. A PNGaz-F a legbelsd GIcNAc és az aszparagin kozott hasit az N-
glikozilalt fehérjéken [154]. A Pgp N-glikanjai feltehetdleg sztérikusan akadalyozzék az
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antitestek dokkolasat, igy az N-glikanok eltavolitdsa kis mértékben novelte a 15D3 és UIC2
monoklondlis antitestek sejtfelszini kotodését. Kordbbi kisérletek alapjan a glikanok
eltavolitisa nem befolyasolja a Pgp megfelelé miikodését [155].

A 170 kDa-os Pgp-n 1évé cukor oldallancok Endo F enzimmel vald lehasitdsa
kovetkeztében 140 kDa-os, glikozilacié nélkiili fehérjét kapunk [156]. A glikozilacid
kovetkeztében a Pgp SDS-PAGE modszerrel valo elvalasztasa soran, a Pgp vandorlasa az
elektroforetikus térben megvaltozik, és gyakran egy diffuz foltot ad Western Blot analizis soran
[157]. A Pgp-t Western Blotton, Pgp elleni D3H1Q monoklondlis antitest jeldléssel vizsgalva,
azt tapasztaltuk, hogy az Aaltalunk ¢l6 sejteken elvégzett sejtfelszini PNGaz-F kezelés
kovetkeztében a kontrollhoz képest a PNGdaz-F-kezelt mintdk foltjai az alacsonyabb
molekulatdomeg irdnyaba mozdulnak el. Ezen elmozdulads koriilbeliill a 140 kDa-os
molekulatomegnél jelentkezett (17. abra). A Western Blot analizis, az aramlasi citometrids
mérések mellett bizonyitotta, hogy a PNGaz-F kezelés valoban lehasitotta a Pgp-n talalhatd N-
glikanokat.

Ezen eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a PNGaz-F kezelés mas

extracellularisan glikozilalt membranfehérjék sejtfelszini jelolése esetén is elonyds lehet.

A B
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50 U/mL PNGéaz 15D3 50 U/mL PNGaz UIC2
— 100 U/mL PNG&z 15D3 — 100 U/mL PNGaz UIC2
— 200 U/mL PNGaz 15D3 — 200 U/mL PNGéaz UIC2

16. abra: A 15D3 (A) és UIC2 (B) antitestek kotodésének vizsgalata aramlasi citometriaval,
kiilonb6z6é koncentracidju sejtfelszini PNGaz-F kezelést kovetoen. A PNGaz-F kezelés nélkiili
magasabb FITC-H intenzités értékek iranyaba, ami az antitestek erésebb kdtddésével aranyos. Ezen jobb
kotodési affinitds feltehetdleg annak tudhatd be, hogy az N-glikanok sztérikusan akadéalyozzdk az
antitestek jobb kotodését, igy azok eltavolitasaval, az antitestek szabadabban kotodhetnek a Pgp
extracellularis régioihoz.
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17. abra: PNGaz-F kezelés kovetkeztében a Pgp foltja alacsonyabb molekulatomeg felé tolédik el
a kezeletlen kontrollhoz képest. A Western Blot analizis a nyulban termelt D3H1Q monoklonalis anti-
Pgp elsddleges antitest és kecskében termelt poliklonalis nyul ellenes masodlagos antitest jeldléssel
késziilt.

6.1.3. Protein G gyongyok reduktiv metilezése

Gyongyos keresztkotéses mintaelokészitési megkozelitésiinket azért alkalmaztuk, hogy
ilyen modon kdzvetleniil és hatékonyabban tudjuk a Pgp-t keresztkotni. Els6 probalkozéasaink
sordn azonban azt tapasztaltuk, hogy a Protein G-n kialakuld keresztkdtések joval nagyobb
szamban fordulnak el az antitesten és a diisitott Pgp-n azonosithato keresztkotéseknél. Igy a
Protein G-hez tartoz6 azonositasok magas intenzitdsa miatt, a Pgp-n és az antitesteken 1évo
keresztkotések detektalasa tomegspektrometriasan lényegében lehetetlenné valt. A Protein G
gyongyok metilezésével a korabban 1704 spektrummal (specral count, SPC) azonositott
Immunoglobulin G-k6td fehérje, a Protein G, 13 darab SPC-re csokkent. A DSSO keresztkotott
peptid azonositdsokhoz tartoz6 spektrumok szdma (cross-link spectra match, CSM) pedig 61-
6l 0-ra csokkent. Mindemellett a Protein G-hez kotddo antitestek azonositott spektrumainak
szama nem csokkent a metilezést kovetden, tehat a modositas feltehetéleg nem befolyasolta
érdemben az antitest kotddési affinitasat a Protein G-hez. Illyen médon az altalunk vizsgalni

kivant fehérjék tomegspektrometrids analizise egyszerlisodott €s hatékonyabba valt.

6.2. Azonositott mono-linkek a Pgp-n

Gyakran el6fordul, hogy a keresztkotd reaktiv csoportjai koziil csak az egyik alakit ki
kovalens kotést egy lizin amino csoportjaval, és a masik reaktiv csoport pedig elhidrolizal a
semleges pH-ju vizes puffer oldatban. Ezek az ugynevezett mono-linkek sokkal nagyobb
koncentracioban keletkeznek a keresztkdtésekhez képest, azonban ezen moddositasok is
hordoznak hasznos informacidkat. Segitségiikkel lehetséges a fehérje hidrofob és hidrofil
szegmenseinek feltérképezése, hasonléan a hidrogén-deutérium cseré¢hez (HDX), ezaltal

segitve a fehérje térszerkezetének feltérképezését [106].
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A Protein G gyongyok feliiletén DSSO-val keresztko6tott mintdk esetében dsszesen 28 darab
egyedi mono-linket azonositottunk, mig az éldsejtes DSSO kezelés utdn 19, a BS2Gqo/a4
hatasara pedig 9 db egyedi mono-link keriilt detektalasra a Pgp-n (18. abra). A 15D3 és UIC2
antitesteken 10-10 db mono-linket azonositottunk a gyongyds mintaeldkészitési modszerrel. A
K271-, K380-, K515-, K808-, K915- és K1150-¢es lizineket mindharom modszerrel detektaltuk,
ami arra utal, hogy ezek a lizin oldallincok a legkdnnyebben hozzaférhetéek polaris
oldészerben. A két NBD-n 1évé Walker A régiokon azonositottunk egy-egy mono-linket a
K433-as és K1076-0s lizineken a gyongyos DSSO keresztkotéses modszerrel, illetve a K1076-
os mono-linket az ¢éldsejtes DSSO maddszerrel is megtalaltuk (19. abra A, B; 20. abra).
Kozvetleniil a C-motivum (C-loop) mellett talalhato K536-0s lizinen is azonositottunk mono-
linket, illetve keresztkotéseket is (lasd 6.3-es fejezet). A Pgp-n 1évd két ATP kotd zseb

kialakitasaban fontos szerepe van az NBD1- és NBD2-n 1év6 C-motivumnak.
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18. abra: Kiilonbo6zo kisérleti megkozelitésekkel azonositott Pgp mono-linkek. Mindharom modszer
esetén a 15D3 ¢és az UIC2 antitestet is alkalmaztuk immunoprecipitacios dusitdshoz. a 34 db egyedi
mono-linkbél  17.6 %-ot azonositottunk mind a harom modszerrel. Ezen mono-linkek
valoszintiisithetéen a leginkabb vizhozzaférhetéek. A mono-linkek 47 %-a legalabb 2 moddszerrel
azonosithato volt. Ez alapjan elmondhat6, hogy még igen kiilonb6z0 mintapreparalasi eljarasokkal is
lehet talalni szdmos egyez6 kémiai modositast.
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20. abra: A Walker A régiokon talalhaté mono-linkek a Pgp 6qex PDB szerkezetén alulnézetbdl.
A mono-linkelt lizin oldallancok nitrogén atomjat zold labdaval emeltem ki. Az ATP-kotd zsebeket
kialakito régiokat rozsaszinnel emeltem ki.

6.3. Azonositott keresztkotések a Pgp-n

A kevésbé gyakori keresztkotések informaciot nydjtanak a két keresztkotott aminosav
vizhozzaférhetdségérol, tovabba a koztik 1évé tavolsagrol. A DSSO ¢és a BS2G a
leggyakrabban hasznalt kémiai keresztk6tok kozé tartozik [109].

