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1. Bevezetés

1.1. A fehérjeaggregacio

Az emberiség mar az id6k kezdete 6ta hasznal sejttenyészeteket kiilonb6z6
termékek el6allitdsahoz (Arranz-Otaegui és mtsai., 2018). Azonban egészen a XX. szazadik
kellett varni, amig a sejtkulturak széles korben elterjedtek az ipari és egészségiigyi
szempontbdl fontos anyagok gydartasaban. Ennek egyik legfontosabb eseménye volt
Paulescu 1922-es felfedezése, miszerint az inzulin hatékonyan csokkenti a megndvekedett
vércukorszintet, ezaltal a cukorbetegség ha nem is gydgyithatdvd, de hosszabb tavon
kezelhet6vé valt. ErthetS, hogy ezt kdvetéen hatalmasra nétt az igény az inzulin irant,
hiszen élethosszig tartd terdpiat igényeltek a betegek, ugyanakkor egészen az 1970-es
évekig csupan a szarvasmarhdk hasnyalmirigyébdl tudtak elGallitani ezt a gyodgyszert.
Egészen 1979-ig kellett varni, amikor a Genentech kutatdinak David Goeddel vezetésével
sikertlt elsé izben Escherichia coliban rekombinans fehérjeexpressziéval inzulint termelni
(Goeddel és mtsai., 1979). Ez mérfoldkének szamitott a modern biotechnoldgiai ipar
létrejottében, amelyet szamos egyéb bioldgiai és orvosi szempontbdl fontos fehérje
termelésére tett kisérlet kovetett, mint amilyenek a vakcinalban haszndlt fehérjék
(Valenzuela és mtsai., 1982) vagy a monoklonalis antitestek (Kéhler és Milstein, 1975).
Ugyanakkor egy rendkiviil fontos gyakorlati probléma is evidenssé valt: bizonyos fehérjék
nagy mennyiségl termelése csak komoly nehézségek aran valdsithatdo meg, kdszonhetben
magas aggregdcios hajlanddsaguknak. A fehérjék a termeléstdl a fagyasztds-kiolvasztdson
és liofilizacios szaritdson at a tarolas barmely |épésében is kicsapddhattak (Brader, 2014),
ezdltal nem csak hatdsukat vesztették, de bizonyos esetekben még immunoldgiai
mellékhatasokat is produkaltak (Rosenberg, 2006). Ez a probléma azdta is sujtja a
biotechnoldgiai ipart, hatalmas termeléskiesést okozva évrél évre, aminek kdszonhetéen
az aggregaciot okozé fehérje tulajdonsagok intenziv kutatasok targyat képezik. Az elmult
Ot évtized soran nagy szamu fehérje kerilt termelésre ipari korilmények kozott, olyanok,
amelyek szekvencidja mer6ben eltéré volt egymdstdl, és olyanok is, amelyek csupan egy-

egy aminosavban kilonboztek, a készitmények farmakokinetikai tulajdonsagainak



optimalizaldsa céljabdl. Ra kellett jonnink, hogy a legkisebb mddositasok, akar egy
aminosav megvaltoztatasa is, komolyan befolydsoljak a fehérjék viselkedését (Jenkins és
mtsai., 1995; Pédelacq és mtsai., 2002; Timson és Reece, 2003; Wetzel és mtsai., 1991).
igy szdmos fehérje tulajdonsag aggregaciora gyakorolt hatasat sikeriilt megismerniink,
legtobbszér azonban in vitro korilmények kozott, amely csak korlatozott mértékben
altaldnosithatd sejten bellli viszonyokra. Emellett ismereteink f6leg olyan fehérjékre
szoritkoznak, amelyek biotechnoldgiai jelent&séggel birnak, nem szisztematikusan 6lelik
fel egy proteom minden tagjat, megnehezitve az &ltaldnos szabalyok feldllitasat. gy
tovabbra is hatalmas er6feszitést igényel egy-egy fehérje ipari termelésének
optimalizaldsa, mert nem 3&ll rendelkezésiinkre kell6 mennyiségli, Osszevethetd,
szisztematikus in vivo adat a fehérjék tulajdonsagainak és aggregacids hajlandésaguknak
Osszefliggésérdl.

Egészen az elmult évtizedig az uralkodé alldspont szerint az aggregatumok pusztan
inaktiv fehérjékbdl dllnak, amelyek nem érik el nativ konformaciéjukat miel6tt
aggregdalddnak (Baneyx és Mujacic, 2004). Az aggregalt fehérjék a gyartasi folyamat soran
vagy eldobdsra kerillnek, vagy csak nagyon draga és koriilményes unfolding—refolding
modszerek segitségével hozhatdok megfelel6 nativ allapotba (Ben-Zvi és mtsai., 2004;
Yamaguchi és Miyazaki, 2014). Azonban Ujabb eredmények ravilagitottak, hogy a fehérje
aggregacid lejatszodhat a megfelelé foldingon atesett fehérjékkel is (Calloni és mtsai.,
2012; Chiti és Dobson, 2009; Groot és mtsai., 2009; Plakoutsi és mtsai., 2004), sét,
aggregatumok funkcionalis fehérjéket is tartalmazhatnak. A Clostridium thermocellum
endonukledz D fehérje Escherichia coliban torténd overexpresszidja soran létrejové
aggregatumok jelent@s, a nativ proteinekkel 6sszevethet6 aktivitdst mutattak (Kostas és
mtsai., 1991). Hasonléan, a béta-galaktozidaz vizsgalata soran kiderilt, hogy az
aggregatumok nativ szerkezetd, aktiv fehérjéket is tartalmaznak (Worrall és Goss, 1989).
Ezeket az eredményeket el6szor kontamindacionak tudtak be, majd a fehérjék kilonos,
egyedi viselkedésének tulajdonitottak, ezért ezek a tipusu aggregdtumok a nem-klasszikus
aggregdtum nevet (nonclassical inclusion bodies) kaptak. Id6vel azonban szdmos mas
példa is bizonyitotta, hogy a jelenség gyakoribb, mint hittik (Simona és mtsai., 2005). Ez
hatalmas jelentGséggel bir, mert az aggregdtumok szamos el6nyds tulajdonsaggal is
rendelkeznek az oldott fehérjékhez képest: az aggregatumok akar 90%-ban a termelt

fehérjébdl dalinak, amelyek kilonboz6 feliiletehez kikdtve kontaminacid nélkil képesek



hosszu ideig ellatni funkcidjukat (Nahalka és mtsai.,, 2008; Nahdlka és mtsai., 2009).
Konnyebben izolalhatéak mechanikai stabilitdsuknak készonhet6en (Georgiou és Valax,
1999), valamint hosszu eltarthatésdgot mutatnak jelentésebb degradacié nélkil (Garcia-
Fruitds és mtsai., 2009). Ellendlinak a fagyasztds—kiolvasztdsi folyamatoknak az aktivitas
elvesztése nélkil (Nahdlka, 2008). A bioldgiailag aktiv aggregatumok felhasznalasi
lehet6ségei kozé tartoznak a biotechnolégiai ipar szdmdra az immobilizalt katalizatorok
(Wu és mtsai., 2011), valamint egyes gydgyszermolekuldk vivéanyagait képzé matrixok
(Villaverde és mtsai., 2012). Raadasul eddigi ismereteink szerint nincsenek citotoxikus
hatassal az emlGssejtekre sem (Diez-Gil és mtsai., 2010; Garcia-Fruités és mtsai., 2009).
Sziikséges tehat a fehérjeaggregacid kérdésének szisztematikus, in vivo vizsgalata olyan
modszerrel, amely megbizhatéan képes azonositani a funkcionalis és inaktiv
aggregatumokat és elkiildniteni 6ket a szolubilis proteinektél. igy felmérhetd, hogy milyen
gyakoriak ezek a nem klasszikus aggregatumok, annak eldontése érdekében, hogy
biotechnoldgiai  hasznosithatésagukrél  atfogdbb  képet  kapjunk. Ezzel egyitt
informdcidkkal szolgalhat arrdl is, hogy milyen fehérje tulajdonsagok esetén alakulnak ki
ezek a funkcionalis aggregatumok és hogy el6idézhetS-e a képzédésiik, szemben a funkcid
nélkali tipussal.

Ebben a fejezetben bemutatom a fehérje aggregatumok tipusait, kilénos
tekintettel arra, hogy melyek tartalmazhatnak aktivitassal biré fehérjéket. Megvizsgalom,
hogy milyen fehérje tulajdonsagokrél ismert, hogy befolydsoljdk a fehérje aggregacio
folyamatat. El6sz0r sorra veszem azokat a jellemzéket, amelyek mind a funkcionadlis, mind
az inaktiv aggregatumok |étrejottében jatszanak szerepet, majd azokat, amelyek
meghatarozzak, hogy melyik aggregdcios utvonalra Iép egy polipeptid. Ahhoz, hogy egy
fehérje a fizioldgias funkcidjat végrehajtsa, sziikséges a nativ konformacio felvétele, ezért
kiilon hangsulyt fektetek a fehérje folding szerepére és a szerkezetre. Végil pedig

bemutatom a disszertacio célkitlizéseit.



1.2. A fehérje aggregatumok tipusai

A fehérje aggregdtumokat szamos szempont szerint tudjuk jellemezni, amelyek
egymassal atfed6 kategdriakat eredményeznek. Ugyanakkor mégis szilikséges bizonyos
felosztasokat tenni egyes tulajdonsagok mentén, mert az aggregacids tipusok
Osszefliggnek az aggregatumok altalunk vizsgalat biotechnoldgiai szempontbdl fontos
tulajdonsagaival, mint a megfelel§ szerkezet és aktivitds, és ravilagitanak, hogy mely

fehérjetulajdonsagok vizsgalata segithet elkiloniteni a két csoportot.

1.2.1. A funkcionalis és patoldgias aggregatumok

Az aggregatumok csoportositasdnak els6é szempontja a funkcionalitas, amely
alapjan patoldgias (nem funkcionalis) és funkciondlis tipusokat kilonboztetiink meg.
Annak ellenére, hogy altaldban patoldgidas hatdsokkal hozzuk 6sszefliggésbe a
fehérjeaggregdtumokat, szamos esetben fizioldgids funkcioval birnak és normal
kortilmények kozott is megtalalhatdoak a sejtekben. Ez nem teljesen azonos a
biotechnoldgiai szempontbdl fontos, aktivitdssal biré aggregatumokkal. A nativ
kortilmények kozott funkciondlis aggregatumok gyakran strukturalis szerepet toltenek be,
enzimaktivitassal ritkdn birnak. llyen funkcidk lehetnek a biofilmképzés (Chapman és
mtsai., 2010), a pilusképzés (Hess és mtsai., 2007), a transzkripcio (Yuan és Hochschild,
2017) és a transzlacié (Wickner, 1994) szabalyozasa, valamint az antimikrobialis (Gour és
mtsai., 2016) és antifungalis (Garvey és mtsai., 2013) védekezés. Az emberi szervezetben
is talalhaté funkcionalis aggregdacio, példdul a Pmell7 fehérje jatszik fontos szerepet a
melanin szintézise soran keletkezd toxikus intermedierek eltavolitdsdban (Fowler és
mtsai., 2006). A fehérjék oligomerizacidja is egyfajta aggregdciés folyamatnak tekintetd,
amely azonban funkciondlis komplexeket hoz létre és erds kontroll alatt megy végbe
anélkil, hogy makroszkopikus strukturakat hozna létre. Bizonyos oligomerek ezzel
szemben a magasabb rend{ aggregatumok prekurzorai, raaddsul erésen toxikus hatasuak
(Ferreira és mtsai., 2007). llyen értelemben elmosddik a hatar a funkcionalis és nem
funkcionalis aggregatumok kozott: a magasabb rendd amiloidok a toxikus oligomerek
detoxifikaciojara szolgdlnak, bar a fehérje az eredeti funkciéjat mar nem Iatja el ebben a
formaban (Caughey és Lansbury, 2003). Szamos fehérjét ismeriink, amely patoldgias

aggregatumokat képez, ezek leggyakrabban neurodegenerativ kérképek okozdi, mint



példaul a Parkinson-kor, a Huntington-koér, az ALS (amiotrorfids lateralszklerdzis). Azonban
vannak bizonyitékok arra is, hogy a fehérje aggregacid sokkal tobb fehérjét és
szervrendszert érinthet és nem csak neuroldgiai manifesztacidju betegségek okozdja.
llyen a ll-es tipusu cukorbetegség, amely bizonyos formait a a Langerhans-szigetek
sejtieiben felhalmozdédd amiloidok (Hull és mtsai., 2004) okozzdk, vagy a kilonbozé
miopatidkért felelSs aggregatumok (Sharma és Goebel, 2005). A patoldgids aggregatumot
alkotd fehérjék egy kiemelt csoportjat képezik a prionok, amelyek nem csak toxikus
fehérjemolekulak, hanem fert6z6 dgensek is. Ezek a fehérjék kétféle stabil konformacio
felvételére képesek, azonban a prion forma képes az egészséges konformaciot a
sajatjdhoz hasonldva tenni, amely segitségével propagdlddik. A fehérje oligomerek
toxicitasa és a prionok két kilénb6z6 stabil szerkezete nagy hangsulyt helyez a fehérjék
konformacidira és az egymadssal létrehozott interakcidkra az aggregdcié folyamata

szempontjabol.

1.2.2. Amiloid, inkluzids test, fazisszeparalt aggregatum és vizsgalati
modszereik

A fehérjeaggregatumoknak szerkezet szempontjabol szamos eltéré szerkezeti
tipusa ismert, amelyek egymdstél nem mindig valaszthatdk el élesen. Tovabb bonyolitja a
helyzetet, hogy az irodalomban az egyes szerz6k a kifejezéseket gyakran szinonimdakként
haszndljak kiilonb6z6 kontextusokban. A funkciondlis aggregdtumok vizsgalata
szempontjabdl igy a baktériumokban relevans tipusok emlitésére kell szoritkoznunk. A
kategorizalas f6 szempontja, hogy az aggregatumban taldlhatdk-e nativ szerkezet(
fehérjék, tehat a fehérjék atestek-e a folding folyamatan az aggregaciot megelSzGen. igy
az aggregatumokat két f6 tipusra oszthatjuk, mint pre- és posztfolding aggregatumok, az
el6bbiben a fehérjék a foldingot megel6z6en aggregalddnak, mig az utébbi esetben azt
kovetéen. A prefolding aggregatumokra tekinthetiink az amiloid aggregatumok
analégjaként, azonban ide tartoznak azok az esetek is, amelyek soran unfolding
kovetkeztében veszitik el a fehérjék a nativ strukturdjukat és kerililnek az aggregdtumba.
Ismertek olyan esetek is, amikor a posztfolding aggregatumok elveszitik nativ
strukturajukat az aggregatumokon belil (Elia és mtsai., 2017), azonban egyel6re nem
bizonyitott, hogy gyakori jelenség lenne, tovabba vannak fehérjék, amelyek az

aggregatumokba lépést kdvetben érik el nativ konformdacidjukat (Gonzalez-Montalban és



mtsai., 2008). Fontos megjegyezni, hogy a két aggregatumtipus nem éles hatarral valik el
egymasbdl, minden jel arra mutat, hogy a posztfolding aggregdtumok tartalmaznak
amiloidszerld strukturdkat bizonyos mennyiségben, igy a két tipust egy skdla
végpontjaiként foghatjuk fel. A posztfolding aggregatumokat az irodalomban gyakran
nevezik inkluzids testnek, ugyanakkor szamos esetben ezzel a kifejezéssel a bakterialis
aggregatumok gydjténeveként talalkozhatunk. Létezik egy harmadik tipusu, fazisszeparalt
aggregatum, azonban baktériumok esetén ez a tipus kevéssé ismert, mivel kis szamu
bakteridlis fehérjér6l ismert, hogy fdazisszeparacién esik at, és a fazisszepardlt
aggregatumok szerkezete sokfélébb is (ldsd kés6bb). Az irodalomban tapasztalt
fogalomzavarok elkerilése érdekében attekintjiik az egyes aggregdtumtipusokat
szerkezet és felépités szempontjabdl, hiszen ezek a tulajdonsagok a funkciéra is kihatassal

vannak.

A prefolding aggregatumokban a fehérjék nem rendelkeznek nativ strukturaval,
denaturalt vagy hibdsan feltekeredett (misfolded) lancokként csapddnak ki. Nativ
szerkezet hidnyaban ezért a hidroféb oldalldncok kozti interakcidok dominalnak, amelyek
legjellegzetesebb megjelenési formdja az amiloid szerkezet. Ezek fibrillaris képletek,
amelyek nagy mennyiség(i béta-lemez masodlagos szerkezetet tartalmaznak. A béta-
lemezek keresztiranyl elrendezéslek és meré6legesen helyezkednek el a fibrillumok
hossztengelyére nézve. Az egyes beépll6 béta-lemezek kozt létrejové kapcsolatok
hatasara az amiloid szal a tengelye mentén hosszabbodik, elvben végtelen hosszusagig.
Kimutattak olyan amiloid strukturat is, amelyben a amfipatikus alfa-hélixek alkottdk a
fonalakat létrehozd lemezeket (Tayeb-Fligelman és mtsai.,, 2019), ez azonban nem
tekinthet6 altalanosnak. Ahogy az amiloid strukturdak egyre hosszabbodnak, az egyes
szadlak egymasra tekeredve fonalakat hoznak létre. A fonalak egymasba akadnak és
rendezetlen gubancokat alkothatnak. Az amiloid aggregatumok nagyfoku
rendezettségiiknek koszonhetéen rendkivil stabilak, ellendllnak a denaturdciénak, és
benniik a nativ szerkezetl fehérjék nem lelhet6k fel a tomott szerkezet és az erGs
intermolekularis kapcsolatok miatt. Korabbi feltételezések szerint az amiloid
aggregadtumokat csak a fehérjék egy kis része képes létrehozni, azonban kés6bb kideriilt,
hogy nemcsak hogy betegségekhez nem kotheté fehérjék (Fandrich és mtsai.,, 2001),

hanem a legtobb fehérje (Chiti és mtsai., 1999), s6t egyes poliaminosavak (Dobson, 2002)



is képesek amiloidok létrehozdsara. Bar az amiloid aggregatumokrdl szerzett legtobb
informaciénk a human betegséget okozd fehérjék vizsgalata soran kerilt birtokunkba,
egyes bakterialis fehérjék is alkotnak amiloidokat, ahol a nagy foku rendezettség el6nyos,

mint amilyenek a pilusok vagy a biofilmet képz6 amiloidok.

A baktériumokban overexpresszié hatdsara létrejové aggregatumok irodalomban
is gyakran hasznalt neve az inkluzids test. Ezt gyljt6fogalomként haszndljuk, altaldban
gomb vagy palcika alaku képletek (Betton és Hofnung, 1996; Zhu és Yu, 2008), amelyek a
sejtek lizise utan amorf kilsét oltenek. Akkor jonnek létre, ha egy fehérje expresszidja
meghaladja az 6sszexpresszid 2,5%-at (Bowden és Georgoiu, 1990; Georgiou és mtsai.,
1986), tehat kialakulasuk egyértelmiien koncentraciofiiggs folyamat (Georgiou és mtsai.,
1994). Az inkluzids test kifejezést az aggregdtumban taldlhato fehérjék szerkezetétdl
fliggetlendl is haszndljak az irodalomban, itt azonban a nem amiloid tipusu, nativ
szerkezetli fehérjéket is tartalmazdé aggregatumokra értjik, ezért a posztfolding
aggregatum kifejezést hasznaljuk, amely egyértelmien utal képz6désik mdédjara. Nagy
biotechnoldgiai potencialjuk ellenére keveset tudunk azonban a pontos szerkezetiikrél és
a létrejottik mechanizmusardl. JelentGs résziik ellendllé az olddszerekkel szemben, csak
koltség- és munkaigényes folyamat soran lehet renaturdlni 6ket. Léteznek azonban
»,pehelyszerd”, lazabb szerkezetl inkluzids testek is, amelyek enyhébb koriimények
kozott is konnyedén feloldédnak (Hart és Bailey, 1990). Kordbban nem allt rendelkezésre
bizonyiték arra nézve, hogy a bakterialis inklUzids testek nativ szerkezettel bird fehérjéket
is tartalmazhatnak, az eltejedt nézet szerint hibdsan feltekeredett vagy denaturalt
fehérjék alkotjak 6ket nemspecifikus interakcidk segitségével. Erre engedett kdvetkeztetni
az is, hogy a fehérjék hidroféb felszinét érinté mutdcidk csokkentették az aggregatumok
(Nieba és mtsai., 1997) létrejottét. A kanonikus elképzelés szerint a fehérje folding soran
létrejové intermedierek némelyike erls aggregacios hajlanddsaggal bir a hidforéb
felszineinek koszonhetSen. Ujabb eredmények azonban az mutattdk, hogy az
aggregatumokban taldlhatdé fehérjék jelent6s mennyiségl nativ szer(i masodlagos (Fink,
1998) szerkezettel is rendelkezhetnek, sét a folding folyamata utan is aggregalddhatnak
(Calloni és mtsai., 2012; Chiti és Dobson, 2009; Groot és mtsai., 2009; Plakoutsi és mtsai.,
2004). Fuggetlenil a fehérje nativ szerkezetétdl, jelentés mennyiség Uj béta-lemez

strukturak jonnek létre az inkluzids testekben (Fink, 1998). Ez arra utal, hogy az
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aggregatumok létrejottében fontos szerepet jatszanak a béta-lemezek kozt kialakuld
interakcidk. Az egyes aggregatumok esetén a nativ szer( és béta-lemez strukturdk aranya
jelentésen valtozik, ez meghatdrozza, hogy az egyes aggregatumok milyen kénnyen
oldhatok és hogy mutatnak-e a bennik talalhatd fehérjék aktivitast. Az utébbi két
évtizedben azonban egyre novekvé szamu fehérjérdl bebizonyosodott, hogy nativ vagy
nativ szer(i szerkezetét meglrzi az aggregacid folyamata utdn is (Betton és Hofnung, 1996;
Peternel és Komel, 2011; Rinas és mtsai., 2017; Villaverde és Carrio, 2001; Worrall és
Goss, 1989). Ez a tipus egyfajta dinamikus egyensulyban van a kdrnyezetével, izolalas utan
hig olddszerben gyakran kiils6 beavatkozas nélkiil feloldddik. Lathaté tehat, hogy az
inklaziés testek és az amiloidok szerkezete kozott mutatkoznak kisebb-nagyobb
hasonldsagok az egyes fehérjék tulajdonsagainak fliggvényében. A helyzetet tovabb
bonyolitja, hogy egyes inkluzids testekben megtaldlhatéak amiloid strukturak, mintegy
haldzatot formalnak, amelyekbe a nativ szer(i szerkezet( fehérjék csapdazdédnak (Groot és
mtsai., 2009; Peternel és Komel, 2011; Rinas és mtsai., 2017). Tovabba az egyes nativ
szerkezet( fehérjék képesek amiloid szerkezetet felvenni az inkluzids test belsejében az
id6 el6rehaladtdval (Chiti és Dobson, 2009; Elia és mtsai., 2017). Mivel ez a tipus egyel6re
alig kerilt kiaknazasra biotechnolégiai szempontbdl, rendkivil fontos annak
megismerése, hogy pontosan milyen fehérje tulajdonsagok vezetnek a kialakuldsukhoz, és

hogy képesek a benniik 1évé fehérjék elérni a funkcidhoz sziikséges nativ strukturajukat.

Az elmult évtizedben az el6z6 két tipustdl jelentGsen eltérd, harmadik fajta
aggregatumtipus is felfedezésre keriilt, a fazisszeparalt aggregatum. Ezek féleg eukaridta
sejtekben fordulnak el6, baktériumokban jelenleg kevesebb, mint egy tucat
fazisszepardciéra képes proteint ismeriink. Ugyan az eukariéta sejtekben el6forduld
membran nélkili sejtalkotdk, mint a nukledlusz, a Cajal-testek, P-, vagy PML-testek régéta
ismertek voltak, azonban csak nemrégiben kezdtlink aggregatumként gondolni rajuk és
vizsgdlni 6ket. Ebben fontos szerepet jatszik, hogy mig az amiloidok és az inklizids testek
szilard halmazallapotuak és meglehetds stabilitdssal birnak, a fazisszeparalt aggregdtumok
folyadékszer(i tulajdonsagokkal rendelkeznek és rendkiviil dinamikusan jonnek létre és
oldédnak fol. Tovabba tobb mint két tucat eltérd fazisszepardlt aggregdtumot ismerink,
amelyek tulajdonsagai rendkivil eltéréek, ezért annak megértése, hogy hasonld

folyamatok eredményeképp jonnek létre, nagy nehézségekkel szembesiilt. A Cajal-testek
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jellemzése (Handwerger és mtsai., 2005), miszerint ,félfolyékony gémbdk a félfolyékony
nukleoplazmdban” volt az els6 tényleges felismerése ennek a specialis aggregacios
tipusnak. A P-granulumok vizsgalata (Hoege és mtsai.,, 2009) bizonyitotta, hogy
folyadékszerli képletekrSl van szd és fazisszeparacidval jonnek létre. Ez egy olyan
folyamat, amely soran a szuperszaturdlt, tehat oldhatdsagi kiiszobnél magasabb
koncentracidban jelen 1évd fehérje spontan mddon szeparalddik egy tomény és egy hig
fazisra, melyek egymadssal stabilan egyttt fordulnak el6. Az igy létrejové cseppek nem
egyszerli folyadékok a kifejezés kémiai értelmében (van der Waals folyadékok),
amelyekben a molekuldk gombként viselkednek, hanem keresztkotéseket tartalmazd
specidlis struktirak. Ez lehet6vé teszi, hogy a cseppek belsejében meghatarozott térbeli
elrendezésben legyenek az alkoték. A fazisszeparalt aggregatumok kialakitdsaban
multivalens proteinek vesznek részt, amelyek tobb masik fehérjével, vagy RNS
molekuldval képesek kapcsolatot kialakitani. Ezek lehetnek nativ strukturaju, foldingon
atesett fehérjék, amelyek oligomerekké allhatnak 6ssze, megfelel§ szerkezetli domének,
amiket flexibilis linker régidk kapcsolnak 06ssze, valamint rendezetlen és alacsony
komplexitasu fehérje régidk, amelyek egyfajta vazként szamos masik komponenshez
kapcsolédnak (Fong és mtsai., 2013; Lyon és mtsai., 2005). A fazisszeparalt struktirak
gyakran tartalmaznak nukleinsavakat, leginkabb RNS molekuldkat, kdszonhet6en az 6ket
alkoto fehérjék RNS-koté doménjeinek. Tekintve, hogy milyen sokféle fazisszeparalt
aggregatum ismert, nehéz altalanos szerkezeti jellemzést adni réluk. Egyes
fazisszeparatumok amiloidszer(i (Boke és mtsai., 2016) interakciok hatdsara jonnek létre,
stabil, nem oldhaté magok koril, mig masok fontos elemei a fehérje hurkok (Woodruff és
mtsai., 2017). Egyes fazisszepardlt cseppekben a fehérjék rendezetlenil taldlhatok
(Woodruff és mtsai., 2017), monomerhez hasonlé allapotban. Bizonyos fazisszeparalt
strukturdk tovabbd érési folyamaton esnek at, amelyben belsé szerkezetiik is valtozik,
gyakran a patoldgids folyamatokbol ismert amiloidszer( allapot irdnyaba (Molliex és

mtsai., 2015).

1.2.2.1. Az egyes aggregatumtipusok in vivo elkiilonitése

A kulonb6z6 aggregatumtipusok elkilonitése és jellemzése kordbban féleg in vitro
vizsgalatok soran tortént. Emiatt kevés informacioval rendelkeziink az aggregatumok in

vivo allapotardl és szerkezetérél, valamint arrdél, hogy az egyes fehérjék milyen
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gyakorisaggal veheik fol az egyik vagy masik aggregacids format. In vivo korilmények
kozott az alkalmazhatdo mddszerek kore jelent6sen beszlkil, a mddszerek invaziv volta
miatt. Megoldast jelenthetnek tobbek kozétt a cirkuldris dikroizmus spektroszképia és a
szilardtest NMR spektroszkdpia, amelyek képesek az aggregatumok belsé szerkezetének
kozvetlen vizsgalatara. Azonban ezek a mddszerek rendkivil munka- és eszkdzigényesek,
ellehetetlenitve a szisztematikus vizsgdlatokat. Emiatt el6térbe keriilnek az indirekt
maddszerek, amelyek kozil a legfontosabbak a riporter konstrukcidk hasznalata. Ezek nagy
segitséglinkre vannak abban, hogy az aggregatumokban 1évé fehérjék folding allapotardl
informacidkat szerezzlink a sejtek megbontdsa nélkil. Az egyes riporterek lehetnek a
kiilonb6z6 enzimek, mint a béta-galaktoziddz, valamint az egyik leggyakoribb a zold
fluoreszcens fehérje (GFP), amelyet régdta hasznalunk a fehérjetermelés (Chalfie és
mtsai., 1992; Wu és mtsai., 2000) és szolubilitas vizsgalatara is (Listwan és mtsai., 2009;
Waldo és mtsai.,, 1999). Bizonyos esetekben el6fordulhat, hogy az amiloid tipusu
aggregatumokban lévé fehérjékhez kapcsolédé GFP ad fluoreszcens jelet (Kim és Hecht,
2005), azonban szdmos bizonyiték all rendelkezéslinkre arrél, hogy a zold fluoreszcens
fehérje képes kvalitativ informacidval szolgalni az aggregatumokban 1évé fehérjék folding
allapotardl (Arslan és Chakrabartty, 2009; Bock és mtsai., 2012; Pédelacq és mtsai., 2002),
fluoreszcens jelet csak a nativ szerkezettel biré fehérjéket tartalmazé aggregdtumokban
mutatva. Sikerrel alkalmaztak ezeket a riportereket ozmolitok (Shmueli és mtsai., 2013) és
chaperonok (Zhang és mtsai., 2005) foldingra gyakorolt hatasanak vizsgdlataban, in vivo
kortilmények kozott (Gregoire és Kwon, 2012), s6t, az aggregdtumok belsejében
(Bakholdina és mtsai., 2021) fellelhet6 fehérjék esetén is. Az 1. dbra bemutatja egy ilyen
konstrukcié alkalmazdasat a folding és az aggregacié vizsgalatakor, valamint a pre- és

posztfolding aggregatumok létrejottének folyamatat.
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Aggregacio a foldolt allapotbaol

Naszcens polipeptid Nativ/nativszer( fehérje

I —_— >
Riboszoma 1

— Misfolded intermedier
Aggregacié nem

foldolt allapotbdl %\%&

Nem fluoreszcens aggregatum

Fluoreszcens
aggregatum

) MegfelelGen feltekeredett GFP

qél Nem/hibasan feltekeredett GFP

1. dbra. A fehérjeaggregdcio két fé utvonala. Overexpresszio sordn a naszcens
polipeptidek nem nativ interakcidkon keresztdl (felsé utvonal) alkothatnak amiloidszerd,
hibdsan feltekeredett (misfolded) aggregdtumokat (fekete gémb), ugy, hogy a fehérjék
nem érik el a nativ szerkezetiiket (Groot és mtsai., 2009). Alternativ esetben a fehérjék
aggregadlodhatnak nativ vagy nativ szerii szerkezetiik felvételét kévetden is. Ebben az
esetben az aggregdtumban két egyszerre jelen 1évé fehérjepopuldcié taldlhatd:
amiloidszerti és nativ szerkezetii fehérjék (fekete gémb z6ld péttyékkel) (Rinas és mtsai.,
2017). Megjegyzendd, hogy a folding folyamatdat kévetdé aggregdtumokban taldlhato
fehérjék idével elveszthetik nativ strukturdjukat lokdlis unfolding kévetkeztében (Elia és

mtsai., 2017).

