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1. Bevezetés

A sejtek kozotti kommunikacid egyik mddja a membran nanocsdveken keresztiil torténd
informacio- és anyagatadas. A membran nanocsdvek képesek hossza tavi fizikai kapcsolatokat
létrehozni egymastol tavol esé sejtek kozott, lehetové téve kiilonbozo sejtalkotok,
jelzémolekuldk atvitelét. Kialakuldsuk 0Osszetett molekularis mechanizmusokon alapul,
amelyekben kozponti szerepet jatszanak az aktin filamentumok, illetve a membrangdrbiiletet

kialakito és aktin polimerizaciot szabalyzo fehérjék.

Munkénk célja a membran nanocsd képzddés mechanizmusanak feltérképezése volt, kiilonds
tekintettel az IRSp53 fehérje (Inzulin receptor szubsztrat protein 53 kDa) szerepére, amely
képes a plazmamembran gorbiiletének kialakitasara €s nanocsészert struktarak indukéldsara.
Vizsgalatainkhoz két, eltér6 mechanizmussal nanocsdvet képzd sejtvonalat hasznéltunk.
Konfokalis mikroszkopia és SIM (strukturdlt megvilagitasi mikroszkopia) segitségével
vizsgaltuk az IRSp53 és az [-BAR domén (inverse Bin-Amphiphysin-Rvs) hatasat a sejtek és
visszaverddésen alaptilé mikroszkdpia) és pirén-aktin polimerizacios teszt) segitségével mértiik

a teljes hosszusagn fehérje és doménje hatasat az aktin polimerizaciora.

A kutatas masodik részében egy olyan rendszert dolgoztunk ki, amivel lehetdség nyilik a
nanocs6 képzddés szabalyozasara, amely a RAGE receptor (Glikacids végtermékek receptora)
aktivalasan és gatlasan alapul. A gatlast a receptor oldhat6 forméajaval, az SRAGE (Glikacios
végtermékek receptoranak oldhat6 formaja) fehérjével valdsitottuk meg, amely képes megkdtni
az extracellularis térben a glikalt fehérjéket. A receptor aktivalasat ribozzal glikalt marhaszérum
albuminnal (RBSA) végeztikk. Az sRAGE fehérjét tobbféle kromatografids eljarassal
tisztitottuk sertéstiidobdl, majd HPLC-MS/MS (nagy teljesitményii folyadékkromatografia
tandem tomegspektrometriaval) kapcsolt technikaval azonositottuk. A fehérjék kozotti
kolesonhatast nativ gélelektroforézissel is igazoltuk. Végiil a glikalt fehérje és az sSRAGE
nanocsovek képzddésére gyakorolt hatdsanak vizsgalatat HEK 293 (Humdan embriondlis

vesesejtvonal 293) sejtvonalon végeztiik.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az I-BAR és IRSp53 fehérjék befolyasoljak az
aktin polimerizaciot, aktinmagok képzésével segitik a membran nanocsovek kialakulasat és
novekedését. Sikertilt optimalis tisztasagii SRAGE-t és a ligandumaként funkcionald6 RBSA-t

eldallitanunk, amelyek segitségével szabalyozni tudtuk az NT-k képzddését.



1.1. Membran nanocsovek

A membran nanocsdvek (az angol nanotube elnevezés kovetkeztében a tovabbiakban
NT-ként roviditve) filopodiumszerli sejtnyulvanyok, amelyek fizikai kapcsolatot biztositanak
egymastol tavolesé sejtek kozott. In vitro sejtkultirdkon végzett vizsgalatok alapjan a
nanocsovekhez morfoldgiailag hasonld filopddiumok a targylemez vagy tenyésztdéedény
feliiletéhez tapadnak, mig az NT-k szabadon lebegnek a médiumban. /n vitro kisérletek alapjan
az NT-k kiilonb6z6 transzportfolyamatokban vesznek részt. Tobbek kozt kalciumionok,
lipidek, szdmos fehérje (beleértve a hibas szerkezettel rendelkez6 fehérjéket, mint példaul az
amiloid B, tau és prionok), nukleinsavak, valamint immun-kostimulator molekuldk sejtek
kozotti atvitelében van szerepiik, de képesek akar nagy méretii sejtorganellumokat is
transzportalni. Az NT-k citoszkeletalis filamentumokat (pl.: aktin és mikrotubulus)
tartalmaznak. Ezek nemcsak az NT-k vazat képezik, hanem bizonyos transzportfolyamatok
kozvetitésére is képesek motorfehérjéik segitségével és a filopodiumokhoz hasonldéan az NT-k
képzddéséhez is nélkiilozhetetlenek. Annak ellenére, hogy egyre tobb bizonyiték van az NT-k
¢lettani funkcidira, az NT-novekedés molekuldris mechanizmusa még nem teljesen ismert.
Az NT-k keletkezését kornyezeti tényezOk (pl. csdkkent oxigénszint, magas gliikkoz
koncentracid, szérum-megvonas, UV-sugarzas), egyes bakteridlis és viralis fertézések, ill.

bizonyos fehérjék is befolyasolhatjak.

Eddig két fO stratégiat irtak le arra vonatkozdan, hogyan képesek kiilonbozé sejttipusok

NT-ket képezni.

1.) Az NT-k kialakulasanak egyik modja az aktin-vezérelt kitiiremkedésen alapuld
mechanizmus. Ebben az esetben az egyik vagy mind a két sejt feliiletén filopodiumszerii

kitiiremkedés alakul ki, amely(ek) elongacidja utan a sejtek egymashoz kapcsolodnak.

2.) A masik lehetdség a sejttdvolodason alapulé mechanizmus, amikor két, egymassal fizikai
kapcsolatban 1év6é sejt ellentétes irdnyban tdvolodik egymastdl és NT-k segitségével

kapcsolatban maradnak (a mobilis sejtekre jellemzd, példaul T- és B-limfocitakra).

Bizonyos nanocsovek mindkét végiikon nyitottak, tehat az altaluk Osszekotott két sejt
citoplazmaja kozvetlen kapcsolatban van egymadssal. Megfigyeltek ilyen NT-ket mar tobbek
kozott B-limfocitakban, makrofagoknal és PC12 sejtek kozott is. A nyitott végli csdveket hdrom

kiilonbozo alcsoportba tudjuk besorolni az aldbbiak szerint.



1.) A vékony nanocsovek neviiket onnan kaptak, hogy vastagsiguk nem haladja meg a
0,7 um-t. F-aktint (filamentalis aktint) tartalmaznak, de mikrotubulusokat nem. Ezen vékony
csovek felszinén membranhoz kotott baktériumok és egyéb partikulumok ,,szorfolhetnek™ egy
folyamatos lateridlis membran mozgas segitségével. Ez az aramlas aktiv transzport és nem

igényel mikrotubulusokat.

2.) A vastag nanocsovek F-aktint és mikrotubulusokat egyarant tartalmaznak és vastagsaguk
meghaladja a 0,7 pm-t. Feliiletiikon nincs olyan laterdlis membran mozgas, mint a vékony
csovek esetében, viszont a csé belsejében kiilonféle sejtszervecskék (pl. endoszomak,
lizoszomak, mitokondriumok) és vezikuldk aktiv transzportja figyelhetd meg. A vezikulak
mozgasa jellemzoéen két irdnyban torténik, ez arra utal, hogy egyazon cs6ben tobb egymastol
fliggetlen "palya" is kialakulhat. Feltehetéen sejtvonalfiiggd, hogy a csé belsejében torténd

aktiv transzport milyen ardnyban oszlik meg az aktin és a mikrotubulus kozott.

3.) Ami fluoreszcens mikroszkopidban egyetlen csonek latszik, az bizonyos esetekben tobb
egyedi membran nanocs6bdl (iTNT - individual Tunneling Nano Tube, azaz egyedi
»alagutképz6” membran nanocsd) all. Az iTNT-k kotegekben futnak, egymassal
parhuzamosan, néha egymés koré fonddva. Ez a konfiguraci6 fokozza a stabilitdst és a
rugalmassagot, lehetévé téve az ilyen NT-k szaméra, hogy ellenélljanak a sejtek mozgasabol
adodo erdhatasoknak. Az iTNT-kben megfigyelhetdek vezikuldk és egyéb sejtorganellumok az
aktin filamentumok mentén, tehat aktiv transzport zajlik a csoveken keresztil. Az iTNT-k
tobbségiikben nyitott véggel rendelkeznek, de bizonyos esetekben végilikon zart szerkezetek is

megfigyelhetdk, ami azt jelzi, hogy a kapcsolodasi modjuk véltozhat.

1.2. Az aktin

Az aktin létfontossagti az NT-k képzddésében, és azok fenntartdsaban is fontos szerepe van.
Az aktin monomer szerkezetileg 2 {6 doménre tagolodik (a és B domén) és négy szubdoménbdl
épil fel. Monomer formajat G-aktinként (globularis aktin), polimer form4jat pedig

F-aktinként (filamentalis aktin) ismerjiik.

