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Osszefoglalas

Az elmult évtizedekben széles kérben elfogadott volt a nézet, miszerint a
fehérje aggregatumok belsejében nativ szerkezett6l és funkciétdl mentes
makromolekuldk talalhatdok. Ez készonhetS volt a fehérje aggregatumok
felfedezésének korilményeinek, valamint a humdan szempontbdl fontos
betegségekben betoltott fontos szerepiiknek. Az elmult években azonban
egyre tobb olyan eredmény latott napvilagot, amelyek szerint a fehérje
aggregacionak fontos fizioldgias szerepe lehet mind baktériumokban, mind
eukariotdkban. Kés6bb arra is fény derilt, hogy l|éteznek olyan
aggregatumok, amelyekben a fehérjék megdrzik nativ, vagy nativ-szer(
szerkezetlket és aktivitasukat. Egyes fehérjék aggregatumainak kimeritd
vizsgalata ellenére nem torténtek olyan szisztematikus mérések, amelyek
rendszerszinten megmutattak volna, hogy mely tényez6k befolydsoljak a
képz6désiiket.

A doktori munkam soran szisztematikusan vizsgaltam a kiilonb6z6
in vivo aggregacids utvonalakat E. coliban fehérje overexpresszié hatasara
egy mikroszkopia alapul, gépi tanuldssal segitett moddszerrel. Ennek
segitségével igazoltuk a két lényegesen kiilénb6z6 aggregacios fenotipus
jelenlétét a sejtekben. Tovabba proteom szinten azonositottuk azokat a
fehérjéket, amelyek a folding folyamatat megel6z6en gyorsan vagy azt
kovetben lassabban léptek aggregatumokba. A két aggregacids tipus
gyakorisdga  Osszemérhet6 proteom szinten, azonban jelentGs
kilonbségeket latunk a sejten belili lokalizacidjuk tekintetében. Mig a sotét

aggregatumokat képzd fehérjék jellemz6en a membranban lokalizalédnak



fizioldgias kortilmények kozott, a citoplazma aggregalddd fehérjéinek nagy
része a lassU aggregacioja kovetkeztében a folding folyamatat kovetGen
csapodik ki. Annak érdekében, hogy azonosithassuk azokat a fehérje
paramétereket, amelyek meghatdrozzdk a két aggregacids tipus
képzG6dését, osszeallitottunk egy szisztematikus adatsort a proteom legtobb
tagjanak tulajdonsagairdl. Azt talaltuk, hogy a nativ konformacidéjuk elérése
el6tt aggregalddd fehérjékkel szemben a fluoreszcensen aggregalddd
proteinek gyorsabb foldingkinetikat és kisebb sebességli fehérjeaggregdciot
mutatnak. A dajkafehérje-rendszerrel, kilonésen a DnaK fehérjével
mutatott interakcid szintén segit a fehérjéknek elérni a nativ szerkezetiiket
a transzlacids kérnyezetben az aggregaciot megel6z6en. Eredményeink arra
utalnak, hogy a gyors folding és a lassan bekdvetkez6 aggregdacid lehet6vé
teszi egy fehérje szamara, hogy elérje nativ konformdacidjat az aggregacio
bekdvetkezte el6tt. Osszességében ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az aktiv, nativ vagy nativ szer(i szerkezettel bird
aggregatumok |étrejotte az inaktivakkal szemben nagy mértékben az
aggregaci6 és a folding kozti kinetikai kompeticio kimenetelének
kovetkezménye (de Groot és Ventura, 2006). Tobb bizonyiték is
aldtamasztja azt, hogy ez a folyamat normal expresszid és genetikai
kontextus mellett is jelentGséggel bir. Példaul a dajkafehérje-rendszer
alapvetd szereppel bir, normal expressziés szint mellett, az Ujonnan
szintetizalédott és a foldingon atesett fehérjék foldingjaban is (Kim et al.,
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 kbvetben segit megtartani a szerkezetet

(Calloni et al., 2012). Mig a transzlaciés apparatus kornyezete feldusul



aggregaciora érzékeny naszcens polipeptidekben, tébb fehérje, amely
elérte nativ szerkezetét, szintén képes aggregaldodni, amennyiben
koncentracidja atlépi a kritikus oldhatdsagi hatarat; ezt a jelenséget
szuperszaturacionak hivjuk (Ciryam et al., 2015). A szuperszatruaciot
mutaté  fehérjékrél  kiderilt, hogy feldisulnak neurodegenerativ
betegségekben szerepet jatszd proteinek kozott, amely arra utal, hogy
szereplk van ezekben a patoldgidkban és feltehetéen az dregedéssel és a
stresszhez kothetSkben is. Sziikséges tovabbi kutatdsok elvégzése annak
érdekében, hogy megérthessiik a valtozd kornyezeti tényezGk és az
overexpresszid hatasat az aggregacios utvonalra.