1.2.3. A, Life on the edge” hipotézis és a szuperszaturacio

Régdta ismert, hogy az abundans fehérjék erGsebb stabilizalé szelekcid alatt allnak
az alacsonyabban expresszalt fehérjékhez képest (Gout és mtsai., 2010; Pal és mtsai.,
2001). Ennek szamos oka lehetséges, a legelfogadottabb hipotézis a hibas
fehérjefeltekeredés okozta citotoxicitas elkeriilése (Geiler-samerotte és mtsai., 2010).
Azonban a kdros mutdciok okozta funkcidvesztés sokkal magasabb fitneszkoltsége és a

regulaciéban bekovetkezd nagyobb fajlagos hatdsok is szerepet jatszhatnak. Az is ismertté
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valt, hogy a fehérjeaggregacid elkeriilése is fontos szelekciés hatassal bir: a magasan
expresszalt fehérjék kiilonosen alacsony aggregaciods hajlanddsaggal birnak, (Tartaglia és
Vendruscolo, 2009) és altalanossagban igaz, hogy er6s negativ korrelacio figyelheté meg
az expresszios szint és az aggregdaciora vald hajlam ko6zott. Azonban szdmos fehérjérdl
kidertilt, hogy koncentracidja megkodzeliti a szolubilitasi hatarértékét és az oldhatosag
keskeny mezsgyéjén egyensulyozik (Tartaglia és mtsai.,, 2007), ami magyardazattal
szolgalhat arra is, hogy egyes patolégias allapotok miért alakulhatnak ki ennek a torékeny
egyensulynak a legkisebb felboruldsara is. llyenek az oxidativ stressz, vagy az 6regedéssel
jaré proteolizis hatékonysaganak csdkkenése, proteinopatiak kialakuldsat eredményezve.
Ez az un. Life on the edge hipotézis, amely szerint a proteomra altaldnosan jellemzé az
oldhatésagi hatar kozeli koncentracié elérése, valamint a kis mozgastér a koncentracio
megnovekedésének tekintetében. A kdrnyezeti tényez6k valtozasa hatdssal lehet mind a
fehérjék koncentracidjara, mind az oldhatésagukra, igy el6fordulhat, hogy bizonyos
fehérjék koncentracidja a citoplazmaban meghaladja az adott korilmények kozotti
oldhatésagukat. Ez a szuperszaturdcié jelensége, amely egy metastabil allapotot
eredményez: a rendszer a foloslegben 1évé oldott allapotu fehérjék kivalasaval kertilhet
Ujra egyensulyi allapotba, amely aggregatumok létrejottét eredményezi. Ismert, hogy a
szuperszaturdcidra legérzékenyebb fehérjék a human proteomban a neurodegenerativ és
egyéb proteinaggregacioval Osszefliggd betegségekben erdsen feldusulnak (Ciryam és
mtsai., 2013, 2015), amellett, hogy funkcionalis aggregatumok létrejottében is szerepet
jatszanak, mint a melaninszintézisben résztvev6 Pmell7 (Falsone és Falsone, 2015).
Fontos kérdés, hogy a proteom egészére nézve mennyire elterjedt a ,Life on the edge”
allapota, milyen gyakori, hogy a fehérjék az oldhatdsagi hatarértékik kozeli
koncentracidban fordulnak el és gyakran vezet-e a szuperszaturacié aggregacidhoz
megvaltozott korilmények kozott. Tovabba fontos annak meghatdrozasa, hogy a
szuperszaturacio a fehérje életutja soran mely allapotban kovetkezik be, és hogy fligg
Ossze az egyes aggregatumtipusok kialakuldsa az aggregdciora valé hajlamuk és

koncentraciojuk figgvényében.
1.3. A fehérjeaggregaciot befolyasolé ismert tényezdék

A fehérjeaggregacid biotechnoldgiai jelent8sége miatt szamos kutatas foglalkozott

azzal, hogy milyen hatasok segitik el6 az aggregdtumképzédést. A megvaltozott kilsé
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korilmények, mint a pH (Chi és mtsai., 2003), a h6mérséklet (Brange és mtsai., 1992),
kiilonb6z6 pufferek (Kameoka és mtsai.,, 2007; Katayama és mtsai., 2006), olvasztas és
fagyasztasi ciklusok (Kueltzo és mtsai., 2008) mind hozzajarulhatnak az aggregdcidhoz.
Azonban az in vivo oldhatdsag szempontjabdl a fehérjékre jellemz6 tulajdonsagok
Osszehasonlitasa fontos, hiszen ezek koénnyedén vdltoztathaték a DNS-szekvencia
megvaltoztatdsdval, szemben a novesztési és fehérje tisztitasi protokollok bonyolultabb
optimalizacidjaval. Az eddig végzett kisérletes munkdk donté tobbsége csupan néhany
fehérjére korlatozédott, azonban harom fontos vizsgdlatot végeztek nagyszdmu fehérje
bevonasaval. Ezek kozil kett6 az un. PURE (Nishikawa és Ueda, 2001) in vitro transzlacids
rendszerrel tortént. A PURE rendszer mRNS molekuldakat hasznal templdtként és a
transzlacidhoz szikséges komponensek hozzdadasaval akar 160-400 pg/ml-es
végkoncentracidban képes a fehérjék el6allitasara. Az elsé vizsgdlat sordn kb. 3000 E. coli
fehérje in vitro expressziojat végezték (Niwa és mtsai., 2009), a masodik esetben pedig kb.
500 S. cerevisiae fehérje (Uemura és mtsai., 2018) termelését. A szolubilis és aggregalt
fazisokat ultracentrifugalassal elvalasztottak és a fehérjék jelenlétét SDS-PAGE maddszerrel
ellendrizték. Ezekben a vizsgalatokban szamos altalanos és néhany fajra jellemzé (E. coli
vs. S. cerevisiae) aggregdaciot befolydsold tényez6t taldltak, azonban figyelembe kell
vennink, hogy az in vitro kbnyezet nagy mértékben leegyszerUsitett az in vivohoz képest,
csak a minimdlis szamu fehérjét tartalmazza, valamint alacsonyabb a komponensek
0sszkoncentracidja, mint a citoplazma alkotéié. A harmadik, nagy ateresztGképességl
vizsgalat, amely a fehérjék aggregaciojat befolydsold tényezGket kereste, a Northeast
Structural Genomics Consortiumban készilt (Price és mtsai., 2011). 2001 és 2008 kozott
kb. 9600 fehérje termelését végezték el azonos médszerrel E. coliban. A fehérjék 82%-a
bakteridlis és 6%-a human fehérje volt, amelyek, a kisérletek sordan mind az expresszids
szintet, mind a fehérje aggregacio mértékét ellendrizték gélfiltracidos kromatografiaval és
optikai maddszerekkel, két megfelel6 méretl csoportot eredményezve a statisztikai
elemzésekhez. A vizsgdlat masik nagy elénye, hogy in vivo kérilmények kdzott zajlott a
transzlacié, azonban a termelt fehérjék kivalasztdsa nem volt szisztematikus, gyakran
ugyanannak a fehérjének egy-egy aminosavban kiilonb6z6 vdltozatat tesztelték.
Mindharom vizsgalat f6 hidnyossaga azonban az, hogy a fehérjék foldingja, és ezdltal a
funkcidjuk ellen6rzése nem tortént meg, igy nem lehet elkiiloniteni azt sem, hogy pre-

vagy posztfolding aggregatum képz6dott. Mégis, az aggregdcio altaldnos paramétereirdl
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fontos informaciokat szolgaltatnak. Ezek a f6bb fehérjetulajdonsagok a fizikai-kémiai
paraméterek, mint a méret, a toltés és a hidrofobicitas. A fizikai-kémiai tulajdonsagok
kozvetit6i az egyes aminosavak, amelyek gyakorisdgdban kiilonbség mutatkozik, tovabba
a kilonbozd fehérjeszerkezeti egységek (domének) és ehhez szorosan kapcsoléddan az
egyes fehérjefunkciok is eltér6 ardnyban fordulnak el6 a két csoportban. Nemcsak a
szerkezetet, hanem annak hidnyat is Osszefliggésbe hoztdk az aggregdcioval, a
fehérjerendezetlenség nagyobb mértékben volt jelen az aggregdlddd fehérjékben. Mivel
az aggregatumképzb6dés altaldban negativ fitneszhatassal van a sejtekre, a természetben
el6forduld proteinek bizonyos fokig adaptaltak az aggregacid elkeriilésére. A legjobb
példat erre a magasan expresszalt fehérjék jelentik, mivel erls negativ korrelacid
mutathatd ki mind a génexpresszié, mind a fehérje abundancia és az aggregacidképzés
kozott (Groot és Ventura, 2010; Tartaglia és Vendruscolo, 2009) . A kisérletes adatokat
szamos tovabbi elemzésben is felhaszndltdk, amelyek felvetettek egyéb osszefliggéseket
is az aggregacio és a fehérjék tulajdonsagai kozott, s6t, kilonboz6 algoritmusok is
szlilettek a fehérjeaggregdcid predikcidjara (Agostini és mtsai., 2014; Hebditch és mtsai.,
2017; Hou és mtsai., 2020) és optimalizacidjara (Sormanni és mtsai., 2015; Warwicker és

mtsai., 2014a).

Tekintsiik 4t ezekben a vizsgalatokban megjelend legfontosabb fehérje
jellemzéket, hogy ezek miként és miért befolyasolhatjdk az aggregaciét, valamint milyen
tovabbi munkak tamasztjdk ald ezeket az eredményeket. A fehérjeaggregdcio két
Utvonalat elkilonité tulajdonsagok eddig nem képezték hasonld atereszt6képességl
vizsgalatok tdrgyat, ugyanakkor a nativ szerkezet hianyabdl levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy a fehérje folding kulcsfontossagl szerephez jut, hiszen az egyik
csoportban végbement ez a folyamat, mig a masikban nem, vagy unfolding/misfolding
kovette. Ismert, hogy a hibasan feltekeredett és denaturalt fehérjék gyakran vesznek részt
az aggregatumképzésben, ezért attekintjiik a fehérje folding folyamatat és hogy az ebben
bekovetkez6 valtozasok milyen mddon jarulhatnak hozzd a fehérjeaggregacio tipusanak

meghatdrozdsahoz.

1.3.1. Fizikai-kémiai paraméterek

Korabbi kisérletek arra utalnak, hogy a fehérjék fizikai és kémiai tulajdonsagai erGs

Osszefliggést mutatnak az oldhatdésagukkal. A legfontosabb fizikai-kémiai tulajdonsagok
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tulajdonsagok a fehérje méret, a toltottség és a hidrofobicitds. A fehérjék egymas kozti
interakcidjat a taszitd és vonzé hatdsok kilonbsége hatdrozza meg, amelyek szoros
Osszefliggést mutatnak az oldallancok toltottségével és hidrofobicitasaval (Chong és Ham,
2014). A polaros és toltott aminosav-oldallancok interakciéba Iépnek a vizmolekuldkkal
(Qiao és mtsai., 2019), mig a hidrofdéb oldallancok egymadssal vizkiszoritds mellett [épnek
kapcsolatba, ez az uan. hidroféb hatds, aminek kovetkeztében a fehérjék felszinén
helyezkednek el a vizoldékony oldalldncd aminosavak a belsejében a hidrofébok. Ennek
két fontos kovetkezménye van a fehérje szerkezetre és a foldingra nézve (lasd késébb),
valamint kozvetlenil az oldhatdsagra és az aggregatumképzésre. Azok a fehérjék, amelyek
nagyobb 6ssztoltést mutatnak, kisebb mértékben csapddnak ki (Kramer és mtsai., 2012),
szemben az aggregaciora hajlamos hidrofébabb proteinekkel. Az er6sen negativan toltott
fehérjék kiilonosen jol oldhatdk, a pozitiv toltés esetében bonyolultabb a helyzet: a
nukleinsavak erésen negativan toltott molekuldak, amelyek a pozitivan toltott fehérjékkel
kénnyebben interakcidba Iépnek. gy bizonyos pozitivan téltétt fehérjék aggregacidra
hajlamosak, ugyanakkor nem teljesen tisztdzott még az RNS és a DNS szerepe a fehérje
aggregacidoban. Az 6sszhidrofobicitas nem mutatott erds korrelaciét az aggregaciéval sem
in vitro, sem in vivo korilmények kozott (Niwa és mtsai., 2009; Price és mtsai., 2011;
Uemura és mtsai., 2018). Ez arra utal, hogy a teljes fehérjére nézve nincs tobb hidroféb
aminosav az aggregalodoé fehérjékben és a teljes fehérje hidrofobicitdas nem dominans
tényez6 az aggregatumképzésben. Ebbdl kovetkez6en nem a hidroféb aminosavak puszta
szdma bir jelentGséggel, hanem elhelyezkedésiik a fehérjében. Ez utdbbi elképzelést
tdmasztja ald a fehérjék felszinén talalhaté hidroféb aminosavak jelenléte és az
aggregdciés hajlandosdg kozti Osszefliggés (March és mtsai., 2021). Ennek egy
komplexebb jellemzésére hasznaljuk az un. felszini ragaddssagot. A hidrofob és bizonyos
pozitiv toltésl aminosavak fizioldgids korilmények kozott az oligomerizacids és fehérje
interakcios felszinek kialakuldsaért felel6sek, azonban ha mashol fordulnak el6,
nemspecifikus interakciokat hozhatnak létre. A felszini ragaddssaghoz hozzdjarulnak az
arginin aminosavak, ami magyarazatot adhat az aspecifikus fehérje-fehérje interakciékon
keresztlil arra, hogy miért figyeltek meg 0Osszefliggést jelenlétiik és az aggregacios
hajlanddssag kozott (Dubreuil és mtsai., 2019a). Ismert tovabba, hogy a magasan
expresszalt, tehat erésen szolubilis fehérjék kis felszini ragaddssaggal birnak, amely

segitségével elkerilik a nemspecifikus fehérje-fehérje interakcidkat (Levy és mtsai., 2012).
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A fehérje ragaddssag azonban nem egyenérték( az aggregacids hajlammal, ez utdbbi
szdmos egyéb Osszetev6bdl is all, tovabba a ragaddssag feltételezi a nativ struktura
jelenlétét, amely a naszcens vagy hibdsan feltekeredett fehérjék esetén nem mérvadé. A
felszini ragaddssag tehat elsésorban a folding folyamatan atesett fehérjék nemspecifikus
interakcidi altal medialt aggregaciordl adhat informacidt, ez azonban iddig nem képezte

szisztematikus vizsgalatok targyat.

Mind in vitro, mind in vivo vizsgalatok arra utalnak, hogy a fehérjék mérete
forditott 6sszefliggést mutat oldhatdsagukkal (Niwa és mtsai., 2009; Price és mtsai., 2011;
Uemura és mtsai., 2018). Azonban beldthatd, hogy nem 6nmagaban a fehérje mérete,
hanem a fehérje felszinének mérete befolydsolja az aggregacids képességet. A nagy
felszinnel rendelkezd fehérjék jobban ki vannak téve annak, hogy mas fehérjékkel
kolcsonhatasba lépjenek, tovabba a hidrofob mag mérete, ezaltal a aminosavak hidrofil-
hidroféob aranya is jelent6sen méretfiiggd. Amikor a fehérjék toltésének hatasardl
beszélink, a fehérje felszinének toltése a dontd, a fehérjék magjanak hidrofobicitdsa kis
jelent6séggel bir. A fehérjék magjaban 1év6é aminosavak csupan akkor befolyasoljak az
oldhatdsagot, ha valamiért megbomlik a nativ szerkezet, és a felszinre kerilnek. Ekkor
képesek mas fehérjék hidroféb részeivel van der Waals kdlcsénhatdsok kialakitasara
(March és mtsai., 2021), amely aggregdacidhoz vezethet. A szerkezet felbomldsa és a
hidroféob kolcsonhatdsok kialakuldsa egymassal 6sszefliggé folyamatok, ami miatt az

unfoldingot az aggregacio elsé |épésének tekintik (Bianco és mtsai., 2019).

A toltés és hidrofobicitas hordozd egységei a fehérjékben az aminosav oldallancok,
a 20 kuloénboz6 aminosav gyakorisdganak Osszefliggését az oldhatdsaggal ezért érdemes
kiilon targyalni. Szdmos munkdban elemezték mar az egyes aminosav-gyakorisagok
hatasat az oldhatdésagra (Niwa és mtsai., 2009; Price és mtsai., 2011; Uemura és mtsai.,
2018). Altalanossagban elmondhatd, hogy a negativ téltés( oldallancok (Asp, Glu)
hozzdjarulnak oldhatdsaghoz (Trevino és mtsai.,, 2009), azonban a pozitiv toltésd
oldalldncok nem azonos viselkedést mutatnak. Mig az arginint nagyobb mennyiségben
tartalmazo fehérjék aggregaciora hajlamosabbak, a lizin jelenléte az oldhatdésaggal fligg
Ossze. Ez a jelenség feltehet6en a nukleinsavakkal mutatott interakciés kiilonbségekben
gyokerezik, a nagy lizin-arginin arany kedvez a fehérjék oldhatésaganak (Warwicker és

mtsai., 2014b). A hisztidin szerepe kevéssé ismert, egyértelm( 6sszefliggés mennyisége és
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az aggregacid kozott nincs. A hidrofil aminosavak kozétt a szerin mutat legnagyobb
hozz3jaruldst (Trevino és mtsai., 2009) az oldhatdsaghoz, a tobbi polaros aminosav esetén
nem mutathatd ki felddsulds egyik csoportban sem. A szerin szerepe azonban bizonyos
mértékig tovabbra is ellentmondasos, bizonyos fehérjék esetén ugyanis magasabb
aranyban fordultak elé az aggregalédd csoportban (Fang és Fang, 2013). A hidroféb
aminosavak is eltér6 részaranyban vannak jelen az oldhaté és az aggregdlédd
fehérjékben (Fang és Fang, 2013). A nagyobb, aromas oldallancokat tartalmazé

aminosavak gyakorisaga egyértelm( 6sszefliggést mutat az aggregatumképzéssel.

1.3.2. Szerkezet és funkcio

A fehérjék szerkezetét az aminosavsorrendjik hatdrozza meg. A fehérjék
els6dleges szerkezete maga az aminosavsorrend, a masodlagos szerkezetet a kiilonb6z6,
lokdlisan kialakuld strukturakat alkotjak, ezek kozil a leggyakoribbak az alfa-hélixek, a
béta-lemezek és a hurkok. A harmadlagos szerkezetek a fehérje haromdimenzids
szerkezete, negyedleges szerkezetrdl a komplexeket alkotd fehérjék esetén beszélhetiink,
melyeket tobb polipeptidlanc alkot. A béta-lemezek és az alfa-hélixek kialakitasdhoz
eltér6 aminosav-Osszetétel sziikséges. Az alfa-hélixek legfontosabb alkotéi a MALEK
aminosavak (metionin, alanin, leucin, glutamat és lizin), amelyek hidrogénkotéseikkel
stabilizaljak szerkezetiiket. A béta-lemezek |étrehozasaban a nagyobb méretli aromas
aminosavak (tirozin, fenilalanin és triptofan), valamint az eldgazé oldallancu aminosavak
(treonin, valin és izoleucin) alkotjak. Az egymds mellett elhelyezkedé béta lemezek
rendkivil alacsony energiaszint(, stabil dallapotban vannak, valamint képesek barmilyen
mas béta-lemezzel kapcsolatot kialakitani. Nativ korilmények kozott hélixek és hurkok
fedik a béta-lemezek éleit, vagy tébb béta-lemez hordé alakban 6sszecsukddik, igy lezarva
a szabad végeiket (Richardson és Richardson, 2002). Bar a béta lemezt tartalmazd
fehérjék nativ szerkezetiikben oldhatdak, fragmenseik (Mattice, 1989), vagy megbomlott
szerkezet( valtozataik, amelyek béta-lemezei hozzaférhet6ek, kdnnyen hozhatnak létre
aggregatumokat (Niwa és mtsai.,, 2009). A stabil intermolekuldris interakciéban allo,
egymassal szorosan csomagolt béta-lemezek fontos alkotdi a fibrillaris fehérje
aggregatumoknak, a fehérjék béta-lemez tartalma pedig Osszefligg az aggregacids
hajlanddsaggal (Bellesia és mtsai.,, 2009). A fehérjék harmadlagos szerkezeteit is

csoportosithatjuk a bennik taldlhaté masodlagos szerkezetek gyakorisaga alapjan: féleg
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alfa, féleg béta, alfa-béta és egyéb szerkezetek. Tekintve a a béta-lemezek aggregacidra
gyakorolt hatasat, feltételezhetd, hogy a fGleg béta és alfa-béta harmadlagos szerkezetek
is feldusulhatnak az aggregdciéra hajlamos fehérjék kozott. Az egyes fehérje domének is
eltér6 szerkezettel és fizikai-kémiai tulajdonsagokkal birnak, ezért kordbban egyes
doméneket 6sszefliggésbe hoztdk az oldhatdsdggal. Azonban a nagy atereszt6képességl
in vitro vizsgalatok (Niwa és mtsai., 2009; Uemura és mtsai., 2018) csupan néhany
szerkezeti elem Osszefliggését allapitottdk meg az alacsony oldhatésaggal, raadasul ezek
kis atfedést mutattak E. coli és S. cerevisiae kozott. Ett6l fuggetlenil fontos az egyes
szerkezeti tipusok vizsgdlatat aggregaciés szempontbdl in vivo korilmények kozott,
ugyanis azok a fehérjék, amelyek rendkiviili mérték(i aggregdciot mutatnak csak nagy
nehézségek aran termelheték ipari korilmények kozott. Hasonld a helyzet a fehérje
funkcidval is, amely szoros kapcsolatban all a szerkezettel: amennyiben bizonyos fehérje
aktivitasok Osszeegyeztethetetlenek az oldhatdsaggal, az jelent6sen korlatozhatna az

ilyen fehérjék termelését E. coliban.

1.3.3. A fehérjerendezetlenség

A fehérjék funkcidjanak ellatdsdhoz sokdig elengedhetetlennek tartottdk a
megfelel6 térszerkezet meglétét. Ez kiilondsen fontos volt az enzimek esetében, amelyek
mikodését és a szubsztrattal vald kolcsonhatdsat el6szor a kulcs-zar modell irta le
(Fischer, 1894), ahol a megfelel6 szerkezet(i szubsztrat mint kulcs illeszkedik a
meghatarozott szerkezetl enzimbe, a zarba. Ezt tdmasztotta ala az a megfigyelés is, hogy
a denaturdcid a szerkezet mellett az enzimaktivitas elvesztésével is jar. Késébb azonban az
un. indukalt illeszkedés elmélete valt elfogadottd, miszerint a szubsztrdt enzimhez
kot6édése valtozast eredményez annak szerkezetében. Ez volt az elsé fontos eredmény,
amely a szerkezet és funkcid szétvdlaszthatatlansagat megkérdéjelezte. A kovetkezd
fontos fejlemény a fehérje térszerkezetek meghatarozasakor tett megfigyelés volt, mivel
szamos fehérje esetében a rontgenkrisztallografids vizsgalatokban bizonyos régiok
elektrondenzitasai ,lresen” maradtak, a hozzajuk tartozé elektrondenzitds nem jelent
meg. Bizonyos fehérjék pedig szokatlanul érzékenyek voltak az in vitro proteolizisre, pedig
szerkezetlikb6l ez nem kovetkezett volna. Ezekre a kérdésekre adott valaszt a
fehérjerendezetlenség elmélete, amely kimondja, hogy egyes fehérjék vagy fehérje

részletek nem rendelkeznek allandd, meghatarozott térszerkezettel, hanem dinamikusan
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valtakoznak a szerkezetek sokasdga kozott és mégis képesek funkcidjukat elldtni. Magas
fokd rendezetlenség esetén akar a teljes proteinbdl is hidanyozhatnak a masodlagos
strukturdk, egy rendkivil hajlékony, valtozékony szerkezetet eredményezve. Kés6bb az is
bebizonyosodott, hogy a fehérjerendezetlenség nem ritka kivétel, hanem szabaly: a
legtdbb viralis, bakteridlis, archaea és eukaridta genom is szamos rendezetlen fehérjét
tartalmaz (Deforte és Uversky, 2016; Dunker és mtsai.,, 2000; Uversky, 2015). A
rendezetlen szakaszokat altaldban a hosszuk szerint jellemezziik, a 10-30 aminosavnal
hosszabbakat (hosszu) rendezetlen régidknak nevezziik, ez alatt pedig eukariétak esetén
linearis motivumrdl beszéltiink. Prokariotakban a rovid rendezetlen szakaszoknak
kordbban nem tulajdonitottunk nagy jelent&sséget. A bakterialis proteomok &ltalaban
kevesebb, mint 10%-a tartalmaz hosszabb rendezetlen régidkat, bar a rendezetlen
aminosavak ardnya elérheti a 30%-ot is, ez a szam jelent6sen nagyobb az eukaridtak
esetén (Uversky, 2015). A fehérjerendezetlenség mértéke a komplexitas ndvekedésével
egyre n6 (Schad és mtsai., 2011), amely rdvilagit a rendezetlen régiok sejtekben betoltott
szerepét6l. A rendezetlen régidk szerepet jatszanak a molekuldris célpontok
felismerésére, legyen az DNS (Tucker és mtsai., 1994), RNS (Bou és mtsai., 2000), egy
masik fehérje (Johansson és mtsai., 1998; Knighton és mtsai., 1991), vagy egy kismolekula
(Bidwell és mtsai., 1999). A rendezetlen fehérjék képesek szdmos célpont felismerésére,
szemben azonban a multimer vagy fehérjekomplex-alkotékkal a kot6désiik erdssége
relative gyenge, ezért rovid életidejliek, atmeneti kapcsolatokat hoznak létre. Az igy
létrejové tranziens kapcsolatok fontos szerepet jatszanak a sejtek szabalyozé
folyamataiban, ahol sok komponens egylttes m(ikodésére van sziikség. A rendezetlen
régiok tovabbi funkcidja, hogy az eukariétakban poszttranszlaciés moédositasok helyeként

szolgalnak (Darling és Uversky, 2018).

A rendezetlen fehérjék szerepe a fehérje aggregacido folyamataban azonban
tovdbbra sem tisztdzott, szamos ellentmondasos eredmény latott napvilagot. Egyrészt a
fehérjerendezetlenség kialakitasaért a toltott aminosavak felel6sek, tovadbbd a
rendezetlen régidkban kis mennyiségben fordulnak el6 nagy, hidroféb oldallancu
aminosavak (Romero és mtsai., 2001; Uversky és mtsai., 2000). Emiatt nem vesznek részt
ezek a régiok a hidroféb mag kialakitdsaban, ugyanakkor mint lattuk, ezek a tulajdonsagok

az oldhatésaggal vannak Osszefliggésben. Tovabba E. coli esetében a
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fehérjerendezetlenség mértéke pozitiv korreldciét mutat a génexpresszidval és mivel a
magasan expresszalt fehérjék ellendllébbak az aggregacioval szemben, ez arra utal, hogy a
rendezetlenség noévekedése nem noveli az aggregaciéra vald hajlamot. Ugyanakkor S.
cerevisae-ben a magasan expresszalt fehérjék kevesebb rendezetlen régiét tartalmaznak
(Macossay-Castillo és mtsai., 2019), mintegy adaptdcidoként a nem funkciondlis interakcidok
minimalizdlasara, human fehérjék esetében pedig korreldciét taldltak a fehérje
aggregdcioés hajlanddsag és a rendezetlenség kozott (Carvalho és mtsai., 2013). Felmerdlt
a rendezetlen régidk szerepe a felszini ragaddssag okozta nem-nativ fehérje interakciok és
aggregaciok elkerllésében is: toltottségliknél és alacsony hidrofobicitasuknal fogva a
képesek minimalizalni ezeket az interakciokat, megvédve a fehérjéket az aggregaciotol. A
fehérjerendezetlenség kozvetlen szerepet jatszik a fehérjék foldingjaban és
oldhatdsaganak meghatarozasaban. Oldhatatlan fehérjékhez kdtve a rendezetlen régiok
segitik a fehérjék foldingjat és oldddasat, mivel egyfajta entrépikus sorteként tavol tartjak
a tobbi makromolekuldt, valamint polaros felszint biztositanak (Santner és mtsai., 2014;
Simone és mtsai., 2012). Mindezen tulajdonsagaik ellenére szamos human
fehérjeaggregacidhoz koéthet6 betegségben fontos fehérjérdl kiderilt, hogy nagyobb
rendezetlen régidkat tartalmaznak (Cheng és mtsai., 2006; Das és Mukhopadhyay, 2011;
lakoucheva és mtsai., 2002; Uversky, 2014), s6t ezek a régidk fontos szerepet jatszanak az
aggregaciés folyamatokban. Ez az Osszefliggés azonban nem igazoltan ok-okozati, a
fehérjék szamos interakcidkban jatszott szerepébdl is adddhat, valamint lehet adaptacio
az aggregacié ellen. Emiatt rendkivil fontos a rendszerszintl osszefliggések feltarasa a

fehérjerendezetlenség és az aggregacid kozott.

1.3.3.1. A fehérjerendezetlenség in silico predikcioja

A fehérjerendezetlenség felfedezése 6ta szamos predikcids eljaras is kidolgozasra
kerlilt a rendezetlen fehérjék tulajdonsagainak figyelembevételével. Ezek kiloénbozé
komplexitasuak, egyesek szerkezeti informaciokat igényelnek bemenetként, mig mas
tipusokhoz elégséges a fehérjeszekvencia. A legkomplexebb médszerek, mint a
fehérjedinamikai szamitasok kivitelezése, hatalmas szamitasi kapacitdst igényelnek, ezért
teljes proteom szinten megvaldsithatatlanok, ezért ilyen vizsgalatokban leginkdbb a
szekvencia alapu moddszerek haszndlata elterjedt. Ide tartozik a DisEMBL (Linding és

mtsai., 2003) szekvencia alapu mddszere, amely azon alapszik, hogy bizonyos masodlagos
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szerkezeti elemek kialakuldsa meghatarozott aminosav-0sszetétellel tarsul. Az algoritmus
harom kilénb6z6 kimenetet ad, az els6 a hurkok és loopok meghatarozdsa, amelyek
mindent tartalmaznak, amelyek nem meghatarozott masodlagos szerkezetek, mint a
hélixek és a béta-lemez. Ezek a hurkok nem feltétlen rendezetlenek, de rendezetlen
régiok nem talalhatok hurkokon kiviil. A masik, ennél konzervativabb becslést az un.
hotloopok képezik, amelyek a kilonésen mobilis hurkokat reprezentaljdk, abbdl a
megfigyelésbdl kiindulva, hogy a rendezetlen régidk magas foku dinamizmussal birnak. A
harmadik kimenet a rontgenkrisztallografids maddszerek sordn taldlt hidanyzd
koordinatakra fdékuszal. Olyan szekvenciarészleteket azonosit, amelyek hasonlitanak a
hidnyzd elektrondenzitasu régidkra a szerkezeti vizsgdlatokra. Ez az utébbi megkdzelités
manapsdg elavultnak tekinthet6, a hotloops kimenet a legkonzervativabb
fehérjerendezetlenség-becslés. Az iUpred (Csizmo, 2005) mddszer alapjat a kiilonboz6,
ismert térszerkezetekben taldlhaté aminosavpdrok kozti interakciés energia alapu
statisztikai megkdzelités adja. Az egyes aminosavparok eltéré energidval jarulnak hozzda a
harmadlagos szerkezet kialakitasahoz, a rendezett és rendezetlen aminosavak energidi
mas mértékben kompatibilisek a kiilonb6z6 masodlagos szerkezetekkel. Egy aminosav
vizsgalata a kozvetlen kornyezetében kontextusfiggéen informaciét ad annak
rendezetlenségér6l. Az algoritmus bemenete ebben az esetben is az elsédleges
szekvencia, a kimenet pedig aminosavszintl rendezetlenségi érték. Ennek két tipusa van,
az egyik az iUpred Short, amely a rovid rendezetlen szakaszok azonositasara alkalmas, a
masik pedig az iUpred Long, amely a hosszabb, legaldbb 30 aminosavas rendezetlen
szakaszokat keresi. A vsI2b (Peng és mtsai., 2006) mddszer tobb ezer ismert rendezett és
rendezetlen szerkezetl fehérje szekvenciajellemzGire éplil, amely segitségével egy
szekvencia aminosavait képes besorolni rendezett és rendezetlen kategoriakba. Ezek a
jellemz6k az aminosavak gyakorisdga, a szekvencia komplexitasa, a toltés és
hidrofobicitds, az atlagos rugalmassag és egy szekvenciahasonldsag-profil. Az Espritz
(Walsh és mtsai., 2012) mddszer alapja egy neuralis hald, amely az aminosavsorrendbdl
prediktdlja a rendezetlen szakaszok jelenlétét. Kimenete azon mulik, hogy milyen
szerkezeti  informacidkat hasznalunk a szamitdsok soran. Ezek lehetnek
rontgenkrisztallografids és NMR méréssel késziilt szerkezetek. Szamos tovabbi mddszer

létezik, azonban az eddig emlitettek lefedik a rendelkezésre allé6 megkozelitéseket,
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amelyek proteom szinten is haszndlhaték, mivel nem igényelnek hatalmas szamitasi

kapacitast vagy processzoridét.

1.4. Posztfolding és prefolding aggregaciot befolyasold tényez6k

Korabbi szisztematikus vizsgalatok hijan nem all rendelkezésiinkre elég informacid
arra nézve, hogy mely tényez6k hatasara dél el, hogy egy fehérje a folding el6tt vagy utan
lép-e aggregatumba. Ez abbdl is ered, hogy az ismert funkciondlis aggregatumok szama
meglehetdsen alacsony, hiszen csak nemrégiben keriltek felfedezésre. A kiilonbség oka
lehet a korabbiakban targyalt fehérje paraméterek egyike, amely valamelyik tipusban
szélsGségesebb értéket mutat, azonban amennyiben figyelembe vessziik, hogy a két
aggregatumtipus kozti legfontosabb kiilonbséget az amiloidokban megfigyelhet6 nativ
szerkezet és funkciod hidnya adja, kézenfekvd, hogy a fehérje foldingnak fontos szerepe
van az aggregaciods folyamat soran. Ahhoz azonban, hogy megértsiik, hogy fligg a fehérje

foldingtdl az aggregacid folyamata, az el6bbit alaposabban at kell tekinteniink.