Az aktin polimerizacio els6 1épése az aktin nukleacid, ahol jellemzden hdrom-négy G-aktinbol
allo stabil oligomer alakul ki, aktin nukleald fehérjék kdzremiikodésével. Az oligomerek két
végén tovabbi G-aktin egységek gylilnek Ossze és ezzel elindul a masodik szakasz, az
elongécid, amely soran a filamentum tovabb ndvekszik és kialakul az F-aktin. A polimerizacio
soran megkiilonboztetiink plusz véget (szoges vég, vagy barbed end) és minusz véget (hegyes

vég vagy pointed end). Az elnevezések a polimer ndvekedésére €s depolimerizacidjara utalnak.



Megfeleld szamu G-aktin esetén képes beallni egy dinamikus egyensuly (Steady-state), amikor
igy egy folyamatosan megtijuld polimerlanc jon létre. Ezt az egyensulyt a szabad G-aktin és az
ATP koncentracidja befolydsolja, mivel az aktin monomer ATP megkdtésével épiil be a

filamentumba, amely az F-aktinban hidrolizal.

1.3. IRSp53 fehérje és I-BAR doménje

Az inzulin receptor tirozin kindz szubsztrat 53 (IRSp53) képes egyidében kolcsonhatasba 1épni
a sejtmembrannal €s az aktin citoszkeletonnal. Az IRSp53 fehérje az inverse Bin-Amphiphysin-
Rvs (I-BAR) doménje segitségével jelentds szerepet jatszik a membran gorbiiletének
érzékelésében és kialakitasaban. Az IRSp53 a PI(4,5)P2 foszfolipidhez vald kotddése révén
horgonyoz a lipid raft régiokhoz a membranban és 0sszekdti a sejtmembrant az aktinvazzal.
A teljes hosszisagi IRSpS53 nemcsak a membrangorbiilet alakitdsaban jatszik szerepet, hanem
az aktin polimerizacidjat is befolydsolja aktin szabdlyzd fehérjékkel kolcsonhatva.
Az IRSp53 expresszidjat szamos emlds szovetben és sejttipusban megfigyelték, kiilondsen
neuronokban. Az IRSp53 bizonyos alléljai 6sszefiiggésbe hozhatok neuroldgiai betegségekkel,
példaul a dendritikus tiiskék szaménak valtozasaval, figyelemhidnyos rendellenességekkel és
hiperaktivitassal. Ezenkiviil az IRSp53-knockout egerek tanuldsi, memoria- és szinaptikus

plaszticitasbeli hidnyossagokat mutattak.

1.4. Glikozilalt és glikalt fehérjék
A fehérjék glikozilacidja és glikacioja két kiillonb6z6 kémiai folyamat, amelyek eltérd biologiai

hatast eredményeznek.

A glikozilacio egy poszttranszlacidos modositas, egy enzimatikus folyamat, amely soran
cukormolekuldk (mint példaul a glikdéz vagy a mannédz) specifikusan kapcsolodnak egy
fehérjéhez. A glikozilacio befolydsolja a fehérjék egymassal vald kolcsonhatdsat, ezaltal
biologiai aktivitasat és fizikai tulajdonséagait is, mint példaul az oldhatosagat és stabilitasat.

Megkiilonboztetiink O- és N-kotésh glikozilaciot.

A glikdcio ezzel szemben egy nem enzimatikus folyamat, amelyben redukalé cukrok reakcioba
l1épnek a fehérjék szabad aminocsoportjaival. Ezt a folyamatot Maillard reakcionak nevezziik
¢s a reaktansoktol, illetve a koriilményektdl fliggden sokféle reaktiv vegyiilet képzddik, aminek
koszonhetéen a glikdcidos végtermékek is igen valtozatosak. Idovel a kezdeti termékek
atrendezddnek és tovabb alakulnak, amelynek eredményeként létrejonnek az Un. AGE-k

(Advanced Glycation End-products, azaz eldrehaladott glikacios végtermékek). A reakcid



soran keletkezo reaktiv dikarbonilek és furan szarmazékok képesek a fehérjéket irreverzibilisen
modositani, és egyes esetekben két kiilonboz0 aminosav oldalldinca kozott kovalens

keresztkotéseket hoznak létre, irreverzibilisen megvaltoztatva a fehérje szerkezetét.

1.5. sSRAGE

A glikalt fehérjék és egyéb glikacidos végtermékek érzékelését a glikacios végtermékek
receptora (RAGE) latja el. A RAGE egy membran fehérje, ami tartalmaz: egy
Ig-V-t (Immunglobulin V-tipust domén), két C-tipusu (C1 és C2) immunglobulint (Ig), egy
hidroféb transzmembran domént és egy citoplazmatikus nyulvanyt. Az AGE-k megkotése
kovetkeztében a RAGE aktivalodik, igy noveli a citokinek, kemokinek, adhézios molekulak
termelését, fokozza az oxidativ stresszt, ami pozitiv visszacsatolassal fokozza a RAGE
mennyiségét és végiil egy ongerjesztd gyulladast hoz 1étre. Az SRAGE alternativ splicing vagy
proteolizis tjan, vagy C-terminalis hasitassal a transzmembran és citoszolikus domének nélkiil
jon 1étre. Megtartja affinitasat a glikacids végtermékek (AGE-k) irant, igy kompetetiv modon
gatolja a RAGE altal kozvetitett gyulladast stimulalo és patologias hatasokat.

Az AGE-k altal aktivalt RAGE feltehetden az NT-k képz6dését is befolydsolja. Peritonealis
dializis soran felmeriild gyulladdsos folyamatokat vizsgalva, megndvekedett membran
nanocsOképzddést tapasztaltak. A gliikoztartalmt dializisoldatok hdsterilizalasa sordan AGE-k

keletkezek, ami a RAGE aktivacio révén az NT-k szamanak novekedéséhez vezetett.

Az sRAGE-val kapcsolatos vizsgalatokhoz megfeleld tisztasag fehérjére volt sziikségiink.
A RAGE megfeleld miikodéséhez fontos glikozilacidja. A megfeleld glikolizaciés mintazat
azonban csak emlds sejtekben torténd expresszioval érhetd el. Az emldssejt alapt expresszios
rendszerek a legdragabbak, ezért a fehérje €16 szovetbdl torténd kivonasa mellett dontottiink.
A RAGE fehérje expresszidja bizonyos szovetekre és szervrendszerekre korlatozodik, mint
példaul a vesére, az idegrendszerre és az endokrin szdvetekre, tiiddben 1évd expresszidja
kiemelkedden magas. A sertés és a marha tliddmérete miatt tobb vizsgalat végezhetd el egy
szervbol, ami jelentds javulast jelent az egértiidokre tdmaszkodd korabbi eljarasokhoz képest.
Korabbi kutatdsok kimutattdk, hogy a RAGE rendkiviil konzervalt bizonyos fajok kozott, mint

példaul az ember, a marha és a sertés.



2. Célkitiizés

Vizsgalataink soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1.

Az IRSp53 fehérje és annak N-terminalis végén talalhatd -BAR domén membran
nanocsovek képzddésében betdltott funkcidjanak feltarasa.
Annak vizsgélata, hogy a filopodiumok ¢és az NT-k képzddése azonos mechanizmus
alapjan torténik-e, illetve, hogy az IRSp53, illetve annak I-BAR doménje hogyan
befolyasoljak ezt a folyamatot.
Mikroszkdopos technikékkal annak részletes vizsgalata, hogy kiilonb6zo sejtvonalak
hosszosagu IRSp53 fehérje.
TIRFM mikroszkopiaval €s aktin polimerizacios tesztekkel az aktin filamentumok
novekedésének tanulmanyozasa IRSp53, illetve [-BAR domén jelenlétében.
Egy olyan rendszer kidolgozasa, amely lehetévé teszi a membran nanocsévek
képzbddésének szabalyozasat. Ehhez az NT-k kialakulasat glikalt fehérjékkel terveztiik
serkenteni, mig a cs6képzddés gatlasat az SRAGE kompetitiv hatdsan keresztiil kivantuk
elérni.
Olyan 1j protokollok kidolgozasa, amelyek lehetdvé teszik

a. az sRAGE sertéstiidobdl valod kivonasat megfeleld6 hozammal és tisztasaggal,

tovabba

b. aribozzal glikalt BSA hatékony tisztitasat.

3. Alkalmazott modszerek
3.1. IRSpS3 és I-BAR vizsgalatok modszerei

3.1.1. Sejtvonalak fenntartasa és transzfektalas

A COS-7 vesesejteket Dulbecco féle modositott Eagle médiumban (DMEM) tenyésztettiik,

amit 10% magzati szarvasmarha szérummal (FBS) egészitettiink ki. A tenyészeteket 37 °C-on,

5% CO2 termosztatban, specidlis boroszilikat ablakkal ellatott Petri-csészékben kozel

fiziologias koriillmények kozott tartottuk. A kisérletek soran tipikusan 25 000 sejt/cm? stiriiséget

hasznaltunk. Az A20 érett B limfoma sejteket inkubatorban tenyésztettiik 37 °C-on, 5% CO>

atmoszféraban. A sejteket RPMI-1640 médiumban tartottuk, amit 2 mM L-glutaminnal, 1 mM

Na-piruvattal, antibiotikumokkal és 10% FBS-sel egészitettiink ki. A tovabbi kisérletekhez

tipikusan 3 x 10° sejt/cm? stiriiséget hasznaltunk. Az él8 sejtekkel végzett kisérletekhez a

sejteket mCherry-IRSp53, vagy mCherry-I-BAR plazmiddal transzfektaltuk, COS-7 sejtek
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esetén Lipofectamine 3000 reagenssel, A20 sejtvonal esetében Amaxa Nucleofector IIb
késziilékkel végzett elektroporalas segitségével, mindkét esetben a gyartd ajanlasainak
megfeleléen. A kontroll kisérletekben GFP-LifeAct (z6ld fluoreszcens fehérjével fuzionalt
LifeAct peptidet kodold plazmid) plazmidot hasznaltunk. Minden kisérletben IRSp53 és
I-BAR esetén 1, LifeAct esetében 2 pg plazmidot hasznaltunk. Mintainkat 16 oraval a

transzfekciot kdvetden €16 sejtes koriilmények kozott vizsgaltuk.