CID soran alacsonyabb litkdzési energia alkalmazasaval a szulfoxid mellett 1év6 C — S kotés
felhasad, mig a peptidgerinc fragmentécioja csak magasabb energidkon kdvetkezik be. Ezaltal
a DSSO keresztkotés fragmentécioja soran keletkezd jellegzetes ionok segitik a keresztkotés
beazonositasat az MS2 spektrumokban. Akar a tdmegspektrometrids mérés alatt, az adatrogzitd
szoftver segitségével automatikusan felismerhetd ezeknek az ionoknak a cslcsa a
tomegspektrumban, igy DDA soran specifikusan kivalaszthatok tovabbi fragmentracidra és
szekvenalasra (MS3) azok a peptidek, amelyeknél a keresztkotésre jellemzd csticsokat
azonositottuk.

A nem hasithat6 keresztk6tok azonositasa nagyobb kihivast jelent, mert ebben az esetben
az MS2 fragmentéacié sordn mindkét keresztkotott peptid fragmens ionjai megjelennek egy
spektrumon beliil (lasd 3.3.2-as fejezet). Kisérleteink soran mi a BS2G keresztkotd nem
deuterizalt (do) és négyszeresen deuterizalt (d4) valtozatait 1:1 aranyban alkalmaztuk, igy MS1-
ben egy karakterisztikus m/z eltolédast kapunk a jeldlt és jeldletlen peptidek spektrumai kozott,

ami segiti a keresztkotések biztosabb beazonositasat [158].
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A két altalunk hasznalt keresztkotd kiilonbozé hidrofobicitassal és tavtartd hosszal
rendelkezik. Mig a DSSO 7.7 A hosszi és inkabb egy hidroféb, membran permedbilis vegyiilet,
addig a BS2G 10.3 A hosszlisagu és konnyen vizoldhat6. Ezek a kiilonbségek magyarazhatjak
a kiilonbozd mintapreparalasi modokkal kapott eltéré eredményeket.

A WESA online program [159] segitségével prediktalni lehet egy adott fehérjében 1évo, a
viz szamara hozzaférhetd aminosavakat. Igy kaptuk, hogy a Pgp 6sszesen 85 darab lizinje koziil
70 a fehérje feliiletén konnyen vizhozzaférhetd, 15 pedig a fehérje harmadlagos szerkezetében
beagyazott. A feliileten kitett lizinek koziil 34-et (49 %) tudtunk keresztkotdvel kémiailag
modositani, az inkabb elfedett lizinek koziil pedig 5-6n (33 %) detektaltunk keresztkotést vagy
mono-linket. Az 6sszes lizin koziil igy 39 (46 %) reagalt valamelyik keresztkdtovel az Gsszes
mintael6készitési eljarast figyelembe véve. Az elfedett lizinek nagy része a membranhoz kozel
talalhaté mind intra- és extracelluldrisan (21. abra), a transzmembran régi6 pedig viz szdmara
nem hozzaférheto (22. abra). A membran kozelében talalhatd, kevéssé vizhozzaférheto lizinek
jelolédése a belsd iiregben, mint példaul a K826-os lizin, arra utal, hogy a keresztkotd
molekuldk a Pgp szubsztratokhoz hasonldéan 1épnek be a fehérje belsejébe ott is kialakitva

kovalens moédositasokat.

21. abra: A lizinek vizhozzaférhetosége a Pgp-n. Az elektrosztatikus potencidl eloszlasa a befele
nyitott Pgp felszinén a 6qex PDB szerkezet alapjan. A lizinek oldallancan 1évo nitrogén atomokat sziirke
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gdmbokkel jeldltem, illetve azokat, amelyek a WESA predikcidja alapjan viz szamara kevésbé
hozzaférhetdek, sarga szinnel emeltem ki. Az 5 darab feliratozott lizinen azonositottunk keresztk6to
altal kialakitott kémiai modositast.
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22. abra: Hidrofobicitas és toltéseloszlas a Pgp felszinén. Azok a szén atomok, amelyek nem
kotddnek sem nitrogénhez sem oxigénhez sargéval, a glutaminsavon és aszparaginsavon 1év0 negativ
toltést hordozo oxigéneket pirossal, a lizinen és argininen 1€v0 pozitiv toltést nitrogéneket pedig kékkel
jeloltem [160]. Minden mas atom fehér. Piros karikaval azokat a lizineket emeltem ki, melyek kevéssé
vizhozzaférhetdek, ennek ellenére mégis tortént kovalens modositas ezen régidkon. A nagyitas az
extracellularis lizineket emeli ki, melyek koziil a K734- és K967-es lizinek a feliileten kitettek, azonban
15D3 vagy UIC2 kotodés hatasara a hozzaférhetségiik gatlodhat.

A keresztkotések nagy részét a gyongyon keresztkotodtt mintdkban azonositottuk 10
darab egyedi keresztkotéssel, mig az éldsejtes DSSO keresztkotott mintdkban 4 darab egyedi
keresztkotést, a BS2Gdo/ds-kezelt mintdkban egy keresztkotést sem azonositottunk (23. dbra,
24. abra). Extracelluldrisan az UIC2 antitest konstans nehézlancan 1 darab keresztkotést
azonositottunk. Az éldsejtes mintakban talalt keresztkotések koziil mindegyik jelen volt a
gyongy0s mintdkban is, kivéve egyet, a K279-es és a K786-o0s lizinek kozott. Az egyik
leggyakrabban azonositott keresztkotést a D-loop kdzelében 1évd K1220-as és K1150-es lizinek
kozott talaltuk, mely utdbbi igen gyakran mono-link modositast is hordozott. A
mintapreparalasi eljarasok kozotti kiilonbség okozhat valtozast a Pgp szerkezetében, igy a

keresztkotési mintazatok kozott is lehetnek eltérések.
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23. abra: Kiilonbozé kisérleti megkozelitésekkel azonositott Pgp keresztkotések. Osszesen 11
egyedi keresztkotést azonositottunk az altalunk alkalmazott modszerekkel. A talalatok 27 %-at a
gyongyos DSSO keresztkotéses €s az élosejtes DSSO keresztkotéses eljarassal is azonositottuk. A
BS2Gd0/d4 kezelt mintakban egy keresztkotést sem azonositottunk.
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24, abra: Keresztkotott helyek eloszlasa a Pgp linearis szekvencidjan a Kkiilonb6zo
mintael6készitési modszerek esetén. Minden lizint kék szinnel, mig a keresztkotéseket lila szinnel
jeloltem.

Nem azonositottunk egyértelmii keresztkotést a Pgp és az antitestek kozott, és koziilitk
egyik sem alakitott ki interprotein keresztkotést fehérje interakcios partnerekkel. Tovabba
interprotein keresztkotést kiilonb6zé Pgp molekuldk kozott sem azonositottunk, amit
megerdsitenek a Western Blottos vizsgalataink, ahol nem azonosithatdé dimer képzddés (14.

abra). Tehat a tovabbiakban minden keresztkotés intraprotein keresztkotésre utal.
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A kisérleteink sordn azonositott keresztkotések mennyisége nagysagrendileg azonos
mas kutatdcsoportok NHS-észterekkel végzett hasonlo keresztkotéses kisérleteihez viszonyitva
[95,161], tehat modszeriink megfelelden hatékonynak tekinthetd.