1.4.1. A fehérje folding

A fehérje folding az a folyamat, amely sordn egy egydimenzids fehérjelanc folveszi
haromdimenzids strukturajat, amelyet alapvetGen a benne |évé aminosavak hataroznak
meg. Ez egy fizikai-kémiai folyamat, amelyet csak részben sikeriilt feltarni annak ellenére,
hogy tobb évtizedes intenziv kutatas targyat képezi. Az els6 fontos elméletet Anfinsen és
munkatdrsai alkottak meg, ez az un. termodinamikai hipotézis (Haber és White, 1961),
amely szerint egy adott fehérje minden lehetséges szerkezete bizonyos nagysdgu Gibbs
szabadenergiaval bir és az 0Osszes szerkezet kozil a nativ esetén a legkisebb a
szabadenergia értéke, ezt a polipeptidlanc véletlenszer( kereséssel taldlja meg, majd
csapdazoédik a nativ energiaszinten. Ugyan Anfinsen és munkatarsainak elmélete
mérfoldkének szamitott a fehérje folding vizsgalataban, tobb hidnyossagara is fény derilt:
egyes fehérjék legstabilabb allapota nem a nativ dllapot, s6t egyes esetekben, mint
amilyenek a kilénb6z6 amiloid tipusu aggregatumok, a fehérjék irreverzibilis, rendkivil
stabil szerkezetet alkotnak. Tovabba semmilyen kézzelfoghaté magyardazattal nem szolgalt
az egyes fehérjék folding sebességei kozott mutatott hatalmas kilénbségekre és kinetikai
paramétereikre. Az els6 foldingkinetikai elképzelések abbol a megfigyelésbdl addodtak,

amely szerint egy polipeptidlanc aminosavai rendkivil sokféle szerkezet felvételére
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képesek. Egy atlagos bakteridlis fehérje a husz természetesen el6fordulé aminosav
atlagosan 360 hosszusagu lancolata (Brocchieri és Karlin, 2005), igy a lehetségesen
felvehet6 szerkezetek szdma meghaladja az 6sszes atom szdmat az univerzumban. Hogy
lehetséges tehat, hogy a legtobb fehérje kiilsé behatas nélkiil, akar mikroszekundumok
alatt képes elnyerni a nativ szerkezetét? Ez a Levinthal-paradoxon, amely kizarja, hogy a
fehérjék véletlenszer(i keresés eredményeképpen érjék el nativ szerkezetiiket. Léteznilik
kell meghatarozott folding Utvonalaknak, amelyeken keresztiil egy polipeptidlanc gyorsan
és hatékonyan képes rataldlni a megfelel6 nativ konformdcidjara (Levinthal, 1968).
Levinthal elképzelése szerint a folding Utvonalak egy tolcsérként abrazolhatdk, amelyben
a tolcsér peremén lévs random szerkezetl fehérje tobb intermedieren keresztil halad
lefelé, igy szamottevéen csokkentve a lehetségesen felvehetd konformacidk szamat,
meggyorsitva a folding folyamatdt. Az egyre gyarapodd kisérletes eredményekbdl
kiderult, hogy a fehérjék folding sebessége akar 8 nagysagrendet is lefedhet és Plaxco és
munkatarsai irtak le az elsé jelentés 6sszefliggést a fehérjék nativ szerkezete és a folding
sebessége kozott (Plaxco és mtsai., 1998). Az dltaluk bevezetett fehérje jellemzé az un.
contact order azt irja le, hogy a nativ szerkezetben mekkora mértékben alakulnak ki
kapcsolatok az polipeptidlancon egymashoz kozeli vagy tavoli aminosavak kozott. Minél
tobb lokalisan kialakulé strukturdt tartalmaz egy fehérje szerkezete, mint amilyenek az
alfa-hélixek és a hurkok, anndl kisebb a contact order és annal gyorsabban lejatszddik a
folding folyamata, szemben a nem lokdlis szerkezetek esetén, mint a béta-lemezek.
Kés6bb a fehérje folding sebessége és a nativ szerkezet mas tulajdonsagai kozti
korreldciodt is sikerilt megfigyelni, mint amilyen a polipeptidlanc effektiv hossza (Ilvankov
és Finkelstein, 2004) (a lanc hossza a hélixek nélkiil), a masodlagos szerkezetek 6sszhossza

(Huang és mtsai., 2007) és Osszesitett contact ordere (Zhou és Zhou, 2002).

A fehérjefolding-kutatasok kovetkez6 fontos I|épése a nativ szerkezetet
meghatdrozd er6k és azok relativ hozzajaruldsanak megbecslése a nativ szerkezet
kialakitdsahoz. A nativ és a denaturalt fehérjék kozott kis energiakilonbség (Yang és
mtsai., 2007, Pace és mtsai., 1996) tapasztalhatd, amely tobb erd egylittes hatasat is
lehet6vé teszi. Azonban kilonbo6z6 statisztikai mechanikai modellek bebizonyitottak, hogy
altaldban a hidroféb kélcsonhatdsok domindlnak a nativ szerkezet meghatarozasaban (Dill

és mtsai., 2008), nem a toltott oldallancok. Tovabba a hidrogénkotések is fontosak a
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masodlagos szerkezet kialakitasaban (Deechongkit és mtsai.,, 2004), csakugy, mint a
fehérje magok szoros csomagoldodasa kovetkeztében I|étrejové van der Waals
kdlcsonhatdsok (Chen és Stites, 2001). Erés bizonyitékok vannak arra nézve is, hogy a
fehérjeszerkezet egyik legfGbb meghatarozdja a vizmolekuldk hatasara létrejové hidrofdb
kdlcsonhatdsok az oldallancok kozott (Cordes és mtsai., 1996). A fehérjeszerkezetet
befolydsolé erlk leirdsa és az egyre kifinomultabb szdmitégépes modellek mellett
azonban tovdabbra is ismeretlen volt a folding mechanizmusa. A szdmos felmeriilé kérdés
tikrében nem meglepd, hogy tébb modellt is alkottak a folding mechanizmusdara nézve.
Ezek a diffuzié-itkozés (Karplus és Weaver, 1994) modellje (diffusion collision model) ,
nukledcié-kondenzacido (NoOlting és Agard, 2008) modellje (nucleation-condensation
model) a hidroféb cipzar (Dill és mtsai., 1993) modell (zipping and assembly model), a
fehérje folding kirakémodellje (Harrison és Durbin, 1985) (jigsaw puzzle model), valamint
a hidroféb 6sszeomlas (Dill, 1985) (hidropbhobic collapse) modellje. A folding eddig
emlitett modelljei mind igazoldst nyertek egyes fehérjék esetében, azonban egyikilk sem
tekinthet6 altaldnosnak az Osszes protein esetében. Az elméletek szintézise a fehérje
folding un. energiatajkép (energy landscape, 2. dbra) reprezentaciojan keresztil tortént,
amelynek kdzponti eleme a tolcsér modell (funnel) (Onuchic és mtsai., 1997). Ez a modell
mind a termodinamikai mind a kinetikai kérdések vizsgalatdhoz egységes keretrendszert
biztosit. Az energiatdjkép-modell szerint a fehérjék kilonb6z6 konformacidi kilonbozé
szabadenergiaval birnak, a folding energetikai szempontbdl egy tolcséren valé lefolyashoz
hasonlithaté. A tolcsér peremén helyezkednek el a magasabb szabadenergidval
rendelkez6 naszcens lancok, amelyek a folding sordn egyre alacsonyabb energiaszinteket
vesznek fol. A télcsérben tobb Uton is tud lefelé haladni egy fehérje, a tolcsér mélysége a
nativ allapot altal elérhet6 energiaminimum nagysagat jelképezi, a tolcsér szélessége a
polipeptid konformdcidos entrdpidjat, a tolcsér szajanal Iévé horizontalis régid pedig a
heterogén random polipeptidek szabadenergidjat. Ez a modell implicit mddon
reprezentdlja azt is, hogy a nagy energidju denaturalt lancok szdmos kiloénbozd
konformacioval birhatnak, és ahogy haladnak a folding folyamatdban, a lehetséges
konformaciok szama rendkivil lecsdkken, mig végll az egyetlen, nativ szerkezet marad
elérhet6 szdmukra. A fehérje folding tolcsér modellje tovabba képes a foldingkinetikai
eredmények integrdlasara is. Attdl figgden, hogy milyen ,sima” a tdlcsér oldala gyorsabb

vagy lassabb a fehérje folding, a legnagyobb sebességgel a teljesen sima felszinek esetén
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kovetkezik be. A magasabb szabadenergidval biré kiemelkedések a tolcsér oldaldban gatat
szabnak a fehérje folding tovabbhaladasanak, mivel a fehérjének Ujra egy magasabb
energidju allapoton kell athaladnia. Hasonldan a tolcsér oldaldban [évé mélyedések lokalis
energiaminimummal biré nem nativ szerkezeteket jelentenek, amelyek kinetikailag
csapdazott, stabil intermediereket jelképeznek. A fehérjének &t kell lépnie az

energiagatat, hogy tovabb haladhasson a tolcsér aljan 1évé globalis energiaminimum felé.
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2. dbra A fehérje folding és a fehérje aggregdcio energiatdjkép modellje. A fehérjék
kiilbnbéz6 konformdcidihoz kiilbnb6z6 Gibbs szabadenergia szintek tartoznak. A denaturdlt
peptidek a legmagasabb energidjuak, majd a foldingintermedierek és a nativ szerkezet kbvetkezik.
Ez utdbbi egy fehérje esetében a globdlis energiaminimummal biré konformdcid, a létrejéttében
az intramolekuldris interakciok a meghatdrozoak. Azonban tébb fehérje kélcsénhatdsa sordn
létrejohetnek a monomernél kisebb energidju oligomerek és aggregdtumok, amelyekben a

szabadenergiavdltozdsért mdr féleg az intermolekuldris interakciok a felelések. Az amiloid
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aggregdtumok birnak a legalacsonyabb szabadenergidval, ezért ezeket az aggregdtumokat csak

erds denaturdldszerekkel lehet felszabaditani ebbdél a konformdciobdl.

1.4.2. Az energiatajkép és a fehérje aggregacio

Bar normal koridlmények kozott a fehérjék nativ konformacidja a legalacsonyabb
energiaju allapot, ez csak akkor igaz, amennyiben egy fehérjérdl izoldltan beszéllnk.
Azonban az energiatajkép-modell keretrendszert biztosit az aggregdtumképz6dés mogott
allé termodinamikai és kinetikai kérdések vizsgdlatahoz is. Tobb fehérje esetén léteznek
alacsonyabb energidju allapotok, amelyek egy része fizioldgids, mint az oligomerek, masik
résziilk nem, mint az amiloid aggregdtumok. Ezekben az esetekben a szabadenergia
meghatarozdsaban mar nem az intramolekularis interakciék domindlnak, hanem a tobb
fehérje kozott létrejové intermolekularis kapcsolatok. Az aggregatumok kialakuldsa
hasonldéan a foldinghoz egy lokalis (és gyakran globdlis) energiaminimumba t6érténd
eljutds eredménye. Az energiatajkép implicit médon azt is megmutatja, hogy az
aggregatumok létrejottében fontos szerepe van az unfolded vagy hibasan feltekeredett
intermediereknek, ugyanis ezek elérhet6 utvonalakat képviselnek az aggregdtumok felé a
tajképen mind a nativ szerkezet(i, mind a naszcens fehérjék irdnydbdl. Ezen felll fontos
szerepet jatszanak a megnovekedett hidroféb felszineikkel az intermolekularis
kapcsolatok kialakitdsdaban. Ahhoz, hogy a nativ konformacidébdl aggregalédjon egy
fehérje, szlikséges lehet a nativ szerkezet megbomlasa, amely egy energiagct atlépésével
jar, a funkcié szempontjabdl azonban Iényeges, hogy mekkora mértékben marad meg a
nativ szerl szerkezet. Az energiatajkép-modell jol érzékelteti, hogy az aggregacid és a
folding folyamata nem egymadstél flggetlentl jatszodik le, hanem szorosan
Osszefliggenek, ugyanakkor a fehérje végs6é allapota vagy a nativ struktira vagy az
aggregalt allapot. Az un. kinetikai kompeticié (de Groot és Ventura, 2006) elmélet alapjan
a fehérjék aggregacidja és foldingja egymassal versengd folyamatok, a fehérje sorsat a
relativ sebességiik hatarozza meg. Az, hogy a fehérje aggregacido a nativ konformacién
keresztlil kovetkezik be vagy sem hatdrozza meg, hogy az adott fehérje milyen tipusu
aggregadtumot képez. Ezt reprezentdlhatjuk ugy, hogy milyen sima a nativ szerkezethez
vezet6 tolcsér, milyen meredekséggel bir és mekkora energiagat vdlasztja el az

aggregdtum allapotat a nativ strukturatél. Ahhoz, hogy ezt szamszer(siteni tudjuk, két
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tulajdonsdg meghatdrozasa elengedhetetlen, a fehérjék folding sebessége és az

aggregacidra valo hajlanddsag.

1.4.2.1. A fehérje folding in silico predikciés modszerei

A szdmos folding mechanizmus egyittes el6forduldasabdl latszik, hogy rendkiviil
sokszind folyamatrél van szd, ahol egy forgatéokdényv nem alkalmazhaté az dsszes
fehérjére. A fehérje folding vizsgalatara iranyuld kisérleti maddszerek rendkivil
bonyolultak és munkaigényesek, ugyanakkor nem mindig tudnak kell6en részletes és
id6ben is nagy felbontasu eredményt adni (Freddolino és mtsai., 2014). Emiatt rendkivdl
fontosak az in silico mddszerek, amelyek koziil a legpontosabb eredményt a
molekuladinamikai szamitasok szolgaltatjdk. Ezek a mddszerek atomszintl szerkezeti
leirast adnak a fehérjék foldingjarél nanoszekundumos felbontdssal, ami altal szamos
olyan fehérje foldingja vizsgdlhatéva vdlik, amely elérhetetlen volt a kisérleti bioldgia
madszereivel (Hollingsworth és Dror, 2019). Azonban a molekuladinamikai szamitasoknak
is megvannak a maguk hatulitéi: a megfelel szerkezet és folding Utvonal megtalalasahoz
szamos, kilonbozé kiinduldsi konformacidbdl kell kiindulni, mint ahogy egy denaturalt
fehérje is szdmos kilonb6z6 kezdeti szerkezettel birhat. A molekuladinamikai
szamitasokban az atomok egymasra gyakorolt vonzd és taszitd hatdsat kiilonboz6
erGterek segitségével modellezhetjik. Az egyes erGterek valasztdsa egy fehérje
szerkezetének vagy foldingjanak modellezésében jelentGsen befolyasolhatja a kapott
eredményt. Végil pedig a legkisebb fehérjéket leszamitva a szamolasok nagy szamitasi
kapacitast igényelnek. Emiatt nem alkalmazhaté ez a mddszer egy nagy
atereszt6képességl  vizsgalat  kiegészitéseként, ugyanis tobb ezer fehérje
molekuladinamikai modellezése még az egyre novekvd szamitdsi kapacitasokkal is
beldthatatlan ideig tartana. Emiatt a fehérje folding predikciéjara mas, kevésbé pontos,
ugyanakkor tovabbra is informativ mddszerek alkalmazhatdk, amelyek statisztikai
megkozelitéseken alapulnak, nem atomszintl modellezésen. Az elsé ilyen mddszer Plaxco
és munkatarsai megfigyelésére vezethetd vissza (Plaxco és mtsai., 1998), miszerint a
fehérjék folding sebessége Osszefligg azzal, hogy a harmadlagos szerkezetben az
egymashoz kozeli aminosavak milyen kozel helyezkednek el az els6dleges szerkezetben.
Ez a mérészam a contact order, amely ha alacsony, akkor a fehérjének nem kell komplex

folding Utvonalat bejarnia, ezért gyors a folding. A contact ordert sokkal kisebb szamitasi
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kapacitast igénylé algoritmusokkal szamolhatjuk (Plaxco és mtsai., 1998), amely mégis
érdemleges informaciot ad a folding folyamatardl. Ehhez sziikséges ismerni a fehérjék
szekvencidjat és harmadlagos szerkezetét, ez azonban rendelkezésre all mar az E. coli
esetében (Xu és Zhang, 2013). Egy masik megkozelités arra alapszik, hogy bizonyos
szekvenciaelemek hajlamosak egy adott masodlagos struktura felvételére, és egyes
masodlagos strukturak jellemz&en gyorsan atesnek a folding folyamatan. igy a szerkezet
tényleges ismerete nélkil is megbecsiilhet6 a folding sebessége, amennyiben azonositjuk
a jellemz6en gyors és a lassu foldinggal biréd szekvenciamotivumokat az elsédleges
szerkezetben. llyen algoritmus a FOLD-RATE, amely alkalmas a teljes E. coli proteom
vizsgalatara. Az eddig emlitett mddszereknek azonban hatranya, hogy csak egydoménes
fehérjékre alkalmazhatdk. Ez abbdl kévetkezik, hogy a tobbdoménes fehérjékre, valamint
az oligomerekre és a fehérje komplexekre nem alkalmazhaték azok az dsszefiiggések,
amelyekre az el6bbi mddszerek alapulnak, igy nem adnak megbizhaté eredményt ilyen
esetekben. gy is azonban jelentds szamu fehérje vizsgalhatd veliik, tekintve, hogy a

fehérjék fele kb. 1 doménnel rendelkezik.

1.4.2.2. A fehérje aggregacio predikcidja

Az eddig megismert aggregacidval 0sszefliggd tulajdonsagok szdmos olyan in silico
modszer kifejlesztéséhez vezettek, amelyekkel tetszéleges fehérjék aggregacios
hajlanddsdga megbecsiilhet6. Mivel a posztfolding aggregaciéd jelensége korabban
kevéssé volt ismert, valamint a legnagyobb human egészségligyi jelentdséggel bird
fehérjék amiloid tipusu aggregatumokat képeznek, a legtobb méddszer ennek az
aggregacios tipusnak az elbrejelzésére fokuszal. Ez azonban értékes informacid lehet a
fehérje aggregatumok tipusainak elkilonitésében és a mogottes mechanizmusok
megértésében. Amennyiben egy fehérje rendkivili aggregaciés hajlammal bir, az
magyarazatot adhat arra nézve, hogy miért nem éri el a nativ szerkezetét, miel6tt
bekovetkezne az aggregatumképzédés, kiilonosen, ha lassu folding is terheli a folyamatot.
Az AggreScan (Conchillo-Solé és mtsai., 2007) moddszer in vivo kisérleti eredményekre
tdmaszkodod predikcios algoritmus, amely a szekvencian aggregaciés forrépontokat
azonosit. Ezek a régidk kiilonosen alkalmasak az aggregacids folyamat beinditasara,
valamint a denaturalt 3allapotban is jelen vannak és befolydsolhatjdk a fehérje

viselkedését. A PASTA 2.0 (Walsh és mtsai.,, 2014) modszer szintén
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szekvenciainformdacidkat hasznal, amelybdél a masodlagos strukturak jelenlétét, hianyat és
az aggregdcids energiat becsil, ezzel kiegészitve az AggreScan eredményeit. A nagyon
alacsony aggregacids energidju fehérjékre tekinthetlink dgy, mint egy nagyon mély,
nagyon meredek tolcsér vezetne az aggregdcios globdlis energiaminimumhoz, amely
gyors aggregaciot eredményez. A Tango (Rousseau és mtsai., 2004) algoritmus tobb
lépésben jut el az egyes fehérjék béta-aggregacids képességének megbecsléséhez.
Figyelembe veszi a polipeptidet alkotd aminosavak fizikai-kémiai tulajdonsagait, és a pH a
koncentraciot és egyéb kornyezeti paramétereket, majd ebbdl kdvetkeztet a masodlagos
szerkezetre, azok jelenlétébdl pedig az aggregacidés hajlanddsagra. Fontos azonban
megjegyezni, hogy az algoritmus eredeti célja a mutacidok hatasanak vizsgdlata az
aggregdacios képességre, ezért eredményei teljesen kilonboz6é fehérjék esetén csupan
tajékoztatasul szolgalnak, kiegészitve a tobbi aggregacids prediktor eredményeit. A
kilénb6z6 aggregacios és folding prediktorok egylittesen elégséges adatot szolgaltatnak a
fehérje folding és aggregdcid kozti kompeticid vizsgdlatdhoz, amely megmagyarazhatja,

hogy milyen folyamatok vezetnek a kiilénb6z6 tipusu aggregatumok kialakuldsahoz.

1.4.3. A chaperonok

A fehérjék harmadlagos szerkezete az aminosavsorrendben koédolt, és szamos
fehérje képes ezt elérni barmiféle kilsé beavatkozas nélkiil. Vannak azonban bizonyos
polipeptidek, amelyek kisebb-nagyobb mértékben nem megfelels, hibasan feltekeredett
konformaciot vesznek fol a folding soran, amely aggregacidohoz vezethet. Ez rendkivil
negativ kovetkezményekkel bir a sejtre nézve, ezért a baktériumoktdl az emberig minden
él6lény bir a rendkiviili konzervaciét mutatd dajkafehérje-rendszerrel. Ez felel6s a
proteom integritasanak fenntartasaért ugy, hogy segitenek a fehérjéknek félvenni a nativ
szerkezetliket, legyen szd naszcens lancokrdél, vagy olyan fehérjékrél, amelyek misfolding
kovetkeztében rendellenes szerkezettel birnak. E. coliban a két legfontosabb chaperon a
DnaK és a GroEL, amelyek mas modon és mas idében |épnek interakcidba a fehérjékkel. A
DnaK egy konstitutivan expresszalodé dajkafehérje, amely mennyisége stresszhatdsra
tovabb novekedhet, ugyanakkor normal koriilmények kozott nem esszencidlis (Bukau és
Walker, 1989). A DnaK fehérje tarschaperonjaval, a Dnal-vel egyiitt mar a transzlacio
soran képes megkotni a fehérjéket és segiteni azoknak elérni nativ konformacidjukat

azaltal, hogy a félig szintetizalt fehérjéket megakaddlyozza az aggregacidoban. A Dnal
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fehérje ismeri fol és ,mutatja be” a nem nativ szerkezetl fehérjéket, valamint a DnaK
konformaciovaltozasahoz szikséges ATP-hidrolizist segiti. Az interakcid sordn a DnaK
,fedél” része kinyilik, bejut a kliensfehérje, majd lezarul. A DnaK fehérje interakciéba lép a
kliensével, amelyet rovid hidroféb szakaszai altal ismer fel. Ezek a szakaszok a nativ
szerkezet hidnydra utalnak, és a DnaK unfolddz aktivitasaval képes a fehérje
szerkezetének felbontdsara ATP hidrolizise mellett. A DnaK fehérjében tovabbi ATP
hidrolizis hatdsara a kliensfehérje elhagyja a chaperont, igy Ujra lehetdsége nyilik a normal
foldingra. A fehérjefolding energiatajkép-modell értelmében Udgy tekinthetliink a
chaperonokra, mint fehérjékre amelyek képesek a lokalis energiaminimummal birg,
kinetikailag csapdazott szerkezet kialakuldsat megakaddlyozni. In silico eredmények arra is
engednek kovetkeztetni, hogy a DnaK és a kliens fehérje interakcidja lezar bizonyos
folding utvonalakat, megakaddalyozva a nem nativ konformacidk kialakulasat és el6segitve
a nativ szerkezet létrejottét. llyen értelemben ez a chaperon megviéltoztatja a
fehérjefolding energiatajképének topoldgidjat, simabba téve azt (Lu és mtsai., 2021).
Bizonyos fehérjéknek tovabbi segitségre van szikséglk a nativ konformdcidjuk
eléréséhez, ezek tovabbadddnak a GroEL chaperon komplexnek. Ez egy ketrecszer(
fehérje komplex, amely belsejében az egydoménes fehérjék foldingja torténik.
Amennyiben egy fehérje mégsem nyeri el a nativ szerkezetét és aggregalddik, a DnaK
rendszer képes ennek a folyamatnak a visszaforditasara (Mogk és mtsai., 2003), tovabba a
polipeptidek kinyerésére a fehérje aggregatumokbdl, ha azok nem lépnek at egy bizonyos
mérettartomanyt (Diamant és mtsai.,, 2000). A DnaK chaperon rendszer bir a legtobb
klienssel az E. coli proteom tagjai kozott, mintegy 700, féleg citoplazmatikus fehérjérdl
igazolédott, hogy interakcidba |épnek ezzel a chaperonnal (Calloni és mtsai.,, 2012). A
GroEL rendszer kevesebb, csupan kb. 250 klienssel rendelkezik, amelyek koziil kevesebb,
mint 100 obligdt GroEL kliensfehérje (Fujiwara és mtsai., 2010). Tekintve a DnaK rendszer
szamos kliensét és sokféle aktivitasat, feltételezhetd, hogy ez a chaperon fontos szereppel
bir a prefolding aggregacid megakaddlyozasaban. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a DnaK
egyes fehérjék tultermelésénél nem befolyasolja az aggregacid mértékét a sejtekben,
ugyanakkor jelenléte dramaian noveli a fehérje aktivitdst mind a szolubilis, mind az
aggregdalddo fazisban (Martinez-Alonso és mtsai., 2007). Tovabba, bar bevett gyakorlat a
fehérje tultermelés sordn a DnaK egylttes expresszidja, ennek eredményessége rendkiviil

valtozd. Ezért rendkivil fontos a DnaK szerepének szisztematikus vizsgalata az eltér6
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aggregatumtipusok kialakuldsdban, ugyanis lehetséges, hogy eddigi félreértelmezett
szerepe helyett a funkcionalis aggregatumok létrehozdsaban valhat megbizhatd, széles

korben hasznalhatd eszkozzé.
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1.5. Célkitlizések

Disszertacidm sordn arra a kérdésre keresem a valaszt, hogy a fehérjék életitjanak
melyik [épésében kovetkezik be a szuperszaturacid és mely fehérje jellemzdék
befolydsoljak az aggregacid folyamatat és kiilénb6z6 Utvonalait in vivo Escherichia coliban.

Ezt a kérdést tobb aspektusbdl vizsgaltam:

- Milyen gyakorisdggal alakulnak ki az egyes aggregatumtipusok in vivo
kortilmények kozott? Igaz-e a feltételezés, miszerint a proteom dont6 tobbsége az
oldhatdsagi limithez kozeli koncentraciéban fordul el6 a sejtekben a , Life on the edge”
hipotézisnek megfeleléen? Hogy viszonyulnak eredményeink a korabbi in vitro
kortilmények kozott végzett kutatdsokéhoz? Mennyire robosztus vizsgdlati modszerink,
alkalmas-e a nagy ateresztGképességli mikroszkdpia és gépi tanulds a fehérje folding és

aggregacid gyors és nagy mennyiségben torténd vizsgalatara?

- Mely tényez6k vannak Osszefliggésben az egyes aggregatumtipusok
kialakulasaval? Tudunk-e eredményeink alapjan kovetkeztetni az aggregacid két tipusanak
mogottes mechanizmusaira, meg tudjuk-e érteni, hogy milyen erék dontenek egy fehérje

sorsa feldl?

- Milyen fehérje tulajdonsagok segitenek a szolubilitds megbrzésében
overexpresszids kortilmények kozott? Milyen viszonyban van a szerkezet és a felszin a
fehérje oldhatdésaggal, milyen mdédon és mekkora mértékben kiilonbéznek az oldhatd

fehérjék az egyes aggregacios csoportoktol?

- Altaldnosithatdak-e eredményeink a heteroldg fehérjék expresszidjanak esetére?
Van-e olyan oldhatésagot befolyasold paraméter, amely nem E. coli fehérjék esetén is

kiemelkedd fontossaggal bir?

Céljaink megvaldsitasa érdekében nagy atereszt6képességli mikroszkdpids mddszertannal
vizsgaltuk az Escherichia coli egyes fehérjéinek aggregdacios fenotipusat. Ezt kovetben az
Osszes fehérjére kiterjed§, szamos paramétert feldlel6 adatsort hoztunk létre, az
irodalom, adatbazisok és predikciés algoritmusok segitségével, majd az egyes
fenotipusokhoz tartozd kilonbdz6 fehérjetulajdonsagok eltérései alapjan, bioinformatikai

és statisztikai modszerekkel kerestiik a magyarazatot a fenti kérdésekre.
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2. Anyagok és modszerek

2.1. Az ASKA expresszids konyvtar hasznalata

A fehérjeaggregacié mikroszkdpos vizsgalatat a Horvath Péter és a Pal Csaba
Laboratériumok kozremlkodésével végeztiik. A kisérletek soran az uUn. ASKA
overexpresszids konyvtarat hasznaltuk (Kitagawa és mtsai., 2005), amely minden tagja
egy plazmidon, IPTG-vel indukalhatdé mddon fejezi ki az E. coli egy fehérjéjét. Minden
konstrukcié esetében a C-termindlison fuziés formaban zold fluoreszcens fehérjét (GFP)
tartalmazo vdltozatot haszndltuk. A kisérletek soran a torzseket 96-lyukd lemezeken
novesztettik 37°C-on, 280 rpm-es razas mellett LB tapfolyadékban, amely 20 ug/ml
kloramfenikollal mint szelekciés markerrel volt kiegészitve. Az egy éjszakan at tarté
novesztést kovetéen a génexpressziot 2 6ran at 0,1 mM IPTG-vel indukaltuk a teljesen
feln6tt tenyészetek esetében, 37°C-on. A mintakbdl 0,2 uL-t helyeztiink a CellCarrier-96
tipusu (PerkinElmer) lemezekre. Ezt kovet6en a lemez minden lyukaba 100 pl 5 pg/ml-es
koncentraciéju 4,6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI) adtunk MS minimalmédiumban
feloldva, szénforras nélkil. A mikroszkdpos vizsgalatot megel6z6en a sejteket a lemez

aljan centrifugdldssal 6sszegydjtottik.

2.2. Nagy atereszt6képességl fluoreszcens egysejt-mikroszkdpia

A képalkotas PerkinElmer Operetta mikroszkoppal tortént. Lyukanként négy
helyrél tortént a felvételek készitése, minden pozicidban lézer alapu képfdokuszalds
tortént. Két kulon kép készilt két csatornan (a DAPI és a GFP segitségével), 60x-o0s
nagyitasi objektivvel, ezdltal az egyes sejtek és a benniik el6forduldé aggregatumok
elhelyezkedése is megfigyelhetd volt. Minden vizsgalati pozicio esetében, 0,5 um-es
eltoldssal 6t kilonb6z6 kép készilt a z-tengely mentén, amelyek segitségével a perfect
focus algoritmus létrehozta a legnagyobb kontraszttal biré felvételeket. A képek tovabbi
feldolgozasa a CIDRE algoritmussal tortént (Goodsell és Olson, 2000), amely az egyenetlen
vilagitas kiszlréséért volt felelés. A sejtek felismerése és a paramétereik kinyerése a
CellProfiler (Carpenter és mtsai., 2006) programmal tortént. A sejtek azonositasa a DAPI-

jel alapjan tortént az Otsu adaptiv hatarérték alkalmazasdaval, az 6sszeér6 sejtek pedig a
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Watershed algoritmus segitségével keriiltek elvalasztasra. Minden vizsgalt torzs esetében
kb. 1000 sejt adatait nyertik ki az elkészilt képekbdl, killonos tekintettel a GFP szignal
jelenlétére és sejten bellli eloszlasara. A sejtklasszifikdcio felligyelt gépi tanulasos
madszerrel tortént az Advanced Cell Classifier szoftver segitségével (Piccinini és mtsai.,
2017). Harom kilonb6z6 GFP fenotipust figyeltlink meg: a GPF szignal teljes hianyat (a
fluoreszcencia szint megegyezett a negativ kontroll értékeivel), a homogén GFP-jelet (az
egész sejt teriiletén egyenletes fluoreszcenciaintenzitds) és a koncentralt GFP-jelet, amely
a sejt vagy egyik vagy mindkét podlusdn jelent meg. Azok a sejtek, amelyek egyik
kategdriaba se illettek bele, eldobdsra kertiltek. A klasszifikacié a Weka szoftver neuralis
halo alapu moddszerével tortént (Hall és mtsai.,, 2009). Minden fehérje a dominansan
el6forduld fluoreszcencia-fenotipus alapjan kerilt besoroldsra. A vizsgalat soran 3706 E.

coli protein aggregacios és folding tulajdonsagait elemeztik.

2.3. Afehérjeexpresszid és az in vivo aggregacio kisérletes ellenérzése

A fehérjeexpressziot és az aggregaciot ellen6rzé western blot vizsgalatokat Balogh
David, Oszi Erika és Magyar Zoltdn végezte a projekt soran, az eredmények statisztikai
kiértékelését pedig én végeztem. A sejtklasszifikacio sordan harom markansan eltéré
sejttipust azonositottunk, amelyek kozil az egyik a fluoreszcencia hidnyat mutaté a sotét
aggregatumot tartalmazé sejtek voltak. igy sziikséges volt annak ellenérzése, hogy nem a
génexpresszié6 hidnya miatt marad-e el a GFP-jel megjelenése. Az expresszids
vizsgalatokhoz egy 128 tagbdl 4all6, véletlenszerlen kivalasztott génszettet hasznaltunk,
amelynek dont6 tobbsége a sotét aggregatum csoportba esett (lasd 1. szamu tablazat). Az
expresszios vizsgalatok soran western blot kisérletekben a kivalasztott torzseket egy
éjszakan at novesztettiik 37°C-on, 1ml LB médiumban, amely 20 uM kloramfenikollal volt
kiegészitve. A novesztést kovetSen a sejteket 2 érdig 0.1 mM-os IPTG-vel indukaltuk,
szintén 37°C-on. Ezt kovetben a sejteket centrifugaldssal (kb. 13000 g nehézségi erd
mellett) 6sszegydjtottiik, majd a pelleteket 250 pl 2xSDS (4%) pufferben szuszpendaltuk.
Ezt kovet6en 5 percig forraltuk a mintdkat, majd 5 pl-t felvittlink 10%-o0s SDS-poliakrilamid
gélre (PAGE). A géleket megfesttettiik Coomassie Brilliant Blue festékkel, vagy PVDF

membranra (Amersham, GE Healthcare Lifescience) blottoltuk. A membranokat
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blokkoltuk 5 témegszazalékos tejport és 0.05 térfogat-szazalékos Tween20-at tartalmazé
TBS pufferben (TBST puffer: 25mM Tris-Cl, pH 8.0, 150 mM NaCl) egy 6rdn keresztil
szobahémérsékleten. Ezt kovetéen a a membranokat 5 tomegszazalékos tejport és
els6dleges anti-GFP antitesteket tartalmazd TBST pufferben egy éjszakan at inkubaltuk.
Ezt kbvetSen TBST pufferrel haromszor mostuk a mintat a féloslegben maradt elsédleges
antitestek eltdvolitdsa érdekében, majd a membranokat a masodlagos antitestek
(1:20000 higitas, Sigma-Aldrich) jelenlétében TBSB-ben (25mM Tris-Cl, pH 8.0, 150 mM
NaCl) inkubdltuk egy o6ran at szobah&mérsékleten. Ezt kovetSen ujbdl haromszor
atmostuk a membranokat TBST pufferrel és standard kemilumineszcens maédszerrel

el6hivtuk (Thermo Scientific).

