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1. Bevezetés

Az Egészségiigyi Vildgszervezet (WHO) adatai alapjan 2020-ban az Gsszes haléleset
koriilbeliil 17 %-a valamilyen rakos megbetegedésbdl fakad. A terapias modszerek nagy részét
kiilonboz6 kemoterdpias szerek és azok kombinacidja képezi, melyeket sebészeti eljarasokkal
és sugarterapiaval kiegészitve gyakran alkalmaznak sikereket elérve. Hagyomanyos
citosztatikumok oOnmagukban is hatékonyak lehetnek féleg vérképzdszervi daganatok
(leukémidk, limfomak) esetén. A rakos sejtek azonban képesek nemcsak a szervezet
természetes védekezd mechanizmusai soran szelektaldodni és ellenallova valni, de a
citosztatikus kezelésekkel szemben is fel tudjak venni a kiizdelmet. Az ugynevezett multidrog
rezisztencia (MDR) sordn az elvaltozott sejtek érzéketlenné valnak szamos kiillonb6z6 tipusa
kemoterapeutikummal szemben.

A rezisztencidhoz nagyban hozzajarulnak az transzmembran ATP-kotd kazetta (ATP-
Binding Cassette, ABC) transzporterek, melyek koziil a legtobbet tanulmanyozott az mdrl gén
altal kodolt P-glikoprotein (Pgp) vagy mas néven ABCB1, MDRI1 fehérje, valamint az ABCC1
vagy MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1) és az ABCG2 vagy BCRP (mellrak
rezisztencia fehérje, breast cancer resistance protein). A soktényezds multidrog rezisztencia
kialakulasdban egyértelmiien szerepet jatszik a Pgp, azaltal, hogy hozzajarul a hidrofob és
amfipatikus kemoterapeutikumok eltavolitdsdhoz. A Pgp prognosztikus faktor is lehet bizonyos
tumor tipusok esetén, mivel expresszios szintje gyakran korrelal a betegség stadiumaval. A Pgp
funkcidjaval, szerkezetével és potencialis Pgp miikddést befolyasold anyagok fejlesztésével
kapcsolatban intenziv kutatdsok folynak, &m olyan specifikus gatloszert, mely a gyakorlatban
terapiasan hasznalhat6 lenne MDR esetén, egyeldre nem talaltak.

A membranba dgyazott Pgp miikodésének, molekula-szerkezetének ¢és fehérje
interakcioinak vizsgéalata tehat esszencidlis a multidrog rezisztencia jobb megértéséhez és
sikeres kezeléséhez. Azonban a membranfehérjék, igy a Pgp kisérletes vizsgalata is
nehézségekbe litkozik, mivel szerkezetiik és mitkddésiik szoros kapcsolatban all a membranban
1évo lipidekkel. Izolacidjuk és tisztitasuk nehézkes, szerkezetiik megvaltozik és funkcidjukat
elveszithetik a lipid Osszetétel megvaltozdsa kovetkeztében. Nem véletlen, hogy a
fehérjeszerkezeti adatbazis (Protein Data Bank, PDB) csak koriilbelill 2 %-ban tartalmaz
informaciot transzmembran fehérjékrdl, pedig a fehérjekodold gének 25 %-a kddolhat
valamilyen transzmembran fehérjét. A plazmamembran fehérjék pontosabb ismerete segitheti
a célzott terapidk fejlesztését, tumormarkerek azonositasat, a membranfehérjék altal medialt,
rezisztenciaért felelds jelatviteli itvonalak és mechanizmusok megakadélyozasat. Mindemellett
fontos megjegyezni, hogy a nem csak a rak kezelésére hasznalt gyogyszerek 60 %-a céloz
valamilyen membran asszocialt fehérjét. Tehat dontd fontossdgi olyan kisérleti eljarasok
kifejlesztése ¢és bedllitdsa, mely lehetdvé teszi ezen fehérjék konnyebben kivitelezhetd
vizsgalatat, optimalisan a fiziol6gids membrankdrnyezet megtartasa mellett.

1.1. A Pgp szerkezete és katalitikus ciklusa

A 170 kDa-os human Pgp, 12 transzmembran hélixet (TMH) tartalmaz, melyek 2
transzmembran domént (TMD), 6 extracellularis hurkot (loop) (ECL) formaznak. A TMD-k
kozvetleniil és kozvetve is kapcsolodnak az ATP-kotd doménekhez (nucleotide-binding
domain, NBD). Kozvetlen 0sszekottetés a TMHO6 és az NBD1, illetve a TMH12 és az NBD2
alfa-hélixeken keresztiil alakul ki. Kdzvetett, nem kovalens kapcsolddas jon 1étre a membranbol
a citoplazmaba iranyal6d 4 intracellularis kapcsold hélixek (intracellular coupling helices,
ICH1-4) mentén. Az ICH-k fontos szerepet jatszanak a membranban bekovetkezd valtozasok
szignaljainak kozvetitésében az NBD-k felé, s ilyen mddon befolyasolhatjak az ATP megfeleld
kotédését és hidrolizisét. Az ATP-kotd zsebeket (kazettdkat) (nucleotide-binding site, NBS) a
két szemkozti NBD intracellularis loopjai és hélixei alakitjak ki. Az egyik NBD-n 1évé Walker
régiok, Q-loop és A-loop, a masik NBD-n talalhatdé D-loop és C-loop (signature motif) kozott



crer

kotéshez sziikséges régiok szekvencidja evoluciosan konzervalt. A fehérje két homolog felét
egy rendezetlen kapcsold régio (linker) koti 6ssze, mely flexibilitdsa révén konnyen létesit
kapcsolatot fehérjepartnerekkel és a Pgp katalitikus ciklusa soran dsszekdottetést hozhat 1étre a
két NBD kozott. Mozgékonysaga miatt a linker régid gyakran hidnyzik a fehérjeszerkezeti
modellekbdl és kiilonbozé konformacos allapotai egyeldre nem tisztazottak.

A TMD-k belsdé iiregében, koriilbelil a membran kettés réteg belsd lemezének
magassagaig, a TMH-k mindegyikének részvételével alakul ki a szubszrtat-kotd zseb, melyben
tobb helyen is bekotddhetnek a kiilonbozd szerkezetli komponensek. A kdtddés kialakitasaban
foként hidrofob interakcidk vesznek részt, de bizonyos esetekben specifikus hidrogén kotések
részvételét is leirtak. A bekdtddd szubsztratok transzportjanak mechanizmusaval, és a Pgp
szerkezetében bekovetkezd valtozasok dinamikdjaval kapcsolatosan szdmos tanulmanyt
publikaltak, dm egységes molekularis modellt még nem sikeriilt felallitani. Ennek okai a
nagyméretli transzmembran fehérjék kristalyositasanak nehézségei és izolacidjuk sordn
bekovetkezd térszerkezetbeli valtozasok. Amit biztosan tudunk, hogy szubsztrat kotédés
hatdsara az ATP-hidrolizise fokozddik, és a hidrolizis hatdsara megtorténik a szubsztrat-
transzlokacid; az ICH-k és a konzervalt nukleotid-k6té motivumok sziikségesek az NBD-k
dimerizécidjdhoz; a dimerizacid ATP kotddés hatdsara jon létre; és hogy az ATP hidrolizisét
kovetden a nukleotid kotd zseb nyitott allapotban van. Az egyirdnyu transzport mechanizmus
sordan az NBD-k, ICH-k és a membran kozotti szerkezeti jelatvitel torténik. Korabbi
eredményekkel ellentétben, melyek a Pgp miikddését annak nativ kornyezetébdl kivonva
vizsgaltak, az 0jabb, fiziologids korlilmények kozott végzett vizsgalatok szerint egyetlen
funkcionalis NBS elegendd az ATP4z aktivitashoz, és szubsztrat-transzporthoz.

Térszerkezeti modellek alapjan a Pgp két f6 konformdaciot vesz fel, a szubsztrat-kotd befele
néz6 (inward-facing, IF) konformaciot, és a szubsztrat-kiengedd kifele-néz6 (outward-facing,
OF) konformdaciot. Egy ujabb, koztes domindns szerkezet, a pre-hidrolitikus (okkludalt)
szerkezet alapjan a Pgp kifele és befele is zart allapotot vesz fel. A f6 konforméciok mellett
szamos kisebb és lassabban kialakuld szerkezeti elmozdulast is megfigyeltek, amit foként a
membran ¢s annak lipid dsszetétele befolyésol.