A keresztkotott lizinek kozotti tavolsagot 5 A és 30 A kozott fogadtuk el korabbi publikiciok
ajanlasai alapjan [102,143]. Ilyen m6don minden keresztkotést ra tudtunk illeszteni a Pgp 6qex
PDB szerkezetére (25. abra). Mivel a lizinek igen flexibilisek ¢s a fehérjéken altaldnossagban
gyakran eléfordulnak mozgékony rendezetlen régiok (IDR), ezért lehet sziikséges és relevans

egy megengeddbb intervallum a keresztktok altal 1étrehozott kdtés hosszara.
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25. abra: A monolinkelt lizinek e-aminocsoportjai kozott kialakulé lehetséges keresztkotések
tavolsaganak eloszliasa (A) a gyongyos, illetve (B) az élésejtes mintak esetén. Az Osszesen 34
monolinkelt lizin kozott 561 féle keresztkotést lehetne létrehozni, am ezek nagy része tal tavol
helyezkedik el egymastol, vagy sztérikusan akadalyozott. Az elméletileg lehetséges keresztkotéseket
szlirkével, mig a kisérletesen azonositott keresztkotéseket pirossal jeloltem. Minden keresztkotés hossza
5 A és 30 A kozé esik, ami erdsiti eredményeink megbizhatosagat.
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A fehérj¢k IDR loopjait gyakran nehézkes megtartani a hagyomanyos szerkezeti
bioldgiai méddszerek mintaelokészitése soran. Keresztkotéses tomegspektrometriaval tobb
szerkezeti informéciot kaphatunk ezekrdl a régiokrol is, mivel a keresztkotés a fiziologias
koriilményekhez kbzeli, semleges pH-ju pufferoldatban torténik. Kisérleteink soran tobb mono-
linket és keresztkotést is taldltunk a Pgp rendezetlen régidin. Mono-linkeket azonositottunk a
konyok hélix N-termindlis részén a K31-es lizinen és a linker régio K645-6s és K685-0s
lizinjein. Ezek a régiok mind hidnyoznak a Pgp PDB adatbézisban taldlhaté 6qex krio-EM
szerkezetébdl [35]. Keresztkotést a linker régio K685-6s és a C-loop mellett talalhatdo K536-o0s

lizinek k6zG6tt azonositottunk.

26. abra: Mono-linkek és keresztkotések az UIC2 antitesttel komplexben 1évo befele nézé Pgp 3D-
s szerkezetén (PDB 6qex) megjelenitve. A mono-linkeket vilagoszold labdaként, mig a
keresztkotéseket piros vonalakkal emeltem ki. A modositatlan lizineket sziirke labdaként tiintettem fel.
A koleszterinek és lipidek sargak. Rozsaszinnel az ATP-koto helyeket jeloltem. A nagyitas az ICH3-
mas hurkot mutatja, mely szamos keresztkdtésben részt vesz. Az ICH3-mas hurokrdl korabban leirtak,
hogy a koleszterin befolyasolja a térszerkezetét.

Kisérleteinkben keresztkotést talaltunk a belsd liregben 1évé K826 ¢s K786-os lizinek
kozott (26. abra) és a K826 ¢s az ICH3 loopon 1évé K808-as lizinek kozott, mely utobbi az

NBD2 felett kozvetleniil helyezkedik el, és azzal szoros szerkezeti és funkcionalis kapcsolatban
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all. Mindemellett a K808-as lizint keresztkotésben taldltuk az NBDI1-en 1évé C-motivum
mellett talalhaté K536-o0s lizinnel is, ami az NBD1-en 1évé Walker A régidhoz is kozel esik,
amelyen szintén azonositottunk mono-link moédositast. Az ICH4-es hélix az NBDI1 felett
helyezkedik el kozvetleniil, és tdle nem messze az N-termindlis irdnyaba a K895-0s lizin
keresztkdtésben volt a K536-tal, tovabba az ICH4 mellett kozvetleniil a C-terminalis irdnyaban
a K915-6s lizinen mono-linket azonositottunk. Tehat a NBD1-en 1évé C-motivum kdzelségben
van az ICH4-gyel ¢és a szemkdozti ICH3-mal, melyek kozvetleniil kapcsolodnak az ECLS és
ECL6-0s extracellularis hurkokhoz (27. abra). Ezek a keresztkotott régiok kozel esnek a 15D3
antitest prediktalt kotohelyéhez (lasd 6.4-6s fejezet), tovabba kozvetlen kozeliikben

koleszterinek kdtddnek a Pgp-hez a transzmembran régidkban.

27. abra: Keresztkotott régiok kapcsolata az extracellularis hurkokkal. Az ECL5-tel kozvetlen
osszekottetésben 1évo ICH3 keresztkotésben van a szemkozti C-motivummal, ami keresztkotésben van
az ICH4-gyel is. Az ICH4 hélix pedig kozvetlen kapcsolatban van az ECL6-0s hurokkal. Az ECL5-6s
¢s ECL6-o0s hurkok koriil koleszterinek kdtddnek a Pgp-hez a transzmembran régidkban. Rozsaszinnel
az ATP-koto régiokat és az ICH-kat emeltem ki. Narancssargaval az ECL5-hoz kapcsolodo TMH9-et
¢s 10-et, piros szinnel pedig az ECL6-hoz kapcsolodé TMH1 1-et és 12-t jeloltem. A nagyitasban a 15D3
prediktalt kotdhelyét emeltem ki, narancssargaval az ECL5-6t és pirossal az ECL6-ot, melyek szerkezete
feltételezéseink szerint koleszterin altal befolyasolt. A 15D3 antitesten azonositott monolinkeket zold
gombokkel emeltem ki.
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28. abra: A Pgp-n XlinkX programcsomag altal azonositott K786- és K826-o0s lizinek k

keresztkotés spektrumai. (A) MS2-CID spektrum, ahol a két keresztkotott peptid jellegzetes csucsai
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dominalnak, melyek a DSSO keresztkotd fragmentacidjaval keletkeznek. (B) MS2-HCD spektrum
tartalmazza a két keresztkotott peptid gerincének fragmenseit, mely segiti a peptidek szekvenciajanak
meghatarozasat. Az A peptidhez (PeptideA) tartoz6 a ionokat narancssargaval, a b ionokat pedig
pirossal, mig a B peptidhez (PeptideB) tartoz6 a ionokat sotétkékkel, a b ionokat pedig vilagoskékkel
jeloltem. (C-F) Az MS2-CID fragmentacioval detektalt peptid par MS3-HCD spektrumai. Az A peptid
szekvenciajat a (C-D) spektrumok igazoljak, a B peptid szekvencidjat pedig az (E-F) spektrumok
segitségével azonositottuk. Az A peptid szekvencidgja: LANDAAQVKGAIGSR [818-832]. A B peptid
szekvencidja pedig: AGEILTKR [780-787]. A spektrumok felett kék szinnel lathatok az adott
spektrumra vonatkoz6 metaadatok: # spektrumszam, RT retenciés id6, a fragmentacio tipusa (CID,
HCD) ¢és az iitkdzés energiaja (pl. @cid25), illetve a tomeg analizis helye (FTMS: Orbitrap, ITMS:
ioncsapda) és a kivalasztott anyaionok m/z értéke lathato (pl. 839.4531 m/z).

A keresztkotések lekeresését két kiilonbozo kiértékeld szoftverrel is elvégeztiik. A Proteome
Discoverer (v3.0.1.27) XlinkX nevili programja képes a keresztkotott peptidek MS2 és MS3
spektrumait automatikusan Osszeilleszteni, igy segitve a pontosabb azonositast (28. abra).
Mindemellett lehetséges a keresztkotott peptidek azonositdsa az MS2 spektrumon beliil is,
amennyiben nem csak a DSSO keresztkotés hasad el 1étrehozva annak jellegzetes cstcsait,
hanem a peptidgerinc is fragmentalodik (29. dbra). A masik altalunk hasznalt szoftver a Protein
Prospector, mely nem illeszti 6ssze automatikusan az dsszetartozo MS2 és MS3 spektrumokat,