Az aggregdcio vizsgalatdhoz 46 fehérjét valasztottunk ki (lasd 1. tablazat). A sejtek
hasonld médon novesztettiik, mint az expresszios vizsgalatok esetében. A centrifugdlas
lépése utan a pelleteket 200 pl BugBuster (Sigma) pufferben oldottuk fol
szobah&mérsékleten. Az oldatokat 16 000 g nehézségi erével 20 percig centrifugaltuk 4°C-
on. A 200 pl-es felliluszot eltavolitottuk és 50 pl 5xSDS (10%) pufferrel egészitettik ki
(szolubilis frakcid). A pelleteket 250 pl 1xSDS (2%) pufferben szuszpendaltuk fol
(aggregalodo frakcid). A mintdkat 5 percig forrasban tartottuk, majd 5-5 pl-t vittlink fol
10%-0s SDS-poliakrilamid gélekre. A western blotot az el6z8ekben leirt mddon hajtottuk
végre. A gélképeken megjelené intenzitdsvizsgalathoz a képeket fekete—fehér arnyalatuva
alakitottuk, a degradaciébdl szarmazé termékeket figyelmen kivil hagytuk. A
kvantifikdciéhoz az Image Studio Light szoftvert hasznaltuk, a kapott intenzitasértékeket a

hattérzajra korrigaltuk.

2.4. A fehérje- és génjellemzd6ket tartalmazo adatsor 6sszeallitasa

Ahhoz, hogy feltarhassuk a fehérjeaggregacios fenotipusok kialakuldsa mogott
rejlé tényezbket, sziikséges volt az 0Osszes rendelkezésiinkre all6 fehérjeparaméter
felhaszndlasara vizsgalataink soran, amelyeket egy egységes adatsorba rendeztink. A
fehérjék sejten bellli lokalizacidéjat a StepDB adatbazis segitségével gyljtottik Ossze
(Orfanoudaki és Economou, 2014), az oligomerizaciéra vonatkozd adatokat pedig az
EcoCyc adatbazisbdl (Keseler és mtsai., 2017). A fenotipusok gyakorisaganak

meghatdrozdsan tul a tovabbi elemzésekhez kizardlag a citoplazmatikus monomer
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fehérjéket haszndltuk, amelyekbdl 1631 volt az adatsorunkban. Erre két okbdl volt
szilkség: a fehérjék sejten beliili lokalizacidja er6s Osszefliggést mutatott az altaluk
alkotott aggregdtumok tipusaval, az oligomerizacié pedig negativ 6sszefliggésben allt az
oldhatdsaggal. Ahhoz, hogy ezeknek a paramétereknek az ismert torzitd hatdsat kizarjuk
vizsgalatainkbdl, a késébbiekben csak a citoplazmatikus monomereket hasznaltuk. 115
fehérje és génjellemz6t gydjtottink Ossze, ideértve az mRNS és a fehérjék nativ
expresszios szintjét, a fehérje—fehérje interakcidk jelenlétét, a fehérjerendezetlenség
mértékét, fizikai-kémiai jellemzéket és funkciondlis besorolasokat (lasd 2. tablazat). A
felszini és bels6é aminosav-gyakorisagok, valamint a felszini ,ragaddssag” (Levy, 2010)
(protein stickiness) meghatdrozasahoz a fehérjeszerkezeti adatokat Zhang Laboratérium
repozitériumabdl gydjtottik (Xu és Zhang, 2013). A strukturdlis adatok a CATH
adatbazisbdl (Sillitoe és mtsai., 2019) szarmaztak , a fehérjerendezetlenség pedig a
MobiDB adatbazisbdl (Piovesan és Tosatto, 2018), amely kiilonb6z6 algoritmusok adatait
tartalmazta, mint a DisEMBL (Linding és mtsai., 2004), PONDR VSL2B (Peng és mtsai.,
2006), iUpred (Dosztanyi és mtsai.,, 2005) és az Espriz (Walsh és mtsai.,, 2012). Az
rendezetlen aminosavak szamat minden esetben normaltuk a fehérje hosszra. Az 6sszes
tovabbi elemzéshez felhasznaltuk mind az 1631 fehérjét, amely aldl csak a folding rata
(Gromiha és mtsai., 2006) és a contact order (Plaxco és mtsai., 1998) volt a kivétel. Ezek
az algoritmusok megbizhatd eredményt csak az egydoménes monomer fehérjék esetében
adnak, igy a tobbit eltavolitottuk az adatsorbdl, ami 661 fehérjét eredményezett. Az ROC-
gorbe alatti terilet szamitdsahoz a pROC nevli R csomagot haszndltuk 10-szeres
keresztvalidacidval. Az enzimek 4dltal végrehajtott kémiai atalakuldsokat leir6 Enzyme

Commission kategorizalast a UniProt adatbazisbdl gydjtottik.

A heteroldg expresszidval megtermelt fehérjékre vonatkozé szolubilitasi adatokat
a Northeast Structural Genomics Consortium (Price és mtsai., 2011) adatbdzisabol
gy(jtottik. Ez kb. 9000 fehérje E. coliban toértént expresszidjaval készilt, azonban szamos
redundanciat tartalmazott. Ezért kizartunk minden szekvenciat, amely 100%-ban
megegyezett bdrmely madsikkal, valamint azokat, amelyek legalabb 99%-o0s
szekvenciahasonldésdgot mutattak barmely E. coli fehérjével. Ez utdbbi azért volt
sziikséges, hogy a sajat méréseinkt6l flggetlen adatsoron validalhassuk a

fehérjerendezetlenségre vonatkozd eredményeinket. Ezen feliil Iétrehoztunk egy adatsort
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olyan fehérjékbdl, amelyek 100%-os szekvenciahasonldsagot mutattak az emberi
fehérjékkel, annak érdekében, hogy egy j6 mindségl, eukariota eredetli fehérje szetten is
ellendrizzik Aallitasainkat. A szekvenciahasonlésagok szamitasahoz a BlastP algoritmust
hasznaltuk, az elvart E-értékeknek minden esetben kisebbnek kellett lenniiik mint 107, a

szekvenciak lefedettségének pedig legalabb 80%-osnak kellett lennilk.

Minden egyéb szamoldshoz az R 3.5.0 2018-04-23-as verzidjat hasznaltuk (R Core
Team, 2008) az Rstudio 1.1.447-es verzidjdba agyazva. Az dbrdk elkészitését az emlitett R
szoftver beépitett funkcidival, valamint a 2.2.1-es verzidszdmu ggplot2 csomag

segitségével végeztiik.
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3. Eredmények

A rendelkezésilinkre allé szisztematikus, in vivo proteomikai adatok segitségével
megvizsgaltuk a fehérjeaggregaciot befolyasold tényezdket. Ennek elsé |épéseként
attekintettik az egyes aggregdacios fenotipusok relativ gyakorisagat és a besorolasuk
robosztussagat, és Osszevetettilk adatainkat a korabbi nagy atereszt6képességl in vitro
eredményekkel. Ezutdn az altalunk Osszedllitott szisztematikus adatsor segitségével
megvizsgaltuk, hogy mely tényez6k melyik aggregacids fenotipus kialakuldsdahoz vezetnek,
mi hatdrozza meg, hogy a fehérje aggregacid a folding el6tt vagy utan kovetkezik be. Ezt
kovet6en pedig azt teszteltlik, hogy vajon milyen fehérje paraméterek fliggenek 6ssze a

szolubilitassal, véglil pedig eredményeink egy részét fliggetlen adatsoron validaltuk.
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A felvételek elemzése

3. dbra A fehérje aggregdcio nagy dteresztéképességli mikroszkopids vizsgdlata gépi
tanuldsos klasszifikacioval. A munkamenet az E. coli overexpresszios kdnyvtdr (ASKA),
névesztésével kezdddott (Kitagawa és mtsai., 2005). Az egyes fehérjéket 96 lyuku platekben egy
éjszakdn dt névesztettiik, majd DAPI hozzdaddsdval mikroszkdpids képeket készitettiink. A

legnagyobb kontraszttal biré képeken ezutdan a CellProfiler algoritmussal azonositottuk a sejteket,
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valamint a fluoreszcens jelet. A sejtek klasszifikdcidja az Advanced Cell Classifier szoftverrel
tortént, amelyhez felhaszndldi inputot adtunk az egyes fenotipusok felismeréséhez. A sejtek
klasszifikaciojat kévetéen a leggyakoribb sejtes fenotipust haszndltuk a fehérjék fenotipusdnak

leirdsdra.

3.1. Két aggregacios fenotipus klilonboztetheté meg overexpresszid

esetén E. coliban

Vizsgdlataink soran 3706 nativ E. coli fehérje szolubilitasat vizsgaltuk sejtszinten
nagy atereszt6képességli mikroszkdpias és gépi tanuldsos moddszerrel (3. dbra, lasd
madszerek). Mivel a C-terminadlison fehérjéhez kotott fuzidés GFP-rél ismert, hogy indikalja
a fuzids partnere folding allapotat (Waldo és mtsai., 1999), a fluoreszcens jel megléte és
eloszlasa arulkodik a vizsgalt fehérje oldhatdsagardl és foldingjardl. Harom kiilonb6z6
fenotipust azonositottak kordbbi vizsgalatok sordan: amennyiben a fluoreszcens jel
diffizan a teljes sejtben megfigyelhet6, akkor a fehérje atesett a folding folyamatan és
szolubilis formdaban van jelen a sejtekben (Natan és mtsai., 2018). Amennyiben a sejt
egyik, vagy mindkét polusan figyelhet6 csak meg a fluoreszcens jel, abban az esetben az
aggregatumok nativ szerkezetli GFP jelenlétére utalnak (Hedhammar és mtsai., 2005;
Wagner és mtsai., 2007). Ez arra utal, hogy a GFP az aggregdciét megel6z6en folvette
nativ vagy nativszer(i konformacidjat. Es mivel szdmos bizonyiték szolgal arra, hogy a
fuziéds GFP j6 indikdtora az N-termindlison |év6 protein folding allapotanak (Bock és
mtsai., 2012; Shmueli és mtsai., 2013; Waldo és mtsai., 1999; Zhang és mtsai., 2005), arra
kovetkeztethetlink, hogy az N-terminalison |év6 fehérjék is elérték ezt az dllapotot.
Szamos fehérjér6l bebizonyosodott, hogy az aggregdtumban is képesek megérizni az
aggregacid el6tt felvett szerkezetiiket, igy potencidlisan enzimatikus aktivitdssal is
birhatnak (Garcia-Fruités és mtsai., 2005; de Groot és Ventura, 2006). Ezt az
aggregatumtipust fluoreszcens aggregatumnak neveztiik a megfigyelt fenotipus alapjan.
Ez megfeleltethet6 a posztfolding aggregatumnak, ahol a folding és az aggregacié egymas
utan kovetkezik be, bar maguk az aggregatumok tobbféle szerkezetl fehérjét is
tartalmaznak, olyanokat is, melyek nem feltétlen rendelkeznek nativ szerkezetiikkel
(Garcia-Fruitds és mtsai., 2005; Simona és mtsai., 2005). A harmadik leirt fenotipus nem

mutat fluoreszcens jelet, amelybél arra kovetkeztethetiink, hogy a fehérjék a folding
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folyamatat megel6z6en, vagy annak soran aggregdlddtak, ezeket sotét- vagy prefolding
aggregatumoknak nevezziik (Natan és mtsai., 2018). A sejtszint(i mikroszkdpids adatokat
felligyelt gépi tanuldas moddszerével elemeztik, amely soran kb. 1000 sejtet vizsgaltunk
minden expresszids torzs esetében. A fehérjék fenotipusaként a legnagyobb gyakorisaggal
el6forduld sejtes fenotipust hatdroztuk meg. Az E. coli proteom tagjai Osszevethetd
gyakorisaggal estek az altalunk meghatarozott harom oldhatésagi csoportba (4. dbra): a
fehérjék 29,6%-a szolubilis volt az erés overexpresszid ellenére, 33,9%-uk a fluoreszcens
aggregdlédd csoportba kerilt és 36,5%-uk a sotét aggregalédd csoportba.
Eredményeinkbdl tehat kovetkezik, hogy a fehérjék kozel 1/3-a nincs az oldhatdsagi limit
kozeli koncentracidban, hiszen nagy mértékl overexpresszid esetén is oldhatéd maradt. Ez
az ardny fizioldgias korlilmények kozott feltehetéen még magasabb, igy eredményeink
alapjan a ,Life on the edge” hipotézis nem tekintheté univerzalisan igaznak a teljes

proteomra nézve.
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128 N =1223
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4. abra Az egyes sejtfenotipusok és az dltaluk meghatdrozott fehérjefenotipusok
gyakorisdga. Minden fehérje aggregdcios fenotipusdnak meghatdrozdsdhoz kb. 1000 sejt
fenotipusdt haszndltuk. Amennyiben a vizsgdlt sejtek 100%-a egy adott fenotipust mutatott,
abban az esetben az dbrdn az adott fenotipushoz tartozo csucsba keriilt. A csucsoktol mutatott
eltdvolodds ardnyos a sejtfenotipusok ardnydval, amelybdl Idthaté, hogy a legt6bb

overexpresszios térzs dénté tobbségben egyféle sejtfenotipust mutatott, tehdt a klasszifikdcio
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robosztus. A szinekkel reprezentdlt denzitdsbol pedig leolvashato, hogy mindhdrom fehérje
fenotipus kézel azonos mennyiségben reprezentdlodott a proteomban. A piros vonalak a déntési

hatdrokat jelélik.
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3.2. A nagy atereszt6képességli  mikroszkdépids  moddszer

eredményeinek validacidja

Mivel a nagy datereszt6képességli mikroszképids mddszer a fluoreszcens jel
alapjan kozvetve ad informaciét a fehérjék aggregdcios allapotardl, sziikségesnek taldltuk
az eredmények validacidjat. Ehhez két parhuzamos megkozelitést alkalmaztunk. Az elsé
megkozelités sordn egy kisebb fehérje szettet vizsgdltunk western blot maddszerrel
expresszio és aggregdacidé szempontjabdl. Ennek sordn f6éleg a sotét aggregatumot képz6
fehérjéket vizsgaltuk, ugyanis ezek esetében a fluoreszcens jel hidnya az overexpresszids
konstrukciok nem megfelel6 mikodésére is utalhat: amennyiben a fehérjék expresszids
szintje nem éri el a detekcids limitet, az a prefolding aggregdtumokhoz hasonldan a
detektdlt GFP-jel hianyahoz vezethet. Kisérleteink azonban azt mutattak, hogy a vizsgalt
sotét aggregdlédd fehérjék 95%-a esetében (97-b6l 92 fehérje esetén) megfeleld, a
fluoreszcens aggregatumokkal 6sszemérhetd volt az expresszios szint (5. dbra A és B
panel). Tovabba a sotét aggregatumot képzé fehérjék 88,9%-a a western blot kisérletek

sordn csak az aggregalddo fazisbol volt kimutathaté (5. abra C panel).
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5. dbra. Az overexpressziot kéveté aggregdcios fenotipusok kisérletes validdcidja. (A) A
mikroszkopos vizsgdlatok alapjan sétét aggregdlédd fehérjeként besorolt 97 proteinen végzett
western blot kisérletek eredményei. A western blot analizis alapjdn a fehérjék 94,8%-a
expresszalddik detektdlhatdo mennyiségben. (B) A detektdlt expresszalddo fehérjékhez tartozd
intenzitdsértékek a sotét- és fluoreszcens aggregdlodo csoportban. Nem mutathatd ki szignifikdns
kiilonbség a két csoport fehérjéinek detektdlt intenzitdsértékeiben (P = 0,8794, N = 71, kétoldali
Wilcoxon rangdsszeg proba, Idsd mdodszerek). (C) A szolubilis és aggregdlodé frakciok elemzése
SDS-PAGE western blot mddszerrel a mikroszkdpos vizsgdlatok validdcidja érdekében. 14
szolubilis, 14 fluoreszcens aggregdlodo és 18 sétét aggregdlodo fehérjét véletlenszeriien
kivalasztottunk a kisérletek sordn, egy fehérje fenotipusdt akkor tekintettiik aggregdléddnak,
amennyiben a szolubilis frakcioban nem volt megtaldlhatd a proteinbél az SDS-PAGE western blot
elemzés sordn (ldsd mddszerek). A mikroszképos vizsgdlatok alapjan szolubilisként osztdlyozott

fehérjék egyértelm( feldusuldst mutatnak a szolubilis frakcioban az aggregdlddo fehérjékhez
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képest (P = 7,48 * 107 és P = 5,26 * 10, N = 46 és 46, kétoldali Fisher egzakt teszt). A sétét- és a
fluoreszens aggregdtumokat mutato fehérjék hasonlé gyakorisdgot mutatnak az aggregdlodo és

szolubilis frakciokban (P = 0,49, N = 32, kétoldali Fisher egzakt teszt).

A masik megkozelités soran adatainkat korabbi in vitro transzlacids kérilmények
kozott végzett aggregdcids kisérletek eredményeivel vetettiik 6ssze (Niwa és mtsai.,
2009). Annak ellenére, hogy az in vitro és az in vivo kérilmények jelent&sen kilonboznek,
nagy mérték(i atfedést tapasztaltunk a fehérjék aggregacidos viselkedésében
(esélyhdnyados = 8,23, P<10", Fisher-egzakt teszt). Tovabbd mindkét in vivo aggregdcios
fenotipus hasonldan feldusul az in vitro aggregalddé fehérjék kérében (P = 0,1873, Fisher
egzakt teszt, 6. dbra). Ez azt jelenti, hogy azok a fehérjék, amelyek az in vitro vizsgdlatok
soran aggregatumként jelentkeztek egyforman reprezentdltak az altalunk vizsgalt két
aggregacids csoportban, nincs szisztematikus hatds egyik javdra sem, tehat egyforma
érzékenységgel tudjuk azonositani 6ket. Ezek a vizsgalatok azt is megerésitik, hogy a GFP-
fuzié, amit kisérleteink soran haszndltunk, nem befolyasolta a fehérjék aggregdacios

viselkedését.
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6. dbra In vitro és in vivo aggregdcios fenotipusok dsszehasonlitdsa. In vitro aggregdcios
meérések sordn nem volt lehet6ség a kiilénb6z6 aggregdcios fenotipusok elkiilénitésére, mivel a
konstrukciok nem tartalmaztak GFP vagy egyéb, szerkezeti informdciot hordozo riportert. A nagy
dteresztéképességli in vivo mikroszkdpids mddszeriink ezzel szemben két eltéré fenotipust
kiilbnbéztetett meg. A két in vivo aggregdcio tipus azonos mértékben dusul fel az in vitro
aggregadlodo fehérjék kérében, ezért a GFP fuzids fehérje nincs hatdssal a mérés sordn az

aggregdcios fenotipusra.
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3.3. A fluoreszcens aggregatum fenotipusa domindans citoplazmatikus

fehérjék esetén, mig a sotét aggregatumé a membranfehérjéknél

A fehérjék normal expresszids szint melletti lokalizacidjara vonatkozé adatok
felhaszndlasaval elemeztiik, hogy az egyes fehérje aggregdcidos fenotipusok
Osszefliggenek-e a fehérjék el6forduldsaval. Mig a membranfehérjék 69%-a a folding
folyamatat megel6z6en aggregdldodik, a citoplazmatikus fehérjék esetén ez az ardny
csupan 17,2%. Ugyanakkor a citoplazmatikus fehérjék 34,6%-a szolubilis marad a
nagyfoku overexpresszio ellenére is és 48,1%-uk a foldingot kdvet6en aggregalddik (lasd
7. abra). Ezek az eredmények 6sszhangban allnak a kordbbi feltételezéssel, mely szerint a
membranfehérjék a foldingot és a membranba épllést megel6z6en, mig a
citoplazmatikus fehérjék inkabb a foldingot kbvetGen aggregalddnak, amennyiben atlépik
az oldhatdsagi hatdrértékiiket (Ciryam és mtsai., 2013). Eredményeink tovabba arra is
ravilagitanak, hogy az aggregdlddd citoplazmatikus fehérjék 70%-a a folding folyamatat
kovetbéen aggregalddik, annak ellenére, hogy a 37°C-os novesztési h6mérséklet nem
kedvez ennek a tipusu aggregdaciénak (de Groot és Ventura, 2006). Mégis, a fluoreszcens
aggregacid a domindns mddja az aggregatumképzésnek az E. coli citoplazmatikus fehérjéi

esetében.
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7. dbra. A kiilonb6z6 aggregdcios fenotipusok gyakorisdga a sejtes lokalizacidjuk
fiiggvényében. Mig a membrdnfehérjék 69%-a a foldingot megel6z6en aggregadlddik, igy nem
mutat fluoreszcens jelet, a citoplazmatikus fehérjék esetében ez az ardny csupén 17% (P < 107,

kétoldali Fisher egzakt préba).

3.3.1. A fazisszeparaci6 nem bir dont6 jelent6séggel az in vivo

aggregacio folyamataban E. coliban

A sotét és fluoreszcens aggregatumok mellett a fazisszeparalt aggregatumok
kialakuldsa is dllhatna megfigyeléseink mogott. Mivel a fazisszeparalt granulumok
rendelkezhetnek nativ szerkezet( fehérjékkel, megjelenésiikben leginkabb a fluoreszcens
aggregatumokra hasonlithatnak. gy a fluoreszcens jel jelenthetné a fazisszeparacié

kialakulasat a nativ szerkezetiiket felvett fehérjék esetében. Ezért két kiilonb6z6
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modszerrel vizsgaltuk, hogy az E. coli proteom mekkora része képes fazisszeparalt
granulumok létrehozasara és feldusulnak-e barmelyik aggregaciés csoportban ezek a
fehérjék. A PsPredict mddszerrel kiszdmitottuk az egyes fehérjék fazisszepardcios
képességét (Sun et al, 2019), a FuzDrop mddszerrel (Hardenberg et al, 2020) pedig
azonositottuk a dropletképzé proteineket. Eredményeink azt mutatjak, hogy az E. coli
fehérjék 1,53 és 2,42%-a képez fazisszeparalt aggregatumokat. Tovabba nem tapaszaltunk
konzisztens feldudsulast sem a sotét, sem a fluoreszcens aggregdcids csoportban, ezért
nem ez a jelenség all a megfigyelt fenotipus hatterében (8. dbra). Egyes esetekben a
fazisszeparacio birhat jelent&sségel az aggregatumképzésben, de kijelenthetd, hogy donté

szerepe nem lehet a folyamatban, pusztan a fazisszeparaciora képes fehérjék alacsony

szamanak kovetkeztében.
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8. dbra. A fazisszepardcio és dropletképzé fehérjék gyakorisdaga az aggregdcios
csoportokban. (A) A fdzisszepardciot képz6 fehérjéek nem mutatnak feldusuldst a fluoreszcens
aggregdtumot alkotok kérében (P = 0,0906, N = 1014, Fisher egzakt teszt). (B) A dropletképzdé
fehérjék szignifikdnsan alulreprezentdltak a fluoreszcens aggregdlodo fehérjék kézétt a sétét
aggregalodo csoporthoz képest (P = 0,0001, N = 1002, Fisher egzakt teszt).
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3.4. A sotét aggregatumok kialakulasat meghatarozé tényez6k

A fehérje aggregacid két utvonaldt meghatarozé tényez6k megismerése
érdekében osszeallitottunk egy 115 fehérje tulajdonsagbdl allé adatsort, amely kiilonb6z6
fizikai—kémiai, strukturdlis és funkciondlis genomikai paramétert tartalmazott a
citoplazmatikus fehérjék dont6 tobbségére (2. tdblazat). A fehérjék donté tobbségére
(93%) tovabba rendelkezésre allt state-of-the-art mddszerrel készilt haromdimenzids
szerkezeti predikcié (Xu és Zhang, 2013). A tovabbiakban a citoplazmatikus fehérjékre
fokuszaltunk, hogy elkeriiljik az oligomerizacid folyamataval 0Osszefliggésben |évé
tulajdonsagok szisztematikus torzitdé hatdsdt az aggregacids tulajdonsagokra nézve
(Pechmann és mtsai., 2009). igy 1631 fehérje maradt az adatsorunkban. Annak
érdekében, hogy elkiilonitsik a két aggregdcios Utvonalat a fehérjék molekuldris jellemzéi
alapjan logisztikus regresszidt hajtottunk végre az egyes paraméterek segitségével. A
legerésebben diszkriminald tulajdonsagok a béta-aggregacioéra hajlamos
szekvenciarészletek megléte, a fehérje felszinek un. ,ragaddssaga”, a DnaK chaperonnal
mutatott interakcié és a fehérjék béta-redd struktirat jelentés mértékben tartalmazé
szerkezet volt (9. abra). Szdmos tovabbi strukturdlis és funkcionalis jellemz6 szerepel az
adatsorunkban, azonban ezek koéziil egy sem mutatott szignifikans kulénbséget a két
aggregacidés Utvonal kozott. Egy enzimosztdly sem dusult fel a sotét aggregacids
csoportban (lasd 3. tadbldzat), amibd6l arra kovetkeztethetlink, hogy a fehérjék
aggregacidjanak madjat befolyasold tényez6k tobbnyire fliggetlenek a szerkezettdl és a
funkciotél. Tovabbd eredményeink arra utalnak, hogy barmely enzimoszaly képvisel6je
képes lehet fluoreszcens aggregatumot képezni, amely biotechnolégiai szempontbdl

rendkivil el6nyos.
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9. dbra. A pre- és a fluoreszcens aggregdcios utvonalat megkiilonbézteté legfébb
fehérjeparaméterek. Az egyes paraméterek predikcids képességét a 10-szeresen keresztvaliddlt
logisztikus regresszios modell ROC gérbéje alatti teriiletként hatdroztuk meg. Az dbrdzolt
fehérjeparaméterek statisztikailag szignifikansak maradtak a p-érték FDR korrekcidjat kévetden is.
**¥ esetén p < 0,001, ** esetén p < 0,01, * esetén pedig p < 0,05 a logisztikus regresszios

modellben. A hibasdvok a gérbe alatti teriilet 95%-o0s konfidenciaintervallumot dbrdzoljdk.

53



Korabbi eredmények arra mutattak, hogy amennyiben egy fehérje lassan
aggregalddik, abban az esetben a folding folyamata lejatszodhat még az aggregatumok
létrejotte el6tt. Ez egyfajta kompeticiot hoz létre az aggregacid és a folding kozott
(kinetikai kompeticio hipotézis), amely eredménye meghatdrozza az aggregatum tipusat
(de Groot és Ventura, 2006). Eredményeink harom kilonb6z6 mdédon tamasztjak ald a
sotét aggregdtumok magasabb aggregaciés hajlanddsagat az E. coli citoplazmatikus

monomerek dsszességére.

1.) Az sotét aggregatumot képzdé fehérjék nagyobb mennyiségben tartalmaznak
un. aggregaciés forropontokat (P = 5.01*107, logisztikus regresszid, az
AggreScan prediktor alkalmazdsaval, ldsd az 2. szamu kiegészité tablazatot az
egyéb algoritmusok eredményeiért). Ezek a szekvenciarészletek hajlamosak az
amiloid aggregatumok képzésére, amennyiben a fehérje részben vagy teljes
egészében kitekeredik, vagy eleve denaturdlt allapotban van (Chiti és mtsai.,

2003; de Groot és mtsai., 2006).
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10. dabra. Az AggreScan (Conchillo-Solé és mtsai.,, 2007) algoritmussal szamolt
aggregdcios forrépontok gyakorisdga a két aggregdcios csoportban. A sétét aggregdcios
csoport tagjai hosszra normdlva szignifikdnsan nagyobb mértékben tartalmaznak aggregdcios

forrépontokat (P = 5.01*107, logisztikus regresszid).

2.) A sotét aggregatumot képzG6 fehérjék esetében szignifikansan feldusul a béta-
lemezek aranya (P = 0,0003, logisztikus regresszid), amelyekrdl ismert, hogy a
nativ struktira elérését megel6z6en képesek az aggregaciét meginditd

nukleuszaként viselkedni (Bellesia és mtsai., 2009; de Groot és mtsai., 2006).
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11. dabra. A féként béta szerkezeteket tartalmazo fehérjék gyakorisaiga a két
aggregdcios csoportban. A s6tét aggregdcios csoportban szignifikansan magasabb a féleg béta

szerkezetli fehérjék gyakorisdga (P = 0.0004, Esélyhdnyados = 2.35, Fisher egzakt teszt).

3.) A két aggregacios csoport szignifikdnsan kiilonbo6zik a fehérjék ragaddssagaban
(P = 0,00038, logisztikus regresszid), amely a tobbi makromolekuldval létrejové
nemspecifikus interakciok létrehozasara valé képességre utal (Levy és mtsai.,
2012), egyfajta kozelitésként a magasabb aggregacios hajlanddsagra. Ezek az
eredmények egybehangzéan alatdmasztjdk a feltételezést, hogy a
sOtétaggregatum-képzé fehérjék aggregdciés képessége meghaladja a

fluoreszcens aggregdlddé fehérjékéét.
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12. dbra. A sétét aggregdcios csoportban szignifikdnsan magasabb a fehérjék felszini
ragadossdga a fluoreszcens aggregalodo csoport fehérjéihez képest (P=0.00038, logisztikus

regresszio).

Ezt kovetGen megvizsgdltuk az egyes fehérjék folding ratajat is a két
aggregacids csoport esetében. Azt tapasztaltuk, hogy a fluoreszcens aggregatum képzé
fehérjék magasabb folding rataval birnak, amit két kilonboz6 prediktor segitségével is
megerdsitettiink. Ezek a Fold-Rate mddszer (Gromiha és mtsai., 2006), amely a folding
sebességével Osszefliggésben |évé szekvenciaparaméterek segitségével becsli meg a
folding sebességét, valamint a contact order (Plaxco és mtsai., 1998), amely a fehérje
els6dleges és harmadlagos szerkezetében egymashoz kdzel allé aminosavak tavolsagai és
a folding sebessége kozti korrelaciét hasznalja a folding sebességének megbecslésére
(lasd moddszerek). Mindkét modszer egybehangzdéan azt mutatja, hogy a soOtét

aggregadtumokat képz6 fehérjék lassabb folding rataval birnak (P = 0,0055 és P=0,004,
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logisztikus regresszié mind a Fold-Rate, mind a contact order esetében). A contact order
tovabba Onmagaban is a két aggregacidos csoportot legjobban megkilonboztetd

paraméter (9. abra).
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13. dbra A contact order és a fehérje folding rdata mértéke a két aggregdcios
csoportban. (A). A contact order szignifikdnsan magasabb a sétét aggregdlodo fehérjék korében
(P = 0,0055, logisztikus regresszio), komplexebb folding utvonalat jelezve. (B) A fluoreszcens
aggregdtumot képzé fehérjék folding rdtdja magasabb (P=0,004, logisztikus regresszid), tehdt

gyorsabban képesek felvenni a nativ szerkezetiiket.

Végil pedig megvizsgdltuk a chaperon rendszer hatasat a kiilonb6z6
aggregaciés utvonalakra. A DnaK chaperon az E. coli kozponti dajkafehérjéje, amelynek
tobb szaz kliensfehérjéje van. M{koédése sordn tamogatja ezek foldingjat, mar a
transzlacié folyamata soran is (Calloni és mtsai., 2012), tovabba gatolja az aggregaciot és
segit a hibasan feltekeredett fehérjéknek elérni nativ szerkezetiiket (Balchin és mtsai.,
2020; Imamoglu és mtsai.,, 2020). Ennek megfelel6en azt latjuk, hogy a fluoreszcens
aggregatumot képz6 fehérjék szignifikans feldusuldst mutatnak a DnaK chaperon kliensei
kozott P = 4.95*10°, kétoldalas Fisher egzakt teszt). Osszességében ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a sotét aggregalddd fehérjék nemcsak erésebb aggregacids

hajlanddsagot mutatnak, hanem lassabb foldingot is, valamint a chaperon rendszer is
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ritkdbban dvja meg 6ket a misfoldingtél és az aggregdciotdl, ami alatdmasztja a kinetikai

kompeticio szerepét az aggregdcios utvonalak eldontésében az E. coli proteom esetén.
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14 dbra. A DnaK-kliensfehérjék gyakorisdga a sétét és fluoreszcens aggregdcios
csoportokban. A fluoreszcensen aggregdlodo fehérjék szignifikansan gyakrabban kliensfehérjéi a
DnaK chaperonoknak (P = 4,94*10-5, Esélyhdnyados = 2,43, kétoldali Fisher egzakt teszt), amelyek

segitségével elkeriilhetik a s6tét aggregdciot.