1.2. A membran-mikrokornyezet hatasa a Pgp-re

Az integrans membranfehérjék megfeleld milkodését ¢és szerkezetét egyértelmiien
meghatarozza a membran dsszetétele és fizikai allapota. A membranfehérjék, s igy a Pgp esetén
is a hidrofob transzmembran régiot koriilvevd lipid gyliri (annuldris lipidek) kozvetleniil
befolyasoljak a fehérje megfeleld mitkodését. A lipidek detergensekkel valo eltavolitasa gatolja
a Pgp ATPaz aktivitasat. Ezzel szemben a lipid kettds réteget stabilizalo koleszterin jelenléte a
Pgp aktivitdsdhoz nem nélkiilozhetetlen, de modositja annak alap és szubsztrat-stimulalt ATPaz
aktivitasat, drog koto- és transzportald képességét, illetve flippaz funkcioit.

A jellemzdéen szfingolipidben és koleszterinben gazdag specidlis fehérje Osszetételll
membran-mikrodomének, a lipidtutajok (raff) és annak egy véltozata, a kaveoldk fontos
szerepet jatszanak példaul kiilonbozé jelatviteli folyamatokban, membranfehérjék ¢és
szubsztratok transzportjdban. A Pgp mind raft és nem-raft membran-mikrodoménekben
megtalalhato, melynek megoszlasa sejttipustdl fligghet. A Pgp kaveoldkban kevésbé fordul eld,
s a kaveoldk beflizddését stabilizalo ,,hajtli-szerli” kaveolinnal nagy valosziniiséggel csak
kozvetett interakcioban van. A lipidtutajok Osszerendezddésében és stabilizalasaban fontos
szerepe van a citoszkeletalis fehérjéknek, melyek osszekottetést 1étesithetnek membranfehérjék
kozott is, befolyasolva azok miikodését. A Pgp funkcidi és szubsztratspecificitasa a kiillonb6zo
membran mikrodomének esetén eltérd lehet. Mindemellett laboratériumunkban kordbban azt
talaltdk, hogy a szubsztrat-kotd, IF Pgp konformer nagyobb mértékben fordul el a
lipidtutajokban.



A Pgp szerkezetét és miikodését a koleszterin nem csak kozvetetten, a membran fizikai-
kémiai tulajdonsagainak megvaltoztatasaval befolyasolhatja, hanem kozvetleniil, a Pgp-hez
kotédve is. Az ABCG2 fehérje esetén specifikus szekvencia-mintdzatot mutatd koleszterin-
koté doménekhez (Cholesterol Recognition Amino Acid Consensus domains: CRAC, CRAC-
szerli, CARC, ¢és CARC-szerli) kotddik koleszterin. Ilyen jellegli szekvencidk a Pgp
transzmembran hélixeiben és extracelluldris régioin is megtaldlhatok, mely régiok nagy
rész¢hez krio-EM kisérletekkel bizonyitottak a koleszterin kotddését.

MBDR sejtekben a raft-asszocialt Pgp-k ardnya, sejttipustol fiiggden, koriilbeliil 22-40 %-az
Osszes Pgp mennyiségnek. Mindemellett, altalanossdgban elmondhat6, hogy MDR esetén a
raft- és kaveola-asszocialt fehérjék és lipidek mennyisége emelkedett. Ennek oka lehet, hogy a
tumorterapiaban alkalmazott kemoterapids szerek sok esetben megvaltoztathatjdk a membran
lipidosszetételét. A Pgp lipid flippdz funkcidja révén stabilizdlhatia a membran
mikrodoméneket, bar koleszterin-transzport valoszinileg nem jellemzd a Pgp-re.
Munkacsoportunk vizsgalatai szerint, a plazmamembran-koleszterin szintjének csokkenése
esetén a raft-konformer Pgp szelektiv transzportja a plazmamembranba emelkedett MDR
sejtekben, a kontroll sejtekhez képest. Az eredmények megerdsitik, hogy a Pgp és a kapcsolodo
koleszterinek, a sejtek vezikularis trafficking folyamatai (Golgirdl lefiiz6dé vezikuldk,
endoszomak ¢és lizoszoméak exocitézisa) révén segitik a membran javitd (repair)
mechanizmusait, igy egy ellenallobb fenotipust kialakitva MDR esetén.

1.3. Pgp-t felismer6 antitestek

(mAb), melyek segitségével lehetséges a Pgp szerkezetvaltozasainak kovetése in vivo
fiziologias koriilmények kozott. Az antitestek altalaban az Osszes sejtfelszini Pgp-t képesek
jelolni, fiiggetleniil annak 6 konformacids valtozésaitdl. Azonban a konformacids epitdpot
felismeré UIC2 IgGza mAb az ATP-hidnyos, szubsztrat kotd IF konformaciot részesiti
elényben. Az UIC2 nem egybefiiggd epitdpjat az 1., 3. és 4. ECL-en 1év0 régiok allitjak ossze,
melyek az IF konformacioban kdzel keriilnek egymashoz. Szubsztrat hianyadban az UIC2 a
sejtfelszini Pgp-k koriilbeliil 1040 %-at jeloli (Pool 1), szubsztratk6tédés hatasara viszont az
Osszes fennmarado Pgp is jelolddik (Pool 1 + Pool 2). Ez az un. UIC?2 shift jelenség tehat a tobb
kotohely kialakuldsa miatt jon 1étre, mely akar 10-szeresére is emelheti a kotohelyek szamat.
A Pool 1 és Pool 2 sejtfelszini Pgp-ket egyarant jelold 15D3 IgGi mAb kotddési affinitasa B-
ciklodextrinekkel valé koleszterin kivonas hatdsara csokken. Ennek oka, hogy a Pgp-hez
megtartasdhoz, melyet a 15D3 antitest felismer. A 15D3 antitest epitopjat, és a koleszterin-
érzékeny ECL-eket kordbban még nem hataroztdk meg. Ismert, hogy a 15D3 ¢és az UIC2
kompeticioban vannak egymadssal, tehat feltételezhetéen epitdpjaik részben atfednek.
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 inkabb az IF szerkezetet kedveli, amikor az 1. és 4. ECL kozel vannak egyméshoz.
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, igy felmeriilhet annak a
lehetdsége, hogy a 15D3 ezekhez a régiokhoz kotddik.

1.4. Fehérjeszerkezet-vizsgalo 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 megtartasdhoz 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
(ensemble) jellemezhetd, vizsgalatuk krio-elektronmikroszképidval (krio-EM) és NMR-
spektroszkopiaval is nehézkes, a rendezetlen régiok gyakran hianyoznak is a szerkezeti
adatokbol. A fehérjék szerkezetének és mozgéasanak leirdsdban egyre fontosabb szerepet
toltenek be az elméleti szdmitasok és predikciok. A neurdlis héalézaton alapuld AlphaFold
(DeepMind) gépi tanulési algoritmusa lehetdvé teszi olyan fehérje tipusok (mint példaul a
membranfehérjék) szerkezetének megbizhatd joslasat is, melyek a betanitasra felhasznalt
adatbazisban nem voltak jelen. Azonban a flexibilis régiok analizise ezen algoritmusokkal
tovabbra is limitalt és tobb kisérletesen meghatarozott adatra van sziikség ahhoz, hogy
megfeleld térszerkezeteket tudjunk generdlni. Ilyen informéciokat nyerhetiink példaul a
szerkezeti proteomika kiilonb6z6 modszereivel.