igy azt manudlisan végeztiik el (30. abra).
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29. abra: A Pgp-n XlinkX programcsomag altal azonositott K1150- és K1220-as lizinek kozotti
keresztkotés spektruma. MS2-CID spektrum, melyben domindlnak a két keresztkotott peptid
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jellegzetes csucsai, melyek a DSSO keresztkoto hasadasaval keletkeznek, tovabba a két peptidgerine
fragmenseit is tartalmazza, mely segiti a peptidek aminosav szekvencidjanak meghatarozasat. Az A
peptidhez tartozd a ionokat narancssargaval, a b ionokat pedig pirossal, mig a B peptidhez tartozo a
ionokat sotétkékkel, a b ionokat pedig vilagoskékkel jeloltem. Az A peptid szekvencigja:
AAKEANIHAFIESLPNK [1148-1164]. A B peptid szekvenciaja pedig: VVQEALDKAR [1213-1222].
A spektrumok felett kék szinnel lathatok az adott spektrumra vonatkoz6 metaadatok: # spektrumszam,
RT retencios ido, a fragmentacio tipusa (CID) és az iitkdzés energidja (pl. @cid25), illetve a tomeg
analizis helye (FTMS: Orbitrap) €s a kivalasztott anyaionok m/z értéke lathato (785.6624 m/z).
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30. abra: Pgp-n talalhato K536- és K895-6s lizinek kozotti keresztkotés spektrumai. A Protein
Prospector szoftver altal MS3 spektrumokban azonositott modositott peptideket az MS2-ben detektalt
prekurzorokkal egymashoz rendeltiik és a keresztkotéseket manualisan értékeltiik. (A) MS2-CID
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spektrum, ahol a két keresztkotott peptid jellegzetes csticsai dominalnak, melyek a DSSO keresztk6to
fragmentaciojaval keletkeznek. (B) MS2-HCD spektrum tartalmazza a két keresztkotott peptid
gerincének fragmenseit, mely segiti a peptidek szekvencidjanak meghatarozasat. Az A peptidhez
(PeptideA) tartozo fragmenseket pirossal, mig a B peptidhez (PeptideB) tartozé fragmenseket kékkel
jeloltem. (C-F) Az MS2-CID fragmentacioval detektalt peptid par MS3-HCD spektrumai. Az A peptid
szekvencigjat a (C-D) spektrumok igazoljak, a B peptid szekvencigjat pedig az (E-F) spektrumok
segitségével azonositottuk. Az A peptid szekvenciagja: GAQLSGGQKQR [528-538]. A B peptid
szekvencidja pedig: ELEGAGKIATEAIENFR [889-905], ami kiilonbozik a kanonikus Swissprot
adatbazisban 1év6 szekvenciatol egy S893A szubsztiticioval (Pgp természetes varians). A ,,Pr” a nem
fragmentalt prekurzor iont jeldli. A spektrumok felett kék szinnel szerepelnek az adott spektrumra
vonatkoz6 metaadatok (lasd el6zo két abra felirat).

6.4. A 15D3 monoklonalis antitest dokkolasa a Pgp extracellularis régioihoz

Mivel a 15D3 monoklondlis antitest és a Pgp extracellularis loopjai kozott nem

azonositottunk egyértelmii keresztkotéseket, igy molekuladokkoléassal igyekeztiink prediktalni
a 15D3 kotdhelyét, melynek értelmezését segitették a Pgp-n intracellularisan azonositott
modositasok €s korabbi ismereteink a Pgp elleni antitestekrol.
5849877) alapjan becsiiltilk meg az ABodyBuilder2 [150] szoftver segitségével. Ezt a becsiilt
szerkezetet illesztettik a human Pgp 6qex PDB szerkezetéhez [35] a ClusPro 2.0 [151]
webszerveren. Az illesztés alapjan a 15D3 antitest komplementaritasért felelds régioi
(complementarity-determining regions, CDRs) a szubsztrat kotott, befele nézé Pgp-n
elsdsorban az elsd €s hatodik extracellularis hurkokhoz (ECL1 és ECL6) keriil kozel (31. abra).
Ehhez képest az UIC2 antitest az elsd, harmadik és negyedik extracelluldris hurkokhoz dokkol
(ECL1, ECL3, ECLA4), igy a Pgp-t ellenkez6 iranybol megkozelitve (32. abra).

31. abra: A 15D3 monoklonalis antitest kotéhelye a Pgp extracelluldris loopjain. A ClusPro 2.0
predikcidja alapjan a 15D3 az ECL1-hez és az ECL6-hoz kotédik elsésorban, de az ECL5-hoz is

59



kozelségbe keriil. A Pgp-t kékkel az antitestet pedig vilagoszolddel jeldltem. A nagyitasban rozsaszinnel
jeloltem az extracellularis térben 1évo Pgp régiokat, illetve kiemeltem az interakcioban 1évé aminosavak
oldallancait. Lathato, hogy a potencialisan keresztkothetd K967-es lizin a 15D3 altal fedésbe keriil, igy
az oldoszerben 1évo keresztkoto agens szamara elérhetetlenné valik.

a

uic2 NS~ I

Pgp

32. abra: Az UIC2 monoklonalis antitest kotohelye a Pgp extracellularis loop-jain. A 6qex PDB
fehérjeszerkezet alapjan az UIC2 az ECL1-hez, az ECL3-hoz és az ECL4-hez kotddik, a 15D3 prediktalt
kotohelyéhez képest ellentétes oldal feldl. A Pgp-t kékkel az antitestet pedig vilagoszolddel jeldltem. A
nagyitasban rozsaszinnel jeldltem az extracellularis térben 1évé Pgp régiokat, illetve kiemeltem az
interakcioban 1évé aminosavak oldallancait. Lathato, hogy a potencialisan keresztkothetd K748-as lizin
az UIC2 kotohely kozelében van, igy az oldoszerben 1évo keresztk6td dgens szamara kevésbé konnyen
hozzaférhet6 lehet.

Tehat a koleszterin fiiggd 15D3 az ECLS és ECL6 feldl, az ECL1-het is érintve kozeliti
meg a Pgp extracellularis részét. Ezen loopokkal 6sszekottetésben 1évo intracellularis régiok
kozott azonositottunk keresztkotéseket és mono-linkeket, melyeket a 6.2-es és 6.3-as

fejezetekben ismertettem.

6.5. A P-glikoprotein fehérjepartnereinek azonositasa keresztkotéssel €s immuno-

affinitas kromatografidval kapcsolt tomegspektrometriaval

A Pgp szamos ismert fehérjepartnerét azonositottuk tdmegspektrometridsan
immunoprecipitacios kisérleteinkben.

Noha keresztkotést nem azonositottunk a Pgp €s egyéb fehérjék kozott, mivel a disitas utan
kilencszer mostuk intenziven a magneses gyongyoket RIPA pufferrel, feltételezhetéen nem sok

szennyezd ¢és gyenge interakcios partner maradt a gyongyokon. Ezt bizonyitja, hogy a
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szarvasmarha szérum albumint (BSA), amivel a protein G méagneses gyongydket blokkoltuk az
immunoprecipitacio eldtt, a mosast kovetden csak relative alacsony SPC-vel detektaltuk a
mosast kdvetden.

Kisérleteinket human mdrl génnel transzfektalt NIH 3T3 egér fibroblaszt sejteken
végeztik, igy feltételezhetd, hogy az altalunk azonositott ismert partnerek olyan konzervalt
szekvencidk mentén kapcsolodnak, melyek a human és egér protedbmban megegyeznek.

A gyongyon keresztkotott mintak esetén egy nagysagrenddel tobb fehérjét azonositottunk
az ¢losejtes mintdkhoz képest, mivel a gyongyds mintdk esetén a protein G fehérje zavard
hatasat csokkentettiik a reduktiv metilezéssel (lasd 6.1.3-es fejezet).

Gyongyos mintaink esetén a 15D3 antitesttel vald dusitas esetén 368 fehérjét, az UIC2-vel
pedig 222 fehérjét azonositottunk tdmegspektrometridsan legalabb 10 SPC-vel. Ezek koziil 208
fehérje mindkét fajta mintdban azonositasra keriilt (33. abra). A 15D3 antitest, mivel a
katalitikus ciklustdl fiiggetleniil kotddik a Pgp-hez, valdsziniileg tobbféle fehérjepartnert tud
dusitani még gy is, hogy az UIC2 koriilbeliil 7-szer tobb Pgp-t tudott dusitani az azonositott
SPC-k alapjan. Ez utobbi jelenség oka lehet, hogy a 15D3 antitest kotddési affinitdsat
csokkentette az alapvetden koleszterin-depletalt kozeg, a membranpreparalt mintaban. Ezzel
ellentétben az UIC2-t nem befolydsolta a membranpreparacié kovetkeztében kialakult
koleszterinszint valtozas, mindazonaltal csak a befele néz6 szubsztrat kotoétt konformaciot
ismeri fel, ezért csak azokat a fehérjéket tudtuk igy tisztitani, amelyek ehhez a konformaciéhoz

kotodnek.

15D3 1P o o ulIC21P

160 14

33. abra: Tomegspektrometriasan azonositott fehérjetalalatok dsszehasonlitasa a 15D3 és az UIC2
extracellularis anti-Pgp antitestekkel valo immunoprecipitiacios (IP) dusitast kovetden. A 15D3
monoklonalis antitest feltehetdleg azért tudott tobbféle fehérjét dusitani, mert a Pgp-hez annak
katalitikus ciklusatol fiiggetleniil képes kotddni.