3.5. A két aggregacidos utvonal kozos jellemzGi és kilonbségik a

szolubilis fehérjéktdl

Az aggregacios utvonalakat diszkrimindld tulajdonsagok mellett kerestiik azokat a
fehérje paramétereket is, amelyek megkilénboztetik a szolubilis proteineket ettél a két
csoporttdl. Hasonld mddon, mint kordbban, logisztikus regresszids modellek segitségével

vizsgaltuk meg az egyes paraméterek szolubilis fehérjéket diszkriminalé képességét.
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Sikeriilt (15. 4bra) megerdsitenink szamos kordbban leirt eredményt, miszerint az
aggregdlddo fehérjék alacsonyabb nativ expresszids szinttel rendelkeznek (Tartaglia és
mtsai., 2009), kevesebb negativ toltésli aminosav fordul el6 bennik (Kramer és mtsai.,
2012), hirdofébabbak (Giasson és mtsai., 2000; Schwartz és mtsai., 2001) és nagyobb
relativ felszinnel birnak (Niwa és mtsai., 2009) (2. szdmu kiegészit6 tablazat). Azonban a
kordbban ismert fehérjetulajdonsdgokon kivil a felszini ragaddssag (P = 2,4*10-16,
Logisztikus regresszid) és a fehérjerendezetlenség (2. szamu kiegészit6 tablazat) bizonyult

a legerdsebb diszkrimindlé paraméternek az oldhatdésag szempontjabal.
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15. dbra. A szolubilis és két eltéré6 tipusu aggregalédo fehérjecsoportot
megkiilonbozteté fehérjeparaméterek. (A) fluoreszcensen aggregdlédd és szolubilis fehérjék,
valamint a (B) sétét aggregdlodo és szolubilis fehérjék diszkrimindcidjat segité tényezék. Mindkét
esetben egy fehérjeparaméter prediktiv erejét a ROC gérbék alatti teriilettel jellemezziik, amelyek
10-szeresen keresztvaliddlt logisztikus regressziokbdl szarmaznak. Mindkét esetben a p-értékeket
FDR korrekcionak vetettiik ald. *** esetén p < 0,001, ** esetén p < 0,01, * esetén pedig p < 0,05 a
logisztikus ~ regressziés modellben. A  hibasdvok a gérbe alatti teriilet 95%-0s

konfidenciaintervallumdt dbrdzoljdk.
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16. dbra. A magas felszini ragaddssdg néveli a fehérjék aggregdcios hajlandésdgdt. A
fehérjék kiilbnbéz6 mértékd interakcids képességet mutatnak mds makromolekuldkkal a felszini
tulajdonsdgaik fiiggvényében (Levy, 2010). A nem-nativ interakcidk jellemzésére az un. ,felszini
ragaddssdg” mérdszamdt haszndljuk, amely a fehérje-fehérje interakcios felszinen eléfordulo
aminosavak fehérje felszinen mutatott gyakorisdgdn alapszik. Eredményeink azt mutatjdk, hogy
mind a fluoreszcens, mind a s6tét aggregdlddo fehérjék nagyobb felszini ragaddssdggal birnak,
mint a szolubilis fehérjék (P < 10™ és P < 10™° a két esetben, Wilcoxon rangésszeg teszt). Fontos
megjegyezni, hogy a magas abundancidju fehérjék alacsony felszini ragaddssdggal birnak (Levy és
mtsai., 2012), azonban eredményeink abban az esetben is megdrzik statisztikai erejiiket,
amennyiben a fehérje abundancidra kontrolldlunk (P = 2,38 * 107 és P = 0,00946 a fluoreszcens és

a sotét aggregdtumok esetében, logisztikus regresszio).
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Szamos fehérje tartalmaz rendezetlen régidkat, amelyek nem rendelkeznek
kotott haromdimenzids strukturaval (Tompa, 2002). A vizsgdlataink soran az oldhatdsag
erds Osszefliggést mutatott a rendezetlen aminosavak aranydval a szekvencidban (17.
abra, 4. tablazat). A fehérjerendezetlenség azonban tobb fizikai—kémiai tulajdonsaggal is
szoros Osszefliggésbe hozhatd: a rendezetlen aminosavak altaldban kevésbé hidrofébak
és toltottebbek (Chiti és mtsai., 2003; Schwartz és mtsai., 2001), ami az oldhatdsagot
szintén segité tulajdonsag (Kramer és mtsai., 2012). Ezen felll a magasan expresszalt
fehérjék esetében éleszt6ben kimutattdk, hogy a rendezetlen régidk alacsony felszini
ragaddssaggal birnak (Dubreuil és mtsai., 2019b; Macossay-Castillo és mtsai., 2019), igy
kerlilve el a nemspecifikus interakciok daltal okozott aggregdciot. Harmadrészt pedig a
béta-aggregacidért felel6s szerkezeti elemek is ritkdbbak a rendezetlen fehérjékben
(Linding és mtsai., 2004). Eredményeink azonban robosztusak maradtak akkor is, ha
ezekre a rendezetlenséggel 6sszefliggb tulajdonsagokra kontrolldltunk szamitasaink soran
(4. szdmu  kiegészit6  tablazat). Ebbél arra  kovetkeztethetlink, hogy a
fehérjerendezetlenség pozitiv hatdsa az oldhatdsdgra nem csupdn a mellékterméke
kiilonboz6 fizikai-kémiai tulajdonsagoknak, amelyek Osszefliggenek a kotott harmadlagos
szerkezetek hidanyaval, hanem 06nallé hatdssal bir. Ezen felll két részre osztottuk a
rendezetlen aminosavakat a fehérjén belil, hogy elkiilonitsiik az egyes elszért aminosavak
és a rendezetlen régiok hatasat az aggregdcidra. Aggregalddd régidnak vettik azokat a
szakaszokat, amelyek legalabb tiz egymast kovets rendezetlen aminosavat tartalmaztak.
Amennyiben kiilon vizsgaltuk a rendezetlen szakaszok és a kiilonallé rendezetlen
aminosavak hatdsat, azt talaltuk, hogy mindkét tipusu fehérjerendezetlenség feldusul a
szolubilis fehérjékben (3. szamu kiegészit6 tablazat). Eredményeinket tobb kilonbozd,
fehérjerendezetlenséget prediktalé modszer eredményeivel is megerGsitettiik, hasonld

eredményeket kapva (3. és 4. szamu kiegészit6 tablazatok).
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17. dbra. A fehérjerendezetlenség a két aggregdcios csoportban a szolubilis fehérjékhez
képest. A fehérjék rendezetlenségét a PONDR VSL2B algoritmussal szamoltuk, ugyanakkor az
egyéb fehérjerendezetlenség-predikcids algoritmusok is hasonlé eredményt adtak (2. szamu
kiegészité tdbldzat). A fels6 panel a fluoreszcensen aggregdlodo és szolubilis fehérjék
gyakorisdgdt mutatja az egyes rendezetlenség kategdridkban. A szolubilis fehérjék szignifikdnsan
magasabb rendezetlenséggel birnak a fluoreszcensen aggreqadlédo fehérjékkel szemben (P < 1077,
logisztikus regresszid). Az also panelen a sétét és szolubilis fehérjék gyakorisdga Idthaté a
fehérjerendezetlenség filiggvényében. A szolubilis fehérjék ebben az esetben is szignifikdnsan

gyakoribban a rendezetlenebb csoportban (P = 1,023*10™°, logisztikus regresszio).

A fehérjerendezetlenségének szolubilizalé hatdsa E. coliban, kiilonésen a magasan
expresszalt fehérjék esetén, nagy biotechnolégiai relevancidval bir a benne rejlé
gyakorlati lehetdségek miatt. Ehhez azonban ismerniink kell, hogy mennyire altalanos ez
az Osszefliggés az endogén fehérjéken kivil is. Ehhez a Northeast Structural Genomics
Consortium heteroldg expresszidés adatait (Price és mtsai.,, 2011) haszndltuk, amelyek

6849 bakterialis és 373 human fehérje oldhatdsdgara vonatkozé informaciot tartalmaztak.
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Korabbi eredményeinkkel konzisztensen mind a bakteridlis, mind a human fehérjék
esetében a magasabb oldhatdsaggal rendelkez6 csoport szignifikdnsan magasabb
fehérjerendezetlenséggel is birt (18. abra). Ezek az eredmények megerdsitik a
fehérjerendezetlenség mint a biotechnoldgidban az oldhatdsag javitasdra hasznosithaté

rendezd elv hasznalatanak Iétjogosultsagat.

*hk

Rendezetlen aminosavak
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A heterolog expresszalt fehérjék
szolubilitasa

18. dbra. A fehérjerendezetlenség mértéke az E. coliban heterolég expresszalt fehérjék
aggregdcios hajlandésdgdnak fiiggvényében. Az erGsen szolubilis fehérjék szignifikansan
magasabb rendezetlenséggel birnak, mint az aggregdlédé csoport tagjai (P < 2,2*10™*, Wilcoxon
rangdsszeg teszt, N=1504 és 2179 az aggregdlodo és a magas szolubilitdst mutatd fehérjék

esetében).

Amennyiben a fehérje felszini ragaddssag és a fehérjerendezetlenség proteom
szinten is szoros Osszefliggést muta az aggregacios hajlanddsaggal, azt varhatjuk, hogy ez
megjelenik a fizioldgias expresszids szintekkel Osszefliggésben, mivel ismert, hogy a

magasan expresszalt fehérjék jol adaptalddtak az aggregdacio elkeriilésére. Kordbbi
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eredmények arra utalnak, hogy a magasan expresszalt fehérjék mind alacsonyabb felszini
ragaddssaggal (Levy és mtsai., 2012), mind magasabb aranyu rendezetlenséggel birnak
(Paliy és mtsai., 2008), bar ezeket a tulajdonsagokat kozvetlenil egyik esetben sem
kototték ossze a fehérje aggregacidval. A nativ fehérje expresszids szintek vizsgalataval
sikerlilt megerdsitenlink ezeket az 0Osszefliggéseket (5. tdblazat). Elvégeztiink egy
tobbvaltozés elemzést is, amely arra irdnyult, hogy megallapitsuk, hogy a nativ
expresszios szint és a felszini ragaddssag fliggetlen hatassal bir-e az aggregdaciora nézve.
Mindkét valtozé kiilon-kiilon szignifikdns parcidlis hatassal birt modelliinkben, tehat a két
tulajdonsag egymastdl fliggetlenlil hat a fehérje aggregacids hajlanddsagra.
Osszességében eredményeink ramutatnak, hogy a magasabb szint(
fehérjerendezetlenség és az alacsonyabb felszini ragaddssag mind pozitiv hatassal vannak

az oldhatdsdagra fizioldgias és overexpresszids kortilmények kozott.
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19. dabra. A fehérjerendezetlenség mértéke a nativ expresszios szint (Schmidt és mtsai.,
2016) fiiggvényében. A legmagasabb expresszios szintet mutato fehérjék szignifikansan nagyobb
rendezetlenséggel birnak, mint az expresszid alapjén az alsé 20%-ba tartozd csoport tagjai (P =

4.18*10™", Wilcoxon rangésszeg teszt).
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4. Diszkusszio

Munkdm sordn szisztematikus mddon vizsgaltam a fehérje overexpresszié hatasat
az in vivo aggregaciora Escherichia coliban. A vizsgalatok soran nagy atereszt6képességli
mikroszkdpiat és gépi tanulast alkalmaztunk, amelyek segitségével megkilénbdztettik az
overexpresszid ellenére szolubilis formdban maradd, valamint szuperszaturdlodd és
ezdltal aggregdlédd fehérjéket, tovabbd kilonbséget tettlink azok kozott a fehérjék
kozott, amelyek a fluoreszcens jel alapjan a foldingot megel6z6en vagy azt kdvetben
kerilnek az aggregatumba. Szemben a kordbban uralkodé nézettel, miszerint az
aggregatumok dont6é tobbsége inaktiv, szerkezetét vesztett, hibdsan feltekeredett
fehérjéket tartalmazd aggregatum, eredményeink arra utalnak, hogy a citoplazmatikus
aggregalddo fehérjék nagy része a foldingot kovet6en aggregdldodik. Ezek a fehérjék a
sotét aggregdtumot képz6 proteinekkel szemben gyorsabb foldinggal birnak és
alacsonyabb aggregacids hajlandésdgot mutatnak. Ezen felll gyakrabban kliensei a Dnak
chaperonnak, amely képes a folding folyamataban, valamint a hibasan feltekeredett
allapotu proteineknek a nativ szerkezetik felvételében segitséget nyujtani. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a fluoreszcens aggregatumok létrejottéhez donts
fontossagu a gyors folding és a lassan bekovetkezd aggregdcid, ami alatdmasztja a két
folyamat kozti  kinetikai kompeticid6 fontossdgdt az aggregicié tipusanak
meghatarozasaban (de Groot és Ventura, 2006). Szamos bizonyiték van arra nézve, hogy
ezek a folyamatok nagy jelent6séggel birnak fizioldgias expressziés szintek mellett is. A
chaperonrendszer dont6 szerepet jatszik mind az Ujonnan szintetizalt, mind a mar
megfelel6 nativ szerkezettel bird fehérjék aggregaciojanak megakaddalyozasaban (Kim és
mtsai., 2013). A chaperonrendszer kozponti elemének, a DnaK fehérjének kétféle
szubsztratja ismert. Azok, amelyek mar a folding sordn is igénylik a chaperon interakciot
(kotranszlacids interakcid) és azok, amelyek a nativ szerkezet megGrzéséhez hasznaljak
(Calloni és mtsai., 2012) a dajkafehérjét (poszttranszlacids interakcid). Tovabba nemcsak a
transzlaciés kornyezetben fordulnak el6 aggregdciéra hajlamos naszcens lancok nagy
mennyiségben (Natan és mtsai., 2018), hanem a nativ konformdciéval rendelkezé
fehérjék is képesek aggregdciora, amennyiben a koncentracidjuk atlépi az oldhatdsagi

hatart. Ezt a jelenséget mindkét esetben szuperszaturacidonak nevezziik (Ciryam és mtsai.,
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2015). Szdmos ilyen fehérje ismert és a humdan sejtekben ezek a fehérjék
fellUlreprezentaltak a neurodegenerativ betegségek szempontjdbdl fontos bioldgiai
folyamatokban (Ciryam et al, 2013; Alberti & Hyman, 2021), ami arra utal, hogy szerepik
van a stresszhatdsra bekovetkez6 patoldgias aggregdacios folyamatokban. Eredményeink
azonban azt mutatjak, hogy a fehérjék jelentGs része nincs az oldhatésagi hatdron normal
kortilmények kozott, ezért a ,Life on the edge” hipotézis nem tekinthetd altalanosnak,
tovdbba a szuperszaturacid bekovetkezésében is idS6ben (és fehérjeszerkezet
tekintetében) két markansan elkiilonllé csoportot tudunk azonositani. A jovében fontos
eredmények forrdsa lehet a kiilonb6z6, magas koncentraciéban termelt fehérjék
viselkedésének szisztematikus vizsgalata stresszkorilmények kozott is, hogy még tobbet

megtudhassunk errél a folyamatrol.

A fiziologids korulmények kozott magas koncentracidban el6forduld fehérjékrdl
ismert, hogy alacsony felszini ragaddssaggal birnak a nemnativ interakciok elkerilése
érdekében (Levy és mtsai.,, 2012). Eredményeink rdmutatnak, hogy a nemkivanatos
interakcidk elkertlése mellett az aggregdcid minimalizalasa is fontos szempont a felszini
ragaddssag csokkentésekor mindkét aggregdcids uUtvonal esetében. Ugyanakkor az is
kimutathatd, hogy a két aggregdacios csoport kozott is szignifikans kiilonbség mutatkozik a
felszini ragaddssagban, azonban a fehérjék belsejében 1évé aminosavakra végzett analdg
Osszehasonlitas esetében nincs kiilénbség. Ez arra utal, hogy a folding folyamata soran, de
még azel6tt, hogy a GFP elérné a nativ szerkezetét, a fehérjék egy kompakt szerkezetet
vesznek fol, amely bizonyos tekintetben a nativ szerkezetre hasonlit, az arra jellemzé
felszin pedig tobbé-kevésbé mar kialakul (Hartl és Hayer-Hartl, 2009; Kim és mtsai., 2013).
Ez a felszin képes az aggregacids folyamat elinditasara, amelyet kovethet a szerkezet
kés6bbi felbomlasa amint az intermolekuldris interakcidk tdlsulyba keriilnek. Joggal
feltételezhetjiik, hogy a hidroféb mag 6sszeomlésa, mint a folding korai |épése idGben
atfedést mutat a magas aggregacids hajlanddsaggal bird fehérjék aggregdcidjaval.
Rendkivil fontos informdcidkat nyerhetiink az aggregacid folyamatardl jovébeni
kisérletekb6l, amelyek képesek ezeknek a részfolyamatoknak a nagy felbontdsu
vizsgalatara, kiilonésen a nagy felszini ragaddssaggal bird fehérjék expresszidjanak
lehetséges optimalizacidja szempontjabdl. Ennek a kérdésnek a vizsgdlataban fontos

szerephez juthat tovabba a transzlacié dinamikdja, ugyanis a transzlacid sebessége nem
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egyenletes a teljes mMRNS hosszdban, egyes szakaszokon jelentGsen lelassulhat a ritka
kodonok jelenléte miatt. Ez hozzdjarulhat a lokalis folding folyamatokhoz, ugyanakkor
lehetévé teszi a naszcens lancok interakcidjat. Ennek a komplex jelenségnek a
szisztematikus vizsgalata egy jelentGs megoldandd kérdése a jov6beni fehérjeaggregacio-

kutatasoknak.

Vizsgalataink masik fontos eredménye a fehérjerendezetlenség szerepének
feltdrdsa az aggregacidoval kapcsolatban. Eredményeink megmutattdk, hogy a
fehérjerendezetlenség az egyik leger6sebb predikotra az in vivo szolubilitasnak,
fliggetlendl a fizikai—kémiai tulajdonsagoktdl vagy a felszini ragaddssagtol. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a fehérjerendezetlenségbd6l adédo szerkezeti flexibilitas jarul hozza a
nagyobb mértékl szolubilitdshoz, tovdbbda arra utal, hogy a szuperszaturacié mellett a
felszini ragaddssag és a rendezetlenség egyardnt fontos szereppel birnak. Ez konzisztens
korabbi eredményekkel a rendezetlen régiok szolubilitasra gyakorolt pozitiv hatdsarol
(Santner és mtsai.,, 2014; Simone és mtsai., 2012). Egy rendezetlen régidé fuzidja egy
aggregdlodo fehérjéhez un. entrépikus sortét (enthropic bristle) hoz |étre (Santner és
mtsai., 2014), amely egy dinamikusan mozgé régiot képez. Ez segit a fehérjék megfelel6
foldingjaban, valamint el6ny6s felszint biztosit a teljes proteinnek. Ezt az elképzelést
aldtamasztja az a megfigyelésiink is, miszerint a szolubilis fehérjék tobb egybefliggd
rendezetlen régiét is tartalmaznak (3. szdmu kiegészit6 tablazat). Erdemes azonban
megjegyezni, hogy a két aggregacids utvonal fehérjéi nem mutatnak kilénbséget a
rendezetlen régidk mennyiségében, de a sotéten aggregalddd fehérjék szignifikdnsan
tobb nem ezekbe a régidkba es6, a szekvencian szétszérva elhelyezkedd rendezetlen
aminosavat tartalmaznak (3. szdmu kiegészit§ tablazat). Jov6beni munkak fontos
tanulsagokkal szolgalhatnak az egyes rendezetlen aminosavak szerepérdl az aggregacios
folyamat korai szakaszaban, és arrdl, hogy milyen médon hatnak a folding és az
aggregacid kozott megfigyelheté kompeticidra. Eredményeink rdvildgitanak arra is, hogy
az aggregacio elkerlilése nagy hatassal van arra, hogy a kilonb6z6 fehérjék milyen
rendezetlenségegel birnak az evolucié sordn a proteomra egészére nézve. Ismert volt
kordbban is a magasabban expresszalt fehérjék nagyobb mértékl rendezetlensége (Paliy
és mtsai., 2008), de az emogott rejlé evollcids kényszerek ezidaig feltaratlanul maradtak.

Bemutattuk, hogy a magasan expresszalt fehérjék alacsony felszini ragaddssaga és
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nagyobb mértékl rendezetlensége mind hozzdjarulnak az aggregéacid elkeriiléséhez,
fiziologids koridlmények kozott ugyanugy, mint overexpresszid esetén. Végil pedig
eredményeink rdmutatnak arra az eddig kevéssé vizsgalt eshetGségre, miszerint a
fehérjerendezetlenség markansan mas hatdssal bir prokariotakban és eukariétdkban. A
baktériumokhoz képest az eukaridta proteom sokkal nagyobb foku rendezetlenséget
mutat és a hosszabb, egybefligg6 rendezetlen régidk ardnya is jelentésen magasabb. Ezek
a szegmensek gyakran vesznek részt a jelatvitelben az altaluk Iétrehozott interakciok
segitségével (Peng és mtsai., 2015), amely egybevdg az -eukariétdk nagyobb
komplexitasaval és sejtes folyamataik bonyolultabb szabdlyozasaval. Azonban
eukariotakban, azon beliil is az emberben esetében a rendezetlen régidkat 6sszefliggésbe
hoztak a stresszhatdsra bekovetkez6 aggregdcidval. (Maatta és mtsai., 2020) Tovabba az
éleszt6ben a magasan expresszalt fehérjék alacsonyabb rendezetlenséggel birnak,
feltehet6en a linedris motivumok okozta aspecifikus interakcidk elkeriilése érdekében
(Macossay-Castillo és mtsai., 2019). Ezeket a kilonbségeket elvben okozhatjdk a a
citoplazmatikus miliben vagy magukban a proteinekben megfigyelhet6 eltérések.
Azonban mint lattuk, az E. coliban expresszalt humdan fehérjék esetében is pozitiv
Osszefliggés figyelhet6 meg a fehérjerendezetlenség és az oldhatdsag kozott, igy az utobbi
lehet&ség sokkal valdszin(itlenebb. Tovabbi kutatdsok sziikségesek a kilonbségek mogott
allé mechanizmusok megértéséhez, hogy és az aggregacio elkeriilésére szolgdalo stratégiak

elkilonitéséhez a prokaridtakban és az eukariétakban.

A bemutatott eredményeink biotechnolégiai szempontbdl is fontossaggal
birhatnak. A fluoreszcens aggregatumok biolégiailag aktiv fehérjéket tartalmaznak,
aminek a segitségével Uj fehérjetermelési megkozelitések is megvaldsithatdak ipari
korilmények kozott (Rinas és mtsai., 2017; Singhvi és mtsai., 2019; Villaverde és mtsai.,
2012; Wu és mtsai., 2011). Az aggregatumok az oldott fehérjéknél konnyebben
tisztithatdk és hosszabb ideig eltarolhatdk a lebomlas veszélye nélkil. Az aktiv enzimeket
tartalmazd aggregatumok példaul felhasznalhatdéak immobilizalt katalizatoroknak az
iparban (Rinas és mtsai., 2017; Wu és mtsai., 2011), vagy a gyégyszerek célba juttatdsahoz
hasznalt partikulumok alkotéiként (Villaverde és mtsai., 2012). Eredményeink azt
mutatjak, hogy nincs olyan enzimosztaly, amely felddsult volna az inaktiv aggregdtumok

kozott, ezért potencidlisan barmely kémidval rendelkez6 enzimcsaldd tagjai
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megtermelhet6k aktiv aggregdtumok formajdban. A kisérleteink metodoldgiai
szempontbdl pedig a fehérjeaggregacié nagy atereszt6képességl vizsgalatdban
mutatkoztak rendkivil hatékonynak. Moddszeriink kénnyedén alkalmazhatd aktiv
fehérjéket tartalmazdé aggregatumok keresésére mutagenizacidés vagy randomizacios
vizsgalatok soran, amelyek hozzajarulhatnak a mar termelt, vagy egyébként nehezen
termelhets, biotechnolégiai szempontbdl fontos fehérjék gyartasi folyamatainak
optimalizaciéjdhoz. Fontos azonban megemliteni, hogy az aktiv fehérjéket tartalmazo
aggregatumok élettartamuk sordn elveszithetik az aktivitdsukat és atalakulhatnak inaktiv,
amiloid aggregatumokka (Elia és mtsai., 2017). Ezért feltétleniil fontos annak a feltardsa,
hogy a fluoreszcens aggregatumok milyen mennyiségben tartalmaznak aktiv fehérjéket,
és ezek a fehérjék mennyi ideig és milyen aranyban G6rzik meg bioldgiai aktivitasukat.
Ennek részletes vizsgdlatdban donté szerephez juthat a nagy Aateresztéképességl
aggregaciés modszertan, kombinalva hasonléan nagy A4tereszt6képességli, az
aggregdtumok tisztitdsara szolgdlé moddszerekkel (Jager és mtsai., 2020) és fehérje

aktivitast méré eljarasokkal (Huang és mtsai., 2015; Kuznetsova és mtsai., 2015).
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5. Osszegzés és kitekintés

Az elmult évtizedekben széles korben elfogadott volt az a nézet, amely szerint a
fehérje aggregatumokat alkotd polipeptidek szerkezetiiket és funkcidjukat vesztett
makromolekuldk. Ez készonhetd volt felfedezésik korilményeinek és az amiloid tipusu
aggregatumok fontos, betegségekben bet6ltott szerepének. Azonban egyre tobb
eredmény latott napvildgot, miszerint az aggregacionak funkcionadlis szerepe is lehet,
mind baktériumokban, mind a magasabb rend(iek esetében. Késébb az is kiderdlt, hogy
enzimek is képesek megérizni aktivitasukat az aggregatumok belsejében, gydkeresen
megvaltoztatva, hogy hogyan tekintlink az aggregacié folyamatara. Azonban hiaba 4all
rendelkezésiinkre egyre tobb informacidé az aktiv, nativ szerkezet( fehérjéket tartalmazé
aggregatumokradl, szisztematikus vizsgalatok korabban nem késziiltek arra nézve, hogy

milyen gyakoriak, valamint milyen fehérjetulajdonsagok hatarozzak meg képzddésiiket.

Doktori disszertacidm sordan bemutattam az E. coli teljes proteomjanak in vivo
aggregacidjara irdnyuld vizsgalatainkat. Eredményeink megmutattdk, hogy valdban két
jelentésen eltéré aggregatumtipus talalhaté E. coliban in vivo korGlmények kozott:
funkcionalis és amiloidszerli aggregdtumok. Ezek az aggregatumok 0Osszevethetd
gyakorisaguak, a citoplazmdban a funkciondlis aggregatumok a gyakoribbak, a membran
esetében pedig az amiloid tipusuak. Fontos megjegyezni, hogy a citoplazmatikus
aggregatumok kb. 70%-a funkcionalis, amely ravilagit arra, hogy ezek a fehérjék nem
sziikségszerlien igényelnek erGs denaturaldoszereket és in vitro refoldingot ahhoz, hogy
funkcionalis fehérjék legyenek kinyerhet6ek. Tovabba a fehérjék jelent6s része szolubilis
marad magas overexpresszido mellett is, rdmutatva arra, hogy szdmos protein jocskan az
oldhatdsagi hatarérték alatt van sejtes kornyezetben, nagy mozgasteret engedélyezve a
koncentraciévaltozasra komolyabb fitneszre haté kovetkezmények nélkil. Munkam soran
nagy mennyiségl, szisztematikus adatbdl allé adatsort allitottam Ossze az E. coli
fehérjéinek szamos tulajdonsagardl, ideértve a fizikai-kémiai, szerkezeti, funkcionalis és
egyéb paramétereket, amelyek segitségével a teljes proteom tekintetében vizsgalhattam,
hogy mely tulajdonsagok befolydsoljdk a két fehérjeaggregatum kialakuldsat.
Vizsgdlataink feltartak tobb paramétert, amelyek hozzajarulhatnak a funkcionalis

polipeptideket tartalmazé aggregatumok létrejottéhez: a gyors folding és alacsony
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aggregdciés hajlanddsag, a felszini ragaddssdg és a chaperon interakciék mind segiti a
fehérjéket a nativ térszerkezetik elnyerésében az aggregaciét megel6zG6en, aktiv
terméket eredményezve. Ez megfelel az un. kinetikai kompeticié elméletének (de Groot
és Ventura, 2006), amely szerint a |étrejov6 aggregatum tipusa a folding és az aggregacio
hatasanak ereddéjén mulik, igy egy viszonylag egyszer( és altalanos elv jol leirja a két
csoport kozti kiilonbségeket rendszerszinten is. Masik fontos eredményiink az a
felismerés, amely szerint a fehérjerendezetlenség pozitiv hatassal van a baktériumokban
expresszalt fehérjék szolubilitdsara, feltehet6en a kedvez6 felszin biztositdsa és a folding
el6segitése miatt. Ez a két fliggetlen hatds kiegésziti korabbi ismereteinket, amelyek arra
utaltak, hogy a fehérjék aggregdcidojat befolydsold legfontosabb tényezé a
szuperszaturdcid. A teljes proteom vizsgalata egy komplexebb képet tar elénk, amely nem
csak igazolja a megkdzelités létjogosultsagat, de jov6beni vizsgdlatok kiinduldpontjat is

képezheti.

Eredményeink potencialis stratégidkat vetitenek el6re a funkcionalis fehérjék
heteroldg expresszidjaval kapcsolatban. Szemben a korabbi megkozelitésekkel, miszerint
a fehérjék mesterséges szelekcidja soran az aggregacids hajlanddsag csokkentése volt a
végcél, egy arnyaltabb kép tarul elénk, amelyben ugyanolyan fontos a gyors és hatékony
folding elérése, mint pusztdn az aggregdcid elkerilése. Szdmos folding riporter all
rendelkezésiinkre a hatékony szelekcié érdekében (Sachsenhauser és Bardwell, 2018),
valamint szamos nagy atereszt6képességli genommeérnoki mddszer az egyes variansok
létrehozasara (Shalem és mtsai., 2015). Alternativaként léteznek modszerek arra nézve,
hogy fuzids peptidek segitségével egy fehérje chaperon klienssé valhasson, mint az un.
y,horgaszzsindr” modszer (Aprile és mtsai.,, 2015). Ebben az esetben egy a
fehérjeszekvencia megvaltoztatasa nélkil teheté egy fehéjre specifikusan klienssé a
chaperonrendszer szamara, elGsegitve annak foldingjat anélkil, hogy a tobbi fehérje
foldingjat érintené. Hasonld6 mddon hasznalhatéak a korabban emlitett és egyéb
fehérjerendezetlenség-predikciés algoritmusok magasabb rendezetlenség(i varidnsok

|étrehozasara a jobb oldhatdsag érdekében.

Azonban tovdbbra is fontos kérdés, hogy eredményeink mennyire
altalanosithatéak, f6leg az eukariétdk korében. Szamos fehérje termeléséhez kizarélag

eukaridta rendszerek hasznalhatdak, koszonhetéen a poszttranszlacios maddositasok
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jelenlétének, amelyeket a bakteridlis sejtek nem képesek megfelel6en |étrehozni. Vannak
bizonyitékok arra nézve, hogy eukariotak is képesek funkciondlis aggregatumok
létrehozasara (Rueda és mtsai., 2016), és bar egyes fehérjék aggregaciéos mechanizmusai
jol ismertek, az aggregaciot befolyasolod altalanos elvek tovabbra sem. Mekkora és milyen
hatdssal birnak a fehérje felszini interakcidk olyan sejtekben, amelyek legaldbb egy
nagysagrenddel nagyobb komplexitdst mutatnak, mint ahogy az eukariétak? Fennall-e a
fehérjerendezetlenség pozitiv hatasa az eukaridétdkba, amelyek proteomjai eleve sokkal
nagyobb rendezetlenséget mutatnak? Ezeknek a kérdéseknek a megvalaszoldsaval egy
Ujabb lépéssel kozelebb kerlilhetlink a jov6ben ahhoz, hogy barmely fontos fehérjét
megbizhatdan, nagy mennyiségben képesek legylink megtermelni, legyen a felhasznalds

ipari, biotechnoldégiai vagy gyogydszati.

Végil pedig az altalunk leirt hatdsok nagy valdszinlséggel fizioldgias kortilmények
kozott is jelentGséggel birnak, mivel az aggregdcio elkeriilése a fehérjeevolucid egy fontos
szempontja a sejtes él6lényekben. Eredményeinknek koszonhetéen az E. coli
proteomevoluciéjanak Ujabb szegmense tarult fel el6ttiink, azonban uGjabb kérdések is
felmeriltek. Milyen erGs a fehérje aggregacié proteomevolucidra gyakorolt hatdsa? Van-e
kiilonbség a kilonbozé komplexitasi szinteken, vagy az él6lény kornyezete bir donté
szereppel? Jobban hasonlit két extremofil egymasra, mint két kézelebbi rokon? Ezeknek a
kérdéseknek a megvalaszoldsara bizonyara még sokat kell varnunk, de megtettik az elsé

|épéseket megértésik felé.

A tézis legfontosabb megallapitasai:

1.) Tultermelés hatasara a fehérjék jelent6s része aggregatumot képez (kb 70%) in
vivo korilmények kozott. Az aggregatumok kodzel megegyez6 mennyiségben nativszerd
strukturdju vagy hibasan feltekeredett fehérjékbdl jonnek létre. Ugyanakkor egy szintén
szignifikdns csoport oldhaté marad a nagy mértékd tultermelés ellenére is (kb. 30%),
kétségbe vonva az allitast, miszerint a fehérjék dont6 tébbsége az oldhatdasgi limit korili

koncentracidéval bir a sejtekben.