Az utdbbi 30 évben a tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) folyamatos fejlodése
révén egyre tobb lehetdség nyilik a fehérjék magasabb rendli szerkezetének vizsgalatara ezen
modszerrel. Tomegspektrometrids vizsgalathoz nem sziikséges a fehérjeminta fagyasztasa vagy
kristalyositasa és a fehérje mérete altalaban nem korlatozza az analizist. MS alkalmazéaséaval a
konformacids sokasdgok elkiilonithetdek egymastol, tehdt nem csak sokasagatlagot tudunk
vizsgalni, lehetséges a konformacios éallapotok kozotti atmenetek és a fehérje mozgasanak
kovetése, illetve kiilonb6z6 ligandumok, lipidek vagy fehérje partnerek kotdhelye és a kotddés
dinamik4ja is leirhatd tomegspektrometrias modszerekkel. A tomegspektrometrids fehérje-
térszerkezet vizsgalati eredmények kivaldan alkalmasak a hagyoményos szerkezeti biokémiai
modszerek kiegészitésére, betekintést nyujtva a fehérjék olyan tulajdonsagaiba, melyeket
hagyomanyos modszerekkel nem tudunk detektalni.

1.4.1. Keresztkotéses tomegspektrometria (XL-MS)

Az utobbi években az XL-MS technika a hagyomanyos fehérje-térszerkezet vizsgalod
eljarasok széles korben bevett kiegészitd modszerévé valt, kiillondsen a nehezen vizsgalhatod
fehérjék, mint a membranfehérjék, vagy az IDP és IDR fehérjék esetén.

A keresztkotési reakeio jellemzden fizioldgias koriilmények kozott zajlik in vitro izolalt
fehérjén oldatban, gélben vagy immunprecipitaciés gyongyon, de in vivo, €16 sejtekben,
szovetekben is lehetséges. A keresztkotd molekuldk kovalens kotést alakitanak ki két,
egymashoz megfeleld kozelségben 1évé aminosav oldallanc kozott. Ezutdn a fixacios 1épés
utan, a kialakitott kotés stabil marad az akar erélyes mintapreparalasi 1épések alatt és a
tomegspektrométerben torténd ionizacio soran is. A kémiai keresztkotd dgensek altalaban két
reaktiv csoportot tartalmaznak, amelyeket egy meghatarozott hosszusagu Un. tavtartd rész
(spacer) kapcsol 0ssze. A tavtartd hossza informaciot szolgéltat egy fehérjén beliil 1év6 vagy
kiilonbozé fehérje-fehérje partnerek adott aminosav oldallancai kozott 1€vé tavolsagrol
(distance constraint). A fehérje polipeptidlancan keresztkotott aminosavakat ezutan jellemzdéen
bottom-up proteomikai megkozelitésekkel hatarozzdk meg, tehat szarmazékképzés
(denaturalas, redukalas, alkilalas) ¢s enzimatikus emésztést kovetdoen LC/ESI-MS/MS
technikéval 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
oldallancok e-nitrogénjét célozzak. Kisebb mértékben reagalhatnak szerinnel (12.5 %-a az
Osszes reaktiv csoportnak) tirozinnal (4.3 %) és treoninnal (3 %) is, azonban sajat kisérleti
tapasztalataink alapjan ezen reakciok 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 és a fals pozitiv talalatok
mértékét.

A keresztkotési reakcio hatékonysaga koriilbeliil 1-5% és az egymashoz képest
megfeleld tavolsagban 1évd lizin oldalldncok mennyisége is limitalt. Tehat a minta jelentds
hanyada moédositatlan peptideket tartalmaz, illetve a keresztkotési reakcid soran keletkezd
egyéb termékeket. Nagy szamban fordulnak eld, az in. mono-linkek, melyek ugy jonnek létre,
hogy a keresztk6tdnek csak az egyik vége reagal a fehérje egy lizin oldallancan, a masik vége
jellemzden a vizes kozegben elhidrolizal, vagy a reakciot leallitd (quench) pufferrel (pl. Trisz,
glicin) elreagdl. A mono-linkek hasznos informacidt szolgaltathatnak a fehérje hidrofil
régioirodl, és hogy mely lizinek a leginkabb reaktivak. Ritkdbban fordulnak eld az egy peptiden
beliil kialakul6 intrapeptid keresztkotések (loop-link), ezek jellemzden a-hélix vagy hurkok
esetén képzddnek. Keresztkotéseket tovabba megkiilonboztetiink az alapjan is, hogy egy
fehérjén beliil (intraprotein) vagy két kiilonb6zo fehérje kozott (interprotein) alakultak-e ki.

A kereskedelemben szadmos kiilonb6z6 oldhatosdgii és hosszasagti NHS-észter
keresztkotd 1étezik, melyek egymast kiegészité informaciokat szolgéltatnak a fehérje
szerkezetérdl. Az egyik leggyakrabban hasznalt vizoldékony keresztkdtd a BS2G (bisz-
szulfoszukcinimidil-glutarat, 7.7 A), a nem hasadd keresztkoték kozé tartozik, mert
gazfazisban torténd fragmentacidja esetén (CID) csak magasabb elektromos fesziiltség mellett
fragmentalodik. ilyen keresztkotések esetén az MS/MS spektrum mindkét keresztktott peptid,
plusz a linker fragmentjeit tartalmazza, ami igy négyzetesen ndveli a lekeresési teret (n?
probléma), jelentésen fokozva ezzel a kiértékelés szamitasigényét és a hibas azonositasok
valészinliségét. Annak érdekében, hogy a lekeresési tér ne ndvekedjen négyzetesen (n),
kifejlesztették a hasadd keresztkotoket, melyek a peptidgerinc hasaddsdhoz sziikséges
fesziiltségnél alacsonyabb fesziiltségértékeken fragmentalodva karakterisztikus spektrumokat
adnak. A leggyakrabban hasznalt DSSO (diszukcinimidil-szulfoxid) példaul MS2-ben
fragmentdlva 2 intenziv jelzd ionpart ad 32 Da eltolodassal. 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). A nem hasithatd keresztkotOk esetén az egyértelmii keresztkotés-azonositas érdekében
hasznalnak olyan keresztkotéket, melyeket deutériummal jelolnek. igy a jelolt és jeloletlen
keresztkotot 1:1 ardnyban adva, karakterisztikus tomegeltolddast kaphatunk az MS1 és MS2
tomegspektrumokban.

Transzmembran fehérjék esetén nehézséget jelent az intramembran régiora esé hidrofob
aminosavak jelolédése, illetve a membran sztérikus takard hatisa. Igy gyakran olyan
membranfehérjékre alkalmaztdk az XL-MS technikét sikerrel, melyek nagyobb része a
membranon kiviil esik. I/n vivo keresztkotési reakcid sordn igen komplex adathalmazban
keletkezik, igy a relative ritka keresztkotott peptideket azonositasa kihivasokkal teli. Intenziv
kutatasok zajlanak olyan specifikusan membranfehérjét célzo és dusithatd keresztkotok
kifejlesztése érdekében, melyek in vivo is hatékonyan alkalmazhatok.



2. Célkitiizések

Ismert, hogy a P-glikoprotein szerkezetét és miikodését nagyban befolyasolja a membran
mikrokornyezet, a lipidek és koleszterinek kozvetleniil kapcsolédnak a transzmembran
fehérjéhez. Munkacsoportunk kordbban kimutatta, hogy a 15D3 monoklondlis antitest
pontos epitépja egyelére 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

crer

6. Mindemellett célunk volt a P-glikoprotein 3T3 sejtekben taldlhatd kozvetlen és
kozvetett fehérje partnereinek azonositasa és a 15D3 és UIC2 antitestekkel vald dusitas
soran kapott fehérje listdk dsszehasonlitasa.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Sejttenyésztés

Vizsgalataink soran NIH 3T3 egér fibroblaszt sejtvonal mdr1 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 kizardsa érdekében MycoAlert teszt (Lonza, Budapest, Magyarorszag)
segitségével.

3.2. Monoklonalis antitestek eléallitasa

Az UIC2 (IgG2a; ATCC No. HB-11027) ¢s 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. A feliiluszokat Protein G affinitdskromatografidval dusitottuk ¢és tisztitottuk. A hibridoma
sejtvonalakat az American Type Tissue Culture Collections-b6él (Manassas, VA, USA)
szereztiik be. Az egereket a Debreceni Egyetem Kisérleti Allathdzaban tartottak, elkiilonitve
egymastol, ad libitum vizhez és takarmanyhoz val6 hozzaféréssel, 12 oras sotét-fény ciklusban,
22 +1 °C-on.