3.1.2. Immuncitokémia és sejt festés

A sejteket 4% paraformaldehiddel 10 percig szobahdmérsékleten fixaltuk, majd 0,1% Triton
X-100 + 5% BSA-val permeabilizaltuk 20 percig szobahdmérsékleten. Ezt kovetden
anti-IRSp53 antitesttel (1:500) inkubdltuk 1 o6ran 4t szobahdmérsékleten, majd 1x PBS-sel
(Phosphate Buffered Saline) mostuk és masodlagos antitesttel (1:1000; kecske anti-nytal Alexa
Fluor 488) ill. bizonyos esetekben Alexa 488- vagy 561-falloidinnel jeloltiik. A sejtmagok
festésére Hoechst-0t hasznaltunk (1:1000). A mintakat VECTASHIELD antifade mounting
médiummal fedtiik le, majd 4 °C-on, s6tétben taroltuk a mikroszkopos vizsgalatig. Az NT-k
funkcionalitasat Alexa 488-Cholera toxin B jeloléssel igazoltuk.

3.1.3 Lézerpasztazo konfokalis mikroszkopia és SIM-strukturalt megvilagitasa
mikroszkopia

Az I-BAR domén ¢és az IRSp53 fehérje nanocsé-képzddésre gyakorolt hatasat konfokalis €s
strukturalt megvilagitasu (SIM) mikroszkopidval vizsgaltuk. A konfokalis mikroszkdpia nagy
felbontast, optikai szeletelésen alapuld leképezést tesz lehetévé, amellyel pontosan
meghatarozhatd a nanocsovek elhelyezkedése. A SIM szuperfelbontasu képalkotasa tovabbi
morfologiai részleteket tar fel, igy alkalmas a fehérjék pontos lokalizacidjanak és a nanocsovek

szerkezeti jellemzdinek részletes elemzésére.

A transzfekcio sejtekre és nyulvanyaikra gyakorolt hatasat Zeiss LSM 710 lézerpésztazo
konfokalis mikroszkoppal vizualizaltuk 63x nagyitassal (olajimmerzids objektiv; N.A.: 1.4).
A felvételeket a Zen black 2.1 SP3/Zen blue 2.3 szoftverekkel rogzitettiik és elemeztiik, majd
a tovabbi képfeldolgozast az Image J és esetenként az Imaris 8.2 szoftverekkel végeztiik.
Az IRSp53 és az F-aktin pozicidja kdzotti kapesolatot a nanocsd teljes hosszat magaban foglald
terileten beliil végzett kolokalizacioval vizsgéltuk. A fehérjék kolokalizacigjat a ,,stressz
szalak” mentén egy hosszukas ellipszis ROI-n beliil vizsgaltuk az aktin kdtegek kortil. A M1
és M2 (Manders egylitthatok) kolokalizacids egyiitthatokat a Zen black 2.1 SP3 szoftverrel

szamoltuk ki.



crer

kontrollként. A statisztikai elemzést harom fliggetlen vizsgalatban végeztiik, ahol minden

kisérletben legalabb 800 sejtet vizualizaltunk.

3.1.4 I-BAR expresszio és tisztitas

Az IRSp53 I-BAR doménjét bakteridlis expresszios rendszerben termeltiik meg, mig az
IRSp53-at a MyBioSource-tdl szereztiik be. A fehérje expressziohoz az IRSp53 I-BAR domén
cDNS-ét a pGEX-4T2 (Plazmid- Glutation S-Transzferaz Expresszids vektor, 4T2) vektorba
illesztve, GST (Glutation S-transzferaz) fuzids fehérjeként expresszaltuk Escherichia coli
BL21 torzsben. A plazmid Laura Machesky-t6l szarmazott (University of Cambridge,
Department of Biochemistry, Cambridge, UK). A baktériumokat 37 °C-on tenyésztettiik Luria
Broth médiumban. A fehérje expresszidjat 1 mM izopropil P-d-1-tiogalaktopiranozid
hozzaadasaval indukaltuk egy éjszakan at 25 °C-on, majd a sejteket centrifugalassal pelletaltuk

¢és 6 g-os aliquotokban -80 °C-on taroltuk felhasznalasig.

A GST-taggel ellatott rekombindns fehérjék tisztitdsahoz glutation-affinitaskromatografiat
alkalmaztunk. A GST-tag levalasztasat trombinnal végzett proteolitikus hasitassal az oszlopon
végeztik. Majd a keletkezett tag-mentes célfehérjét benzamidin affinitdsoszlop segitségével

tisztitottuk meg a trombintol. Altalaban 5-6 g baktérium pelletbdl 3,5-4,0 mg/mL

crer

3.1.5. Aktin tisztitas

Az aktint nyual hatizombol izolaltuk €s Superdex 200 oszlopon gél szliréssel tisztitottuk tovabb.
A tisztitashoz alkalmazott méretkizdrasos kromatografia (SEC - Size Exclusion
Chromatography) (mas néven gélsziiréses kromatografia) soran a fehérjék elvalasztasa méretiik
¢és alakjuk (Stokes térfogat) alapjan tortént. Az elvalasztas sordn, a SEC-re jellemzden, a
nagyobb méretli fehérjék hamarabb eludlddtak. Ez a 1épés tette lehetové az aktin tovabbi
tisztitasat a kisebb szennyezddésektdl és aggregatumoktol. A tisztitott aktint G-pufferben
(pH=7,8, 4 mM Tris-HCI, 0,1 mM CaCl,, 0,2 mM ATP, 0,5 mM 2-merkaptoetanol és 0,005%
NaN3 (m/V %) taroltuk. A TIRFM mérésekhez a G-aktint Lys328 (Lizin 328) aminosavnal
Alexa Fluor® 488 karboxil-sav-szukcinimidil-észterrel (Alexa 488 NHS) jeloltiik. Az aktin
Osszeszerelddés kinetikdjanak méréséhez a G-aktint Cys374 (cisztein 374) helyen N-(1-pirenil)

jodacetamiddal jeloltiik.



3.1.6. Teljes bels6 visszaverodésen alapul6 fluoreszcens mikroszkopia

Mikroszkopidhoz haszndlt fedélemezek segitségével készitettiink aramlasi cellakat, amiket
100 pL N-etilmaleimid miozinnal inkubaltunk 1 percig, majd 200 pL miozin pufterrel (pH=7.8,
0,1 mM CaCl,, 1 mM ditiotreitol, 1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol (DTT), 0,2 mM ATP,
4 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 1 mM MgCl ¢és 0,2 mM etilén-glikol-bisz (B-aminoetil-éter)-
N,N,N',N'-tetraecetsav (EGTA)) ¢és 200 pL 0,1% (m/V%) BSA-pufferrel (pH=7.,8,
0,1 mM CaCl;, 1 mM DTT, 0,2 mM ATP, 4 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, 1 mM MgCly,
0,2 mM EGTA ¢és 0,1% (m/V%) BSA) mostunk at. 200 uL. TIRFM puffert (F* puffer (pH=7,8),
0,5% (m/V%) metilcelluléz, 0,5% (m/V%) BSA, 50 mM 1,4-diazabiciklo-[2,2,2]oktan és
100 mM DTT) kozvetleniil a mérés eldtt adtunk a fehérjéhez. Az F* puffer (pH=7,8)
0,1 mM CaClz, 1 mM DTT, 0,2 mM ATP, 4 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, ImM MgCl, ¢s
0,2 mM EGTA-t tartalmazott. A szabad G-aktin polimerizacidjat az I-BAR/IRSpS53
jelenlétében ¢és hidnydban a fentebb ismertetett mddon elkészitett aramldsi cellakban
vizsgaltuk, gy, hogy [-BAR-t/IRSp53-at és G-aktint kevertiink 6ssze kiilonboz6 aranyokban a
TIRFM pufferben (0,5 uM aktin és 10% Alexa 488 NHS-G-aktin). Az [-BAR-t az aktinhoz
viszonyitva 0,1x, 60x és 120x-0s mennyiségben alkalmaztuk. Az IRSp53-at 0,5% és 10x-es
koncentracioban kevertiikk az aktinhoz. A képeket 10 masodpercenként rogzitettiik CCD
kameraval egy Olympus IX81 mikroszkopra felszerelt 1ézeralapu (491 nm) TIRFM modul
(apokromatikus objektiv lencse (APON) TIRF 60x, N.A.: 1,45 olaj immerzioés objektiv)
segitségével. A TIRFM képeket a Fiji szoftverrel elemeztiik. Azonos pozicidban kijeldlt
teriiletet (724 x 724 pixel) hasznaltunk minden képen a széleken jelentkezd intenzités
kiilonbségek kiszlirése érdekében. A hattér kivonésa utan
(a zajszliréshez alkalmazott kor sugara 50 pixel volt, ,sliding paraboloid” beallitast
alkalmaztunk) 1%-os kiiszobértéket allitottunk be. A maradék hattérzaj vagy irrelevans apro
objektumok kizarasa érdekében a kiértékelés soran 6t pixelnyi minimalis méretet hataroztunk
meg. Az elemzett és a nyers képeket Osszehasonlitottuk, és sziikség esetén manudlisan

korrigdltunk az esetleges eltérések elkeriilése érdekében.