2.) Az aggregdcidéra hajlamos fehérjék kore jelent6s atfedést mutat a kordbbi in

vitro eredményekkel, ugyanakkor drnyalja is azokat. A wvalidacids kisérletek
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eredményeinek tikrében kijelenthet6, hogy a nagy atereszt6képességli mikroszkdpia és a
gépi tanulas alkalmas a fehérje aggregacio gyors és hatékony vizsgélatara, informaciéval

szolgalva a fehérje folding allapotara is.

3.) Az aggregdtumok létrejottét befolydsolé tényez6k koziil szdmos korabban is
ismert volt, amelyek nagy részét a mi adataink is megerdsitettek. llyenek példaul a nativ
expressizos szint, a negativ toltés, tovabba a hidrofobicitas. Ezen fellil 6sszefliggésbe
hozhaté a fehérjék oldhatdsaga tovabbi tulajdonsagokkal, mint a felszini ragaddssag altal
medialt nemkivanatos interakcidk alacsony volta és a magas fogu fehérjerendezetlenség.
Ezek kordbban ellentmonddsos médon jelentek meg az irodalomban, azonban E. coli

esetében egyértelmd hatas igazolddott.

4.) A képz6ds fehérjeaggregatumok tipusat legnagyobb mértékben a fehérje
folding sebessége és az aggregacidra valdé hajlam befolydsolja. Ezen felil a felszini

ragaddssag is birhat bizonyos szereppel a foldingon részben atesett fehérjék esetén.

5.) Az oldhatdsagot el6segité tényez6k kozil a fehérje rendezetlenség pozitiv
szerepét a heterolég mddon expresszalt fehérjék esetén is megerdésitettiik. Ez arra utal,
hogy a fehérje rendezetlenség ellentmondasos szerepe a kiilénb6z6 organizmusspecifikus

hatdsok eredménye lehet.

77



6. K6szonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni koszonetemet témavezet6mnek, Dr. Papp Baldzsnak a

munkank sordn nyujtott szakmai segitségért és Gtmutatdsért.

K6szondm Szappanos Baldzsnak, Kovacs Karolynak és Fekete Gergelynek (Papp
Baldzs csoport), Daruka Lejlanak, Balogh Davidnak és P4l Csabanak (Pal Csaba csoport),

Horvath Pétenek és Kintses Balintnak a projektben nyujtott segitségiiket.

Koszondm Magyar Zoltdnnak és Oszi Erikdnak a segitséget, amit a kisérletek

elvégzésével nyujtottak.

Koszonettel tartozom Natalia de Grootnak, Fuxreiter Mdnikdnak és Tompa
Péternek a sok épitd kritikaért és észrevételért, amelyeket k6z6s munkank soran tettek,

és amik hozzdajarultak szakmai fejl6désemhez.

K6szonom feleségemnek és csaladunknak az évek sordn tanusitott tdmogatast és

tirelmet.

78



7. Hivatkozasok

Agostini, F., Cirillo, D., Livi, C.M., Ponti, R.D., and Tartaglia, G.G. (2014). cc SOL
omics : a webserver for solubility prediction of endogenous and heterologous expression
in Escherichia coli. Bioinformatics 30, 2975-2977.

Aprile, F.A., Sormanni, P., and Vendruscolo, M. (2015). A Rational Design Strategy
for the Selective Activity Enhancement of a Molecular Chaperone toward a Target
Substrate. Biochemistry 54, 5103-5112.

Arranz-Otaegui, A., Carretero, L.G., Ramsey, M.N., Fuller, D.Q., and Richter, T.
(2018). Archaeobotanical evidence reveals the origins of bread 14,400 years ago in
northeastern Jordan. PNAS 115, 7925-7930.

Arslan, P.E., and Chakrabartty, A. (2009). Probing Alzheimer amyloid peptide
aggregation using a cell-free fluorescent protein refolding method. Biochem. Cell Biol. 87,
631-639.

Bakholdina, S.l.,, Stenkova, A.M., Bystritskaya, E.P., Sidorin, E. V, Kim, N.Y,,
Menchinskaya, E.S., Gorpenchenko, T.Y., Aminin, D.L., Shved, N.A., and Solov’eva, T.F.
(2021). Studies on the Structure and Properties of Membrane Phospholipase A 1 Inclusion
Bodies Formed at Low Growth Temperatures Using GFP Fusion Strategy. Molecules 26.

Balchin, D., Hayer-Hartl, M., and Hartl, F.U. (2020). Recent advances in
understanding catalysis of protein folding by molecular chaperones. Febs Lett. 594, 2770—
2781.

Baneyx, F., and Mujacic, M. (2004). Recombinant protein folding and misfolding in
Escherichia coli. Nat. Biotechnol. 22, 1399-1408.

Bellesia, G., Shea, J., Bellesia, G., and Shea, J. (2009). Effect of beta-sheet
propensity on peptide aggregation Effect of beta-sheet propensity on peptide
aggregation. J. Chem. Phys. 130, 145103-1-9.

Ben-Zvi, A., Rios, P.D.L., Dietler, G., and Goloubinoff, P. (2004). Active
Solubilization and Refolding of Stable Protein Aggregates By Cooperative Unfolding Action
of Individual Hsp70 Chaperones *. J. Biol. Chem. 279, 37298-37303.

Betton, J., and Hofnung, M. (1996). Folding of a Mutant Maltose-binding Protein of
Escherichia coli Which Forms Inclusion Bodies. J. Biol. Chem. 271, 8046—8052.

Bianco, V., Franzese, G., and Coluzza, I. (2019). In silico evidence that protein
unfolding is as a precursor of the protein aggregation. Chemphyschem 21, 377-384.

Bidwell, L.M., Mcmanus, M.E., Gaedigk, A., Kakuta, Y., Negishi, M., Pedersen, L.,
and Martin, J.L. (1999). Crystal Structure of Human Catecholamine Sulfotransferase. J.
Mol. Biol. 293, 521-530.

Bock, S., Wu, B., and Beitz, E. (2012). Fluorescent In Situ Folding Control for Rapid
Optimization of Cell-Free Membrane Protein Synthesis. PLoS One 7, 1-7.

79



Boke, E., Ruer, M., Wiihr, M., Coughlin, M., Lemaitre, R., Gygi, P., Alberti, S.,
Drechsel, D., Hyman, A.A., and Mitchison, T.J. (2016). Amyloid-like Self-assembly of a
Cellular Compartment. Cell 166, 637—-650.

Bou, G., Remacha, M., and Ballesta, J.P.G. (2000). Ribosomal Stalk Protein
Phosphorylating Activities in Saccharomyces cerevisiae. Arch. Biochem. Biophys. 375, 83—
89.

Bowden, G.A., and Georgoiu, G. (1990). Folding and aggregation of B-lactamase in
the periplasmic space of Escherichia coli. J. Biol. Chem. 265, 16760-16766.

Brader, M.L. (2014). Protein Aggregation in Pharmaceutical Biotechnology.

Brange, J., Havelund, S., and Hougaard, P. (1992). Chemical stability of insulin. 2.
Formation of higher molecular weight transformation products during storage of
pharmaceutical preparations. Pharm. Res. 9, 727-734.

Brocchieri, L., and Karlin, S. (2005). Protein length in eukaryotic and prokaryotic
proteomes. Nucleic Acids Res. 33, 3390-3400.

Bukau, B., and Walker, G.C. (1989). Cellular Defects Caused by Deletion of the
Escherichia coli dnaK Gene Indicate Roles for Heat Shock Protein in Normal Metabolism. J.
Bacteriol. 171, 2337-2346.

Calloni, G., Chen, T., Schermann, S.M., Chang, H., Genevaux, P., Agostini, F.,
Tartaglia, G.G., Hayer-hartl, M., and Hartl, F.U. (2012). DnaK functions as a central hub in
the E. coli chaperone network. CellReports 1, 251-264.

Carpenter, A.E., Jones, T.R., Lamprecht, M.R., Clarke, C., Kang, I.H., Friman, O.,
Guertin, D.A., Chang, J.H., Lindquist, R.A., Moffat, J., et al. (2006). CellProfiler : image
analysis software for identifying and quantifying cell phenotypes. Genome Biol. 7.

Carvalho, S.B., Botelho, H.M., Leal, S.S., Cardoso, I., Fritz, G., and Gomes, C.M.
(2013). Intrinsically Disordered and Aggregation Prone Regions Underlie B-Aggregation in
S$100 Proteins. PLoS One 8.

Caughey, B., and Lansbury, P.T. (2003). Protofibrils, pores, fibrils, and
neurodegeneration: Separating the Responsible Protein Aggregates from The Innocent
Bystanders. Annu. Rev. Neurosci. 26, 267-298.

Chalfie, M., Tu, Y., Euskirchen, G., Ward, W.W., and Prasherf, D.C. (1992). Green
Fluorescent Protein as a Marker for Gene Expression. SC 263, 802—805.

Chapman, M.R., Robinson, L.S., Pinkner, J.S., Roth, R.,, Hammar, M., Normark, S.,
and Hultgren, S.J. (2010). Role of Escherichia coli Curli Operons in Directing Amyloid Fiber
Formation. Science (80-. ). 295, 851-855.

Chen, J., and Stites, W.E. (2001). Packing Is a Key Selection Factor in the Evolution
of Protein Hydrophobic Cores. Biochemistry 40, 15280-15289.

Cheng, Y., Legall, T., Oldfield, C.J., Dunker, AK. and Uversky, V.N. (2006).
Abundance of Intrinsic Disorder in Protein Associated with Cardiovascular Disease.
Biochemistry 45, 10448-10460.

80



Chi, E.Y., Krishnan, S., Randolph, T.W., and Carpenter, J.F. (2003). Physical Stability
of Proteins in Aqueous Solution : Mechanism and Driving Forces in Nonnative Protein
Aggregation. Pharm. Res. 20, 1325-1336.

Chiti, F., and Dobson, C.M. (2009). Amyloid formation by globular proteins under
native conditions. Nat. Chem. Biol. 5, 15-22.

Chiti, F., Webster, P., Taddei, N., Clark, A., Stefani, M., Ramponi, G., and Dobson,
C.M. (1999). Designing conditions for in vitro formation of amyloid protofilaments and
fibrils. Proc. Natl. Acad. Sci. 96, 3590-3594.

Chiti, F., Stefani, M., Taddei, N., Ramponi, G., and Dobson, C.M. (2003).
Rationalization of the effects of mutations on peptide and protein aggregation rates. Lett.
to Nat. 424, 805—-808.

Chong, S.-H., and Ham, S. (2014). Interaction with the Surrounding Water Plays a
Key Role in Determining the Aggregation Propensity of Proteins. Angew. Chemie 126,
4042-4045.

Ciryam, P., Tartaglia, G.G., Morimoto, R.l., Dobson, C.M., and Vendruscolo, M.
(2013). Widespread Aggregation and Neurodegenerative Diseases Are Associated with
Supersaturated Proteins. Cell Rep. 5, 781-790.

Ciryam, P., Kundra, R., Morimoto, R.l., Dobson, C.M., and Vendruscolo, M. (2015).
Supersaturation is a major driving force for protein aggregation in neurodegenerative
diseases. Trends Pharmacol. Sci. 36, 72-77.

Conchillo-Solé, O., Groot, N.S. De, Avilés, F.X., Vendrell, J., Daura, X., and Ventura,
S. (2007). AGGRESCAN : a server for the prediction and evaluation of " hot spots " of
aggregation in polypeptides. BMC Bioinformatics 8.

Cordes, M.H.J., Davidsont, A.R., and Sauer, R.T. (1996). Sequence space , folding
and protein design. Curr Opin Struct Biol 6, 3—10.

Csizmo, V. (2005). The Pairwise Energy Content Estimated from Amino Acid
Composition Discriminates between Folded and Intrinsically Unstructured Proteins. J.
Mol. Biol. 347, 827—-839.

Darling, A.L.,, and Uversky, V.N. (2018). Intrinsic Disorder and Posttranslational
Modifications: The Darker Side of the Biological Dark Matter. Front. Genet. 9, 1-18.

Das, S., and Mukhopadhyay, D. (2011). Intrinsically Unstructured Proteins and
Neurodegenerative Diseases : Conformational Promiscuity at its Best. Life 63, 478-488.

Deechongkit, S., Dawson, P.E., and Kelly, J.W. (2004). Toward Assessing the
Position-Dependent Contributions of Backbone Hydrogen Bonding to B-Sheet Folding
Thermodynamics Employing Amide-to-Ester Perturbations. J. Am. Chem. Soc. 126, 16762—
16771.

Deforte, S., and Uversky, V.N. (2016). Intrinsically disordered proteins in PubMed:
what can the tip of the iceberg tell us about what lies below? RSC Adv. 6, 11513-11521.

Diamant, S., Ben-Zvi, A.P., Bukau, B., and Goloubinoff, P. (2000). Size-dependent
Disaggregation of Stable Protein Aggregates by the DnaK Chaperone Machinery. J. Biol.

81



Chem. 275, 21107-21113.

Diez-Gil, C., Krabbenborg, S., Garcia-fruitds, E., Vazquez, E., Rodriguez-Carmona,
E., Ratera, ., Ventosa, N., Seras-Franzoso, J., Cano-Garrido, O., Ferrer-Miralles, N., et al.
(2010). The nanoscale properties of bacterial inclusion bodies and their effect on
mammalian cell proliferation. Biomaterials 31, 5805-5812.

Dill, K.A. (1985). Theory for the Folding and Stability of Globular Proteinst.
Biochemistry 24, 1501-15009.

Dill, K.A., Fiebig, K.M., and Chan, H.S. (1993). Cooperativity in protein-folding
kinetics. Biophysics (Oxf). 90, 1942—-1946.

Dill, K.A., Ozkan, S.B., Shell, M.S., and Weikl, T.R. (2008). The Protein Folding
Problem. Annu. Rev. Biophys. 37, 289-316.

Dobson, C.M. (2002). The behaviour of polyamino acids reveals an inverse side
chain effect in amyloid structure formation. EMBO J. 21, 5682-5690.

Dosztanyi, Z., Csizmok, V., Tompa, P.,, and Simon, |. (2005). Structural
bioinformatics IUPred : web server for the prediction of intrinsically unstructured regions
of proteins based on estimated energy content. Bioinformatics 21, 3433-3434.

Dubreuil, B., Matalon, O., and Levy, E.D. (2019a). Protein Abundance Biases the
Amino Acid Composition of Disordered Regions to Minimize Non-functional Interactions.
J. Mol. Biol. 431, 4978-4992.

Dubreuil, B., Matalon, O., and Levy, E.D. (2019b). Protein abundance biases the
amino-acid composition of disordered regions to minimize non-functional interactions. J.
Mol. Biol. 431, 4978-4992.

Dunker, A.K., Obradovic, Z., Romero, P., Garner, E.C., and Brown, C.J. (2000).
Intrinsic protein disorder in complete genomes. Genome Inf. Ser Work. Genome Inf. 11,
161-171.

Elia, F., Cantini, F., Chiti, F.,, Dobson, C.M., and Bemporad, F. (2017). Direct
Conversion of an Enzyme from Native-like to Amyloid-like Aggregates within Inclusion
Bodies. Biophys. J. 112, 2540-2551.

Falsone, A., and Falsone, S.F. (2015). Legal but lethal: functional protein
aggregation at the verge of toxicity. Front. Cell. Neurosci. 9, 1-16.

Fandrich, M., Fletcher, M.A., and Dobson, C.M. (2001). Amyloid fibrils from muscle
myoglobin. Nature 410, 165-166.

Fang, Y., and Fang, J. (2013). Discrimination of soluble and aggregation-prone
proteins based on sequence information. Mol. Biosyst.

Ferreira, S.T., Vieira, M.N.N., and Felice, F.G. De (2007). Soluble Protein Oligomers
as Emerging Toxins in Alzheimer’ s and Other Amyloid Diseases. Life 59, 332—-345.

Fink, A.L. (1998). Protein aggregation : folding aggregates, inclusion bodies and
amyloid. Fold. Des. 3, 9-23.

Fischer, E. (1894). Influence of Configuration on the Action of Enzymes. J. Am.

82



Chem. Soc. 3, 2985-2993.

Fong, K., Li, Y., Wang, W., Ma, W,, Li, K., Qi, R.Z,, Liu, D., Songyang, Z., and Chen, J.
(2013). Whole-genome screening identifies proteins localized to distinct nuclear bodies. J.
Biol. Chem. 203, 149-164.

Fowler, D.M., Koulov, A. V, Alory-jost, C., Marks, M.S., Balch, W.E., and Kelly, J.W.
(2006). Functional Amyloid Formation within Mammalian Tissue. PLOS Biol. 4, 2—9.

Freddolino, P.L., Harrison, C.B., Liu, Y., and Schulten, K. (2014). Challenges in
protein folding simulations : Timescale , representation, and analysis. Nat. Phys. 6.

Fujiwara, K., Ishihama, Y., Nakahigashi, K., Soga, T., and Taguchi, H. (2010). A
systematic survey of in vivo obligate chaperonin-dependent substrates. EMBO J. 29,
1552-1564.

Garcia-Fruitds, E., Gonzdlez-Montalban, N., Morell, M., Vera, A., Ferraz, R.M., Aris,
A., Ventura, S., and Villaverde, A. (2005). Aggregation as bacterial inclusion bodies does
not imply inactivation of enzymes and fluorescent proteins. Microb. Cell Fact. 6, 1-6.

Garcia-Fruitds, E., Diez-Gil, C., Rosa M, F., Rodriguez-Carmona, E., Esther, V.,
Corchero, L.J., Cano-Sarabia, M., Ratera, I., Ventosa, N., Veciana, J., et al. (2009). Surface
Cell Growth Engineering Assisted by a Novel Bacterial Nanomaterial. Adv. Mater. 21,
4249-4253.

Garvey, M., Meehan, S., Gras, S.L., Schirra, H.J., Craik, D.J., Weerden, N.L. Van Der,
Anderson, M.A., Gerrard, J.A., and Carver, J.A. (2013). Biochimica et Biophysica Acta A
radish seed antifungal peptide with a high amyloid fi bril-forming propensity. BBA -
Proteins Proteomics 1834, 1615-1623.

Geiler-samerotte, K.A., Dion, M.F., Budnik, B.A., Wang, S.M., and Hartl, D.L. (2010).
Misfolded proteins impose a dosage-dependent fi tness cost and trigger a cytosolic
unfolded protein response in yeast. PNAS 108, 680-685.

Georgiou, G., and Valax, P. (1999). Isolating Inclusion Bodies from Bacteria.
Methods Enzymol. 309, 48-58.

Georgiou, G., Telford, J.N., Shuler, M.L., and Wilson, D.B. (1986). Localization of
Inclusion Bodies in Escherichia coli Overproducing P-Lactamase or Alkaline Phosphatase.
Appl. Environ. Microbiol. 52, 1157-1161.

Georgiou, G., Valax, P., Ostermeier, M., and Horowitz, P.M. (1994). Folding and
aggregation of TEM beta-lactamase : Analogies with the formation of inclusion bodies in
Escherichia coli. Protein Sci. 3, 1953—-1960.

Giasson, B.l.,, Murray, 1.V.J., Trojanowski, J.Q., and Lee, V.M. (2000). A Hydrophobic
Stretch of 12 Amino Acid Residues in the Middle of a-Synuclein Is Essential for Filament
Assembly. J. Biol. Chem. 276, 2380-2386.

Goeddel, D. V., Kleid, D.G., Bolival, F., Heyneker, H.L., Yansura, D.G., Crea, R,,
Hirose, T., Kraszewski, A., Itakura, K., and Riggs, A.D. (1979). Expression in Escherichia coli
of chemically synthesized genes for human insulin. Prot. Natl. Acad. Sci. USA 76, 106—-110.

Gonzalez-Montalban, N., Natalello, A., Garci, E., Villaverde, A., and Doglia, S.M.

83



(2008). In Situ Protein Folding and Activation in Bacterial Inclusion Bodies. Biotechnol.
Bioeng. 100, 797-802.

Goodsell, D.S., and Olson, A.J. (2000). Structural symmetry and protein function.
Annu Rev Biophys Biomol Struct. 2000 29, 105-53.

Gour, S., Kaushik, V., Kumar, V., Bhat, P., Yadav, S.C., and Yadav, J.K. (2016).
Antimicrobial peptide ( Cn-AMP2 ) from liquid endosperm of Cocos nucifera forms
amyloid-like fibrillar structure. J. Pept. Sci. 201-207.

Gout, J.-F., Kahn, D., and Duret, L. (2010). The Relationship among Gene
Expression, the Evolution of Gene Dosage, and the Rate of Protein Evolution. PLOS Genet.
6.

Gregoire, S., and Kwon, I. (2012). A revisited folding reporter for quantitative assay
of protein misfolding and aggregation in mammalian cells. Biotechnol J. 7, 1297-1307.

Gromiha, M.M., Thangakani, A.M., and Selvaraj, S. (2006). FOLD-RATE : prediction
of protein folding rates from amino acid sequence. Nucleic Acids Res. 34, 70-74.

Groot, N.S. De, and Ventura, S. (2010). Protein Aggregation Profile of the Bacterial
Cytosol. PLoS One 5.

Groot, N.S. De, Sabate, R., and Ventura, S. (2009). Amyloids in bacterial inclusion
bodies. Trends Biochem. Sci. 34, 408—416.

de Groot, N.S., and Ventura, S. (2006). Protein activity in bacterial inclusion bodies
correlates with predicted aggregation rates. J. Biotechnol. 125, 110-113.

de Groot, N.S., Aviles, F.X., Vendrell, J., and Ventura, S. (2006). Mutagenesis of the
central hydrophobic cluster in AB42 Alzheimer’s peptide. FEBS J. 273, 658—-668.

Haber, E., and White, F.H. (1961). The kinetics of formation of native ribonuclease
during oxidation of the reduced polypeptide chain. Proc. Natl. Acad. Sci. 47, 1309-1314.

Hall, M., National, H., Frank, E., Holmes, G., Pfahringer, B., Reutemann, P., and
Witten, I.H. (2009). The WEKA Data Mining Software: An Update. ACM SIGKDD Explor.
Newsl. 11, 10-18.

Handwerger, K.E., Cordero, J.A., and Gall, J.G. (2005). Cajal Bodies , Nucleoli , and
Speckles in the Xenopus Oocyte Nucleus Have a Low-Density, Sponge-like Structure. Mol.
Biol. Cell 16, 202—-211.

Harrison, S.C., and Durbin, R. (1985). Is there a single pathway for the folding of a
polypeptide chain? Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 82, 4028-4030.

Hart, A., and Bailey, J.E. (1990). Protein Composition of Vitreoscilla Hemoglobin
Inclusion Bodies Produced in Escherichia coZi. J. Biol. Chem. 265, 12728-12733.

Hartl, F.U., and Hayer-Hartl, M. (2009). Converging concepts of protein folding in
vitro and in vivo. Nat. Struct. Mol. Biol. 16, 574-581.

Hebditch, M., Carballo-Amador, M.A., Charonis, S., Curtis, R., and Warwicker, J.
(2017). Sequence analysis Protein—Sol: a web tool for predicting protein solubility from
sequence. Bioinformatics 33, 3098-3100.

84



Hedhammar, M., Stenvall, M., Rosa, L., Nord, O., Sj, O., Brismar, H., Uhl, M.,
Ottosson, J., and Hober, S. (2005). A novel flow cytometry-based method for analysis of
expression levels in Escherichia coli , giving information about precipitated and soluble
protein. J. Biotechnol. 119, 133-146.

Hess, S., Caballero-oli, G., Giro, J.A., Alteri, C.J., Xicohte, J., and Friedman, R.L.
(2007). Mycobacterium tuberculosis produces pili during human infection. PNAS 104,
5145-5150.

Hoege, C., Gharakhani, J., Jllicher, F., and Hyman, A.A. (2009). Germline P granules
are liquid droplets that localize by controlled dissolution/condensation. Science (80-. ).
324,1729-1732.

Hollingsworth, S.A., and Dror, R.0O. (2019). Molecular dynamics simulation for all.
Neuron 99, 1129-1143.

Hou, Q., Kwasigroch, J.M., Rooman, M., and Pucci, F. (2020). SOLart: a structure-
based method to predict protein solubility and aggregation. Bioinformatics 36, 1445-
1452.

Huang, H., Pandya, C,, Liu, C., Al-obaidi, N.F., Wang, M., Zheng, L., and Toews, S.
(2015). Panoramic view of a superfamily of phosphatases through substrate profiling.
PNAS 1974-1983.

Huang, J., Cheng, J., and Chen, H. (2007). Secondary Structure Length as a
Determinant of Folding Rate of Proteins With Two- and Three-State Kinetics. PROTEINS
Struct. Funct. Bioinforma. 67, 12-17.

Hull, R.L.,, Westermark, G.T., Westermark, P.E.R., and Kahn, S.E. (2004). Islet
Amyloid: A Critical Entity in the Pathogenesis of Type 2 Diabetes. J. Clin. Endocrinol.
Metab. 89, 3629-3643.

lakoucheva, L.M., Brown, C.J., Lawson, J.D., and Dunker, A.K. (2002). Intrinsic
Disorder in Cell-signaling and Cancer-associated Proteins. 2836, 573-584.

Imamoglu, R., Balchin, D., Hayer-Hartl, M., and Hartl, F.U. (2020). Bacterial Hsp70
resolves misfolded states and accelerates productive folding of a multi-domain protein.
Nat. Commun. 11.

Ivankov, D.N., and Finkelstein, A. V (2004). Prediction of protein folding rates from
the amino acid sequence-predicted secondary structure. PNAS 101, 8942-8944.

Jager, V.D., Lamm, R., Kiisters, K., Olgiicii, G., Oldiges, M., Jaeger, K., Biichs, J., and
Krauss, U. (2020). Catalytically-active inclusion bodies for biotechnology — general
concepts , optimization, and application. Appl. Microbiol. Biotechnol. 104, 7313-7329.

Jenkins, T.M., Hickman, A.B., Dyda, F., Ghirlando, R., Davies, D.R., and Craigie, R.
(1995). Catalytic domain of human immunodeficiency virus type 1 integrase:
Identification of a soluble mutant by systematic replacement of hydrophobic residues.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 92, 6057-6061.

Johansson, J., Gudmundsson, G.H., Rottenberg, E., Berndt, K.D., and Agerberth, B.
(1998). Conformation-dependent Antibacterial Activity of the Naturally Occurring Human

85



Peptide LL-37. J. Biol. Chem. 273, 3718-3724.

Kameoka, D., Masuzaki, E., Ueda, T., and Imoto, T. (2007). Effect of Buffer Species
on the Unfolding and the Aggregation of Humanized IgG. J. Biochem. 142, 383—-391.

Karplus, M., and Weaver, D.L. (1994). Protein folding dynamics: The diffusion-
collision model and experimental data. Protein Sci. 3, 650-668.

Katayama, D.S., Nayar, R., Chou, D.K., Valente, J.J., Cooper, J., Henry, C.S., Velde,
D.G. Vander, Villarete, L., Liu, C.P., and Manning, M.C. (2006). Effect of Buffer Species on
the Thermally Induced Aggregation of Interferon-tau. J. Pharm. Sci. 95, 1212-1226.

Keseler, .M., Mackie, A., Santos-Zavaleta, A., Billington, R., Bonavides-Martinez,
C., Caspi, R., Fulcher, C., Gama-Castro, S., Kothari, A., Krummenacker, M., et al. (2017).
The EcoCyc database: reflecting new knowledge about Escherichia coli K-12. Nucleic Acids
Res. 45, 543-550.

Kim, W., and Hecht, M.H. (2005). Sequence Determinants of Enhanced
Amyloidogenicity of Alzheimer AB42 Peptide Relative to AB40. J. Biol. Chem. 280, 35069—
35076.

Kim, Y.E., Hipp, M.S., Bracher, A., Hayer-hartl, M., and Hartl, F.U. (2013). Molecular
Chaperone Functions in Protein Folding and Proteostasis.

Kitagawa, M., Ara, T., Arifuzzaman, M., and loka-Nakamichi, T. (2005). Complete
set of ORF clones of Escherichia coli ASKA library (A Complete S et of E . coli K-12 ORF A
rchive): Unique Resources for Biological Research. DNA Res. 12, 291-299.

Knighton, D.R., Zheng, J., Eyck, L.F.T., Ashford, V.A., Xuong, N.-H., Taylor, S.S., and
Sowadski, J.M. (1991). Crystal Structure of the Catalytic Subunit of Cyclic Adenosine
Monophosphate-Dependent Protein Kinase. Science (80-. ). 253, 407-414.

Kohler, G., and Milstein, C. (1975). Continuous cultures of fused cells secreting
antibody of predefined specificity. Nature 256, 495-497.

Kostas, T., Dhurjati, P., Millet, J., Béguin, P., and Jean-Paul, A. (1991). High-activity
of inclusion bodies formed in Escherichia coli overproducing Clostridium thermocellum
endoglucanase D. FEBS J. 282, 205-208.

Kramer, R.M., Shende, V.R., Motl, N., Pace, C.N., and Scholtz, J.M. (2012). Toward
a Molecular Understanding of Protein Solubility: Increased Negative Surface Charge
Correlates with Increased Solubility. Biophys. J. 102, 1907-1915.

Kueltzo, L.A., Wang, W.E.I., Randolph, T.W., and Carpenter, J.F. (2008). Effects of
Solution Conditions , Processing Parameters , and Container Materials on Aggregation of a
Monoclonal Antibody during Freeze — Thawing. J. Phar 97, 1801-1812.

Kuznetsova, E., Proudfoot, M., Gonzalez, C.F., Brown, G., Omelchenko, M. V,
Borozan, I., Carmel, L., Wolf, Y.l., Mori, H., Savchenko, A. V, et al. (2006). Genome-wide
Analysis of Substrate Specificities of the Escherichia coli Haloacid Dehalogenase-like
Phosphatase Family. J. Biol. Chem. 281, 36149-36161.

Kuznetsova, I.M., Zaslavsky, B.Y., Breydo, L., Turoverov, K.K., and Uversky, V.N.
(2015). Beyond the excluded volume effects: Mechanistic complexity of the crowded

86



milieu. Molecules 20, 1377-14009.

Levinthal, C. (1968). Are there pathways for protein folding? Extr. Du J. Chim. Phys.
65, 44-45.

Levy, E.D. (2010). A Simple Definition of Structural Regions in Proteins and Its Use
in Analyzing Interface Evolution. J. Mol. Biol. 403, 660—670.

Levy, E.D., De, S., and Teichmann, S.A. (2012). Cellular crowding imposes global
constraints on the chemistry and evolution of proteomes. Proc. Natl. Acad. Sci. 109,
20461-20466.

Linding, R., Jensen, L.J., Diella, F., Bork, P., Gibson, T.J., and Russell, R.B. (2003).
Protein Disorder Prediction : Implications for Structural Proteomics. Structure 11, 1453—
1459.

Linding, R., Schymkowitz, J., Rousseau, F., Diella, F., and Serrano, L. (2004). A
comparative study of the relationship between protein structure and B-aggregation in
globular and intrinsically disordered proteins. J. Mol. Biol. 342, 345-353.

Listwan, P., Terwilliger, T.C., and Waldo, G.S. (2009). Automated , high-throughput
platform for protein solubility screening using a split-GFP system. J Struct Funct Genomics
10, 47-55.

Lu, J., Zhang, X., Wu, Y., Sheng, Y., Li, W., and Wang, W. (2021). Energy landscape
remodeling mechanism of Hsp70- chaperone-accelerated protein folding. Biophys. J. 120,
1971-1983.

Lyon, C.E., Lamond, A.l, and Mann, M. (2005). Nucleolar proteome dynamics.
Nature 433, 77-83.

Maatta, T.A., Rettel, M., Helm, D., Stein, F., and Savitski, M.M. (2020). Aggregation
and Disaggregation Features of the Human Proteome. Mol Syst Biol 16.

Macossay-Castillo, M., Marvelli, G., Guharoy, M., Jain, A., Kihara, D., Tompa, P.,
and Wodak, S.J. (2019). The Balancing Act of Intrinsically Disordered Proteins : Enabling
Functional Diversity while Minimizing Promiscuity. J. Mol. Biol. 431, 1650-1670.

March, D., Bianco, V., and Franzese, G. (2021). Protein Unfolding and Aggregation
near a Hydrophobic Interface. Polymers (Basel). 13, 1-14.

Martinez-Alonso, M., Vera, A., and Villaverde, A. (2007). Role of the chaperone
DnaK in protein solubility and conformational quality in inclusion body-forming
Escherichia coli cells. FEMS Microbiol. Lett. 273, 187-195.

Mattice, W.L. (1989). The beta-Sheet to Coil Transition. Annu. Rev. Biophys.
Biophys. Chem. 18, 93-111.

Mogk, A., Deuerling, E., Vorderwiilbecke, S., Vierling, E., and Bukau, B. (2003).
Small heat shock proteins, ClpB and the DnaK system form a functional triade in reversing
protein aggregation. Mol. Microbiol. 50, 585-595.

Molliex, A., Temirov, J., Lee, J., Coughlin, M., Anderson, P., Kim, H.J., Mittag, T.,
and Taylor, J.P. (2015). Phase separation by low complexity domains promotes stress

87



granule assembly and drives pathological fibrillization. Cell 163, 123-133.

Nahalka, J., Dib, I., and Nidetzky, B. (2008). Encapsulation of Trigonopsis variabilis
D-amino acid oxidase and fast comparison of the operational stabilities of free and
immobilized preparations of the enzyme. Biotechnol. Bioeng. 99, 251-260.