Ismert, hogy a fiziologias korilmények kozott abundans fehérjék
rendkivil alacsony felszini ragaddssaggal birnak azért, hogy az elkeriljék a
nemspecifikus interakcidkat, amelyek zavart okozhat az 6 és mas fehérjék
mikodésében (Levy et al., 2012). Eredményeink ravilagitottak, hogy a
magas felszini ragaddssaggal rendelkezd fehérjék szintén alulreprezentdltak
az oldhaté csoportban, arra utalva, hogy a nemspecifikus interakcidk
csokkentése mogott az aggregacio elkerilése lehet az egyik legfontosabb
hajtéerS. Ezen fellil azonban azt is lathatjuk, hogy a sotét aggregalodo
fehérjék marginalisan magasabb felszini ragaddssaggal birnak a
fluoreszcensen aggregalddo tarsaikhoz képest. Mivel a fehérjék belsejében
nem latunk ilyen jellegl kilonbséget, ezarra utalhat, hogy bizonyos sotét
aggregalodd fehérjék esetén a felszini ragaddssag is hozzajarulhat az
aggregacid folyamatahoz. Ez ugy kovetkezhet be, hogy az aggregdcidé az
el6tt kovetkezik be, hogy a fuzids GFP partner elérné nativ szerkezetét
(ismerve a kisérletekben tapasztalt fenotipust), de azt kdvet6en, hogy a

naszcens fehérje szerkezete Gsszeomlott volna egy nativ szer(i, kompakt



szerkezetté, amely felszine a nativ fehérjéhez mar részben hasonlatos (Hartl
és Hayer-Hartl, 2009; Kim et al.,, 2013). Tovabbi vizsgalatok minden
bizonnyal tovabbi informacidkkal szolgalhatnak arra nézve, hogy milyen
sorrendben kovetkeznek be az aggregacid folyamat |épései ezeknél a
fehérjéknél.

Munkank a fehérjerendezetlenség aggregaciéban jatszott
szerepével kapcsolatban is Uj informacidkkal szolgdlt. EI&szor is bemutattuk,
hogy az E. coli fehérjék in vivo szolubilitdsat nagy mértékben segiti a
fehérjerendezetlenség, és ez a hatas flggetlen a felszini ragaddssagtol.
Tovabba, mivel a fehérjerendezetlenség és a szolubilitas kozti korrelacid
fliggetlen a toltéstSl és a hidrofobicitastdl, meg tudjuk erGsiteni a nézetet,
amely szerint a fehérjerendezetlenség a szerkezeti rugalmassdg biztositasa
mellett jarul hozza az oldhatdsaghoz (Santner et al., 2014; Simone et al.,
2012). A rendezetlen fehérje régidkrdl ismert, hogy egyfajta entrépikus
sorteként viselkednek, valamint oldhatésag szempontjabdl kedvezd felszint
biztositanak. Fontos megjegyezni, hogy az oldhaté fehérjék tobb
rendezetlen régiot is tartalmaznak, tovabb erdsitve az entrdpikus hatasok
szerepét. Tovdbba, bar a két aggregacidés osztily képviselGi nem
kilénboznek a rendezetlen régidk gyakorisagdban, a sotét aggregalddd
fehérjék tobb rendezetlen aminosavat tartalmaznak ezeken a régidkon
kivil. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek, amelyekbsl megtudhatjuk a
rendezetlen aminosavak és régiok egyedi hozzajarulasat az oldhatdsag
fenntartasahoz és az aggregdcidhoz. Masodsorban eredményeink arra is
ravildgitanak, hogy a természetes szelekcid6 hogyan befolydsolja a
fehérjerendezetlenség mértékét proteom szinten. Ugyan ismert, hogy a