3.1.7. Aktin polimerizacios teszt

A polimerizacios teszt soran 2,5 uM, 5% pirén-jodacetamiddal jel6lt G-aktint hasznaltunk, amit
kiilonb6z6 I-BAR koncentraciok jelenlétében (és kontrollként [-BAR nélkiil tisztdn az aktint)
polimerizaltunk 2 mM MgCl, és 100 mM KCl segitségével. A pirén fluoreszcencia intenzités
valtozasat fluoriméterrel (Safas Xenius FLX) kovettiik nyomon. 3 nm-es rés szélességet

alkalmaztunk az excitacios és 5 nm-eset az emisszios oldalon. A gerjesztéshez Aex = 365 nm-t,



mig az emissziohoz Aem = 404 nm hullamhosszusagot allitottunk be 720 V detektor fesziiltség
mellett. A teljes hosszisagl rekombinans IRSp53 fehérjével, annak alacsony koncentracidja

miatt, nem tudtunk polimerizacids vizsgalatokat végezni.

A mintakat minden koncentracional kiilon kevertiik kozvetleniil a mérés elott és a kiivettaban

inditottuk el a polimerizaciot, majd par masodperc alatt megkezdtiik a mérést.

3.1.8. Altalanos kisérleti koriilmények
A konfokalis képeket €16 sejteken, termosztalt koriilmények kozott rogzitettiik (37 °C; 5% CO»
atmoszféra), és optikai szeletelést alkalmaztunk a Z tengely mentén, hogy egyértelmiien

megkiilonboztessiik a membran nanocséveket.

Minden TIRFM ¢és aktin polimerizacios mérést 20 °C-on végeztiink. Kisérleteinkben
Mg?**-ATP-aktint hasznéltunk. Ehhez az aktin monomerhez kétott Ca**-t Mg**-ra cseréltiik
200 uM EGTA ¢és 50 uM MgCl: hozzéadéasaval, a mintak 5 percig szobahdmérsékleten torténd
inkubalasa mellett. Az adatokat legaldbb harom fliggetlen kisérletbdl nyertiik.

3.1.9. Statisztika

Az NT-k és filopédiumok relativ gyakorisagat legalabb harom fliggetlen kisérletbdl,
mintanként legalabb ~800 sejtbdl szamitottuk. A képanalizist Imagel/Fiji, illete Imaris 8.2.
szoftverrel, mig a statisztikai szdmitasokat, beleértve a hipotézisvizsgalatokat (Student t-teszt
vagy Mann-Whitney teszt), az Origin 2020, vagy az IBM SPSS Statistics statisztikai
programokkal végeztiikk. Amennyiben a normalitas vizsgéalat eredményei megcéafoltdk a normal
eloszlast, Kruskal-Wallis tesztet (vagy normal eloszlas esetén varianciaanalizist (ANOVA -
Analysis of Variance)) végeztiink az egyes kezelések kontrollal valo 0Osszehasonlitdsara.
Az utdbbi két tesztet Post-hoc vizsgalattal egészitettiik ki, Tukey és Bonferroni 6sszehasonlitéast
alkalmaztuk. A Mann-Whitney U tesztet (vagy normal eloszlas esetén a Student t-tesztet)
alkalmaztuk a II. faja hibdk elkeriilésére és a Kruskal-Wallis elemzés altal javasolt

szignifikancia megerdsitésére. A szignifikancia szintjét p <0,05 értéken allitottuk be.

Regresszidanalizist végeztlink annak vizsgélatara, hogy az NT-szam ¢és a latotérben fellelhetd
sejtek szama kozott linedris kapcsolat van-e. Az illeszkedés erdsségét a korrelacios
egyliitthatoval jellemeztiik, mig a determinacios egyiitthatoval azt fejeztiik ki, hogy a modell a

fliggd valtoz6 varianciajanak mekkora részét magyarazza.
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3.2. sSRAGE tisztitas és vizsgalat modszerei
3.2.1. Sertéstiido feltarasa
Sertés (Sus scrofa) tiidobdl kivagtuk a porcos részeket és a lagy szovetbdl tiz grammot (nedves

tomeg) homogenizaltunk 200 ml lizispufferben. A lizisoldatot jégen szonikaltuk.

3.2.2. Hemoglobin szelektiv Kicsapasa

A feltart oldat habzasa ¢és magas viszkozitdsa gatolta a kromatografids elvalasztast, ezért a
tisztitds eldtt a hemoglobin eltavolitasahoz szelektiv kicsapast alkalmaztunk 0,5 M-os cink-
szulfat oldattal. A keletkezett csapadékot ultracentrifugalassal tévolitottuk el, majd a
pH-t 9,0-re allitottuk. A pH-valtozas hatasara a feleslegben 1€v6 cink kivalt cink-Tris komplex
forméjaban. Ezt a csapadékot az ultracentrifugalds megismétlésével tavolitottuk el. Ezutan

semleges pH-n (7,0) Mn?* és Ca** ionokat adtunk az oldathoz.

3.2.3. Concanavalin A kromatografia

A Concanavalin A (Con A) affinitaskromatografia hatékony modszer glikozilalt fehérjék, igy
az sRAGE (amely két N-kotésti glikozilacios hellyel rendelkezik) tisztitasara.
A Concanavalin A a Canavalia ensiformis magjabol izolalt lektin, amely specifikusan koti a
szénhidratokat és glikozilalt fehérjéket. Metalloprotein jellegébol adodéoan Mn?* €s Ca** ionok
jelenlétében zart konformaciot vesz fel, ami elengedhetetlen a szénhidratk6to aktivitasahoz.
Az immobilizalt Con A-t tartalmazo allofazis képes szelektiven megkotni a lizatum glikozilalt
komponenseit. A nem ktddd fehérjék eltavolitasa utan a célfehérje eliicidja kompetitiv médon
metil-a-D-mannopiran6zzal torténik, amely a késobbi tisztitasi 1épésekben konnyen

eltavolithato.

3.2.4. Heparin kromatografia

A Con A kromatografia utdn nyert fehérjeoldatot 5 mL HiTrap heparin oszlopra
vittiik fel, amelyet korabban 20 mL A-pufferrel ekvilibraltunk (pH=7,5, 50 mM NaCl és
20 mM Tris-HCI). A gradiens elticidhoz B-puffert hasznaltunk (pH=7,5, 1 M NaCl és 20 mM
Tris-HCI). A puffereket 0,22 pum-es porusatmérdvel rendelkezd celluloz-acetdt membranon
sziirtiik.

A mintat perisztaltikus pumpaval, 0,5 mL/perc dramlési sebességgel toltottikk az oszlopra.
Az elvalasztashoz gradiens eluciot alkalmaztunk és 1,2 ml-es frakciokat gytjtottiink.
A kromatogram kiilonb6z6 pontjain mintékat vettiink és SDS-PAGE-vel vizsgaltuk a frakcio

fehérje tartalmat.
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3.2.5. Hidrof6b kolcsonhatason alapul6 kromatografia (HIC)

A heparin kromatografia soran gytjtott SRAGE-t tartalmaz6 frakcidkat 6sszeontottiik és kis
részletekben, annyi ammonium-szulfatot adtunk hozz4a, hogy 1 M-os végkoncentraciot érjiink
el. A Capto-butyl Impres oszlopot HIC-A pufferrel (pH=7,0, 1 M NH4Cl és 20 mM
Tris-HCI) mostuk, majd ezt kovetden a mintat az oszlopra injektaltuk. Az elaciot 100% HIC-A
pufferrel inditottuk és linedris gradiens profilt alkalmaztunk HIC-B pufferrel (pH=7,0,
5 mM CaCl; és 20 mM Tris-HCI). Az elvalasztas soran 1 ml-es frakcidkat gyiijtottiink. Minden
1épésnél mintat vettiink és SDS-PAGE segitségével vizsgaltuk a minta fehérjedsszetételét.
A gélkép altal megfelelonek itélt frakciokat Osszedntottik és 2 x 2 L PBS-ben (pH=7,2,
137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPOj4 és 1,8 mM KH2PO4) egy éjszakan 4t dializaltuk
(cellulézmembran dializis zsékkal). Koncentralocsé segitségével (10 kDa) 3000 x g-n
koncentraltuk a dializalt fehérjét az 500 pL végleges térfogat eléréséig. A mintat 50-100 pL-es
aliquotokra osztottuk és folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottuk, majd felhasznalasig

-80 °C-on taroltuk.