Nahalka, J. (2008). Physiological aggregation of maltodextrin phosphorylase from
Pyrococcus furiosus and its application in a process of batch starch degradation to a-d-
glucose-1-phosphate. J Ind Microbiol Biotechnol 35, 219-223.

Nahalka, J., Gemeiner, P., Bucko, M., Wang, P.G., Nahalka, J., Gemeiner, P., Bucko,
M., Wang, P.G., and Wang, P.G. (2009). Bioenergy Beads: A Tool for Regeneration of
ATP / NTP in Biocatalytic Synthesis ATP / NTP in Biocatalytic Synthesis. 1199.

Natan, E., Endoh, T., Haim-Vilmovsky, L., Flock, T., Chalancon, G., Hopper, J.T.S,,
Kintses, B., Horvath, P., Daruka, L., Fekete, G., et al. (2018). Cotranslational protein
assembly imposes evolutionary constraints on homomeric proteins. Nat. Struct. Mol. Biol.
25, 279-288.

Nieba, L., Honegger, A., and Krebber, C. (1997). Disrupting the hydrophobic
patches at the antibody variable / constant domain interface : improved in vivo folding
and physical characterization of an engineered scFv fragment. Protein Eng. Vol.10 10,
435-444.

Nishikawa, K., and Ueda, T. (2001). Cell-free translation reconstituted with purified
components. Nat. Biotechnol. 19, 751-755.

Niwa, T., Ying, B.-W., Saito, K., Jin, W., Takada, S., Ueda, T., and Taguchi, H. (2009).
Bimodal protein solubility distribution revealed by an aggregation analysis of the entire
ensemble of Escherichia coli proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. 106, 4201-4206.

Nolting, B., and Agard, D.A. (2008). How General Is The Nucleation — Condensation
Mechanism ? Proteins. 73, 754-764.

Onuchic, J.N., Luthey-Schulten, Z., and Wolynes, P.G. (1997). Theory of protein
folding: The Energy Landscape Perspective. Annu. Rev. Phys. Chem. 48, 545-600.

Orfanoudaki, G., and Economou, A. (2014). Proteome-wide Subcellular Topologies
of E . coli Polypeptides Database (STEPdb). Mol. Cell. Proteomics 13, 3674—3687.

Pace, C.N., Shirley, B.A., McNutt, M., and Gajiwala, K. (1996). Forces contributing
to the conformational proteins. FASEB J. 10, 75-83.

Pal, C., Papp, B., and Hurst, L.D. (2001). Highly Expressed Genes in Yeast Evolve
Slowly. Genetics 158, 927-931.

Paliy, O., Gargac, S.M., Cheng, Y., Uversky, V.N., and Dunker, A.K. (2008). Protein
disorder is positively correlated with gene expression in E. coli. ] Proteome Res 7, 2234-
2245.

Pechmann, S., Levy, E.D., Gaetano, G., and Vendruscolo, M. (2009).
Physicochemical principles that regulate the competition between functional and
dysfunctional association of proteins. PNAS 106, 10159-10164.

88



Pédelacq, J., Piltch, E., Liong, E.C., Berendzen, J., Kim, C., Rho, B., Park, M.S,,
Terwilliger, T.C., and Waldo, G.S. (2002). Engineering soluble proteins for structural
genomics. Nat. Biotechnol. 20, 927-932.

Peng, K., Radivojac, P., Vucetic, S., Dunker, A.K., and Obradovic, Z. (2006). Length-
dependent prediction of protein intrinsic disorder. BMC Bioinformatics 7, 1-17.

Peng, Z., Yan, J., Fan, X., Mizianty, M.J., Xue, B., Wang, K., Hu, G., Uversky, V.N.,
and Kurgan, L. (2015). Exceptionally abundant exceptions: comprehensive
characterization of intrinsic disorder in all domains of life. Cell. Mol. Life Sci. 72, 137-151.

Peternel, S., and Komel, R. (2011). Active Protein Aggregates Produced in
Escherichia coli. Int. J. Mol. Sci. 12, 8275-8287.

Piccinini, F., Balassa, T., Szkalisity, A., Kutay, U., Smith, K., Horvath, P., Piccinini, F.,
Balassa, T., Szkalisity, A., Molnar, C., et al. (2017). Advanced Cell Classifier: User-Friendly
Machine-Learning-Based Software for Discovering Phenotypes in High-Content Imaging
Data. Cell Syst. 4, 651-655.e5.

Piovesan, D., and Tosatto, S.C.E. (2018). Structural bioinformatics Mobi 2.0: an
improved method to define intrinsic disorder, mobility and linear binding regions in
protein structures. Bioinformatics 34, 122-123.

Plakoutsi, G., Stefani, M., and Chiti, F. (2004). Aggregation of the Acylphosphatase
from Sulfolobus solfataricus THE FOLDED AND PARTIALLY UNFOLDED STATES CAN BOTH
BE PRECURSORS FOR AMYLOID FORMATION. J. Biol. Chem. 279, 14111-141109.

Plaxco, K.W., Simons, K.T., and Baker, D. (1998). Contact Order , Transition State
Placement and the Refolding Rates of Single Domain Proteins. J. Mol. Biol. 277, 985—994.

Price, W.N., Handelman, S.K., Everett, J.K.,, Tong, S.N., Bracic, A., Luff, J.D,,
Naumov, V., Acton, T., Manor, P., Xiao, R., et al. (2011). Large-scale experimental studies
show unexpected amino acid effects on protein expression and solubility in vivo in E . coli.
Microb. Inform. Exp. 1, 1-20.

Qiao, B., Jiménez-dngeles, F., Dac, T., Olvera, M., and Cruz, D. (2019). Water
follows polar and nonpolar protein surface domains. PNAS 116, 19274-19281.

R Core Team (2008). R : A Language and Environment for Statistical Computing.

Richardson, J.S., and Richardson, D.C. (2002). Natural B-sheet proteins use
negative design to avoid edge-to-edge aggregation.pdf. PNAS 99, 2754-2759.

Rinas, U., Garcia-fruités, E., Corchero, J.L., Vazquez, E., Seras-franzoso, J., and
Villaverde, A. (2017). Bacterial Inclusion Bodies : Discovering Their Better Half. Trends
Biochem. Sci. 42, 726-737.

Romero, P., Obradovic, Z., Li, X., Garner, E.C., Brown, C.J., and Dunker, A.K. (2001).
Sequence Complexity of Disordered Protein. PROTEINS Struct. Funct. Genet. 48, 38-48.

Rosenberg, A.S. (2006). Effects of Protein Aggregates: An Immunologic
Perspective. AAPS J. 8, 501-507.

Rousseau, F., Schymkowitz, J., and Serrano, L. (2004). Prediction of sequence-

89



dependent and mutational effects on the aggregation of peptides and proteins. Nat.
Biotechnol. 22, 1302-1306.

Rueda, F., Gasser, B., Chardi, A.S., Roldan, M., and Villegas, S. (2016). Functional
inclusion bodies produced in the yeast Pichia pastoris Functional inclusion bodies
produced in the yeast Pichia pastoris. Microb. Cell Fact. 15.

Sachsenhauser, V., and Bardwell, J.C. (2018). Directed evolution to improve
protein folding in vivo. Curr. Opin. Struct. Biol. 48, 117-123.

Santner, A.A., Croy, H.C., Vasanwala, H.F., Uversky, N.V., Van, J.Y.-Y., and Dunker,
A.K. (2014). Sweeping away protein aggregation with entropic bristles: Intrinsically
disordered protein fusions enhance soluble expression. Biochemistry 51, 7250-7262.

Schad, E., Tompa, P., and Hegyi, H. (2011). The relationship between proteome
size , structural disorder and organism complexity. Genome Biol. 12, R120.

Schmidt, A., Kochanowski, K., Vedelaar, S., Ahrné, E., Volkmer, B., Callipo, L.,
Knoops, K., Bauer, M., and Aebersold, R. (2016). The quantitative and condition-
dependent Escherichia coli proteome. Nat. Biotechnol. 34, 104-110.

Schwartz, R., Istrail, S., and King, J. (2001). Frequencies of amino acid strings in
globular protein sequences indicate suppression of blocks of consecutive hydrophobic
residues. Protein Sci. 10, 1023-1031.

Shalem, O., Sanjana, N.E., and Zhang, F. (2015). High-throughput functional
genomics using CRISPR-Cas9. Nat. Rev. Genet. 16, 299-311.

Sharma, M.C., and Goebel, H.H. (2005). Protein aggregate myopathies. Neurol.
India 53, 273-279.

Shmueli, M.D., Schnaider, L., Rosenblum, D., Herzog, G., Gazit, E., and Segal, D.
(2013). Structural Insights into the Folding Defects of Oncogenic pVHL Lead to Correction
of Its Function In Vitro. PLoS One 8.

Sillitoe, 1., Dawson, N., Lewis, T.E., Das, S., Lees, J.G., Ashford, P., Tolulope, A.,
Scholes, H.M., Senatorov, I., Bujan, A., et al. (2019). CATH : expanding the horizons of
structure-based functional annotations for genome sequences. Nucleic Acids Res. 47,
280-284.

Simona, J., Gaberc-Porekar, V., Fonda, |., Podobnik, B., Joze, G., and Viktor, M.
(2005). Production of Nonclassical Inclusion Bodies from Which Correctly. Biotechnol.
Prog 21, 632—639.

Simone, A. De, Kitchen, C., Kwan, A.H., Sunde, M., Dobson, C.M., and Frenkel, D.
(2012). Intrinsic disorder modulates protein self-assembly and aggregation. PNAS 109,
6951-6956.

Singhvi, P., Saneja, A., Srichandan, S., and Panda, A.K. (2019). Bacterial Inclusion
Bodies: A Treasure Trove of Bioactive Proteins. Trends Biotechnol. 3, 1-13.

Sormanni, P., Aprile, F.A., and Vendruscolo, M. (2015). The CamSol Method of
Rational Design of Protein Mutants with Enhanced Solubility. J. Mol. Biol. 427, 478-490.

90



Tartaglia, G.G., and Vendruscolo, M. (2009). Correlation between mMRNA
expression levels and protein aggregation propensities in subcellular localisations. Mol.
Biosyst. 5, 1873—-1876.

Tartaglia, G.G., Pechmann, S., Dobson, C.M., and Vendruscolo, M. (2007). Life on
the edge: a link between gene expression levels and aggregation rates of human
proteins. Trends Biochem. Sci. 32, 204-206.

Tartaglia, G.G., Pechmann, S., Dobson, C.M., and Vendruscolo, M. (2009). A
Relationship between mRNA Expression Levels and Protein Solubility in E . coli. J. Mol.
Biol. 388, 381-389.

Tayeb-Fligelman, E., Tabachnikov, O., Moshe, A., Goldshmidt-Tran, O., Sawaya,
M.R., Coquelle, N., JP., C., and Landau, M. (2019). The cytotoxic Staphylococcus aureus
PSMa3 reveals a cross-a amyloid-like fibril. Science (80-. ). 355, 831-833.

Timson, D.J.,, and Reece, R.. (2003). Functional analysis of disease-causing
mutations in human galactokinase. Eur. J. Biochem 1774, 1767-1774.

Tompa, P. (2002). Intrinsically unstructured proteins. Trends Biochem. Sci. 27.

Trevino, S.R., Scholtz, J.M., and Pace, C.N. (2009). Amino acid contribution to
protein solubility: Asp, Glu, and Ser contribute more favorably than the other hydrophilic
amino acids in RNase Sa. J. Mol. Biol. 366, 449-460.

Tucker, P.A., Tsernoglou, D., Tucker, A.D., Coenjaerts, F.E.J., Leenders, H., and
Vliet, P.C. Van Der (1994). Crystal structure of the adenovirus DNA binding protein reveals
a hook-on model for cooperative DNA binding. EMBO J. 13, 2994-3002.

Uemura, E., Niwa, T., Minami, S., Takemoto, K., Fukuchi, S., Machida, K., Imataka,
H., Ueda, T.,, Ota, M., and Taguchi, H. (2018). Large-scale aggregation analysis of
eukaryotic proteins reveals an involvement of intrinsically disordered regions in protein
folding. Sci. Rep. 8, 1-11.

Uversky, V.N. (2014). The triple power of D*® - protein intrinsic disorder in
degenerative diseases. Front. Biosci. 19, 181-258.

Uversky, V.N. (2015). Paradoxes and wonders of intrinsic disorder: Prevalence of
exceptionality. Intrinsically Disord. Proteins 3.

Uversky, V.N., Gillespie, J.R., and Fink, A.L. (2000). Why Are “Natively Unfolded”
Proteins Unstructured Under Physiologic Conditions? PROTEINS Struct. Funct. Genet. 41,
415-427.

Valenzuela, P., Medina, A., and Rutter, W.J. (1982). Synthesis and assembly of
hepatitis B virus surface antigen particles in yeast. Nature 298, 347-350.

Villaverde, A., and Carrio, M.M. (2001). Protein aggregation as bacterial inclusion
bodies is reversible. Febs Lett. 489, 29-33.

Villaverde, A., Garcia-Fruitds, E., Rinas, U., Seras-franzoso, J., Kosoy, A., Corchero,
J.L., and Vazquez, E. (2012). Packaging protein drugs as bacterial inclusion bodies for
therapeutic applications Packaging protein drugs as bacterial inclusion bodies for
therapeutic applications. Microb. Cell Fact. 11, 1-4.

91



Wagner, S., Baars, L., Ytterberg, A.., Klussmeier, A., Wagner, C.S., Nord, O,
Nygren, P.-ake, Wijk, K.J. Van, and Gier, J. De (2007). Consequences of Membrane Protein
Overexpression in Escherichia coli. Mol. Cell. Proteomics 6.9, 1527-1550.

Waldo, G.S., Standish, B.M., Berendzen, J., and Terwilliger, T.C. (1999). Rapid
protein-folding assay using green fluorescent protein. Nat. Biotechnol. 17, 691-695.

Walsh, I, Martin, A.J.M., Domenico, T. Di, and Tosatto, S.C.E. (2012). ESpritz :
accurate and fast prediction of protein disorder. Bioinformatics 28, 503-509.

Walsh, 1., Seno, F., Tosatto, S.C.E., and Trovato, A. (2014). PASTA 2.0: an improved
server for protein aggregation prediction. Nucleic Acids Res. 42, 301-307.

Warwicker, J., Charonis, S., and Curtis, R.A. (2014a). Lysine and Arginine Content of
Proteins: Computational Analysis Suggests a New Tool for Solubility Design. Mol. Pharm.
11,294-303.

Warwicker, J., Charonis, S., and Curtis, R.A. (2014b). Lysine and Arginine Content
of Proteins: Computational Analysis Suggests a New Tool for Solubility Design.

Wetzel, R., Perry, LJ., and Veilleux, C. (1991). Mutations in human interferon
gamma affecting inclusion body formation identified by a general immunochemical
screen. Biotechnology 9, 731-737.

Wickner, R.B. (1994). [URE3] as an Altered URE2 Protein: Evidence for a Prion
Analog in Saccharomyces cerevisiae. Science (80-. ). 264, 566-570.

Woodruff, J.B., Gomes, B.F., Widlund, P.O., Mahamid, J., Honigmann, A., Hyman,
A.A., Woodruff, J.B., Gomes, B.F., Widlund, P.0., Mahamid, J., et al. (2017). The
Centrosome Is a Selective Condensate that Nucleates Microtubules by Concentrating
Tubulin Article The Centrosome Is a Selective Condensate that Nucleates Microtubules by
Concentrating Tubulin. Cell 169, 1066-1071.e10.

Worrall, D.M., and Goss, N.H. (1989). The formation of biologically active beta-
galactosidase inclusion bodies in Escherichia coli. Aust J Biotechnol 3, 28-32.

Wu, C.F.,, Cha, H.J., Rao, G., Valdes, J., and Bentley, W.E. (2000). A green
fluorescent protein fusion strategy for monitoring the expression, cellular location, and
separation of biologically active organophosphorus hydrolase. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 54, 78-83.

Wu, W., Xing, L., Zhou, B., and Lin, Z. (2011). Active protein aggregates induced by
terminally attached self-assembling peptide ELK16 in Escherichia coli. Microb. Cell Fact.
42, 1-8.

Xu, D., and Zhang, Y. (2013). Ab Initio structure prediction for Escherichia coli:
towards genome-wide protein structure modeling and fold assignment. Sci. Rep. 3, 1-11.

Yamaguchi, H., and Miyazaki, M. (2014). Refolding Techniques for Recovering
Biologically Active Recombinant Proteins from Inclusion Bodies. 235-251.

Yang, J.S., Chen, W.W.,, Skolnick, J., and Shakhnovich, E.I. (2007). All-Atom Ab Initio
Folding of a Diverse Set of Proteins. Structure 15, 53—63.

92



Yuan, A.H., and Hochschild, A. (2017). A bacterial global regulator forms a prion.
Science (80-.). 355, 198-201.

Zhang, A., Cantor, E.J., Barshevsky, T., and T, S.C. (2005). Productive interaction of
chaperones with substrate protein domains allows correct folding of the downstream GFP
domain. Gene 350, 25-31.

Zhou, H., and Zhou, Y. (2002). Folding Rate Prediction Using Total Contact
Distance. Biophys. J. 82, 458—-463.

Zhu, C., and Yu, Z. (2008). The surface layer protein of Bacillus thuringiensis CTC
forms unique intracellular parasporal inclusion body. J. Basic Microbiol. 48, 302—-307.

93



8. Osszefoglalé

Az elmult évtizedekben széles kdrben elfogadott volt a nézet, miszerint a fehérje
aggregatumok belsejében nativ szerkezett6l és funkcidtdl mentes makromolekuldk
taldlhatok. Ez kdszonhet6 volt a fehérje aggregatumok felfedezésének koriilményeinek,
valamint a human szempontbdl fontos betegségekben betoltétt fontos szerepliknek. Az
elmult években azonban egyre tébb olyan eredmény latott napvildgot, amelyek szerint a
fehérje aggregacidnak fontos fizioldgids szerepe lehet mind baktériumokban, mind
eukaridtakban. Késébb arra is fény derilt, hogy léteznek olyan aggregatumok,
amelyekben a fehérjék megdrzik nativ, vagy nativ szer(i szerkezetiiket és aktivitdsukat.
Ennek ellenére nem tortének olyan szisztematikus vizsgalatok, amelyek megmutattak

volna, hogy mely tényez6k befolyasoljak a képz&désiiket.

A doktori munkam soran szisztematikusan vizsgaltam a kilonb6z6 in vivo
aggregacids Utvonalakat E. coliban fehérje overexpresszié hatasdra egy mikroszkdpia
alapu, gépi tanulassal segitett modszerrel. Ennek segitségével igazoltuk a két Iényegesen
kilénb6z6 aggregacid tipus jelenlétét a sejtekben. Tovabba proteom szinten
azonositottuk azokat a fehérjéket, amelyek a folding folyamatat megel6z6en vagy azt
kovet6en léptek aggregatumokba. A két aggregacids tipus gyakorisaga 6sszemérhetd
proteom szinten, azonban jelent6s kilonbségeket latunk a sejten belili lokalizaciéjuk
tekintetében. Mig a sotét aggregatumokat képzdé fehérjék jellemz6en a membranban
lokalizalodnak fiziologias korilmények kozott, a citoplazma aggregalddo fehérjéinek nagy
része a folding folyamatat kévetéen csapddik ki. Annak érdekében, hogy azonosithassuk
azokat a fehérjeparamétereket, amelyek meghatarozzak a két aggregacios tipus
képz6dését, Osszeadllitottunk egy szisztematikus adatsort a proteom legtdbb tagjanak
tulajdonsagairdl. Azt taldltuk, hogy a nativ konformacidjuk elérése elStt aggregdlddd
fehérjékkel szemben a fluoreszcensen aggregalddo proteinek gyorsabb foldingkinetikat és
kisebb mértékl fehérjeaggregaciét mutatnak. A dajkafehérje-rendszerrel, kilénosen a
DnaK fehérjével mutatott interakcié szintén segit a fehérjéknek elérni a nativ
szerkezetliket a transzlacids kornyezetben az aggregaciét megel6z6en. Eredményeink arra
utalnak, hogy a gyors folding és a lassan bekovetkezd aggregdacid lehet6vé teszi egy

fehérje szamara, hogy elérje nativ konformacidjat az aggregacié bekovetkezte el6tt.
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Osszességében ezek az eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy az aktiv, nativ
vagy nativ szer( szerkezettel biré aggregatumok létrejotte az inaktivakkal szemben nagy
mértékben az aggregacid és a folding kozti kinetikai kompeticid kimenetelének
kovetkezménye (de Groot és Ventura, 2006). Tobb bizonyiték is aldtdmasztja azt, hogy ez
a folyamat normal expresszio és genetikai kontextus mellett is jelentéséggel bir. Példaul a
dajkafehérje-rendszer alapvet6 szereppel bir az Ujonnan szintetizalddott és a foldingon
atesett fehérjék esetében is normal expresszids szint mellett (Kim és mtsai., 2013).
Tovabba a DnaK dajkafehérje klienseinek is két tipusa ismert annak fliggvényében, hogy a
chaperon a transzlacié soran segit a nativ konformacié elérésében, vagy ezt kdvetben
segit megtartani a szerkezetet (Calloni és mtsai.,, 2012). Mig a transzlaciés apparatus
kornyezete feldusul aggregacidra érzékeny naszcens polipeptidekben, tobb fehérje, amely
elérte nativ szerkezetét, szintén képes aggregalddni, amennyiben koncentracidja atlépi a
kritikus oldhatdsagi hatarat; ezt a jelenséget szuperszaturacionak hivjuk (Ciryam és mtsai.,
2015). A szuperszatrudciét mutaté fehérjékrél  kiderilt, hogy felddsulnak
neurodegenerativ betegségekben szerepet jatszé proteinek kdzott, amely arra utal, hogy
szereplk van ezekben a patoldgidkban és feltehet6en az Gregedéssel és a stresszhez
kothet6kben is. Sziikséges tovabbi kutatasok elvégzése annak érdekében, hogy
megérthessik a valtozo kornyezeti tényez6k és az overexpresszid hatasat az aggregacios

utvonalra.

Ismert, hogy a fiziologias korilmények kozoétt abundans fehérjék rendkivil
alacsony felszini ragaddssaggal birnak azért, hogy az elkeriljék a nemspecifikus
interakcidkat, amelyek zavart okozhat az 6 és mas fehérjék miikodésében (Levy és mtsai.,
2012). Eredményeink ravilagitottak, hogy a magas felszini ragaddssaggal rendelkezd
fehérjék szintén alulreprezentdltak az oldhaté csoportban, arra utalva, hogy a
nemspecifikus interakcidok csokkentése mogott az aggregacio elkeriilése lehet az egyik
legfontosabb hajtéerd. Ezen fellil azonban azt is lathatjuk, hogy a sotét aggregalédd
fehérjék marginalisan magasabb felszini ragaddssaggal birnak a fluoreszcensen
aggregdalodo tarsaikhoz képest. Mivel a fehérjék belsejében nem latunk ilyen jellegl
kiilonbséget, ezarra utalhat, hogy bizonyos sotét aggregdlédd fehérjék esetén a felszini
ragaddssag is hozzajarulhat az aggregdacié folyamatahoz. Ez ugy kovetkezhet be, hogy az

aggregdcid az el6tt kovetkezik be, hogy a fuziés GFP partner elérné nativ szerkezetét
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(ismerve a kisérletekben tapasztalt fenotipust), de azt kdvetGen, hogy a naszcens fehérje
szerkezete 0sszeomlott volna egy nativ szer(, kompakt szerkezetté, amely felszine a nativ
fehérjéhez mar részben hasonlatos (Hartl és Hayer-Hartl, 2009; Kim és mtsai., 2013).
Tovabbi vizsgalatok minden bizonnyal tovabbi informacidkkal szolgalhatnak arra nézve,
hogy milyen sorrendben kovetkeznek be az aggregacié folyamat [épései ezeknél a

fehérjéknél.

Munkdnk a fehérjerendezetlenség aggregaciéban jatszott szerepével kapcsolatban
is Uj informdacidkkal szolgdlt. ElGszor is bemutattuk, hogy az E. coli fehérjék in vivo
szolubilitdsat nagy mértékben segiti a fehérjerendezetlenség, és ez a hatas fliggetlen a
felszini ragaddssagtol. Tovabba, mivel a fehérjerendezetlenség és a szolubilitdas kozti
korrelacié flggetlen a toltéstdl és a hidrofobicitastdl, meg tudjuk er@siteni a nézetet,
amely szerint a fehérjerendezetlenség a szerkezeti rugalmassag biztositasa mellett jarul
hozza az oldhatdsaghoz (Santner és mtsai., 2014; Simone és mtsai., 2012). A rendezetlen
fehérje régidkrdl ismert, hogy egyfajta entrépikus sorteként viselkednek, valamint
oldhatdsag szempontjabdl kedvezd felszint biztositanak. Fontos megjegyezni, hogy az
oldhato fehérjék tobb rendezetlen régiét is tartalmaznak, tovdbb er@sitve az entrépikus
hatdsok szerepét. Tovabba, bar a két aggregacids osztaly képvisel6i nem kilonbdznek a
rendezetlen régidk gyakorisdgdban, a sotét aggregalédd fehérjék tobb rendezetlen
aminosavat tartalmaznak ezeken a régidkon kivil. Tovabbi vizsgdlatok szikségesek,
amelyekbdél megtudhatjuk a rendezetlen aminosavak és régiok egyedi hozzajarulasat az
oldhatdésag fenntartdasahoz és az aggregaciohoz. Masodsorban eredményeink arra is
ravilagitanak, hogy a természetes szelekcid hogyan befolydsolja a fehérjerendezetlenség
mértékét proteom szinten. Ugyan ismert, hogy a magasan expresszalt fehérjék nagyobb
mértékl rendezetlenséggel birnak E. coliban (Tartaglia és mtsai., 2009), az emogott allo
mechanizmusok eddig ismeretlenek maradtak. Eredményeinkbdl arra kévetkeztethetiink,
hogy a megndvekedett fehérjerendezetlenség a magasan expresszalt fehérjék esetében
arra szolgél, hogy elkeriiljék az aggregaciot fizioldgias koriilmények kozott. igy tehat mind
az alacsony felszini ragaddssag, mind a fehérjerendezetlenség arra szolgdl, hogy az
abundans fehérjék elkeriljék az aggregaciot E. coliban, valamint feltehet6en tovabbi
baktériumban is. Harmadsorban pedig jelentds kiilonbséget lathatunk a prokariotak és

eukariotak esetében a rendezetlenség aggregacidéra gyakorolt hatdsaban. Az eukaridtakrol
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kozismert, hogy joval tobb rendezetlen fehérjét tartalmaznak és tobb rendezetlen
szegmenst is. Ez kdszonhetd a jelatvitelben (Peng és mtsai., 2015) és egyéb valtozatos,
atmeneti fehérje interakciokat igénylé sejtfolyamatokban betoltott szerepiiknek. Ezzel
egybevag, hogy igazoldédott a rendezetlen régidk szerepe a stresszindukalt aggregdcios
folyamatokban (Maatta és mtsai., 2020) ember esetében. Tovabba szemben az E. colival,
a magasan expresszalt éleszt6 fehérjék szignifikdnsan alacsonyabb mennyiségl
rendezetlenséget mutatnak, feltehet6en a linedris motivumok kozvetitette nemspecifikus
interakcidk elkerilése érdekében (Macossay-Castillo és mtsai.,, 2019). Ez a kilénbség
elvben adédhat a fehérjék tulajdonsagaibdl, a sejtes kornyezetbdl vagy a kettd
kombindcidjabdl. Azonban azt latjuk, hogy az E. coliban expresszalt human fehérjék is
mutatjak a rendezetlenség és az oldhatdsag kozti pozitiv korrelaciot, amely arra utal, hogy
a kilonbség a sejtes kornyezetbdl adddik. A kiilonbségek mogott rejl6 mechanizmusok
feltardsa jelentés mértékben hozzdjarulhat a fehérje aggregdcié folyamatanak és a
rendezetlenség  szerepének  megértéséhez, valamint fontos  mérfoldkéként

szolgalhatnanak jov6beni nagy ateresztéképességl vizsgalatokhoz.

Eredményeink a biotechnoldgiai ipar szamara is fontos implikaciékkal birnhatak. Uj
fehérjetermelési megoldasok és rendezbelvek keriilhetnek el6térbe (Rinas és mtsai.,
2017; Singhvi és mtsai., 2019; Villaverde és mtsai., 2012; Wu és mtsai., 2011),
amennyiben megoldottd valik a funkcionalis fehérjék kinyerése az aggregatumokbdl. A
nativ szer(i enzimek felhaszndlhatéak immobilizalt biokatalizatorként (Rinas és mtsai.,
2017; Wu és mtsai.,, 2011) ipari kornyezetben. Az aggregatumok viv6anyagként is
szolgalhatnak terdpids felhasznaldsok esetében is (Villaverde és mtsai.,, 2012), mivel
nagyobb stabilitdssal és eltarthatdsdggal birnak. Azt latjuk, hogy minden enzimosztaly
képviselGi jellemzéen fluoreszcens aggregatumot képeznek, amely a széles kord
felhasznalhatdsagot sugallnak ipari alkalmazasokban. Metodoldgiai szempontbdl a nagy
atereszt6képességli mikroszkdpia skalazhaté, hatékony és robosztus mddszernek
bizonyult az aktiv fehérjéket tartalmazd aggregdtumok azonositdsaban ipari célokra.
Fontos megjegyezni, hogy bizonyos fehérjék az aktiv aggregatumokban idével inaktiv,
hibasan feltekeredett formdava alakulnak (Elia és mtsai., 2017), ezért a jov6beli
vizsgalatoknak nagy hangsulyt kell helyeznilk azokra a hatdsokra, amelyek segitségével

egy fehérje megoérizheti aktivitasat, tovabba arra, hogy mekkora az aktiv és inaktiv
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fehérjék pontos részaranya az aggregatumok belsejében. A nagy atereszt&képességi
mikroszkdpias és gépi tanuldsos modszeriink, kiegészitve nagy atereszt6képességi
fehérjetisztitasi (Jager és mtsai., 2020) és funkcionalis vizsgalati eljarasokkal (Huang és
mtsai., 2015; Kuznetsova és mtsai., 2006) fontos részét képezheti az aktiv

fehérjeaggregatumokban rejl6 lehet8ségek kiaknazasanak.
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9. Summary

In the past decades, the notion that proteins inside aggregates are
macromolecules lacking their native structure and function has been widely accepted.
This was partly due to the circumstances of the discovery of protein aggregates and their
pivotal role in human diseases. However, in recent years, more and more results were
presented showing that protein aggregation may play an important physiological role in
both bacteria and eukaryotes. Later, protein aggregates with enzymes retaining their
native activity were identified. This prompted a major change in how we view protein
aggregation. Despite the mounting evidence of the existence of aggregates with proteins
maintaining their native or native-like structure with activity, no systematic analyses were

conducted in order to identify the underlying factors for their formation.

My doctoral work focused on systematically investigating the aggregation
pathways of overexpressed E. coli proteins using an image-based in vivo aggregation
assay coupled with machine learning. We have confirmed the presence of two
characteristically different types of protein aggregates. Furthermore, we identified on a
proteome-wide scale those proteins that form inclusion bodies after folding and
compared to those that aggregate before reaching the folded state. We find that the
frequency of the two types of aggregates are comparable on a proteome scale, however,
their subcellular localization differs substantially. While dark aggregates are mainly
proteins present in the membrane under normal circumstances, the majority of
aggregation-prone cytoplasmic proteins form aggregates after folding. We have collected
a large-scale, systematic dataset of protein parameters in order to identify the forces
affecting the fate of an aggregation-prone protein. We see that compared to proteins that
aggregate before adopting a folded state, fluorescent aggregate proteins exhibit faster
folding kinetics and lower aggregation propensity. Interaction with the chaperone
network, especially the DnaK chaperone also helps to maintain the folded state in the
translation milieu before, and most likely after aggregation. Our findings indicate that
rapid folding and slow aggregation of a protein allows its folding before aggregation.
Overall, these results support the notion that the formation of active, native-like

aggregates compared to inactive ones is governed by the kinetic competition between

99



folding and aggregation. Several lines of evidence also reinforce the notion that these
principles operate in proteins expressed at their expression levels and in their native
genetic contexts. For example, under normal expression levels, the chaperon system
plays a fundamental role in preventing aggregation of newly synthesized as well as folded
proteins. Thus, two classes of DnaK client proteins have been identified, depending on
whether the chaperone aids in its folding after translation, or maintains its native
conformation. Additionally, while the proximity of the translational apparatus is highly
enriched in nascent polypeptides susceptible to aggregation during translation, some
proteins with their native structure intact has been shown to aggregate when their
concentration exceeds the critical concentration of their solubility, a phenomenon termed
supersaturation. Proteins showing supersaturation have shown a substantial enrichment
in biological processes related to neurodegenerative diseases, suggesting their role in
these pathologies, and others related to aging and stress. Future studies deciphering the
links between the aggregation route taken by proteins upon overexpression and

environmental changes are thus strongly warranted.