A fehérjelistak alapjan halézatelemzést végeztem a STRING adatbazis [162] ¢és a

Cytoscape [163] szoftver felhasznalasaval. A halézatok megrajzolasa kisérleti és predikcios
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adatok alkalmazasaval igazolt, vagy adat- és szovegbanydaszati technikakkal becsiilt fehérje-
fehérje interakciok alapjan torténik, a kapcsolat meglétét vagy hianyat megjelenitve. A halozati
csomopontok az altalunk megadott listadban jelen 1évo fehérjék, a csomopontok kozotti élek
pedig a fehérje-fehérje interakciok ismerete.

A 15D3-mal és UIC2-vel dusitott, Protein G gyongyon DSSO-val keresztkotott
mintakban azonositott egér fehérjék human ortoloégjainak interaktoém halozatdit a STRING
adatbazis alapjan a Cytoscape szoftver segitségével jelenitettem meg (34. abra, 35. dbra). A
csomopontok mérete aranyos az egyes fehérjék SPC-je alapjan szemikvantitativen becsiilt
mennyiségiikkel, az élek vastagsaga pedig aranyos az interakcidk bizonyossagaval. Az SPC-
ket normalizaltuk az adott mintaban 1év0 0sszes peptid—spektrum egyezésre (peptide—spectrum
match, PSM). Az elemz¢s alapjan a taldlatok koriilbeliil 2 %-a nem kapcsolddik a halozattal. A
15D3 antitesttel valo dusitas esetén 8 darab, az UIC2 esetén pedig 5 darab fehérje kiilonallo.
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34. abra: A 15D3 antitesttel dusitott fehérjék interakcios halézata. A halozatrajzolast a STRING
adatbazis [162] és Cytoscape [163] szoftver felhasznalasaval végeztem. A Pgp-t sarga szinnel, az ismert
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MDR-ban résztvevé Pgp interakcios partnereket pedig narancssarga szinnel emeltem ki, ezen fehérjék
szomszédait halvany sziirkével. A csomoépontok mérete aranyos az egyes fehérjék normalizalt SPC-je
alapjan szemikvantitativen becsiilt mennyiségiikkel. A riboszoma és proteoszoma alegységek, illetve a
dajkafehérje sokalegységes komplex (chaperonin-containing T-complex) komponenseit egy-egy
csomoépontként jelenitettem meg azért, hogy a halozat komplexitasat csokkentsem. A 15D3-mal vald
dusitassal 368 darab fehérjét tudtunk azonositani legalabb 10 SPC-vel, melyek koziil sokrol leirtak, hogy
mikodése koleszterin altal befolyasolt.

CKAP4
ACADM VARA
SLC25A11
IFITM3 HADHA  NDUFs1
SGPL1
R4 ETFA STOML2
GNAI2
Cp@[ﬂ KTN1
PDHB DDOST SEC22B
PHB2 IMMTSLC25A3/DAC2
MYO1C y VAN, HSD17B12
MYL6 KiFsg ITPR3 A‘rpssv : % TOMM22 ARF4
ONP1ATP5H
MYOF oo Niviia / s & ATP5A1L; COPE
DLAT 5 N/ LT LRPPRCRPN1
PRDX6 ATERAZ HsPag 7= ppg
A A% /o o . TUFM copsi  TMED10
/HSPD1 | SLC25A5

PRDXI EF1G
AHERK AGDNY TUBA1A octs ¢ FiBps| CoPB2 | CYPSTAT
NEBDA\ | A7 ansar/ | curc Resaa
DBNT GSN 1QGAP1 AN A e\ COPA RAB1B
ons COPG1
S }SMD? PSMCH1
AGT6 e MCMs
“RPL
LGALS1 PLECI > Aray 6 @
HANJ \4 —————_Small
O rripk. SYNCRIP, , . PSMC3 _fibosome
NES ‘ AARS
SERPINH1 EEFlN 4
ASS1 T CDK1 MCM7 LWP1
MAR1B FXR1 PCBP1 NPM1/ UPF1
CAMK2D DDX3X
VIM POS 1PO7
USPOX DDX1  PHGDH
DDX5
MAP4
STEAP3
ABBB10

35. abra: Az UIC2 antitesttel dusitott fehérjék interakciés halézata. A halozatrajzolast a STRING
adatbazis [162] és Cytoscape [163] szoftver felhasznalasaval végeztem. A Pgp-t sarga szinnel, az ismert
MDR-ban résztvevé Pgp interakcios partnereket narancssarga szinnel emeltem ki, ezen fehérjék
szomszédait pedig halvany sziirkével. A csomopontok mérete aranyos az egyes fehérjék normalizalt
SPC-je alapjan szemikvantitativen becsiilt mennyiségiikkel. A riboszoma €s proteoszéma alegységek,
illetve a dajkafehérje sokalegységes komplex (chaperonin-containing T-complex) komponenseit egy-
egy csomopontként jelenitettem meg azért, hogy a halozat komplexitasat némileg csdkkentsem. Az
UIC2-vel val6 dusitassal 222 darab fehérjét tudtunk azonositani legalabb 10 SPC-vel.

A Cytoscape a haldzatmegjelenitésen kiviil alkalmas a funkciondlis, illetve
sejtkompartment-eloszlas elemzésre is, melyekre kiillonb6z6 applikaciok allnak rendelkezésre.
Az altalam hasznalt ClueGO program [164] a megadott fehérjelistat génontologiai (gene
ontology, GO) besorolas (The Gene Ontology Consortium 2013) alapjan rendezi csoportokba
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azok sejten beliili lokalizacioja (cellular component) szerint. A szoftver a csoportokban
leginkabb feldusult, statisztikailag szignifikansan gyakrabban el6forduld fehérjéknek
megfeleld GO sejtkompartment elnevezéseket listdzza, €s opcionalisan megjeleniti a
csoportokhoz rendelt gének (fehérjék) szazalékos aranyat az 6sszes lekérdezett €s csoportositott
fehérjéhez képest (36. abra). Egy fehérje tobb GO sejtkompartment csoportositashoz is
tartozhat, ezért mivel viszonylag egy nagy adatbazisban kivantam dolgozni, a kiértékeléshez

felhasznaltam a program redundancia csokkentésére szolgélo statisztikai szamitésait.
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36. abra: A (A) 15D3 és (B) UIC2 monoklonailis antitestekkel dusitott Pgp partnerek
sejtkompartment eloszlasa, (C) a 15D3-mas dusitds soran talalt 160 egyedi fehérje
kompartmenteloszlasa. A statisztikai elemzést a Cytoscape ClueGO [164] applikaciojaval végeztem
az opcionalis redundancia csokkentés (fusion) beallitasaval.
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7. Megbeszéles

A membranba 4gyazott Pgp szerkezete ¢és miikddése nagyban befolyéasolt a
membrankdrnyezetben 1évd koleszterin [55,56,131] és egyéb lipidek [32] altal. A Pgp-hez
direkt modon kotédik koleszterin nem csak a lipid tutajok és kaveoldk kozelében, és
befolyésolja annak intracelluléris és extracellularis térszerkezetét is [62,165].