3.2.6. Fehérje azonositas tomegspektrometriaval

Mintédink tomegspektrometrias elemzése a HUN-REN SzBK (Hungarian Research Network
Szegedi Biologiai Kutatokdzpont) és HCEMM (Hungarian Centre of Excellence for Molecular
Medicine, azaz Magyar Molekuldris Medicina Kivalosagi Kozpont) Proteomikai
Laboratoriumaban tortént. A tisztitott fehérjét 2 x 2 L PBS-ben dializaltuk az ammonium sok
eltavolitasa érdekében, majd 15%-0s SDS-PAGE-n futtattuk és Coomassie festéssel vizsgaltuk.
A gélbdl hdrom pontrdl 2x2 mm mintat vagtunk ki. A harom metszetet mikrocentrifuga csbe
helyeztiikk és tisztitott vizzel nedvesen tartva tovabbitottuk Szegedre. A mintdkat DTT-s
redukalas és jodacetamidos alkilalas utan tripszinnel emésztették (4 ora, 37°C-on). Extrakcid
utdn az emésztett fehérjéket beszaritottdk, majd 30 pL 0,1%-os hangyasavban feloldottak,
amibdl 5-5 pL-t tandem-tomegspektrometrias (HPLC-MS/MS) analizisnek vetettek ala.
A lineéris ioncsapdaban (itCID, Ion Trap Collision-Induced Dissociation) iitkozéssel indukalt
disszociacio segitségével fragmentaltak a peptideket, majd a fragmentumok pontos tomegét a
Waters nanoAcquity-LTQ—Orbitrap Elite MS rendszer orbitrap analizdtoraval hataroztdk meg.
A nyers adatokat Proteome Discoverer program segitségével dolgoztak fel €s az adatbazis-
lekérdezést a sajat ProteinProspector adatbazisbol végezték. A SwissProt.2019.6.12 adatbazis
segitségével ellendriztek a célfehérje melletti szennyezddések jelenlétét. Azonban, mivel a
sertés adatbazis nem teljes, az Uniprot adatbazisra tértek at, ahol a Homo sapiens és a sertés

(Sus scrofa) adatbazist hasznaltak a tovabbiakban.
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3.2.7. BSA glikalas

10 ml glikélo puffer oldatot készitettiink (pH=7,4, 20 mM Tris-HCI, 10 mg/L BSA és 1 M
ribdz) amit 0,22 pm-es fecskenddsziiron sziirtlink 4t laminaris boxban, steril koriilmények
kozott. Az oldatot 15 ml-es steril falkoncsdbe helyeztiik €s a zart csovet a sterilitds megdrzése
érdekében parafilmmel hermetikusan lezartuk. A mintat ezt kovetéen 37 °C-on inkubaltuk
7 napon keresztiil, a glikaciés folyamat lezajlasaig. A glikacio kovetkeztében egy halvany barna
oldatot kaptunk. Az oldatot 2,5 ml végs6 térfogatra koncentraltuk be 30 kDa koncentrald csé

segitségével.

3.2.8. Glikalt fehérje tisztitas

A nem reagalt BSA-t a glikdlt formatél egy 20 ml Q Sepharose anioncseréld allofazist
tartalmazé XK 16/20 oszlopon valasztottuk el. A kiindulasi puffer 20 mM Tris-BASE-t
(pH=9,0) és 5 mM NaCl-ot tartalmazott, a gradiens eliciéo 20 mM Tris-BASE-el (pH=9,0) ¢és
2 M NaCl-dal tortént. Az elvalasztas soran gradiens eluciot alkalmaztunk. A tisztitds soran
1,5 ml-es frakciokat gytijtottiink, és a glikalt frakcidkat 30 kDa-os koncentrald cso segitségével
2,5 ml végso térfogatra koncentraltuk. A puffert Sephadex G-25 allofazis segitségével PBS-re
cseréltiik. A detektalas 280 nm-en tortént.

3.2.9. Nativ és SDS-gélelektroforézis

Az SDS-PAGE-gélek 50 pl 20%-o0s (m/V%) natrium-dodecil-szulfatot (SDS) tartalmaztak, a
futtatopufferben az SDS 1 g/l koncentracioban volt jelen. A szeparalogél Gsszetétele: 0,4 M
Tris-HC1, 6,8% / 0,2% (m/V%) akrilamid/bisz-akrilamid, 0,05% (m/V%) ammodnium-
perszulfat és 0,5% (V/V%) N,N,N',N'-tetrametil-etilén-diamin. A koncentrald gél sszetétele:
0,1 M Tris-HCI, 4,0% / 0,1% (m/V%) akrilamid/bisz-akrilamid és 0,07% (m/V%) ammonium-

perszulfat.

Kisérleteinkben a nativ gélelektroforézis soran sem a gél, sem a futtatd puffer nem tartalmazott
SDS-t. A futtat6 pufferbdl egy tizszeres toménységii koncentratumot készitettiink, ami 25 mM
Tris-HCI-t és 200 mM glicint tartalmazott. A koncentratumot kozvetlen a felhasznalas eldtt

higitottuk tizszeresére.

A nativ gélelektroforézis soran a minta futdsanak nyomon kdvetéséhez bromfenol-kék festéket
hasznaltunk. Egy hdromszorosan tdményebb torzsoldatot készitettiink, amit 1:3 aranyban
adtunk a mintdhoz. A torzsoldat 240 mM Tris-HCI-t (pH=6,8), 30% glicerint és 0,03%
bromfenol-kéket tartalmazott. A torzsoldat elkészitéséhez a bromfenol-kék 0,4%-0s (m/V%)

nagy tisztasdgu ioncserélt vizzel készitett oldatat hasznaltuk.

13



A fehérjék festéséhez SDS-PAGE ¢és Nativ-PAGE esetében is Coomassie-kéket hasznaltunk.
A gélt elészor 50% (V/V%) metanol és 10% (V/V%) ecetsav oldataban fixaltuk, ezt kdvetden
0,1% (m/V%) Coomassie-kék R350, 20% (V/V%) metanol és 10% (V/V%) ecetsav oldataval
festettiik.

A szintelenitést 50% (V/V%) metanol és 10% (V/V%) ecetsav oldataval végeztiik, majd a
géleket 5% (V/V%) ecetsav oldatban taroltuk.

3.2.10. sSRAGE HEK-293 sejtekre gyakorolt hatasanak vizsgalata konfokalis
mikroszkopiaval

A HEK-293 sejtvonalat fenolvords-mentes MEM Alpha (alfa-minimum esszencialis tapoldat)
médiumban, 10% FBS-sel kiegészitve, 37 °C-on ¢és 5% CO> koncentracion tenyésztettiink,
80%-o0s konfluencia fenntartasaval. A mikroszkopos képalkotast 6-csatornds targylemezen
végeztik. A sejteket PBS-el mostuk majd tripszin-EDTA 0,25%-o0s oldataval valasztottuk le a
tenyészedényrdl, ezt kovetden PBS-ben centrifugaltuk (1000 rpm), végiil médiummal
szuszpendaltuk. A targylemezre csatornanként 54 000 sejtet helyeztiink el a szuszpenziobol.
A sejtek megtapadésa utan (kb. 1 6ra) a médiumot a kisérletben hasznalt fehérje-tartalmu, vagy
a kontroll esetében a tenyésztéshez hasznalt médiumra cseréltiik. A glikalt és nem glikalt BSA
kozotti kiillonbség vizsgalatdhoz 5 uM BSA-t vagy 5 uM RBSA-t adtunk a kontroll médiumhoz.
Az sRAGE kisérletekben a kontroll médium 5 pM sRAGE-t tartalmazott. Egy éjszakan at
torténd inkubaciot kovetden a sejteket a 3.1.2 Immuncitokémia és sejtfestés fejezetben
részletezett modon jeloltik (az aktint Alexa 561 falloidinnel és a sejtmagokat Hoechst
festékkel). A konfokalis mikroszkopiat Zeiss LSM 710 mikroszkoppal és 20x objektivvel
(Plan-Apochromat, N.A.: 0,8, M27) végeztiik. A targylemez csatornijat Tile scan mddban
vizualizaltuk, és amennyiben tobb sikban helyezkedtek el a sejtek, Z-stacket alkalmaztunk az
optikai szeletelés megvaldsitasara. A sejtszamlalast Fiji Imagel szoftverrel végeztiik. A képeket
automatikus kiiszobértekek alkalmazasaval kontrasztositottuk a sejtsiirliségtdl fliggden Brensen
¢és Panshalkar modszerekkel, alkalmanként 15 pixeles sugarral, Contrast opcioval. A kép binaris
formatumma alakitisa utan a ,,Fill hole” funkcidval toltottiik fel a pixel hianybol adodo réseket
¢s a szomszédos sejtmagokat a watershed algoritmussal kiilonitettiik el. A kapott képet a
Particle Analyzer funkcioval elemeztiik. A kiiszobértéket 50-100-150 pixel kozott valtoztattuk.
Azt a legalacsonyabb kiiszobértéket alkalmaztuk, ahol maximum 50 sejtmagot kellett
manualisan korrigalni a hattér miatt. A sejtszamlalds soran keletkezett maszkokat manudlisan
ellendriztiik, és ahol 50 db sejtmagnal tobbet vétett a szamolas, azt magasabb kiiszobértékkel

megismételtiik. Ahol 50 db alatt volt a hibdk szdma, ott manualisan korrigaltuk az eredményt.
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4. Eredmények
4.1. IRSpS3 és I-BAR vizsgalatok

4.1.1. IRSpS3 endogén expresszidja és jelenléte a membran nanocsovekben
Konfokalis mikroszkopiaval kimutattuk az IRSp53 endogén expresszidjat COS-7 és A20
sejtekben, ill membran nanocséveikben, A sejtekben a fehérje eloszlasa egyenletes volt, de a

sejtmembran alatt feldasult.