It has been established, that natively abundant proteins have evolved a
substantially low surface stickiness in order to avoid non-specific interactions that would
result in interference with other proteins(Levy és mtsai.,, 2012). Our work has
demonstrated that proteins with low surface stickiness are also depleted in both proteins
forming aggregates through either pathway. Based on these results, we propose that
avoidance of aggregation is the driving force behind the reduction of non-specific
interaction propensity of natively highly expressed proteins. Interestingly, we find that
dark aggregate proteins have a distinctly higher surface stickiness than fluorescent
aggregate proteins, however, no such difference can be found for amino acids in the
protein core. This suggests that aggregation occurs before the GFP fusion protein adopts
its native structure, but after the fast collapse of the nascent polypeptide chain into a
structure resembling a partially folded, compact intermediate that already has similar
surface characteristics of the native protein(Hartl és Hayer-Hartl, 2009; Kim és mtsai.,
2013). Further investigations will most probably shed some light on the sequence of

events leading to the aggregation of such proteins.
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Our work also provides several new insights into the role protein disorder plays in
aggregation. First, we show that protein in vivo solubility in E. coli is strongly driven by
protein disorder content, and this effect is independent of surface stickiness. Given that
the association between protein disorder and solubility is also independent of both
charge and hydrophobicity, we reinforce the notion that the flexibility provided by the
disordered residues enhances solubility(Santner és mtsai., 2014; Simone és mtsai., 2012).
Disordered protein segments have been shown to act as enthropic bristles and providing
favourable surface area for protein solubility. It is important to note that soluble proteins
also contain a larger frequency of disordered segments, supporting their positive
enthropic effects. Also, while proteins of two aggregation classes do not differ in the
frequency of disordered segments, dark aggregates contain more disordered residues
outside these segments. Future studies should shed more light on the particular effects of
disordered residues and segments and their contribution to the maintenance of solubility
or contribution to aggregation. Second, or results shed a new light on how natural
selection affects protein disorder on a proteome scale. Although it has been shown that
highly expressed proteins have a higher disorder content in E. coli (Tartaglia és mtsai.,
2009), the underlying mechanisms have been largely unidentified so far. Our findings
suggest that the increased disordered content of highly expressed proteins is a means of
avoiding aggregation under physiological conditions. Thus, protein disorder and low
surface stickiness are both adaptations to maintain high solubility of abundant proteins in
E. coli and possibly in other bacteria. And third, our results highlight the substantial
difference of protein disorder on solubility in prokaryotes and eukaryotes. Eukaryotes are
known to contain substantially higher amounts of disordered proteins as well as longer
disordered segments. This is due to the role of these proteins in signaling(Peng és mtsai.,
2015) and other cellular functions requiring diverse and transient protein interactions.
Indeed, the presence of intrinsically disordered regions have been associated with stress-
induced aggregation in humans(Maatta és mtsai., 2020). Also, contrarily to E. coli, highly
expressed yeast proteins contain significantly lower levels of intrinsically disorder,
potentially to reduce non-native, non-specific interactions that are mediated by linear
motifs(Macossay-Castillo és mtsai., 2019). These difference can be attributed to either the
proteins themselves, the cellular milieu or a combination of both. However, our results

show that human proteins expressed in E. coli adhere to positive the correlation between
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solubility and disorder content, suggesting that the difference can be attribute to
differences in the cellular context. The underlying mechanisms for such differences would
be a great benefit to our understanding of both protein disorder and protein aggregation,

as well as providing an important framework for future large scale studies.

Our results have may also have substantial biotechnological implications.
Extraction of functional proteins from inclusion bodies as well as their other applications
may offer novel solutions and design principles(Rinas és mtsai., 2017; Singhvi és mtsai.,
2019; Villaverde és mtsai., 2012; Wu és mtsai., 2011) to the protein production pipeline.
Native-like enzymes can be applied as immobilized biocatalysts(Rinas és mtsai., 2017; Wu
és mtsai., 2011) in industrial applications. Inclusion bodies may also function as drug
delivery scaffolds in medical applications(Villaverde és mtsai., 2012), with the benefit of
greater stability and longer shelf-life. We show that proteins of all enzyme classes tend to
form aggregates after folding, suggesting the wide applicability of designed protein
aggregates in industrial use. From a methodological standpoint, high-content microscopy
has proven to be a higly scalable, efficient and robust way of identifying aggregates with
active proteins, with great protential in screening of recombinant proteins for industrial
applications. It is important to mention, that some proteins in active aggregates may in
time convert to misfolded, inactive forms(Elia és mtsai., 2017), thus future investigations
must put an emphasis on the forces that help maintain protein activity inside aggregates
and the exact proportion of active and inactive proteins inside aggregates. Our high-
content microscopy and machine learning method, combined with high-throughput
protein purification(Jager és mtsai., 2020) and functional profiling(Huang és mtsai., 2015;
Kuznetsova és mtsai., 2006) may provide and efficient way of unlocking the potential in

active protein aggregates.
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10. Fuggelékek
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1. szamu tablazat: a fehérjeaggregacio és a génexpressziod kisérletes ellenérzése

JW azono- | Blattner Génnéy Mikroszképia alapu szolu- | Molekulatémeg | Molekulatomeg Expresszié | GFP Intenzitas Kisérletes szolubili-
sitd ID bilitasosztaly (Da) (+GFP /kDa/) tas
JW0899 b0916 ycaQ | Sotét aggregatum 47655,87 76,7 | Igen 254081 | NA
JW0868 b0885 aat Sotét aggregatum 26618,5 55,6 | Igen 388531 | NA
JW0824 b0840 deoR Sotét aggregatum 28547,98 57,5]|lIgen 386105 | Aggregalédo
JW0865 b0881 clpS Sotét aggregatum 12179,06 41,2 | Igen 674041 | NA
JW0928 b0945 pyrD Sotét aggregatum 36774,52 65,8 | Igen 491562 | Aggregalodo
JW0993 b1008 ycdl Sotét aggregatum 21570,38 50,6 | Igen 597674 | NA
JW0945 b0962 helD Sotét aggregatum 77976,2 107 | NA 282558 | NA
JW0986 b1001 yccE Sotét aggregatum 48355,37 77,4 | Igen 418709 | NA
JW0939 b0956 ycbG Sotét aggregatum 17693,37 46,7 | Igen 536276 | Aggregalédo
JW0941 b0958 sulA Sotét aggregatum 18801,38 47,8 | Nem 39437 | NA
JW2459 b2474 ypfl Sotét aggregatum 74892,52 103,9 | Nem 4320 | NA
JW1005 b1020 phoH Sotét aggregatum 39264,87 68,3 | Igen 399542 [ NA
JW2815 b2847 ygel Sotét aggregatum 30850,25 59,9 | Igen 79757 | NA
JW1276 b1284 yciT Sotét aggregatum 27602,61 56,6 | Igen 383909 | Aggregélodd
JW1306 b1313 ycjQ Sotét aggregatum 38216,52 67,2 Igen 535846 | NA
JW1392 b1397 paal Sotét aggregatum 42276,54 71,3 | Igen 508303 | NA
JW1316 b1323 tyrR Sotét aggregatum 57656,14 86,7 | Nem 4979 | NA
JW1605 b1613 manA | SOtét aggregdtum 42849,95 71,8 | Igen 668899 | NA
JW1606 b1614 ydgA Sotét aggregatum 54689 83,7 | Igen 511969 | NA
JW1520 b1527 yneK Sotét aggregatum 42841,25 71,8 | lgen 245379 | NA
JW2021 b2036 glf Sotét aggregatum 42965,88 72 | lgen 278316 | NA
JW2029 b2044 wecal Sotét aggregatum 45361,62 74,4 | Igen 309098 | NA
JW1993 b2011 sbcB Sotét aggregatum 54500,81 83,5|Igen 270320 | NA
JW1912 b1927 amyA | Sotét aggregatum 56639,38 85,6 | Igen 501012 | Gyenge oldhatdsag
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JW2017 b2032 wbbK | S6tét aggregatum 43188,18 72,2 | Igen 93111 | NA
JW1209 b1218 chaC Sotét aggregatum 25512,28 54,5 | Igen 470245 | NA
JW1086 b1100 ycfH Sotét aggregatum 29808,78 58,8 | Igen 423125 | Aggregalodoé
JW1106 b1120 cobB Sotét aggregatum 26716,38 55,7 | Igen 45848 | NA
JW1054 b1067 yceH Sotét aggregatum 24177,33 53,2 | Igen 611099 | NA
JW1139 b1153 ymfQ Sotét aggregatum 21643,52 50,6 | Igen 880443 | Aggregdalodo
JW1292 b1299 puuR Sotét aggregatum 20091,58 49,1 | Igen 732922 | NA
JW1587 b1595 ynfL Sotét aggregatum 33281,34 62,3 Igen 463536 | NA
JW1530 b1537 yde) Sotét aggregatum 18320,82 47,3 | Igen 687982 | NA
JW1423 b1427 rimL Sotét aggregatum 20680,55 49,7 | Igen 626071 | NA
JW1512 b1519 tam Sotét aggregatum 29005,96 58 | Igen 614034 | NA
JW1625 b1633 nth Sotét aggregatum 23562,39 52,6 lIgen 611057 | NA
JW1664 b1674 ydhY Sotét aggregatum 22366,92 51,4 | Igen 587405 | NA
JW1759 b1770 ydjF Sotét aggregatum 28261,47 57,3 |Igen 450231 | NA
JwW1832 b1843 yobB Sotét aggregatum 24395,06 53,4 | Igen 289881 | NA
JW2053 b2068 alkA Sotét aggregatum 31393,3 60,4 | Igen 278496 | NA
JW2006 b2024 hisA Sotét aggregatum 26032,65 55 | Igen 559163 | NA
JW2057 b2072 yegK Sotét aggregatum 27207,94 56,2 | Igen 532136 | NA
JW1886 b1897 otsB Sotét aggregatum 29175,28 58,2 | Igen 362828 | NA
JW2043 b2058 wcaB Sotét aggregatum 17615,54 46,6 | Igen 403315 | NA
JW1544 b1552 cspl Sotét aggregatum 7683,74 36,7 | Igen 197413 | NA
JwW1210 b1219 ychN Sotét aggregatum 12692,75 41,7 | Igen 573461 | Gyenge oldhatdsag
JW1456 b1461 ydcE Sotét aggregatum 8672,95 37,7 | Igen 578679 | NA
JW1553 b1561 rem Sotét aggregatum 9234,71 38,2 | Igen 34869 | NA
JW1676 b1686 ydil Sotét aggregatum 14945,25 43,9 | Igen 532552 | NA
JW1566 b1575 dicB Sotét aggregatum 6964,27 36 | Igen 191630 | NA
JW1567 b1576 ydfD Sotét aggregatum 6841,95 35,8 | Igen 537089 | NA
JW1854 b1865 nudB Sotét aggregatum 17305,76 46,3 | Igen 337976 | NA
JW2928 b2961 mutY Sotét aggregatum 39149,12 68,1 | Igen 325407 | NA
JW3089 b3118 tdcA Sotét aggregatum 34538,86 63,5 | Igen 296499 | NA

105




JW3093 b3124 gark Sotét aggregatum 39104,34 68,1 | Igen 653722 | NA
Jw2231 b2237 inaA Sotét aggregatum 25296,08 54,3 |Igen 449114 | NA
JW2413 b2420 yfeS Sotét aggregatum 28243,15 57,2 | Igen 504211 | Aggregalddod
Jw2451 b2467 yffH Sotét aggregatum 21748,66 50,7 | Igen NA NA
JW2357 b2360 yfdQ Sotét aggregatum 30442,51 59,4 | Igen NA NA
JW2396 b2405 xapR So6tét aggregatum 33627,33 62,6 | NA NA NA
JW2298 b2301 yfcF Sotét aggregatum 24325,74 53,3 | Igen NA Szolubilis
JW2337 b2340 SiXA Sotét aggregatum 17207,77 46,2 | Igen NA NA
JW2726 b2756 ygcH Sotét aggregatum 22292,99 51,3 | Igen NA NA
JW2596 b2615 uppS | Sotét aggregatum 32566,38 61,6 | Igen NA NA
JW2683 b2713 hydN Sotét aggregatum 19026,13 48 | Igen NA NA
JW2709 b2739 ygbM Sotét aggregatum 29216,99 58,2 | Igen NA NA
JW2505 b2521 sseA Sotét aggregatum 30811,84 59,8 | Nem NA NA
JW2528 b2544 yphB | Sotét aggregatum 32716,46 61,7 | Igen NA NA
JW2704 b2734 pphB Sotét aggregatum 25098,25 54,1 | Igen NA NA
JW2575 b2593 yfiH Sotét aggregatum 26338,93 55,3 | Igen NA NA
JW2676 b2707 sriR Sotét aggregatum 28236,15 57,2 Igen NA NA
JW2993 b3025 qseB Sotét aggregatum 24677,59 53,7 | Igen NA Szolubilis
JW2972 b3003 yghA Sotét aggregatum 31487,97 60,5 | Igen NA Gyenge oldhatdsag
JW2913 b2946 ygg) Sotét aggregatum 26978,06 56 | Igen NA Aggregdlodo
JW2475 b2490 hyfJ Sotét aggregatum 15576,98 44,6 | Igen NA Gyenge oldhatdsag
JW3077 b3106 yhaK Sotét aggregatum 25895,48 54,9 Igen NA NA
JW2232 b2238 yfaH Sotét aggregatum 8866,53 37,9 | Igen NA NA
JW2408 b2415 ptsH Sotét aggregatum 9119,37 38,1 Igen NA NA
JW2753 b2782 chpA Sotét aggregatum 12098,04 41,1 Igen NA NA
JW2675 b2706 gutM Sotét aggregatum 12953,25 42 | Igen NA NA
JW2906 b2939 yagB Sotét aggregatum 4859 33,9 | Igen NA NA
JW2600 b2619 yfiG Sotét aggregatum 17726,67 46,7 | Nem NA NA
JW3627 b3652 recG Sotét aggregatum 76430,37 105,4 | Igen NA NA
JW3395 b3432 glgB Sotét aggregatum 84336,9 113,3 | Igen NA NA
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JW3037 b3065 rpsU Sotét aggregatum 8499,96 37,5 | Igen NA NA
JW3379 b3416 malQ | SOtét aggregatum 78503,49 107,5| Igen NA NA
JW3608 b3633 kdtA Sotét aggregatum 47291,08 76,3 | Igen NA NA
JW3598 b3623 rfak Sotét aggregatum 41729,46 70,7 | Igen NA NA
JW3699 b3721 bglB Sotét aggregatum 53161,28 82,2 | Igen NA NA
JW3557 b3585 yiaU Sotét aggregatum 37274,46 66,3 | Igen NA NA
JwW3541 b3569 xyIR Sotét aggregatum 44869,19 73,9 | Igen NA NA
JW3212 b3243 aaeR So6tét aggregatum 34516 63,5 Igen NA NA
JW3337 b3374 friD Sotét aggregatum 28331,85 57,3 | Igen NA Aggregal6dd
JW3318 b3355 prkB Sotét aggregatum 32344 61,3 | Igen NA Aggregal6do
JwW3471 b3504 yhiS Sotét aggregatum 47061,18 76,1 | NA NA NA
JW3568 b3594 yibA Sotét aggregatum 31873,61 60,9 | Igen NA NA
JW3553 b3581 sgbH Sotét aggregatum 23444,76 52,4 | Igen NA NA
JW3690 b3712 yieE Sotét aggregatum 27646,65 56,6 | Igen NA NA
JwW1441 b1446 ydcY Szolubilis 8799,88 37,8 | Igen NA Szolubilis
JW1208 b1217 chaB Szolubilis 8944,83 37,9 lgen NA Szolubilis
JW1987 b2005 yeeV Szolubilis 13898,94 42,9 Igen NA Szolubilis
Jw2648 b2673 nrdH Szolubilis 9139,46 38,1 Igen NA Szolubilis
JW3748 b3775 ppiC Szolubilis 10232,02 39,2 | Igen NA Szolubilis
JW5008 b0101 yacG Szolubilis 7306,17 36,3 | Igen NA Szolubilis
JW5060 b0435 bolA Szolubilis 11993,68 41 |Igen NA Szolubilis
JW0216 b0226 dinJ Szolubilis 9405,08 38,4 | Igen NA Szolubilis
JW5533 b3170 yhbC Szolubilis 16650,97 45,7 | Igen NA Szolubilis
JW5309 b1875 yecM Szolubilis 21205,01 50,2 | Igen NA Szolubilis
JW5733 b4135 yjdC Szolubilis 21931,08 50,9 | Igen NA Szolubilis
JW5404 b2522 sseB Szolubilis 28642,52 57,6 | Igen NA Szolubilis
JWO0383 b0392 ykiA Szolubilis 12943,71 41,9 Igen NA Szolubilis
JWO0526 b0539 ybcC Sotét aggregatum 11115,73 41,1 Igen NA Aggregalodo
JW0223 b0233 yafo Sotét aggregdtum 15487,84 45,5 | Igen NA Aggregalodé
JW3278 b3316 rpsS Szolubilis 10430,29 39,4 | Igen NA Aggregdlodo
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JW0328 b0337 codA Fluoreszcens aggregatum 47590,98 76,6 | Igen 510696 | Aggregalddod
JW0510 b0521 ybcF Fluoreszcens aggregatum 31644,13 60,6 | Igen 590989 | Aggregdalddo
JW1880 b1891 flnC Fluoreszcens aggregatum 21566,09 50,6 | Igen 600320 | Aggregalddo
JW1989 b2007 yeeX Fluoreszcens aggregatum 12777,78 41,8 | Igen 666737 | Aggregalodd
JW2730 b2760 ygcL Fluoreszcens aggregatum 55901,19 84,9 | Igen 329957 | Aggregalddod
JW2400 b2409 yfeR Fluoreszcens aggregatum 33903 62,9 | Igen 438129 | Aggregalddo
JW2415 b2422 cysA Fluoreszcens aggregatum 41058,92 70,1 | lIgen 379865 | Aggregalddod
JW2635 b2660 ygaF Fluoreszcens aggregatum 46081,91 75,1 Igen 204628 | Aggregalodo
JW2887 b2920 yefH Fluoreszcens aggregatum 53824,45 82,8 | Igen 501443 | Aggregalddod
JW2917 b2950 ygeR Fluoreszcens aggregatum 35994,16 65 | Igen 445145 | Aggregalédd
JW3392 b3429 glgA Fluoreszcens aggregatum 52822,43 81,8 |Igen 186797 | Aggregdlddd
JW3393 b3430 glgC Fluoreszcens aggregatum 48697,64 77,7 | Igen 323808 | Aggregdlodé
JW3428 b3463 ftsE Fluoreszcens aggregatum 24439,23 53,4 |Igen 471291 | Aggregalédoé
JW5476 b2921 ygfl Fluoreszcens aggregatum 34673,67 63,7 | Igen 496636 | Aggregalédd
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2. szamu tablazat: A szisztematikus elemzésekhez hasznalt fehérjeparaméterek, leirdsuk és forrasaik.

Fehérjeparaméter neve Leirds Forras

bnumber Blattner ID EcoGene
Uniprot UniProtKB EcoGene
ECK K-12 Gene Accession Number EcoGene
Gene Génnév EcoGene
Gl GenBank GI ID EcoGene
SP UniProtKB/Swiss-Prot azonositd EcoGene
JW GenoBase ID EcoGene
RefSeqGl Gl-szdm (EcoGene) EcoGene
RefSeq Refseq azonositd (EcoGene) EcoGene
Type Géntipus EcoGene
Protein length Proteinhossz EcoGene
Ori Orientacid EcoGene
LeftEnd 5' pozicid EcoGene
RightEnd 3' pozicid EcoGene
Molecular weigth Molekulatomeg EcoGene
Protein Protein név EcoGene
Function Funkcio EcoGene

Gene essentiality (KEIO)

Knockout esszencialitas: esszencialis /E/, nem esszencidlis /N/,ismeret-
len /u/ (Keio kollekcid)

DOI: 10.1038/msb4100050,
Supplementary Table 6

Number of positive genetic in-
teractions

Pozitiv genetikai interakcidk szama, Babu és mtsai. 2014

PMID: 24586182

Number of negative genetic in-
teractions

Negativ genetikai interakcidk szama, Babu és mtsai. 2014

PMID: 24586182

Number of genetic interactions

Osszes genetikai interakcié szdma, Babu és mtsai. 2014

PMID: 24586182
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Part of protein complex

Protein complex tag? (forras: "Global functional atlas of Escherichia
coli encompassing previously uncharacterized proteins")

PMID:19402753

Protein-protein interactions

Van interakcids partnere? Elesztd kéthibrid kisérlet

PMID:24561554

native expression level (MRNA)

MRNS expresszids szint glikdz minimal médiumban, aerob koriimé-
nyek kdzott (T=37C), logaritmizalt, microarray kisérlet

PMID: 15129285

Solubility

In vitro szolubilitas (%)

PMID: 19251648

Fraction of aggregation-prone
residues (AggreScan)

Aggregdcios forrépont mérete hosszra normalva

PMID:17324296

Aggregation energy (PASTA 2.0)

Aggregacios energia (Pasta 2.0)

PMID:24848016

Aggregation propensity (TAN-
GO)

Aggregacios érték (Tango)

PMID: 16434184, 15361882

Fraction of charged residues

number of charged amino acids / total number of amino acids

sajat scipt

Fraction of positively charged
residues

Pozitivan toltott aminosavak aranya

sajat scipt

Fraction of negatively charged
residues

Negativan toltott aminosavak aranya

sajat scipt

Isoelectric point

Izoelektromos pont

PMID: 19251648

Fraction of hydrophobic amino
acids

Hidroféb aminosavak aranya

sajat scipt

COG_A RNS processzalds és modositas PMID:12969510
COG_C Energiatermelés és atalakitas PMID:12969510
COG D Setcikluskontroll, sejtosztddas és kromoszoma particionalas PMID:12969510
COG_E Aminosav-metabolizmus és transzport PMID:12969510
COG_F Nukleotidtranszport és metabolizmus PMID:12969510
COG_G Szénhidrattranszport és metabolizmus PMID:12969510
COG_H Koenzimtranszport és metabolizmus PMID:12969510
COG_| Lipidtranszport és metabolizmus PMID:12969510
COG_J Transzlacid, riboszdma szerkezet és biogenezis PMID:12969510
COG_K Transzkripcid PMID:12969510
COG_L Replikacid, rekombinacid és javitds PMID:12969510
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COG_M Sejtfal, membran, burok biogenezis PMID:12969510
COG_N Sejtmotilitas PMID:12969510
COG O Poszttranszlacios modifikacid, fehérje turnover, chaperonok PMID:12969510
COG_P Szervetlenion-transzport és metabolizmus PMID:12969510
COG_Q Masodlagos metabolit biogenezis, transzport és lebontds PMID:12969510
COG_R Altalanos funkcié (predikcid) PMID:12969510
COG_S Ismeretlen funkcid PMID:12969510
COG_ T Szignaltranszdukcio PMID:12969510
COG_U Belsd transzport, szekrécid, vezikuldris transzport PMID:12969510

Defense mechanisms (COG V)

Védekez6mechanizmusok

PMID:12969510

Cellular processes (MultiFun)

Sejtfolyamatok, MultiFun

PMID:11471834

Cell structure (MultiFun)

Sejtszerkezet, MultiFun

PMID:11471834

Cyrptic genes (MultiFun)

Kriptikus gének, MultiFun

PMID:11471834

DNA sites (MultiFun)

DNS-hez kothet6 funkcio, MultiFun

PMID:11471834

Extrachromosomal proteins
(MultiFun)

Extrakromoszdémalis, MultiFun

PMID:11471834

Information transfer (MultiFun)

Informacidtranszfer, MultiFun

PMID:11471834

Localization of gene products
(MultiFun)

Géntermékek transzportja, MultiFun

PMID:11471834

Metabolism (MultiFun)

Metabolizmus, MultiFun

PMID:11471834

Regulation (MultiFun)

Szabdlyozds, MultiFun

PMID:11471834

Transport (MultiFun)

Transzport, MultiFun

PMID:11471834

DNA information transfer (Mul-
tiFun)

Informacidtranszfer, DNS-hez kdthetd, MultiFun

PMID:11471834

RNA Infrmation transfer (Multi-
Fun)

Informacidtranszfer, RNS-hez kdthetd, MultiFun

PMID:11471834

Information transfer protein
(MultiFun)

Informacidtranszfer, fehérjéhez kéthetd, MultiFun

PMID:11471834

GroEL substrate

GroEL szubsztrat, classl: gyenge GroEL interakcid, class2: részben
GroEL-fliggd, class3: obligdt GroEL szubsztrat, non-substrate: a tobbi

PMID: 16051146
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gén SwissProt azonositéval

Protein stickiness

Ragaddssag Levy & Teichmann maddszer alapjan

PMID: 23184996

Fraction of surface arginines

Argininek aranya a felszinen, hosszra normalva

PMID: 23184996

Surface lysine to arginine ratio

Felszini lizinek és argininek aranya

PMID: 23184996

Mainly alpha (structure)

Masodlagos szerkezeti szupercsalad a CATH adatbazis alapjan

CATH

Orthogonal bundle (structure) Mdsodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Up-down Bundle (structure) Mdsodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Alpha Horseshoe (structure) Mdsodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Alpha/alpha barrel (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
Mainly beta (structure) Masodlagos szerkezeti szupercsalad a CATH adatbazis alapjan CATH
Ribbon (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
3-layer Sandwich (structure) Masodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
5 Propellor (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbdzis alapjan CATH
6 Propellor (structure) Masodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
7 Propellor (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbdzis alapjan CATH
8 Propellor (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
3 Solenoid (structure) Madsodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Beta Complex (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
Single Sheet (structure) Masodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Beta barrel (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbdzis alapjan CATH
Clam (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
Sandwich (structure) Masodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Distorted Sandwich (structure) Masodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Roll (structure) Madsodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Ribosomal Protein LYES5 Chain

K domain 2 (structure) Madsodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
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Alpha-beta (structure) Masodlagos szerkezeti szupercsalad a CATH adatbazis alapjan CATH
Alpha-Beta Barrel (structure) Madsodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
2-Layer Sandwich (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
3-Layer aba sandwich (structu-

re) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbdzis alapjan CATH
3-Layer(bba) Sandwich (structu-

re) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
3-Layer(bab) Sandwich (structu-

re) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
4-Layer Sandwich (structure) Masodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Alpha-beta prism (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbdzis alapjan CATH
5-stranded Propeller Masodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Alpha-Beta Horseshoe (structu-

re) Madsodlagos szerkezeti csaldd a CATH adatbazis alapjan CATH
Alpha-Beta Complex (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbazis alapjan CATH
Few secondary structures

(structure) Masodlagos szerkezeti szupercsalad a CATH adatbazis alapjan CATH
Irregular (structure) Masodlagos szerkezeti csalad a CATH adatbdzis alapjan CATH
Multidomain Multidomén fehérje (CATH) CATH

DnaK interactor

DnaK-szubsztrat (Hsp70)

PMID: 22832197

Protein surface

Fehérjefelszin mérete dssp-vel szamolva (A*2)

PMID: 6667333

Surface positive patch size

A legnagyobb pozitiv toltésd felszini régid

PMID: 6667333

Protein hydropathy (Kyle-Doo-
little)

Kyte Doolittle hidrofobicitas erték

Average relative accessible sur-
face area

Hosszra normalt felszin mérete

PMID: 6667333

Protein hydropathy

Wimley-White hidrofobicitds érték (toltott aminosav oldallancok)

PMID:25210196
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localization_stepDB

Protein lokalizacio

PMID: 25210196

GRAVY

Atlagos hidrofobicitds

PMID:15955783

unfoldability

Foldingképtelenség (nagyobb érték, a fehérje kevésbé foldol)

PMID:27980099

Tig interactor

Tig chaperon interakcié a BioGRID adatbazis alapjan

PMID:27980099

ibpB chaperone interactor

ibpB chaperon interakcié a BioGRID adatbazis alapjan

PMID:27980099

IbpA interactor

ibpA chaperon interakcié a BioGRID adatbazis alapjan

PMID:27980099

HtpG interactor

HtpG chaperon interakcié a BioGRID adatbazis alapjan

PMID:27980099

GrokES interactor

GroES chaperon interakcio a BioGRID adatbazis alapjan

PMID:27980099

Clpb interactor

Ckpb chaperon interakcié a BioGRID adatbazis alapjan

PMID: 23184996

Native expression level
(protein)

Atlagos fehérjeexpresszié tobb mérési koriilmény kozott

PMID: 9545386

Relative contact order

Hossznormalizalt contact order

PMID: 16845101

Protein folding rate (FoldRate)

Folding rata

PMID: 27797757

tAl

tRNA adaptacios iondex stAlcalc algoritmussal szamolva

PMID:14604535

Fraction of disordered residues
(DisEMBL hotloops)

Rendezetlenség: az aminosavak mekkora része alkot loopokat

PMID:14604535

Fraction of disordered residues
(iupredS)hort

Az aminosavak mekkora ardnya alkot rovid rendezetlen régidkat a pa-
ros aminosavinterakcidk alapjan

PMID: 15955779

Fraction of disordered residues

Az aminosavak mekkora aranya alkot hoszu rendezetlen régidkat a pa-

(iupredl) ros aminosavinterakcidk alapjan PMID: 16618368
Fraction of disordered residues

(PONDR VSL2B) Rovid és hosszu rendezetlen régidkban taldlhaté aminosavak aranya PMID: 22190692
Fraction of disordered residues

(EspritzNMR) NMR méréseken alapuld fehérjerendezetlenség PMCID: PMC6056769

native expFraction of disorde-
red residues (EspritzX)

Rontgenkrisztallografids méréseken alapuld fehérjerendezetlenség

PMCID: PMC6056769

Protein melting temperature

Fehérje olvadasi h6mérséklet

PMID: 29980614
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3. szamu tablazat: Enzimosztalyok (EC-szam) feldusulasa a pre- és posztfolding aggregal6do
csoportok k6zott

EC-szdm Esélyhanyados p-érték p-érték (FDR korrigalt)
1 2.012181 0.02568 0.15408
2 0.911552 0.7328 0.87936
3 0.8797034 0.5716 0.87936
4 0.8577541 0.6968 0.87936
5 0.7381682 0.4202 0.87936
6 0.9105533 1 1
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4. szamu tablazat: a rendezetlen aminosavak részaranyanak 6sszehasonlitasa a szolubilis és az aggregalddo fehérjék kozott

A.) Szolubilis — posztfolding fehérjék

Rendezetlenségprediktor (rendezet-
len aminosavak aranya)

A rendezetlenebb
csoport fenotipusa

Logisztikus regresszios modell p-értéke

Referencia

DisEBMBL hotloops Szolubilis P<10™® PMID:14604535
PONDR VSL2B Szolubilis P<10"® PMID: 16618368
iUpred-Short Szolubilis P<10™® PMID: 15955779
iUpred-Long Szolubilis P=1.196*10" PMID: 15955779
espritz X-ray Szolubilis P<10™ PMID: 22190692
Espritz NMR Szolubilis P =6.356*10° PMID: 22190692

B.) Szolubilis — prefolding fehérjék

Rendezetlenségprediktor (rendezet-
len aminosavak aranya)

A rendezetlenebb
csoport fenotipusa

Logisztikus regresszios modell p-értéke

Referencia

DisEBMBL hotloops Szolubilis P=1.72*10"° PMID:14604535
PONDR VSL2B Szolubilis P =1.023*10" PMID: 16618368
iUpred-Short Szolubilis P =9.848*10™ PMID: 15955779
iUpred-Long Szolubilis P =3.321*10° PMID: 15955779
espritz X-ray Szolubilis P=1.335*10™ PMID: 22190692

Espritz NMR Szolubilis P =0.0005641 PMID: 22190692

5. tablazat: A fehérjerendezetlenség és felszini ragadossag hatasa az oldhatdsagra
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A.) Szolubilis és posztfolding aggregalddé fehérjék

Tobbvaltozds logisztikus regresszids modell:

szolubilitds ~ Fehérjerendezetlenség + fehér- A fehérjerendezetlenség parcialis hatdsa az old-

je felszini ragaddssag

hatdsagra

A fehérje felszini ragaddssag parcialis hatasa az old-
hatdsagra

Koefficiens (fehérjeren-

P-érték (fe-

Koefficiens (fehérje

P-érték (fehérje fel-

Rendezetlenségprediktor , hérjerende- . . - L
dezetlenség) , felszini ragaddssag) | szini ragaddssag)
zetlenség)

DisEMBL hotloops 3.3775 <107 -4.9307 2.57E-13
PONDR VSL2B 3.5277 1.30E-14 -4.8966 4.49E-13
iupredS 8.779 <10™® -5.5713 2.39E-15
iupredL 4.822 2.23E-08 -5.8327 3.54E-12
Espritz X-ray 7.1925 5.76E-15 -5.6471 <10™®

Espritz NMR 3.3379 3.34E+00 -5.1653 2.56E-14

B.) Szolubilis és prefolding aggregalodé fehérjék

Tobbvaltozos logisztikus regresszids modell:
szolubilitds ~ Fehérjerendezetlenség + fe-
hérje felszini ragaddssag

A fehérjerendezetlenség parciali
hatdsagra

s hatdsa az old-

A fehérje felszini ragaddssag parcialis hatasa az old-
hatdsagra

Koefficiens (fehérjeren-

P-érték (fe-

Koefficiens (fehérje

P-érték (fehérje fel-

Rendezetlenségprediktor , hérjerende- .. L .. L
dezetlenség) , felszini ragaddssag) | szini ragaddssag)
zetlenség)

DisEMBL hotloops 2.5767 6.79E-08 -6.5908 <10™

PONDR VSL2B 2.7057 1.28E-06 -6.2345 7.11E-15

iupredsS 4.25145 1.88E-05 -6.82021 <107

iupredL 1.5252 3.76E-02 -6.7177 1.02E-10

Espritz X-ray 4.443 8.88E-06 -6.78727 <10™®

Espritz NMR 2.1669 7.39E-03 -6.5036 2.56E-15
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