Kisérleteink célja elsésorban az volt, hogy meghatarozzuk a Pgp extracellularis régidihoz
koleszterin jelenlététdl fliggden kotddd 15D3 monoklondlis antitest epitopjat, s ezaltal fényt
deritve arra, hogy a koleszterin mely extracellularis régiok térszerkezetét befolyasolja.
Vizsgalatainkhoz az XL-MS modszert vélasztottuk. Ezzel az eljarassal lehetdségiink nyilt a
membran mikrokdrnyezet megtartdsa mellett vizsgalni a Pgp-t. Modszereink optimalizalasa
utan két f6 kisérletes megkozelitési modot kovettiink: (i) El6 sejteket kezeltink DSSO vagy
BS2Gdo/ds keresztkotokkel, majd egy ikerionos detergens felhasznalasaval membran
preparalast  végeztink, ¢és 15D3 vagy az UIC2 antitestek felhasznalasaval
immunoprecipitaciéval dusitottuk a keresztkotott komplexeket. (ii) A sejteken eldszor
membran preparalast végeztiink, ezutdn a 15D3 vagy az UIC2 antitestek segitségével
immunoprecipitacioval tisztitottuk a Pgp-t, majd a gyongyok alapos mosésat kovetden hajtottuk
végre a keresztkotési reakciot a gyongyokon. Az €éldsejtes keresztkotés soran egyértelmii, hogy
a fizioldgiasan el6forduld koleszterin hatdsa jelen van a fixalas alatt. A gyongyos keresztkotés
sordn azonban ez a természetes koleszterin mennyiség csokkenhet. Az altalunk hasznalt
membran preparalési eljards soran a Pgp kozvetlen kozelében 1évo koleszterinek egy része
elvész, de mivel az immunoprecipitacid6 mikddott a 15D3 antitesttel, — még ha az UIC2-hoz
képest csokkent mértékben is — feltételezhetéen marad olyan Pgp is a rendszerben, amihez
kotve marad koleszterin. A kisérleteinkben azonositott modositasok alapjan a két eljaras
koriilbeliil 40 %-ban fed at, ami erdsiti, hogy mindkét modszer alkalmas lehet a Pgp
szerkezetének vizsgalatara. A gyongyds mintak esetén ugyanannyi egyedi mono-linket
azonositottunk, mint az élésejtes mintdkban (DSSO ¢és BS2Gdo/ds kezelést egyiittvéve),
keresztkotést viszont 60 %-kal tobbet azonositottunk a gyongyds eljarassal eldkészitett
mintakban. Ezen jelenségnek az oka valdsziniileg az, hogy az éldsejtes mintdk esetén a
keresztkdtd molekuldk egy része elhidrolizal, amig a sejtbe belép, illetve, hogy a membran
feliiletén 1év6 lizinekhez a membran zavar6d hatdsa miatt nem fér hozza. Ezzel szemben a
gyongyOs mintak esetén a keresztkotd rovidebb tton eljut a Pgp-hez, és ki tud alakitani

kovalens kotést az egymashoz kozelségben 1€v6 lizin oldallancok kézott.
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A két mintael6készitési modszer egyiittes alkalmazasaval lehetdségiink nyilik arra, hogy
Osszehasonlitsuk a csokkent koleszterinszinttel vagy a megvaltozott lipidosszetétellel
rendelkezd kornyezet (gyongyos eljaras) hatasait a fehérje szerkezeti valtozéasaira, a teljesen

fiziologias koleszterin kdrnyezetben 1év6 Pgp szerkezetéhez képest (éldsejtes eljaras).

A mono-link modositasok segithetik a Pgp szerkezetvaltozasainak tanulmanyozasat a
fiziologias koriilmények megtartdsa mellett, mivel informéciét nyujtanak a viz szdmara
hozzaférhetd lizinekrdl. A Walker A régiok — ahol talaltunk mono-linkeket az ¢l6 sejtes és
gyongy0s mintdk esetén is — szerkezetének és funkcidinak megértése céljabodl intenziv
kutatasok folynak [44,166,167]. Az altalunk azonositott mono-linkelt lizinek tobbségét
korabban mar leirtak, hogy HDX soran deuterizalodtak [45], ami alatdmasztja, hogy a mono-
linkek valoban informaciot szolgaltatnak a vizhozzaférhetéségrol. Mindemellett azonositottunk
olyan modositott lizin reziduumokat is (K411, K550, K1093, K1099 és K1212), melyekkel
kapcsolatosan HDX mddszer segitségével megallapitottak, hogy vizhozzaférhezdségiik, tehat
térbeli orientaciojuk, a membranban jelenlévd koleszterin altal befolyasolt [131]. Tovabba a
mono-linkelt K1002-es lizin, mely &sszekottetésben van az ECL6-tal kozel helyezkedik el egy
CRAC-szerli doménhez, ahol krio-EM-val valoban meghataroztak kotddd koleszterint (26.
abra) [35]. Bar a HDX ¢és krio-EM technikdkkal mar betekintést nyerhettiink a Pgp
szerkezetének mukodésébe, de ezen modszerek nem adnak informéacidt a reziduumok
elmozdulasanak egymashoz viszonyitott kapcsolatarol, illetve teljesen hidnyoznak a flexibilis
régiok, tehat nincs informéciod azok dinamikajarol. Ezen kiviil ezeket a kisérleteket gyakran
rekombinans egér Pgp-n végzik el human Pgp helyett, mely utdbbit nehezebb gy izolalni, hogy
megmaradjon annak eredeti feltekeredése. Még ha lipid nanodiszkekbe épitik is ezen
rekombinans fehérjéket, csak egy kozelité modellt allit a fiziologias lipid és koleszterin
kozegrol. Az altalunk hasznalt médszerek az eldbb emlitetteknél joval robusztusabbak, tehat
egyszerlien kdvethetdk, és viszonylag gyorsan elvégezhetdk, igy konnyebben reprodukalhatéva
valnak eredményeink. Ilyen modon egy kozel fiziologids kozeget fenntartva tudunk modositott
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jelentkez6 szerkezetvaltozas pontjait.

Az altalunk detektalt keresztkotések a Pgp intracellularis oldalan helyezkednek el, szdmos
koziiliik a nehézkesen vizsgalhatd ATP-kotd zsebeket kialakitd régidkon és a linker peptiden

talalhat6. A K536-0s és K685-0s lizinek kozotti keresztkotés kiegészitheti a linker
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predikcios szamitasokat, melyek eredményei egyeldre ellentmondasosak [36]. A linker régiorol
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ismert, hogy szamos konzervalt foszforilacids helyet tartalmaz, nagy affinitassal kotddik a
tubulinhoz, illetve valdsziniileg szerepe van a katalitikus ciklusban is [34]. Mivel a K536-o0s
lizin kozvetleniil az NBS2-n 1évd C-loop mellett helyezkedik el, ez a keresztkotés megerdsiti
azt az elképzelést mely szerint a linker kapcsolatban van az NBD-kel és szabalyozza az ATP-
hidrolizist €s a szubsztrat specificitast [33].

A K826-0s lizin molekuladinamikai szamolasok ¢és IM-MS kisérletek szerint
elektrosztatikus interakcidban van foszfolipidek foszfat csoportjadval [169]. A mi
kisérleteinkben a K826-o0s lizin keresztkdtésben volt a K786-0s lizinnel és az ICH3-mas hélixen
1évé K808-as lizinnel (26. abra). Nanodiszkekbe dagyazott Pgp-n, HDX mérésekkel
megallapitottak, hogy az NBD2-n nyugvo ICH3-mas hélix koleszterin jelenlétében védetté
valik deutérium cserével szemben [131]. A K808-as lizint keresztkdtésben talaltuk még az
NBDI-en 1évé C-motivum melletti K536-tal, ami kozel esik a Walker A régiohoz is, tovabba
keresztkdtésben volt az ICH4 mellett elhelyezkedd K895-tel. A Walker A régiordl és az ICH4-
rél ismert, hogy lipidek jelenlétében interakcidba Iépnek egymadssal [32]. Az NBD1-en nyugvo
ICH4-es hélix kozvetlen dsszekottetésben van az ECLS5-tel és ECL6-tal a TMH10- és TMH11-
en keresztiil, tovabba Clouser és mtsai. kimutattak, hogy koleszterin jelenlétében konnyebben
deuterizalodik, ellentétben az ICH3-mal, ami nehezebben megkdzelithetévé valt [131]. A Pgp
ezen régioin azonositott keresztkotések parhuzamban vannak azon korabbi eredményekkel,
melyek bizonyitjak, hogy a koleszterin és a membran 6sszetétele komplex modon hatassal van
a Pgp intracellularis szerkezetére is és annak megfeleld miikddésére. A koleszterinekkel
korbevett ECLS és ECL6 [35] a transzmembran régiokon keresztiil kozvetleniil kapcsoldédnak
az ICH3- és ICH4-es hélixekhez, amik aszimmetrikus modon elmozdulnak koleszterin
jelenlétében. Mindez felveti annak a lehetdségét, hogy az ECLS és az ECLG6 térbeli orientacioja
is megvaltozik koleszterin hatdsara (27. abra).