4.1.2. Az IRSp53 és az aktin kolokalizacidja

Az IRSp53 ¢és a filamentalis aktin kolokalizalt a membran alatt, a citoplazmaban ¢és a
nanocsovekben. A kolokalizdcio erdsségét Manders-koefficiensekkel jellemeztiik.
A kolokalizacio mértéke eltért a két sejttipusban, azonban a nanocsdvekben mindkét sejtvonal

esetében szoros atfedés volt megfigyelhetd a csovek teljes hossza mentén.

4.1.3. IRSpS3 és I-BAR domén transzfekciojanak hatasa a COS-7 sejtek morfologiajara
Vizsgélataink célja annak feltarasa volt, hogy az IRSp53 fehérje és az I-BAR domén miként

crer

crer

képest mind az [-BAR domén, mind a teljes hossziisagli IRSpS53 tulexpresszidja jelentésen
novelte a filopodiumok szdmat és hosszat, utobbi esetben erdteljesebb mértékben. Emellett
mindkét fehérje fokozta az NT-k gyakorisagat és elagazasainak szamat, mikozben az NT-k
atmérdje csokkent. Az IRSpS3 tultermeltetés hatdsara nemcsak az NT-k, de elagazasaik
hosszusaga is novekedett. Fluoreszcens jelintenzitds méréseink alapjan mind az I-BAR, mind
az IRSp53 bizonyos helyeken feldusul az NT-kben. Ezeknél a feldisulasi pontoknal a

nanocsovek jellemzden megtdrnek és mas irdnyban futnak tovabb.

4.1.4. IRSpS3 és I-BAR domén transzfekciojanak hatasa A20 B-limfoma sejtekre

A20 sejtekben az IRSp53 és [-BAR transzfektalasa jelentdsen novelte a filopodiumok szamat
¢s hosszat a kontroll sejtekhez képest. Az [-BAR taltermelddése - a COS-7 sejteknél
tapasztaltakhoz hasonldan - erételjesebb hatast okozott. Ezzel szemben az NT-k képzddését
egyik fehérje tiltermelése sem befolyasolta szamottevden: sem gyakorisaguk, sem hosszusaguk
nem valtozott szignifikdnsan. Az I-BAR expresszid vékonyabb NT-k kialakuldsdhoz vezetett,
¢és bar mindkét fehérje fokozta az NT-k elagazasat, alacsony eléfordulasuk miatt ezek hossza
nem volt statisztikailag értékelhetd. A COS-7 sejtekkel ellentétben a tultermelt fehérjék

NT-kben torténd felhalmozodasa csak minimalis mértékben volt megfigyelhetd.
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4.1.5. Az IRSp53 és I-BAR doménjének hatasa az aktin polimerizacidjara

Az IRSp53 fehérje és az I-BAR domén aktin polimerizéciora gyakorolt hatdsat TIRF
mikroszkopiaval és fluoreszcens aktin polimerizacids tesztekkel vizsgaltuk, kiilonbozo
szub- ¢és szuper-sztochiometrikus koncentraciok mellett. Kontroll koriilmények kozott
(0,5 uM aktin) atlagosan 85 + 55 aktin filamentum képzddott. Az aktinhoz képest alacsony
I-BAR koncentracio esetén (aktin:I-BAR = 10:1) a filamentumok szdma kismértékben
(100 + 53), atlagos hosszuk szamottevéen megndvekedett (15,67 + 4,27 um-rdl
19,08 + 5,0 pm-re). Az elébbinél magasabb, de még mindig szub-sztochiometrikus I-BAR
koncentracional (aktin:I-BAR = 5:1) a filamentumok szama jelentdsen csokkent (22 + 14), mig
magas [-BAR koncentracional (60 uM [-BAR, aktin:[-BAR = 1:120) a filamentumok szdma
dramaian megnoétt (450 £ 150), és hosszuk jelentdsen lecsokkent, foként aktin magok voltak
megfigyelhetdk.

A pirénnel jeldlt aktin polimerizacids kisérletek (2,5 uM aktin, 5% pirén) megerdsitették, hogy
magas [-BAR koncentracié mellett (aktin:I-BAR = 1:36) az aktin nukledcioja felgyorsul, mig

alacsony koncentracional (aktin:I-BAR = 1:10) a kinetika nem tér el a kontrolltol.

Az IRSp53 hatdsanak vizsgalata soran a TIRFM képek statisztikai elemzése azt mutatta, hogy
szub-sztochiometrikus IRSp53 koncentracioban (0,25 uM IRSp53, aktin:IRSp53 = 2:1)
elsdsorban kozepes hosszusagu filamentumok képzddnek, mig magas IRSp53 koncentracional

(5 uM IRSp53, aktin:IRSpS53 = 1:10) jelentdsen megnd az aktin magok szama.

Eredményeink azt mutatjak, hogy mind az [-BAR domén, mind az IRSp53 fehérje aktin
nukleaciés magok képzddésének elOsegitése réveén gyorsitja az aktin filamentumok

polimerizacidjat.

4.2. SRAGE tisztitassal és BSA glikalassal kapcsolatos eredmények

A nanocsovek képzddésének mechanizmusdt egy olyan rendszerben lehet megfeleléen
tanulmanyozni, ahol azok képzddését szabalyozni tudjuk. Egy ilyen lehetdséget biztosit
szamunkra a RAGE aktivalasa glikacids végtermékekkel, illetve kompetitiv gatlasa SRAGE
fehérjével. Ennek a modszernek a kidolgozasadhoz sziikségiink van megfeleld tisztasagii SRAGE
¢s glikalt fehérje (esetiinkben glikalt BSA) eldallitasara. A filogenetikai elemzés alapjan a sertés
(Sus scrofa) és a szarvasmarha (Bos taurus) RAGE fehérjéi mutattdk a legnagyobb

hasonlésdgot a human RAGE-hez, ezért a fehérjét sertéstiidobdl izolaltuk.
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4.2.1. A hemoglobin-szennyezdodés eltavolitasa sertéstiidé homogenizatumbol

Az sRAGE fehérjét sertéstiidobdl nyertiik ki, azonban a feltards utan kapott, magas
fehérjetartalmt, vords és erdsen viszkozus folyadék DNéaz kezelésre sem veszitette el
viszkozitasat, és instabilitasa miatt kromatografids elvalasztasra alkalmatlan volt. A szdvet
vértartalma kovetkeztében a feltaras soran kapott oldat jelentds albumin és hemoglobin
szennyez¢ést tartalmazott, ezért konnyen habosodott, ami eldsegiti a tisztitott fehérje
kicsapodasat. Ezért a hemoglobint cink kezeléssel tavolitottuk el: az oldathoz adott cinkionok
hatasara a hemoglobin denaturdlédott és pH 8,0 felett kicsapodott. Ezt SDS-PAGE ¢s
abszorbancia mérésekkel igazoltuk. A tiszta SRAGE mintan végzett kontrollkisérletek alapjan
a cinkkezelés nem okozott SRAGE-veszteséget, megfelel6 modszernek bizonyult a hemoglobin

szelektiv eltavolitasara.

4.2.2. Concanavalin A kromatografia

Az sRAGE biologiailag aktiv, N-kotésti glikoformdjanak elvalasztasira Con A affinitas-
kromatografiat alkalmaztunk, mivel ez a glikoforma sziikséges a fehérje megfeleld
kotoképességéhez. A Con A specifikusan kotddik a manndz- és gliikoz-oldallancokat
tartalmaz6 glikoproteinekhez, igy lehetdvé tette az aktiv SRAGE szelektiv elvalasztasat az
inaktiv formaktol és egyéb fehérjéktdl. A cinkionos kezelés utdn az oldat stabilitasa és
viszkozitdsa mar lehetdvé tette a minta kdzvetlen injektalasat az oszlopra, anélkiil, hogy
fehérjekicsapodast vagy nyomasnovekedést tapasztaltunk volna. A Con A kotéséhez sziikséges
kalcium- és manganionok jelenlétét pH 7,0-n biztositottuk, elkeriilve az allofazis
affinitasvesztését.

A tisztitas sordn a nem glikoproteinek hatékonyan eltavolitasra keriiltek, jelentésen ndvelve a
minta tisztasadgat. Az elvélasztads hatékonysagat, a gyiijtott frakciok tisztasagat SDS-PAGE

segitségével igazoltuk.