magasan expresszalt fehérjék nagyobb mértékl rendezetlenséggel birnak



E. coliban (Tartaglia et al., 2009), az emogott alld mechanizmusok eddig
ismeretlenek maradtak. Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a
megnovekedett fehérjerendezetlenség a magasan expresszalt fehérjék
esetében arra szolgdl, hogy elkeriljék az aggregdciot fizioldgias
kériilmények kozétt. igy tehat mind az alacsony felszini ragadéssag, mind a
fehérjerendezetlenség arra szolgal, hogy az abundans fehérjék elkeriljék az
aggregaciot E. coliban, valamint feltehet6en mas baktériumokban is.
Harmadsorban pedig jelentds kilonbséget lathatunk a prokaridtak és
eukariétak esetében a rendezetlenség aggregacidra gyakorolt hatasaban.
Az eukaridtakrdl kozismert, hogy joval tobb rendezetlen fehérjét
tartalmaznak és toébb rendezetlen szegmenst is. Ez kdszonhet6 a
jelatvitelben és egyéb valtozatos, atmeneti fehérje interakciokat igényl6
sejtfolyamatokban betoltott szerepiknek (Peng et al.,, 2015). Ezzel
egybevag, hogy igazolédott a rendezetlen régidk szerepe a stresszindukalt
aggregacios folyamatokban (Maatta et al., 2020) ember esetében. Tovabba
szemben az E. colival, a magasan expresszalt éleszt6 fehérjék szignifikdnsan
alacsonyabb mennyiség(i rendezetlenséget mutatnak, feltehetéen a linearis
motivumok kozvetitette nemspecifikus interakcidk elkeriilése érdekében
(Macossay-Castillo et al., 2019). Ez a kilonbség elvben adddhat a fehérjék
tulajdonsdgaibdl, a sejtes kornyezetbdl vagy a kett6 kombinacidjabdl.
Azonban azt latjuk, hogy az E. coliban expresszalt human fehérjék is
mutatjak a rendezetlenség és az oldhatdsag kozti pozitiv korrelaciét, amely
arra utal, hogy a kilonbség a sejtes kornyezetbdl adddik. A kilonbségek
mogott rejlé mechanizmusok feltarasa jelent6s mértékben hozzajarulhat a

fehérje-aggregacié folyamatanak és a rendezetlenség szerepének



megértéséhez, valamint fontos mérfoldk6ként szolgalhatna jovGbeni nagy
atereszt6képességli vizsgalatokhoz.

Eredményeink a biotechnoldgiai ipar szdmara is fontos
implikacidkkal birnhatak. Uj fehérjetermelési megolddsok és rendezéelvek
keriilhetnek el6térbe (Rinas et al., 2017; Wu et al., 2011), amennyiben
megoldottd valna a funkcionalis fehérjék kinyerése az aggregatumokbdl. A
nativ szerl enzimek felhasznalhatéak immobilizalt biokatalizatorként (Rinas
et al, 2017, Wu et al.,, 2011) ipari kornyezetben. Az aggregatumok
viv6anyagként is szolgalhatnak terapias felhasznalasok esetében is, mivel
nagyobb stabilitadssal és eltarthatdsaggal birnak. Azt latjuk, hogy minden
enzimosztaly képviselGi jellemz6en fluoreszcens aggregatumot képeznek,
amely a széles korl felhasznalhatésagot sugallnak ipari alkalmazasokban.
Metodoldgiai szempontbdl a nagy atereszt6képességli mikroszkopia
skalazhato, hatékony és robosztus médszernek bizonyult az aktiv fehérjéket
tartalmazé aggregdtumok azonositdsdban ipari célokra. Fontos
megjegyezni, hogy bizonyos fehérjék az aktiv aggregdtumokban idével
inaktiv, hibasan feltekeredett formava alakulnak (Elia et al., 2017), ezért a
jovébeli vizsgalatoknak
nagy hangsulyt kell helyeznilik azokra a hatasokra, amelyek segitségével
egy fehérje megdrizheti aktivitasat, tovabba arra, hogy mekkora az aktiv és
inaktiv fehérjék pontos részaranya az aggregatumok belsejében. A nagy
ateresztGképességli mikroszképids és gépi tanuldsos madszerink,
kiegészitve nagy atereszt6képességli fehérjetisztitasi (Jager et al., 2020) és
funkcionalis vizsgalati eljarasokkal (Huang et al., 2015) fontos részét
képezheti az aktiv fehérjeaggregatumokban rejlé lehetGségek

kiaknazasanak.