3.3. Keresztkotés €16 sejteken

3.3.1. 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 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk 5 % CO»-t és 95 %-o0s
paratartalmat biztositd inkubatorban. A sejteket 15 ml-es centrifugacsovekbe gytijtottiik, 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 végsd koncentracio eléréséhez, pH 7,0-es PBS-ben oldva 1 mL
végsO térfogatban. A keresztkotési reakciot 60 percig, 37 °C-on hagytuk lejatszodni, majd
5percig RT-n 1M pH 7,5-6s Trisz pufferrel allitottuk le, a reakcioelegyben 20 mM-os
végkoncentracidban.

3.3.2. DSSO (diszukcinimidil-szulfoxid)

Az €10 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 ugy, hogy 0,5 mM, 0,5 mM, 1 mM,
S5mM és 10 mM végsd koncentracidt érjiink el 1 mL végsd térfogatban. A keresztkotési



reakciot 60 percig hagytuk 37 °C-on végbemenni, majd a mintdkat a fent leirtak szerint
kezeltiik.

3.4. Gyongyos keresztkotés

A Protein G reduktiv metilezését natrium-cianoborohidriddel (NaBH3CN) végeztiik
Dynabeads magneses gyongyokon, az immunprecipitaciot és a keresztkotést megeldzden.
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
immunprecipitaciot az alabbiakban leirtak szerint végeztiik. RIPA pufferrel torténd mosast
kovetéen a gyongyoket kétszer mostuk pH 7,0-es PBS-sel, majd a masodik mosast egy 1j
csOben végeztik. A mintdkhoz 1 mM DSSO-t adtunk, amelyet el6z6leg 50 mM-os DMSO
torzskoncentracioban oldottunk fel. A keresztkotési reakciot 60 percig hagytuk RT-n, enyhe
keverés mellett. Ezutan 5 percig 1 M-os, pH 7,5-6s ammonium-hidrogén-karbonattal (AMBIC)
allitottuk le a keresztkotési reakciot, 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, és
minden feliiluszo6t és NaBH3CN-t tartalmazé maradék olddszert natrium-hipoklorit oldattal
semlegesitettiink.)

3.5. Membranfehérje preparalas és immunprecipitacios dusitas

A membranfehérje preparalast a Thermo Fisher Scientific protokollja szerint végeztiik a Mem-
PER™ Plus (#89842) membranfehérje extrakcios készlettel. A fehérjekoncentraciot Direct
Detect spektrométerrel hataroztuk meg. Az immunprecipitacidhoz 100 pl Dynabeads Protein G
(Invitrogen) méagneses gyongyot négyszer mostunk 5 mg/ml BSA-val kiegészitett PBS-ben
(PBS/BSA). A gyongyokhoz mintanként 500-500 pg fehérjét tartalmazd, 1 mg/mL
Masnap a gyongyoket kilencszer mostuk 1 mL RIPA pufferben 4 °C-on. Ezutan a gyongyoket
kétszer mostuk 1 mL frissen elkészitett, jéghideg 100 mM AMBIC-ban, majd a masodik mosast
egy Uj csObe helyeztiik. A gyongyoket ekkor lefagyasztottuk és -80 °C-on taroltuk a tripszin
emésztésig és az LC-MS/MS mérésig.

3.6. 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,
1,5 oran keresztiil, 4 °C-on. A membrant PBS-ben oldott 5 %-os tejporral blokkoltuk 1 6rén 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) jeloltik, 60 percen keresztiil,
szobahdémérsékleten, 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.
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3.7. Aramlasi citometria

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 kovetéen 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 &aramlési citométerrel (ACEA
Biosciences, San Diego, CA, USA) vizsgaltuk. Mintanként 20000 sejtet gylijtottiink. 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.

3.8. Tripszines emésztés és 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.
Az emésztmények analizisét LC-MS/MS mddszerrel 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) tltéttiik 5 puL/perc aramlasi sebességgel 5 percig
1% B oldoszer mellett, majd egy Peptid BEH 130 C18 oszlopon (130 A, 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 oszlophdmérséklet
tartdsa mellett. Az Evosep One berendezésben a mintakat az Evotip Pure hegyekre toltottiik, és
az Extended 15 SPD (samples per day) mddszerrel vélasztottuk szét az EV-1106 analitikai
oszlopon (C18, 1,9 pm, 150 pm x 150 mm). Mindkét beallitasban az A oldoszer 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.

3.9. 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
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vettiik. 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 hasaddssal. Rogzitett
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/q4 szarmazékai. Csak a legfeljebb 1 % FDR értékkel rendelkezd,
¢s fehérjénként legalabb két egyedi peptiddel rendelkez6 talalatokat fogadtuk el. A masodik
1épésben a legalabb 2 (gyongyos mintdk esetén) vagy 5 (él6 sejtes mintak esetén) peptiddel
biztosan azonositott fehérjék kozott kerestiink le lizin reziduumok kdzotti DSSO, illetve BS2G
keresztkdtéseket Protein Prospector szoftver, illetve a Proteome Discoverer v3.0.1.27 XlinkX
csomagjanak segitségével. A DSSO keresztkotott mintdkban valtozo modositasként allitottuk
be az alkén-, telitetlen tiol- és szulfénsav-szarmazékokat (amelyek a fragmentdcié sordn
keletkeznek) az MS3-HCD mérések esetén, a tripszin altal kihagyott lizin hasitohelyeken.
Végiil az MS2 és MS3 spektrumokat egymashoz rendeltiik, €s a keresztkotéseket manuélisan
értekeltiik.

3.10. 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 szarmaz6 15D3 varidbilis nehéz- és konnylilanc szekvencia felhasznalasaval.
Az 5 A kiiszobérték alatti RMS predikcios hibakat az ImmuneBuilder deep learning
algoritmuséaval szdmoltuk ki. A fehérje-fehérje dokkolast a ClusPro 2.0 webszerveren végeztiik
Antibody moddban ¢és automatikus non-CDR maszkolassal. A 15D3 ABodyBuilder2
segitségével létrehozott PDB-szerkezetét ¢s a human MDR1 PDB-szerkezetét (6qex), egy
PyMOL-ban létrehozott maszkolé PDB-f4jlal egyiitt toltottiink be, azért, hogy a dokkolashoz
csak a human MDRI1 extracellularis hurkait vegye figyelembe a szoftver. A tovabbiakban az
eredmények megjelenitéséhez, a ClusPro 2.0 szerint legjobban illeszkedd, 177 tagot tartalmazé
0. klasztert hasznaltuk.
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4. Eredmények

4.1. Mintaelokészitési modszerek kidolgozasa transzmembran fehérjék 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.
Mintaeldkészitési modszereink eredetileg a Rapid immunoprecipitation mass spectrometry of
endogenous proteins (RIME) protokoll 1épéseibdl indultak ki. Ezen protokoll alapjan az ¢16
sejtek keresztkotése €s a fehérjék immunoprecipitacios dusitasa utan erés RIPA pufferes mosast
alkalmaznak, igy tobb nem specifikus kotédé szennyezdét 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 és hozzdjuk kapcsolédd periférids €s citoszolikus fehérjéket lehet
izolalni. Az ikerionos detergenst tartalmazé szolubilizald puffer meghagyja a lipid molekulak
egy részét a Pgp koriil, igy a fehérje képes megorizni az ATPaz aktivitdsat is.

4.1.1. A Kkeresztkotési reakci0 koriilményeinek optimalizalasa ¢és az
immunoprecipitacio hatékonysaganak ellendrzése

Annak érdekében, hogy a lehetd legtobb keresztkotést tudjuk azonositani és az artefaktum
képzddést minimalizaljuk, tobbféle keresztk6td koncentraciot és keresztkotési idot teszteltiink,
a reakcioidének az emelésével fokozatosan megjelent a Pgp jele a magasabb (250 kDa)
molekulatomegl tartomanyokban. Ezzel parhuzamosan a 15D3 mAbD jele fokozatosan eltiinik,
feltehetden azért, mert keresztkotott komplexbe keriil. Azt tapasztaltuk, hogy a keresztkotd
5 mM-os koncentracidja felett a fehérjék talzott keresztkotése miatt az azonositott modositasok
szama lecsokken. Igy az é16 sejtes kisérleteinkhez az 5 mM-os koncentraciot valasztottuk a
tovabbiakban. A gyongyos DSSO kisérletekhez 1 mM-os koncentraciot alkalmaztunk, mivel itt
a Pgp-t és annak fehérje partnereit direktebben érik el a keresztk6té molekuldk, igy tulzott
keresztktés mar alacsonyabb koncentracional is bekovetkezhet.