4.2.3. Heparin kromatografia

A heparin affinitds-kromatografiat alkalmaztuk tovéabbi tisztitdsra, kihasznalva a heparin
RAGE extracellularis doménjéhez vald specifikus kotédését. A heparin erdsen szulfatalt,
ismétlédd diszacharid egységekbdl allo szerkezete nemcsak affinitasalapt kotédést, hanem
gyenge ioncseréld hatdst is biztosit, ezaltal ndvelve az elvalasztas hatékonysagat. A heparin
oszlopon végzett tisztitas soran tobb szennyezd fehérjét sikeriilt eltavolitani, amit
SDS-PAGE-vel igazoltunk. A fennmarad6 szennyezddések eltavolitasara tovabbi tisztitasra
volt sziikség, amelyet a sogradiensbdl adodd magas sokoncentraciot kihasznalva hidrofob

kolesonhatdson alapuld kromatografiaval (HIC) valositottunk meg.
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4.2.4. Hidrof6b kolcsonhatason alapul6é kromatografia (HIC)

Az sRAGE fehérje nem tartalmazza az apolaris transzmembran domént, de rendelkezik
hidrofob feliiletekkel. A mddszer alapelve azon a jelenségen alapul, hogy magas ionerdsségii
mozgofazisban a fehérjék hidrofob oldalukat az apolaris allotazis felé forditjak, és igy kotddnek
hozza. A heparin oszloprdl elualt minta eleve nagy sokoncentracioval rendelkezik, igy
minimalis ammonium-szulfat hozzdadasaval mar Dbiztosithato a HIC-oszlop butil
oldalldncaihoz torténd kotddés. Az allofazissal torténd kolcsonhatds reverzibilis, igy a
hatékonysagat azonban meghatarozza, hogy a fehérje hidrofob régidi mennyire hozzaférhetok:
amennyiben ezek a térszerkezet atrendezOdése miatt a fehérje belsejébe keriilnek, a

HIC-elvalasztas hatékonysaga jelentdsen csokkenhet.

Az SDS-PAGE analizist megnehezitette a kiilonboz6 frakciok eltérd ionerdssége, amely
(a glikoproteinek gyengébb SDS-kotd tulajdonsagaval egyiitt) latszolagos molekulatomeg-
eltolodast eredményezett. Az oszlopra felvitt, | M ammonium-szulfatot tartalmaz6 mintaban
az SRAGE kb. 60 kDa-os savként jelent meg a gélképen. A HIC soran tovabbi szennyezd
fehérjéket sikeriilt eltavolitani, egy ~50 kDa-os fehérje a gradiens elején, mig egy ~70 kDa-os

komponens a célfehérje eludlasa utan jelent meg, alacsonyabb sokoncentracional.

4.2.5. Azonositas HPLC-MS/MS-sel

A HIC kromatografidval tisztitott mintat tripszines emésztés utan HPLC-MS/MS kapcsolt
technikaval vizsgéltuk. Az eredmények alapjan a tisztitott fehérje nem tartalmazott jelentds
szennyez¢ést, csak minimalis keratin, valamint alacsony mennyiségben sertés eredetii kitinaz-3-
szerti fehérje 1 és protrombin volt kimutathatd. A célfehérje izoformait a modszer nem mutatta
ki, azonban a sertés RAGE fehérje (Uniprot: AOA4X1V556) egyértelmiien azonosithatd volt.
Kizarolag az extracellularis doménre jellemzd peptidek keriiltek detektaldsra, mig a
transzmembran régid nem, ami igazolja, hogy a minta a hasitott format, az sRAGE-t
tartalmazta. Tovabba a mintaban egy nagyfoku szekvenciahasonlosdgot mutato6 RAGE-varians

(B9TSRO6) jelenléte is feltételezhetd volt.

4.2.6. Marha szérum albumin (BSA) glikacidja ribozzal

A glikalt fehérjéket tipikusan gliikozzal valo inkubalassal allitjak eld. A folyamat gyorsithato a
homérséklet emelésével. A riboz l1ényegesen reaktivabb a glikacid sordn, mint a D-gliikoz,
mivel oldatban joval nagyobb aranyban fordul eld nyilt 1anct (aldehidcsoportot tartalmazo)

formaban. Az 6ttaglh gylirii instabilitdsa miatt a rib6z konnyebben alakul vissza reaktiv (nyilt
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lanct) formaba, igy gyorsabban ¢€s intenzivebben képes fehérjékhez kotddni, mint a stabilabb
gytirts szerkezetli D-gliikoz. A glikacid soran megvaltozik a fehérje izoelektromos pontja, igy
a visszamaradt reaktansokat és reaktiv dikarbonil vegyiileteket anioncsere kromatografiaval
valasztottuk el a glikalt fehérjétdl, majd a magas sotartalmi eluatumot méretkizarasos
kromatografidaval PBS pufferre cseré¢ltik. A 7 napos glikalas soran jellegzetes barnas
elszinez6dés alakult ki, amely a ribézmentes kontrollban nem volt megfigyelhetd, és a
koncentralas soran tovabb er6sodott. Az anioncseréld oszlopon torténd elvalasztas soran a nem
reagalt riboz, a reaktiv karbonil vegyiiletek €s a belodliik képzddo pigmentek a korai frakciokban
jelentek meg, mig a glikalt BSA csak a gradiens végén elualt barnas szinii frakciok formajaban.
A glikalt frakciokat 0sszegytijtottiik és 30 kDa-os koncentralocso segitségével 2,5 ml végso

térfogatra koncentraltuk.

4.2.7. sSRAGE kotédésének vizsgalata nativ-PAGE médszerrel

A nativ gélelektroforézis soran sRAGE, RBSA ¢és nem glikalt BSA kiilonb6z6 aranyu
keverékeit vizsgaltuk, amelyeket 4 °C-on egy éjszakan at inkubaltunk. A nativ gélben a fehérjék
megOrzik eredeti szerkezetiiket, igy vizsgalhatdo két fehérje egymashoz vald affinitasa.
Ez megfigyelhetd volt az 1:1 ardnya keverékiik esetén is, azonban egy lassabban vandorlo
komplex savja is megjelent. Az RBSA aranyanak novelése tovabb erdsitette a komplex savjat.
A feleslegben alkalmazott sRAGE esetén is jol detektalhatd komplexképzddés volt
megfigyelhetd. A komplex nem jelent meg, amikor az sRAGE-t nem glikalt BSA-val
inkubaltuk, ami arra utal, hogy mind az sSRAGE, mind a glikalt fehérje funkcionalis, és

specifikus kdlcsonhatés alakul ki kozottiik.

4.2.8. Az SRAGE és a glikalt BSA hatasa HEK-293 sejtvonal membran nanocsé
képzésére

Korabbi kisérletek alapjan a RAGE aktivalasa NT képzddést indukal, ezért megvizsgaltuk,
hogy glikalt BSA is kivalthatja-e ezt a hatast, és a csovek kialakulasa gatolhato-e sSRAGE
alkalmazasaval. Az NT-k képzddését HEK-293 sejtvonalon konfokalis mikroszkopiaval
vizsgaltuk kontroll koriilmények kozott (csak médium), illetve nem glikalt BSA, RBSA,
sRAGE és sRAGE + RBSA jelenlétében.

A sejtek tomor elrendezddése miatt a membran nanocsovek csak alacsony konfluenciaju
teriileteken voltak vizualizalhatok. A sejtszamot magfestéssel hataroztuk meg, az NT-ket az
F-aktin fluoreszcens jeldlésével azonositottuk, majd ezek alapjan relativ csészamot szamoltunk

a hipotézisvizsgalatokhoz.
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A sejtszdm ¢€s az NT-szam kapcsolatat regresszidanalizissel vizsgaltuk, amely erds pozitiv
Osszefliggést mutatott a kontroll mintdkban. Az NT-k szdma a sejtszammal aranyosan ndtt

mindaddig, amig a sejtsiiriség ezt lehetévé tette.

A kontroll mintdban a magas korrelacios egyiitthatd (r = 0,98) erds linearis kapcsolatot jelez,
mig az R? érték (96,03%) azt mutatja, hogy a linearis modell kivaloan leirja az adatok kozti

Osszefliggést.

A regresszios elemz€s alapjan a BSA- ¢s RBSA-kezelések esetében is erds linearis kapcsolat
mutatkozott a sejtszam és az NT-szdm kozott. A modell BSA esetén az NT-szdm valtozasanak
85,36%-at, RBSA esetén pedig 81,15%-at magyaradzta, ami a kontrollhoz hasonléan jo

illeszkedést és szoros pozitiv korrelaciot jelez.