Erdekes modon, a D-loop térszerkezete is koleszterin érzékeny [131], aminek a kozelében
1évé K1220-as lizin keresztkotésben volt a K1150-es lizinnel, ami a legkdnnyebben
hozzaférhetd volt az altalunk hasznalt keresztkotok szdmara. A kisérleteink soran azonositott
keresztkotott lizinek mindegyikérdl leirtdk kordbban, hogy deuterizdlhaté HDX kisérletek
soran, ezek alapjan ezen lizinek valdoban hozzaférhetdek a vizes pufferben oldott keresztkotok
szdmara is [45].

Az ¢l6 sejtes kisérletek esetén a nativ lipidkornyezet érintetleniil fennmarad a
keresztkotéses reakcid alatt, de a keresztkotd reagensek hamarabb elhidrolizdlnak, mintsem,
hogy elérjenek egy lizint a vizsgalni kivant fehérjén. Igy ebben az esetben kevesebb informaciot

tudunk kinyerni. A gyongy0s keresztkotéses modszer kevésbé tartja meg a nativ kornyezetet,
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bar az altalunk hasznalt ikerionos detergens valamennyi lipid molekulat meghagy a Pgp koriil,
igy az nem veszti el ATPaz aktivitasat [49]. A kétféle eljarassal kapott mono-link és
keresztkGtés azonositasok hasonldsaga (18. abra, 23. abra) arra enged kovetkeztetni, hogy a
gyongyon torténd keresztkotéses eljaras is ugyanugy alkalmas membranfehérje-szerkezet
vizsgalatra.

Kisérleteink betekintést nyujtanak abba, hogy a krisztallografia és a tomegspektrometria
modszereivel (XL-MS, HDX-MS, IM-MS) kapott eredmények hogyan egészitik ki egymast

még akar a bonyolult, membranfehérjék feldolgozasa soran kapott adatok esetén is.

Molekuladokkoldsos predikcionk alapjan a 15D3 antitest az ECL1-es és az ECL6-0s hurkok
kozelében kotddik (31. abra). A 15D3 a katalitikus ciklus szerkezetvaltozasaitdl fiiggetleniil
kotddik a Pgp-hez, igy a 15D3 nagy valoszinliséggel olyan extracelluléris hurkokhoz kell, hogy
kotddjon, amik az egész ciklus soran kozel maradnak egymashoz. Az ECLI1-es és ECL6-0s
loopok valoban kdzel esnek egymashoz és a Pgp {6 szerkezetvaltozasai ezt nem befolyasoljak.
Mindemellett ismert, hogy a 15D3 és az UIC2 egymassal részben atfedd epitopokhoz kotddik,
igy ha a 15D3 egyik kotohelye az ECL1-en helyezkedik el, az megmagyarazza a két antitest
kozotti kompeticiot [62].

Az ¢élosejtes kisérletekben azonositott mono-linkek koziil csupan kettd esik a linker-ICH3-
ICH4 régiokra. Ezek a mono-linkek megtalalhatoak a gyongyon keresztkotott mintdkban is,
illetve ebben az esetben még harom tovabbi mono-link (K645, K685, K626) és 6t keresztkotés
(18. abra, 23. abra) is azonositasra keriilt ezeken a régidkon. Ezen kiilonbségekbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a kétféle modszerrel el6készitett Pgp szerkezetében jelentkezhettek
atrendezddések. A mono-linkek és keresztkotések gyakoribb elhelyezkedése a linker-ICH3-
ICH4 régiokon a koleszterin-csokkentett gyongyos keresztkotéses mintdkban jelezheti, hogy
ezen régiok koleszterin érzékeny méddon elmozdulnak. Mint ahogy azt kordbbi HDX-MS
kisérletekben is leirtdk [131], koleszterin hatdsira egyfajta kompakcidé és dekompakcid
kovetkezik be az ICH3-mas ¢és ICH4-es régiok mentén. Hasonld eltérés a kétféle
mintaeldkészités kozott a mono-linkek elrendezddésében a Pgp egyéb régidin nem volt
tapasztalhatd, mely megfigyelésiink belsé kontrollja lehet, mivel a mono-linkek varhatdan
véletlenszeriibben viselkednek a keresztkotésekhez képest.

Eredményeink alapjan tehat feltételezhetéen egy vertikdlis atrendezddés zajlik le a
membran koleszterinszintjének csokkenése esetén, a linker és az ICH3-mas és ICH4-es
citoplazmatikus régiok mentén, kapcsolodva az ECL4-hez, ECL5-h6z és ECL6-hoz a rigid

transzmembran hélixeken keresztiil. Ez az atrendez6dés az ECL5-6t és ECL6-ot vertikalisan
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behlizhatja a membran irdnyaba, mig koleszterin jelenlétében ezek a loopok inkabb
kiemelkednek a membranbol. Mivel az ECL4-es hurok hosszabb, mint az ECL5 és az ECL6,
ezért annak relativ mozgasa kevésbé szignifikans lehet. A koleszterin hatasa kialakulhat a
feliileti fesziiltséghez hasonlé mddon, a koleszterin kotd motivumokon keresztiil, melyek az
ECL4-en ¢s ECL6-on bdségesen megtalalhatok. Koleszterin-telitettségben a koleszterin
molekuldk ,.felkuszhatnak™ a fehérje koleszterin kté motivumai mentén, ami deformalhatja a
transzmembran fehérje szerkezetét a membran horizontalis sikjadban. Mindez szolgélhat
egyfajta magyarazattal a 15D3 antitest koleszterin-fiiggd kotodésére.

Az ECL6-0s hurok ¢és az ICH-NBD interfészek kozotti kapcsolatot molekuladinamikai
szamitasok alapjan is felvetették mar, mivel ugy talaltak, hogy a modulator kotéhely (M-site)
mutécidja (F978A) az ECL6 kozelében, csokkenti az ICH3 és NBD2 kozotti kontaktusokat, de
noveli az ICH4-NBD1 kozotti interakciokat [30].

Az immunaffinitds kromatografidval dusitott Pgp szamos ismert fehérje partnerét is
azonositottuk tomegspektrometriasan a Pgp mellett.

A nagy el6forduldssal azonositott citoszkeletalis fehérjék jelenléte tdmogatja azt az
elképzelést miszerint a Pgp erdsen citoszkeleton asszocialt (34. abra, 35. abra). Az altalunk is
azonositott aktin [170,171], tubulinok [172] és filamin A [173] mar szdmos korabbi
publikdcioban megjelentek, mint a Pgp kozvetlen vagy kozvetett interakcids partnerei. Az
AHNAK fehérje, — amit minden mintdban magas SPC-vel azonositottunk expresszios szintje
megvaltozik olyan MDR sejtekben, ahol a Pgp-t overexpresszaltak [173].

Mindemellett a Hsp90-es és Hsp70-es hésokkfehérjékrdl, amik szintén nagy mennyiségben
elé6fordultak mintdinkban ismert, hogy kapcsolatban vannak a Pgp-vel [174,175]. Ezek a
hésokkfehérjék gyakran a lipidtutajok kdzelében helyezkednek el, tovabba a Hsp90 koleszterin-
fiiggé modon aktivalhatja a Pgp-t [176,177].