Az immunoprecipitacids dusitasok hatékonysagat is ellendriztiik Western Blotton. A 15D3-
mal val6 dusitds soran kevesebb Pgp-t tudtunk jeldlni az UIC2-vel vald dusitashoz képest.
Ennek oka valodszintileg a 15D3 koleszterin-érzékenysége, mivel a membranpreparacio utan a
sejtmembranban fizioldgidsan eléforduld koleszterin szintje némileg csdkkenhet.

4.1.2. PNGaz-F kezelés hatasa a 15D3 és UIC2 monoklonalis antitestek sejtfelszini
kotédésére
Az ¢l6sejtes keresztkotés esetén az antitesttel valo inkubacié elétt PNGaz-F (Peptid-/N-
Glikozidaz F) kezelést iktattunk be, mivel aramlasi citometridas méréseink soran azt
tapasztaltuk, hogy ez javitja a 15D3 és UIC2 monoklonalis antitestek kotddési affinitdsat. A
Pgp-n taldlhat6 els6 extracellularis hurkon van (ECL1) harom N-glikozilaciés hely (91-, 94-,
és 99-es aszparagin), melynek N-glikdn mintazata sejtvonaltdl és korképtdl fliggden igen
valtozatos lehet. A PNGaz-F a legbelsé GIcNAc (N-acetil-gliikkozamin) és az aszparagin kdzott
hasit az N-glikozilalt fehérjéken. A Pgp N-glikdnjai feltehetdleg sztérikusan akadalyozzak az
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antitestek dokkolasat, igy az N-glikanok eltavolitdsa kis mértékben ndvelte a 15D3 és UIC2
monoklonalis antitestek sejtfelszini kotddését. Korabbi kisérletek alapjan a glikdnok
eltavolitasa nem befolyasolja a Pgp megfeleld miikodését.

A glikozilacio kovetkeztében a Pgp SDS-PAGE modszerrel vald elvalasztasa soran, a
Pgp vandorlasa az elektroforetikus térben megvaltozik, és gyakran egy diffuz foltot ad Western
Blot analizis sordn. A Pgp-t Western Blotton, Pgp elleni D3H1Q monoklonalis antitest
jeloléssel vizsgalva, azt tapasztaltuk, hogy az altalunk €16 sejteken elvégzett sejtfelszini PNGéz-
F kezelés kovetkeztében a kontrollhoz képest a PNGaz-F-kezelt minték foltjai az alacsonyabb
molekulatdomeg irdnyaba mozdulnak el. Ezen elmozdulads koriilbeliil a 140 kDa-os
molekulatomegnél jelentkezett, ami dsszecseng kordbban publikalt adatokkal. A Western Blot
analizis, az d&ramlasi citometrias mérések mellett bizonyitotta, hogy a PNGaz-F kezelés valoban
lehasitotta a Pgp-n talalhaté N-glikanokat.
Ezen eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a PNGaz-F kezelés mas extracellularisan
glikozilalt membranfehérjék sejtfelszini jelolése esetén is eldnyds lehet.

4.1.3. 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 keresztkotések joval
abundansabbak az antitesten, illetve a dusitott Pgp-n azonosithaté 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 kotdédo antitestek azonositott spektrumainak
szama nem csokkent a metilezést kovetden, tehat a modositas feltehetéleg nem befolyasolta
érdemben az antitest kotddési affinitasat a Protein G-hez. Ilyen médon az altalunk vizsgalni
kivant fehérjék tomegspektrometrids analizise egyszerlisodott €s hatékonyabba valt.

4.2. Azonositott mono-linkek a Pgp-n

A mono-linkek sokkal nagyobb koncentracidoban keletkeznek a keresztkotésekhez képest,
¢és segitségilikkel lehetséges a fehérje hidrofob és hidrofil szegmenseinek feltérképezése,
hasonloan a hidrogén-deutérium cseréhez (HDX), ezéltal segitve a fehérje térszerkezetének
feltérképezését.

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
hataséara pedig 9 db egyedi mono-link keriilt detektalasra. A 15D3 és UIC2 antitesteken 10-
10 db mono-linket azonositottunk a gyongyds mintael6készitési modszerrel. A K271-, K380-,
K515-, K808-, K915- és K1150-es lizineket mindharom modszerrel detektaltuk, ami arra utal,
hogy ezek a lizin oldallancok a legkdnnyebben hozzaférhetéek poldris olddszerben. A két
NBD-n 1évé Walker A régidkon is azonositottunk egy-egy mono-linket a K433-as és K1076-
os lizineken a gyongyods DSSO keresztkotéses modszerrel, illetve a K1076-0s mono-linket az
¢losejtes DSSO modszerrel is megtalaltuk. Kozvetleniil a C-motivum (C-loop) mellett talalhato
K536-0s lizinen is azonositottunk mono-linket, illetve keresztkotéseket is.

4.3. Azonositott keresztkotések a Pgp-n

A két altalunk hasznalt keresztkotd kiillonbozd hidrofobicitassal és tavtartd hosszal
rendelkezik. Mig a DSSO 7.7 A hosszii és inkabb egy hidrofob, membran permeabilis vegyiilet,
addig a BS2G 10.3 A hossziisag és kénnyen vizoldhato. Ezek, és a bevezetésben emlitett
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fragmentécios kiilonbségek hozzajarulhatnak a kiilonb6zé mintapreparalasi modokkal kapott
eltéré eredményeket.

A WESA online program segitségével prediktalni lehet egy adott fehérjében 1évo, a viz
szaméra hozzaférheté aminosavakat. {gy kaptuk, hogy a Pgp 6sszesen 85 darab lizinje koziil 70
a fehérje feliiletén konnyen vizhozzéaférhetd, 15 pedig a fehérje harmadlagos szerkezetében
beagyazott. A feliileten kitett lizinek koziil 34-et (49 %) tudtunk keresztkotdkkel kémiailag
modositani, az inkabb elfedett lizinek koziil pedig 5-6n (33 %) detektaltunk keresztkotést vagy
mono-linket. Az Osszes lizin koziil igy 39 (46 %) reagalt valamelyik keresztkotovel az dsszes
mintael6készitési eljarast figyelembe véve. Az elfedett lizinek nagy része a membranhoz kozel
talalhatd mind intra- és extracelluldrisan, a transzmembran régidé pedig viz szamara nem
hozzaférhetd. A membran kozelében taldlhatd, kevéssé vizhozzaférhetd lizinek jelolédése a
belsd tliregben, mint példaul a K826-os lizin, arra utal, hogy a keresztkoté molekulak a Pgp-
szubsztratokhoz hasonléan 1épnek be a fehérje belsejébe ott is kialakitva kovalens
modositasokat.

A keresztkotések nagy részét a gyongyon keresztkotott mintdkban azonositottuk 10 darab
egyedi keresztkotéssel, mig az élésejtes DSSO keresztkotott mintdkban 4 darab egyedi
keresztkotést, a BS2Gdo/ds-kezelt mintdkban egy keresztkotést sem  detektaltunk.
Extracellularisan az UIC2 antitest konstans nehézlancan 1 darab keresztkotést azonositottunk.
Az ¢ldsejtes mintakban talalt keresztkotések koziil mindegyik jelen volt a gydongyds mintdkban
is, kivéve egyet, a K279-es és a K786-0s lizinek kozott. Az egyik leggyakrabban azonositott
keresztkotést a D-loop kozelében 1évé K1220-as és K1150-es lizinek kozott talaltuk, mely
utdbbi igen gyakran mono-link moédositast is hordozott. A mintapreparalasi eljarasok kozotti
kiilonbség okozhat valtozast a Pgp szerkezetében, igy a keresztkdtési mintazatok kozott is
lehetnek eltérések.