Célkittizések:

- Az egyes aggregatum tipusok in vivo koériilmények kozotti gyakorisaganak
vizsgalata, ennek dsszevetése korabbi in vitro eredményekkel.

- Annak megallapitasa, hogy a fehérjék in vivo kérilmények kozott valéban
az oldhatdsagi hatdruk kozeli koncentracidban fordulnak-e el6 a ,, Life on
the edge” hipotézisnek megfeleléen.

- A nagy atereszt6képességl mikroszkopia és gépi tanulas maédszer
hatékonysaganak megbecslése in vivo aggregacié mérések alkalmazasa
soran.

- Az egyes aggregatumtipusok kialakulasaval 6sszefliggé
fehérjeparaméterek azonositdsa, az aggregacido mogottes
mechanizmusainak megértése.

- A kinetikai kompeticio szerepének vizsgalata az aggregacio tipusanak
meghatarozasaban.

- Az in vivo szolubilitast elGsegitd paraméterek azonositdsa, kiilonos
tekintettel a fehérje szerkezeti és felszini tulajdonsagaira.

- Annak vizsgalata, hogy altalanosithatéak-e eredményeink a heteroldg

fehérjék expresszidjanak esetére.

Alkalmazott médszerek:

- Sejttenyésztés (ASKA konyvtar)

- Nagy ateresztGképességl fluoreszcens egysejt-mikroszkdpia

- Képelemzés és fenotipusklasszifikacié gépi tanuldasos mddszerrel

- Génexpresszio kiséletes ellenGrzése: gélelektroforézis és western blot
- Fehérje térszerkezetek bioinformatikai analizise (Areaimol, CCP4)

- Webcrawlerek (Perl)



- Statisztikai probak és regresszids analizisek (R)

- Adatbazisok Iétrehozasa és kezelése (R és perl)

A tézis legfontosabb eredményei:

1.) Tultermelés hatdsara a fehérjék jelentds része képez aggregatumot (kb.
70%) in vivo korulmények kozott. Az aggregatumok kozel megegyezd
mennyiségben tartalmaznak nativ-szer(i struktdrdju vagy hibasan
feltekeredett fehérjéket. Ugyanakkor egy szintén szignifikdns fehérje
csoport oldhaté marad nagymértéki tultermelés ellenére is (kb. 30%),
kétségbe vonva az allitdst, miszerint a fehérjék dont6 tobbsége az

oldhatdsagi limit koriili koncentraciéval bir a sejtekben.

2.) Az aggregacidra hajlamos fehérjék kore jelentds atfedést mutat a
kordbbi in vitro eredményekkel, ugyanakkor arnyalja is azokat. A validacios
kisérletek eredményeinek tikrében kijelenthet6, hogy a nagy
atereszt6képességli mikroszkopia és a gépi tanulas alkalmas a fehérje
aggregacio gyors és hatékony vizsgalatara, valamint informacidval szolgal a

fehérje folding allapotardl is.

3.) Az aggregiatumok létrejottét befolyasold tényezék kozil szamos
korabban is ismert volt, amelyek nagy részét a mi adataink is
megerdGsitettek. llyenek példaul a nativ expresszios szint, a negativ toltés,
tovabba a hidrofobicitds. Ezen fellil Osszefliggésbe hozhaté a fehérjék
oldhatdsaga tovabbi tulajdonsagokkal, mint a felszini ragaddssag altal
mediadlt nemkivanatos interakcidk alacsony volta és a magas fogu

fehérjerendezetlenség. Ezek kordbban ellentmondasos mdédon jelentek



meg az irodalomban, azonban E. coli esetében egyértelml hatas

igazolddott.

4.) A képz6dds fehérje aggregatumok tipusat legnagyobb mértékben a
fehérje folding és az aggregdcio sebességének viszonya befolyasolja. Ez
egybevag a kinetikai kompeticio hipotézisével, amelyet megerdgsitettiink in
vivo koriilmények kozott proteom szinten is. Ezen feliil a felszini ragaddssag

is birhat bizonyos szereppel a foldingon részben atesett fehérjék esetében.

5.) Az oldhatdsagot elGsegité tényezék kozil a fehérje rendezetlenség
pozitiv szerepét is megerGsitettiik a heteroldg modon expresszalt fehérjék
esetén. Ez arra utal, hogy a fehérje rendezetlenség ellentmondasos szerepe

a kiiléonb6z6 organizmus-specifikus hatdsok eredménye lehet.
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