A csak 15D3-mal dusitott mintdkban azonositott 160 egyedi fehérje koziil szamos E3
ubikvitin ligdz. A leggyakrabban eléfordulé fehérje ezek koziil a NEDD4 volt, amely segiti a
abundansabbak a 15D3 antitesttel dusitott mintakban, nem ismert, viszont érdekes modon azt
tudjuk, hogy megnovekedett koleszterinszint esetén az ABC transzporter ABCA1 és ABCG1
degradacioja gatolt az ubikvitin-proteoszéma utvonal mentén [180]. Egy masik E3 ubikvitin
ligaz, a gytrtisujj fehérje 2 (RING finger protein 2) mind a 15D3-mal és UIC2-vel dusitott

mintakban azonositasra kertilt, és ismert, hogy a Pgp-hez kozvetleniil kapcsolddik annak linker
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Tovabba a kaveola-asszocialt fehérje 1-et (kavin-1) (Caveolae-associated protein 1, Cavin-
1) is nagyobb mennyiségben azonositottuk a 15D3-mal dusitott mintakban. A kavin-1 fehérje
koleszterin fiiggé moddon stabilizalja a kaveolakat [182] azaltal, hogy kotddik a kaveolin-1
fehérjéhez annak allvanyzati egységnek (scaffolding domain) nevezett, fehérjéket kotd részén
keresztiil, a koleszterinben és savas karakter(i lipidekben (foszfatidilinozitol-foszfat, foszfatidil-
szerin ¢s foszfatidsav) dus plazmamembran régidk lateralis oldaldn [183]. A kaveoldk a
plazmamembran koleszterinben gazdag lipidtutaj régidiban helyezkednek el, melyeknek a
gyarapodasa segiti az agresszivebb tumorok és a multidrog rezisztencia (MDR) kialakuldsat
[184]. A kavin-1 expresszios szintje megemelkedik MDR esetén, ugyantigy ahogy a kaveolin-
1 és a Pgp szintje is, amikrdl Gigy gondoljak, hogy sziikségesek a lipidtutajok felépitésének
megerdsitéséhez ¢és ezaltal MDR-hez is [185]. Az expresszalt Pgp-k egy jelentds hanyada a
membran lipidtutajokban helyezkedik el [57] és bizonyos sejttipusokban ugy taldltak, hogy a
Pgp kozvetlen kontaktusban van a kaveolin-1 fehérjével és hogy a kaveolin-1 szabalyozza a
Pgp mitkddését [186]. Hinrichs és munkatarsai viszont azt talaltdk, hogy mas sejttipusokban a
Pgp-nek és a kaveolin-1-nek kiilonbozik a Triton X-100 oldhatoséga, tehat a Pgp nem magaban
a kaveolakban helyezkedik el [187]. Kisérleteink alapjan felvetddik, hogy a Pgp-nek szorosabb
kapcsolata van a kavin-1-gyel ¢és a citoszkeletdlis fehérjékkel, és csak ezeken a
kapcsolodasokon keresztiil szabalyozza a kaveolin-1 a Pgp miikddését. Mivel a 15D3 antitest
kotddése koleszterin jelenlétét igényli, igy valdsziniileg tobb olyan fehérjét tudunk igy dusitani,

amik koleszterin érzékeny modon kétddnek a Pgp-hez.
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8. Osszefoglalas

A Pgp szerkezetét ¢és fehérje interakcids partnereit ¢éldsejtes ¢s immunaffinitds

kromatografidval kapcsolt XL-MS technoldgiaval vizsgaltuk. Mddszereink optimalizalasdhoz

a kordbban alkalmazott technikdkat és protokollokat kiegészitettiik sejtfelszini PNGaz-F

kezeléssel, membranpreparalassal, és az immunoprecipitacidés gyongyok metilezésével.

Ujszerti kisérleti eljarasainkkal az aldbbi kovetkeztetéseket tudtuk levonni:

Az altalunk azonositott mono-linkek jelzik a Pgp vizhozzaférhetdségét és azokat a
lizineket, melyek nagyobb valdsziniiséggel kapcsolddhatnak fehérjepartnerekhez.

Az NBD1-en 1évd C-loop ¢s a linker kozotti keresztkotés alatdmasztja a linker ATP-
hidrolizist szabalyozo hatasat.

Az azonositott keresztkotések alapjan a C-loop kozelségben van az ICH4-gyel és a
szemkozti ICH3-mal, melyekrdl ismert, hogy orientacidjuk koleszterin-érzékeny. Az
ICH3 ¢és ICH4 kozvetleniil kapcsolodnak az ECLS5 és ECLG6-os extracellularis
hurkokhoz, melyekhez szorosan kapcsolodik koleszterin.

Vizsgalataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a linker-ICH3-ICH4 régiok
koleszterin-csokkentett kdrnyezetben elmozdulnak, mely 6sszecseng az ICH3-mas és
ICH4-es régiok mentén koleszterin hatasara bekovetkezd aszimmetrikus kompakcids és
dekompakcios valtozasokat leird korabbi eredményekkel.

Eredményeink alapjan egy vertikalis atrendezddést feltételeziink a koleszterinszint-
csokkenés hatasara, mely az ECL5-6t és ECL6-ot behtizhatja a membran irdnyaba, mig
koleszterin jelenlétében ezek a loopok inkabb kiemelkednek a membranbol.

A koleszterin-érzékeny 15D3 antitest molekuladokkoldsos eredményeink alapjan az
ECLI1-hez, az ECL5-ho6z és az ECL6-hoz kotddik, mely 6sszecseng ezen extracellularis
loopok keresztkotéses eredményeink alapjan  feltételezett koleszterin-fliggd
konformacids valtozasaival.

Az altalunk azonositott fehérjepartnerek kompartment eloszlasa alapjan a Pgp szoros
citoszkeleton-asszocialtsagat feltételezhet;jiik.

A 15D3-mal dusitott mintdkban nagyobb mennyiségben azonositottunk E3 ubikvitin
ligdzokat és kavin-1-et.

Kisérleteink alapjan feltételezhetd, hogy a Pgp interakcioba 1ép a lipidtutajokra jellemzd

kavin-1 fehérjével.
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9. Summary

The structure and protein interaction partners of Pgp were investigated by XL-MS, applying

cross-linkers on living cells or on immunoaffinity magnetic beads. To optimize our methods,

we supplemented previously published techniques and protocols with cell surface PNGase F

treatment, membrane preparation, and methylation of immunoprecipitation beads. Our novel

experimental procedures allowed us to draw the following conclusions:

The mono-links we identified indicate the solvent accessibility of Pgp and the lysines
that are more likely to bind to protein partners.

The cross-linking between the C-loop on NBD1 and the linker supports the regulatory
effect of the linker on ATP hydrolysis.

The identified cross-links suggest that the C-loop is in close proximity to ICH4 and
ICH3 at the opposite side of Pgp, which are known to have cholesterol-sensitive
orientations. ICH3 and ICH4 are directly linked to ECL5 and ECL6, which bind
cholesterols nearby.

Our studies suggest that the linker-ICH3-ICH4 regions shift in a cholesterol-depleted
environment, consistent with previous results describing asymmetric compaction and
decompaction along the ICH3 and ICH4 regions when cholesterol levels were
increased.

Based on our results, we hypothesize a vertical rearrangement in response to cholesterol
depletion, which may pull ECL5 and ECL6 in towards the membrane, whereas in the
presence of cholesterol these loops may protrude from the membrane.

The cholesterol-sensitive 15D3 mAb binds to ECL1, ECL5 and ECL6 based on our
molecular docking results, which is consistent with the cholesterol-dependent
conformational changes in these extracellular loops hypothesized from our cross-linking
results.

The compartmental distribution analysis of the protein partners we identified suggests
a strong cytoskeleton association of Pgp.

We identified higher amounts of E3 ubiquitin ligases and cavin-1 in 15D3-enriched
samples.

Our experiments suggest that Pgp interacts with the protein cavin-1, which is specific

for lipid rafts.
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Halas vagyok a Lendiilet csoport Gsszes korabbi és jelenlegi munkatarsanak szakmai és emberi
tdmogatdsaért és baratsagaért.

Koszondom kollaboratoraink segitokészségét, kiemelten a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont
Proteomikai Kutatocsoportjabél Dr. Medzihradszky Katalinnak és Dr. Klement Evénak, hogy
épitd kritikaikkal és szakmai hozzaértésiikkkel lehetdvé tették XL-MS méréseink
megvalositasat.

Halaval tartozom sziileim és testvéreim allandd tdmogatasaért, barmilyen nehéz helyzet
adodjék is, rajuk mindig szamithatok.

K6sz6ndm barataim batorito jelenlétét, Robin Frot Python szamitasokban nyujtott segitségét és

kedvességét.
S.D. G.

A Waters Select Series Cyclic IMS tomegspektrométer beszerzése az ELTE Szint+
Témateriileti Kivalosagi Program keretében valosult meg, az Innovacids és Technologiai
Minisztérium tdmogatasaval.

A 2018-1.2.1-NKP-2018-00005 szdmu projekt a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios
Alapbol biztositott tdmogatassal, a 2018-1.2.1-NKP palyazati program finanszirozasaban
valésult meg.

A munkat az MTA Lendiilet programja, valamint a Nemzeti Kutatési, Fejlesztési és Innovacios

Hivatal (OTKA SNN 138407) timogatta.
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