Nem azonositottunk egyértelmii keresztkotést a Pgp €s az antitestek kozott, és koziilik
egyik sem alakitott ki interprotein keresztkotést fehérje interakcios partnerekkel. Tovabba
interprotein keresztkotést kiillonb6zé Pgp molekuldk kozott sem azonositottunk, amit
megerdsitenek a Western Blottos vizsgélataink, ahol nem azonosithaté dimer képzddés. Tehat
jelen dolgozatban minden keresztkotés intraprotein keresztkotésre utal.

A kisérleteink soran azonositott keresztkdtések mennyisége nagysagrendileg azonos mas
kutatécsoportok NHS-észterekkel végzett hasonld keresztkotéses kisérleteihez viszonyitva,
tehat modszeriink megfelelden hatékonynak tekinthetd.

A keresztkotott lizinek kozotti tavolsagot 5 A és 30 A kozott fogadtuk el korabbi publikaciok
ajanlasai alapjan. Ilyen modon minden keresztkotést ra tudtunk illeszteni a Pgp 6gex PDB
szerkezetére. Mivel a lizinek igen flexibilisek és a fehérjéken altalanossagban gyakran
el6fordulnak mozgékony rendezetlen régiok (IDR), ezért lehet sziikséges €s relevans egy
megengeddbb intervallum a keresztko6tok altal 1étrehozott kotés hosszara.

A fehérjék IDR loopjait gyakran nehézkes megtartani a hagyomanyos szerkezeti biologiai
moddszerek mintael6készite soran. Keresztkotéses tOmegspektrometridval tobb szerkezeti
informéciot kaphatunk ezekrél a régiokrol is, mivel a keresztkotés a fiziologids
koriilményekhez kozeli, 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. Keresztkotést a linker régio K685-6s és a C-loop mellett taldlhaté K536-0s
lizinek kdzott azonositottunk.

Kisérleteinkben keresztkotést talaltunk a belsd tliregben 1évé K826 és K786-0s lizinek
kozott és a K826 és az ICH3 loopon 1év6 K808-as lizinek kdzott, mely utdbbi az NBD2 felett
kozvetleniil helyezkedik el, és azzal szoros szerkezeti és funkcionalis kapcsolatban all.
Mindemellett a K808-as lizint keresztkotésben talaltuk az NBD1-en 1évé C-motivum mellett
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talalhato K536-0s lizinnel is, ami az NBD1-en 1évé Walker A régidhoz is kozel esik, amelyen
szintén azonositottunk mono-link médositast. Az ICH4-es hélix az NBD1 felett helyezkedik el
kozvetleniil, és téle nem messze az N-terminalis irdnyaba a K895-0s lizin keresztkdtésben volt
a K536-tal, tovabba az ICH4 mellett kozvetleniil a C-terminalis irdnyaban a K915-0s lizinen
mono-linket azonositottunk. Tehat a NBD1-en 1évé C-motivum kozelségben van az ICH4-gyel
és a szemkozti ICH3-mal, melyek kozvetleniil kapcsolodnak az ECLS és ECL6-0s
extracellularis hurkokhoz. Ezek a keresztkotott régiok kozel esnek a 15D3 antitest prediktalt
kotohelyéhez, tovabba kozvetlen kozelikben koleszterinek kotddnek a Pgp-hez a
transzmembran régidkban.

4.4. 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 molekuladokkoléssal igyekeztiink prediktalni
a 15D3 kotdhelyét, melynek értelmezését segitették a Pgp-n intracellularisan azonositott
modositasok és korabbi ismereteink a Pgp elleni antitestekrol.
5849877) alapjan becsiiltik meg az ABodyBuilder2 szoftver segitségével. Ezt a becsiilt
szerkezetet illesztettiik a human Pgp 6qex PDB szerkezetéhez a ClusPro 2.0 webszerveren. Az
illesztés alapjan a 15D3 antitest komplementaritasért felelds régidi (complementarity-
determining regions, CDRs) a szubsztrat kotott, befele néz6 Pgp-n elsdsorban az elsd és hatodik
extracellularis hurkokhoz (ECL1 és ECL6) keriil kozel. Ehhez képest az UIC2 antitest az elsd,
harmadik ¢és negyedik extracellularis hurkokhoz dokkol (ECL1, ECL3, ECL4), igy a Pgp-t
ellenkezd iranybol megkdozelitve.

Tehat a koleszterin fliggd 15D3 az ECLS5 és ECL6 feldl, az ECL1-het is érintve kozeliti
meg a Pgp extracellularis részét. Ezen loopokkal 6sszekottetésben 1évo intracellularis régiok
kozott azonositottunk keresztkotéseket €s mono-linkeket, melyeket az eldzd fejezetekben
ismertettem.

4.5. A P-glikoprotein fehérjepartnereinek azonositasa keresztkotéssel és immuno-

affinitas kromatografiaval kapcsolt tomegspektrometriaval

A Pgp szamos ismert fehérjepartnerét azonositottuk tdmegspektrometridsan
immunoprecipitacios kisérleteinkben.

Noha keresztkotést nem azonositottunk a Pgp és egyéb fehérjék kozott, mivel a dusités utdn
kilencszer mostuk intenziven a magneses gyongyoket RIPA pufferrel, feltételezhetéen nem sok
szennyezd ¢és gyenge interakcids partner maradt a gyongyokon. Ezt bizonyitja, hogy a
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 kovetden.

Kisérleteinket huméan mdrl génnel transzfektalt NIH 3T3 egér fibroblaszt sejteken
végeztiik, 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 ¢élosejtes mintakhoz képest, mivel a gyongyds mintdk esetén a protein G fehérje zavard
hatasat csokkentettiik a reduktiv metilezéssel.

Gyongyos mintaink esetén a 15D3 antitesttel vald dusitas esetén 368 fehérjét, az UIC2-vel
pedig 222 fehérjét azonositottunk tomegspektrometridsan legalabb 10 SPC-vel. Ezek koziil 208
fehérje mindkét fajta mintaban azonositasra kertilt. A 15D3 antitest, mivel a katalitikus ciklustol
fiiggetlentil kotddik a Pgp-hez, valoszintileg tobbféle fehérjepartnert tud dusitani még ugy is,
hogy az UIC2 kortilbeliill 7-szer tobb Pgp-t tudott dusitani az azonositott SPC-k alapjan. Ez
utobbi jelenség oka lehet, hogy a 15D3 antitest kotodési affinitasat csokkentette az alapvetden
koleszterin-depletalt kdzeg, a membranpreparalt mintdban. Ezzel ellentétben az UIC2-t nem
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befolydsolta a membranpreparacié kovetkeztében kialakult koleszterinszint valtozas,
mindazonaltal csak a befele néz6 szubsztrat kotott konformaciot ismeri fel, ezért csak azokat a
fehérjéket tudtuk igy tisztitani, amelyek ehhez a konforméciohoz kotddnek.

A fehérjelistak alapjan halozatelemzést végeztem a STRING adatbazis és a Cytoscape
szoftver felhasznalasaval. A halozatok megrajzoladsa kisérleti ¢és predikciés adatok
alkalmazaséaval igazolt, vagy adat- és szovegbanyaszati technikakkal becsiilt fehérje-fehérje
interakciok alapjan torténik, a kapcsolat meglétét vagy hianyat megjelenitve. A halozati
csomopontok az altalunk megadott listdban jelen 1év6 fehérjék, a csomopontok kozotti élek
pedig a fehérje-fehérje interakciok ismerete.

A 15D3-mal és UIC2-vel dusitott, Protein G gyongyon DSSO-val keresztkotott mintdkban
azonositott egér fehérjék human ortologjainak interaktom halézatat a STRING adatbézis
alapjan a Cytoscape szoftver segitségével elemeztem. Az elemz¢s alapjan a talalatok koriilbeliil
2 %-a nem kapcsoldodik a halézattal. A 15D3 antitesttel vald dusitas esetén 8 darab, az UIC2
esetén pedig 5 darab fehérje kiilonallo.

A Cytoscape a halozatmegjelenitésen kiviil alkalmas a funkciondlis, illetve
sejtkompartment-eloszlas elemzésre is, melyekre kiilonboz6 applikéaciok allnak rendelkezésre.
Az altalam hasznalt ClueGO program a megadott fehérjelistat génontologiai (gene ontology,
GO) besorolas (The Gene Ontology Consortium 2013) alapjan rendezi csoportokba azok sejten
beliili lokalizacidja (cellular component) szerint. A szoftver a csoportokban leginkabb
feldusult, statisztikailag szignifikansan gyakrabban el6forduld fehérjéknek megfeleldé GO
sejtkompartment elnevezéseket listdzza, és opciondlisan megjeleniti a csoportokhoz rendelt
gének (fehérjék) szazalékos aranyat az Gsszes lekérdezett és csoportositott fehérjéhez képest.
Egy fehérje tobb GO sejtkompartment csoportositashoz is tartozhat, ezért mivel viszonylag egy
nagy adatbézisban kivantam dolgozni, a kiértékeléshez felhasznaltam a program redundancia
csokkentésére szolgalo statisztikai szamitasait.
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5. Megbeszélés

A membranba 4gyazott Pgp szerkezete ¢és miikddése nagyban befolyéasolt a
membrankdrnyezetben 1évo lipidek és koleszterinek altal. A Pgp-hez direkt modon kotddik
koleszterin nem csak a lipid tutajok és kaveolak kdzelében, és befolyéasolja annak intracellularis
¢s extracellularis térszerkezetét is.

Kisérleteink célja elsésorban az volt, hogy meghatarozzuk a Pgp extracellularis régidihoz

koleszterin jelenlététdl fiiggden kotddd 15D3 monoklondlis antitest epitopjat. Ezaltal fényt
deritve arra, hogy a koleszterin mely extracellularis régiok térszerkezetét befolyasolja.
Vizsgalatainkhoz az XL-MS modszert vélasztottuk. Ezzel az eljarassal lehetdségiink nyilt a
Pgp-t, annak fiziolégidas membran mikrokdrnyezetét megtartva vizsgalni. Modszereink
optimalizalasa utan két f6 kisérletes megkozelitési modot kovettiink: (i) El6 sejteket kezeltiink
DSSO vagy BS2Gdo/ds keresztkotokkel, majd egy ikerionos detergens felhasznalasaval
membran preparalast végeztiink, és 15D3 vagy az UIC2 antitestek felhasznéaldsaval
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 mosasa utan 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 immunoprecipitacid 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 gyongyOs 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 1évo lizin oldallancok kozott.
Az éltalunk alkalmazott modszerekkel (éldsejtes ¢és gyongyods) elddllitott mintdk
lipidosszetétele szamottevden eltérd. Az éldsejtes keresztkotés esetén a sejtkultira tapfolyadék
eltavolitasa utan keresztkotéssel fixaljuk a sejteket, igy a membranfehérjék lipidkdrnyezete
lényegében valtozatlan marad a keresztkotési reakcid alatt. Tehat ebben az esetben a
sejtmembran koleszterinszintje nem valtozik. Ezzel szemben a gyongy0s keresztkotés esetén
eldszor izolaltuk a hidrofoéb transzmembran doménnel rendelkezd membranfehérjéket egy
enyhe ikerionos tenzid oldattal és a keresztkotést csak ezutan végeztiik el. Igy itt a fehérjék
lipidprofilja némileg megvaltozhat, példaul elveszthetnek koleszterint, tovabba a kdzegben
talalhatdo nem membran-asszocialt fehérjék szintje szignifikdnsan lecsdkken. Ilyen médon a két
modszer alkalmazasaval lehetdséglink nyilik arra, hogy 0Osszehasonlitsuk a csokkent
koleszterinszinttel vagy a megvaltozott lipidosszetétellel rendelkezd kornyezet hatasait a
fehérje szerkezeti valtozasaira, a teljesen fizioldgias koleszterin kdrnyezetben 1évé Pgp
szerkezetéhez képest.

A mono-link médositasok, mivel informacidt nytjtanak a viz szamara hozzaférhetd lizinekrdl,
segithetik a Pgp szerkezetvaltozasainak tanulmanyozasat a fiziologias koriillmények megtartasa
mellett. A Walker A régiok — ahol talaltunk mono-linkeket az €16 sejtes és gyongyds mintdk
esetén is — szerkezetének ¢s funkcidinak megértése céljabol intenziv kutatasok folynak. Az
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altalunk azonositott mono-linkelt lizinek tobbségét korabban mar leirtdk, hogy HDX soran
deuterizalodtak, ami alatamasztja, hogy a mono-linkek valoban informaciot szolgéltatnak a
vizhozzaférhetdségrél. Mindemellett azonositottunk olyan mddositott lizin reziduumokat is
(K411, K550, K1093, K1099 és K1212), melyekkel kapcsolatosan HDX moédszer segitségével
megallapitottak, hogy vizhozzaférhezdségiik, tehat térbeli orientacidjuk, a membranban
jelenlévé koleszterin altal befolyasolt. Tovabba a mono-linkelt K1002-es lizin, mely
Osszekottetésben van az ECL6-tal kozel helyezkedik el egy CRAC-szerti doménhez, ahol krio-
EM-val valdéban meghataroztak kotddd koleszterint. Bar a HDX ¢és krio-EM technikakkal mar
betekintést nyerhettiink a Pgp szerkezetének miikddésébe, de ezen modszerek nem adnak
informaciot a reziduumok elmozdulasanak egymdshoz viszonyitott kapcsolatarol, illetve
teljesen hidnyoznak a flexibilis régidk, tehat nincs informacié azok dinamikéjarél. Ezen kiviil
ezeket a kisérleteket gyakran rekombindns egér Pgp-n végzik el human Pgp helyett, mely
utobbit nehezebb ugy izoldlni, hogy megmaradjon annak eredeti feltekeredése. Még ha lipid
nanodiszkekbe ¢épitik is ezen rekombindns fehérjéket, csak egy kozelité modellt allit a
fiziologias lipid és koleszterin kdzegrdl. Az altalunk hasznalt modszerek az elébb emlitetteknél
joval robusztusabbak, tehat egyszeriien kovethetdk, és viszonylag gyorsan elvégezhetdk, igy
konnyebben reprodukélhatova valnak eredményeink. Ilyen modon egy kozel fiziologias
kozeget fenntartva tudunk moédositott reziduumokat azonositani, melyek, mint vilagitotornyok

crer

Az altalunk detektalt keresztkotések a Pgp intracellularis oldalan helyezkednek el, szamos
koziiliik a nehézkesen vizsgalhatdo ATP-kot6 zsebeket kialakitd régiokon és a linker peptiden
talalhat6. A K536-0s és K685-0s lizinek kozotti keresztkotés kiegészitheti a linker
szamitasokat, melyek eredményei egyeldre ellentmondasosak. A linker régiordl ismert, hogy
szamos konzervalt foszforilacios helyet tartalmaz, nagy affinitassal kotdik a tubulinhoz, illetve
valdsziniileg szerepe van a katalitikus ciklusban is. Mivel a K536-o0s lizin kdzvetleniil az NBS2-
n 1évé 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 és a szubsztrat
specificitast.
A K826-0s lizin molekuladinamikai szdmolasok és IM-MS kisérletek szerint elektrosztatikus
interakcioban van foszfolipidek foszfat csoportjaval. A mi kisérleteinkben a K826-o0s lizin
keresztkdtésben volt a K786-os lizinnel és az ICH3-mas hélixen 1évé K808-as lizinnel.
Nanodiszkekbe agyazott Pgp-n, HDX mérésekkel megéllapitottdk, hogy az NBD2-n nyugvo
ICH3-mas hélix koleszterin jelenlétében védetté valik deutérium cserével szemben. A K808-as
lizint keresztktésben talaltuk még az NBD1-en 1évé C-motivum melletti K536-tal, ami kozel
esik a Walker A régidhoz is, tovabba keresztkotésben volt az ICH4 mellett elhelyezkedd K895-
tel. A Walker A régiorol és az ICH4-rdl ismert, hogy lipidek jelenlétében interakcidba 1épnek
egymassal. Az NBD1-en nyugvd ICH4-es hélix kdzvetlen 6sszekottetésben van az ECLS5-tel és
ECL6-tal a TMH10- és TMHI11-en keresztiil, tovabba Clouser és mtsai. kimutattak, hogy
koleszterin jelenlétében kdnnyebben deuterizalodik, ellentétben az ICH3-mal, ami nehezebben
megkozelithetové valt. A Pgp ezen régidin azonositott keresztkotések parhuzamban vannak
azon korabbi eredményekkel, melyek bizonyitjak, hogy a koleszterin és a membran dsszetétele
komplex moddon hatdssal van a Pgp intracelluldris szerkezetére is és annak megfeleld
mitkddésére. A koleszterinekkel kdrbevett ECLS5 és ECL6 a transzmembran régidkon keresztiil
kozvetleniil kapcsolodnak az ICH3- és ICH4-es hélixekhez, amik aszimmetrikus mddon
elmozdulnak koleszterin jelenlétében. Mindez felveti annak a lehetéségét, hogy az ECLS5 ¢és az
ECL6 térbeli orientacidja is megvaltozik koleszterin hatasara.

Erdekes modon, a D-loop térszerkezete is koleszterin érzékeny, aminek a kozelében
lévé K1220-as lizin keresztkdtésben volt a K1150-es lizinnel, ami a legkonnyebben
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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
szamara is.

Az ¢l6 sejtes kisérletek esetén a nativ lipidkdrnyezet 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,
bar az altalunk hasznalt ikerionos detergens valamennyi lipid molekulat meghagy a Pgp koriil,
igy az nem veszti el ATPaz aktivitasat. A kétféle eljarassal kapott mono-link és keresztkotés
azonositasok hasonlosaga arra enged kovetkeztetni, hogy a gyongyon torténd keresztkotéses
eljaras is ugyanugy alkalmas membranfehérje-szerkezet vizsgalatra.

Kisérleteink betekintést nyljtanak 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.

Molekuladokkolédsos predikcionk alapjan a 15D3 antitest az ECL1-es és az ECL6-0s
hurkok kozelében kotédik. 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 Pgp és az UIC2 egymassal részben atfedd epitopokhoz kotddik,
igy ha a 15D3 egyik kotéhelye az ECL1-en helyezkedik el, az megmagyarazza a két antitest
kozotti kompeticiot.

Az ¢élosejtes kisérletekben azonositott mono-linkek koziil csupan kettd esik a linker-
ICH3-ICH4 régiokra. Ezek a mono-linkek megtaldlhatéak a gyongyon keresztkotott mintdkban
is, illetve ebben az esetben még harom tovabbi mono-link (K645, K685, K626) és ot
keresztkotés is azonositdsra keriilt ezeken a régiokon. 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 médon elmozdulnak. Mint ahogy azt kordbbi HDX-MS
kisérletekben is leirtak, koleszterin hatasara egyfajta kompakcio6 és dekompakcid kovetkezik be
az ICH3-mas ¢és ICH4-es régiok mentén. Hasonl6 eltérés a kétféle mintaeldkészités kozott a
mono-linkek elrendez6désében a Pgp egyéb régidoin nem volt tapasztalhatd, mely
megfigyelésiink belsd kontrollja lehet, mivel a mono-linkek varhatéoan véletlenszeribben
viselkednek a keresztkdtésekhez képest.

Eredményeink alapjan tehat feltételezhetéen egy vertikélis atrendezédés zajlik le
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
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 hasonld6 modon, a koleszterin koté 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.
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Az ECL6-0s hurok és az ICH-NBD interfészek kozotti kapcesolatot molekuladinamikai
szamitasok alapjan is felvetették mar, mivel ugy talaltak, hogy a modulator kdtéhely (M-site)
mutécidja (F978A) az ECL6 kozelében, csokkenti az ICH3 és NBD2 kozotti kontaktusokat, de
noveli az ICH4-NBD1 kozotti interakciokat.

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

A nagy el6fordulassal azonositott citoszkeletalis fehérjék jelenléte tamogatja azt az
elképzelést miszerint a Pgp erdsen citoszkeleton asszocialt. Az altalunk is azonositott aktin,
tubulinok ¢és filamin A mar szdmos korabbi publikacioban megjelentek, mint a Pgp kdzvetlen
vagy kozvetett interakcios partnerei. Az AHNAK fehérje, — amit minden mintdban magas SPC-
vel azonositottunk expresszids szintje megvaltozik olyan MDR sejtekben, ahol a Pgp-t
overexpresszaltak.

Mindemellett a Hsp90-es ¢és Hsp70-es hdsokkfehérjékrdl, amik szintén nagy
mennyiségben eléfordultak mintdinkban ismert, hogy kapcsolatban vannak a Pgp-vel. Ezek a
hésokkfehérjék gyakran a lipidtutajok kdzelében helyezkednek el, tovabba a Hsp90 koleszterin-
fiiggé modon aktivalhatja a Pgp-t.

A csak 15D3-mal dusitott mintdkban azonositott 160 egyedi fehérje koziil szamos E3
ubikvitin ligdz. A leggyakrabban eléforduld 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
degradaciodja gatolt az ubikvitin-proteoszéma utvonal mentén. Egy masik E3 ubikvitin ligaz, a
gytrtisujj fehérje 2 (RING finger protein 2) mind a 15D3-mal és UIC2-vel dusitott mintdkban
keresztiil.

Tovabba a kaveola-asszocidlt fehérje 1-et (kavin-1) (Caveolae-associated protein 1,
Cavin-1) is nagyobb mennyiségben azonositottuk a 15D3-mal dusitott mintdkban. A kavin-1
fehérje koleszterin fliggd modon stabilizdlja a kaveoldkat 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 ¢és foszfatidsav) dis plazmamembran régiok lateralis oldalan. A kaveoldk a
plazmamembran koleszterinben gazdag lipidtutaj régidiban helyezkednek el, melyeknek a
gyarapodasa segiti az agresszivebb tumorok és a multidrog rezisztencia (MDR) kialakuldsat. A
kavin-1 expresszios szintje megemelkedik MDR esetén, ugyanigy ahogy a kaveolin-1 és a Pgp
szintje is, amikrél gy gondoljak, hogy sziikségesek a lipidtutajok felépitésének
megerdsitéséhez és ezaltal MDR-hez is. Az expresszalt Pgp-k egy jelentds hanyada a membran
lipidtutajokban helyezkedik el és bizonyos sejttipusokban ugy talaltak, hogy a Pgp kozvetlen
kontaktusban van a kaveolin-1 fehérjével és hogy a kaveolin-1 szabéalyozza a Pgp miikodését.
Hinrichs és munkatarsai viszont azt talaltdk, hogy mas sejttipusokban a Pgp-nek ¢és a kaveolin-
I-nek kiilonbozik a Triton X-100 oldhatosaga, tehat a Pgp nem magéban a kaveoldkban
helyezkedik el. Kisérleteink alapjan felvetddik, hogy a Pgp-nek szorosabb kapcsolata van a
kavin-1-gyel és a citoszkeletalis fehérjékkel, és csak ezeken a kapcsoldodasokon keresztiil
szabalyozza a kaveolin-1 a Pgp mikodését. Mivel a 15D3 antitest kotddése koleszterin
jelenlétét igényli, igy valoszinlileg tobb olyan fehérjét tudunk igy dusitani, amik koleszterin
érzékeny modon kotddnek a Pgp-hez.
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6. Osszefoglalas

A Pgp szerkezetét és fehérje interakcids partnereit ¢éldsejtes ¢és immunaffinitds
kromatografidval kapcsolt XL-MS technoldgiaval vizsgaltuk. Mddszereink optimalizalasdhoz
a kordbban alkalmazott technikdkat és protokollokat kiegészitettiik sejtfelszini PNGaz-F
kezeléssel, membranpreparalassal, és az immunoprecipitaciés 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 orientaciojuk a koleszterin-érzékeny. Az
ICH3 ¢s ICH4 kozvetleniil kapcsolédnak az ECLS ¢és ECL6-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-hoz 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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