A kontroll-, a BSA- és az RBSA-kezelések esetében egyarant erds linearis Osszefliggést
talaltunk a sejtszam és az NT-k szdma kozott, vagyis az NT-k szdma a sejtszam novekedésével
aranyosan emelkedett. RBSA jelenlétében a magasabb regresszios koefficiens nagyobb
NT-szamot jelezett minden vizsgalt sejtszam mellett, mikdzben a meredekség a

kontrollmintaéhoz hasonlé maradt. Ez arra utal, hogy az RBSA fokozza az NT-k képzodését.

sRAGE jelenlétében a regresszios modell hatékonyséaga jelentdsen csokkent. Mig a kontroll, a
BSA- ¢és RBSA-kezelt mintdkban erds pozitiv korrelacid volt megfigyelhetd a sejtszam és az
NT-szam kozott, addig SRAGE esetén ez csak kozepes kapcsolatot mutatott (r = 0,64), és a
modell az NT-szam valtozdsanak minddssze 40%-at magyarazta. RBSA és sSRAGE 1:1 aranyt
alkalmazasakor a kapcsolat tovabb gyengiilt, a regresszio statisztikailag nem volt szignifikans,
ami arra utal, hogy sRAGE jelenlétében a sejtszam hatdsa az NT szadmra nagymértékben
csokken. RBSA és sRAGE egyiittes jelenlétében a sejtszam mar nincs hatdssal az NT-k

szamara.

A hipotézisvizsgalatok igazoltdk, hogy az RBSA ¢és az sRAGE hatassal vannak az
NT-képzddésre. Mivel az adatok nem minden esetben kovették a normal eloszlast,
nemparaméteres statisztikai teszteket alkalmaztunk, amelyek szignifikdns kiilonbséget
mutattak a kontroll, az RBSA-val kezelt és az SRAGE-vel kezelt sejtek relativ NT-szadma
kozott. A post hoc elemzések alapjan az SRAGE-, valamint az SRAGE+RBSA kezelésben
részesiilt sejtek relativ NT-szdma szignifikdnsan alacsonyabb a kontrollhoz képest, mig az
RBSA-kezelés az NT-k szamanak jelentds novekedését eredményezte. A kontroll és a BSA-val

kezelt mintak kozott nem mutatkozott szignifikans kiillonbség a relativ nanocsészdmban.
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Az sRAGE ¢s az sSRAGE+RBSA (1:1) hatasa kézott nem volt szignifikans kiilonbség. Ezek a
mintdk jelentésen kevesebb nanocsdvet tartalmaztak, mint a kontroll és a BSA-kezeltek, mig
az RBSA-kezelés szignifikdnsan novelte az NT-k szamat. Az eredmények alapjan az RBSA

serkenti, az SRAGE pedig gatolja a nanocs6-képzodést.

5. Diszkusszio
5.1. IRSpS3 és I-BAR eredmények konkluzidja

Kisérleteink soran megéllapitottuk, hogy az endogén modon expresszalodo citoplazmatikus
IRSp53 fehérje a COS-7 és az A20 sejtek altal képzett NT-kben is jelen van. A teljes hosszusagu
IRSp53 mindkét sejtvonalban (COS-7 és A20) novelte az NT-k és filopodiumok szdmat ¢€s
hosszat. Sejtvonal-specifikus kiilonbségeket is tapasztaltunk: COS-7 sejtekben az IRSp53 ¢és
I-BAR tultermelés az NT-k szamara erételjesebb hatast gyakorolt az A20 sejtekhez képest, ami

feltehetdleg a két sejttipus eltéré NT-képzé mechanizmusaval magyarazhat6.

Az IRSp53 vagy annak [-BAR doménjének transzfekcigja COS-7 és A20 sejtekbe egyarant a
filopédiumok szaménak és hosszanak novekedését eredményezte. Ugyanakkor kizardlag a
teljes hosszsag IRSpS3 fehérje volt képes mindkét sejtvonalban azonos valtozast kivaltani az
NT-k és a filopodiumok szamaban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az IRSp53 és annak
I-BAR doménje egyarant fontos szerepet jatszanak az NT-k dinamikdjanak szabalyozasaban.
Mig az [-BAR domén membrangorbiiletet kialakitd tulajdonsaga révén elsésorban az NT-k

képzddésében vehet részt, addig a teljes hosszusagu IRSpS53 fehérje inkabb az NT-k

crer

Az NT-k elvékonyodasat is megfigyeltiik, amely feltehetéen azok fokozott ndvekedési
dinamikdjaval magyarazhatd. Emellett megemelkedett IRSp53- vagy [-BAR koncentracio
esetétn az NT-k tobb elagazast novesztettek, ami Osszhangban &ll az I-BAR domén

membrangorbiiletet kialakito tulajdonsagaval.

Tovabba TIRFM-alapu vizsgalataink és aktin polimerizacios kisérleteink igazoltak, hogy mind

az IRSp53, mind annak I-BAR doménje aktinnukleald hatassal rendelkezik.

Modelliink szerint az I-BAR és IRSp53 lokalis felhalmozodasa gocpontokat képez, amelyek
eldsegitik a membrannyulvanyok és NT-k novekedését, mikdzben az IRSpS53 biztositja az aktin
filamentumok egyenletes eloszlasat az NT-k teljes hossza mentén. Az IRSp53 nukleald hatasa
révén kialakult aktin magok 0 kotOhelyet biztositanak az aktin filamentumok novekedéséhez.

Az ujonnan keletkezd aktin filamentumok megerdsitik a novekvd aktin kotegeket. Ezek a
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molekuléris tamasztopontok biztositjak azokat a mechanizmusokat, amelyek lehetévé teszik,
hogy az aktin filamentumok szama az NT-k teljes hosszdban hozzavetdlegesen allandd
maradjon. Mivel az IRSp53 dimerek a membranhoz rogziilnek, igy tehdt mechanikai
tamasztopontként is szolgalnak az aktin filamentum-koétegek novekedéséhez és az

erokifejtéshez az NT-k mentén.

5.2. SRAGE tisztitassal kapcsolatos eredmények konkluzidja

Az sRAGE sertés tiidobol torténd izolalasa mellett dontottiink, mivel fehérje erésen konzervalt
szekvenciaval, megfeleld mérettel és az emlosokre jellemzo N-kotésii glikozilacids mintazattal
rendelkezik. A tiidészovet magas vértartalma miatt a fehérje kivonasa soran jelentOs
hemoglobin szennyezést tapasztaltunk, amit cinktartalmu pufferrel szelektiven kicsaptunk.
Ennek eredményeként tiszta oldatot kaptunk, amely mar alkalmasnak bizonyult tovabbi
kromatografias tisztitdsra. Concanavalin A oszlop segitségével sikeriilt a glikozilalt fehérjéket
elvalasztani a tobbi, cukoroldallancot nem tartalmaz6 fehérjétél. Az sRAGE-t - heparin
affinitdsa révén - hatékonyan tisztitottuk tovabb heparin oszlop segitségével, amit erdsitett az
oszlop ioncseréld hatdsa is. A fennmaradod szennyezddések eltavolitdsa céljabol hidrofob
kolcsonhatdson alapuld kromatografiat is alkalmaztunk. Egy, az irodalomban eddig nem
elérhetd komplexebb tisztitdsi mddszert alkalmaztunk, amellyel 10 gramm sertéstidobol
0,77-1,5 mg tiszta SRAGE fehérjét nyertiink, amit végil HPLC-MS/MS modszerrel i1s

azonositottunk.

Az sRAGE ligandumaként ribozzal glikalt BSA-t (RBSA) alkalmaztunk, amelyet a glikalas
utan ioncserés kromatografiaval tisztitottunk a megfeleld tisztasdg biztositdsa érdekében.
Az RBSA sRAGE-hoz valo kotédését nativ PAGE segitségével igazoltuk. Eredményeink
alapjan a kapott fehérjék alkalmasaknak bizonyultak a sejtkultirdban torténd NT-képzddés
szabalyozasanak vizsgalatara. Ezért az sSRAGE és az RBSA hatasat a HEK-293 sejtvonalon
vizsgaltuk, mivel ez endogén mddon expresszalja a RAGE fehérjét. A kontrollhoz képest a
BSA-val tortén6 kezelés nem eredményezett jelentds valtozast az NT-k szaméban. Az RBSA
tenyészethez adasa jelentésen novelte az NT-k szamat, mind a kontrollhoz, mind a nem glikalt
BSA-hoz képest. Az sSRAGE fehérjével torténd kezelés ugyanakkor szignifikansan csokkentette
az NT-k szdmat, de teljes gatlast nem tapasztaltunk, amely 6sszhangban van a korabbi RAGE
knockout vizsgalatokkal, ahol a receptor hianya a nanocsdvek szaméanak csokkenését
eredményezte.

A RAGE receptor kompetitiv modon torténd gatlasat SRAGE és RBSA egyiittes alkalmazasaval
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vizsgaltuk. Az sSRAGE hatasa az NT szdmra még azonos mennyis€égii RBSA jelenlétében is

észlelhetd volt.

Az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a glikalt fehérje (RBSA) jelentdsen novelte az

NT-szamot, mig az sSRAGE gatlo hatdst mutatott az NT-képzddésre. Ezzel teljesitettiik a

kitlizott célunkat, hiszen egy olyan kisérleti rendszert alakitottunk ki, amely lehetové teszi a

membran nanocsdvek képzodésének szabalyozasat.

6. Uj eredmények bemutatasa:
6.1. IRSpS3 és I-BAR domén hatasa a nanocsovek (NT-k) képzodésére

6.1.1.

Kimutattuk, hogy az IRSp53 fehérje endogén moédon expresszalodik COS-7
majomvese- és A20 egér B-limfoma sejtekben, és jelen van az altaluk képzett

nanocsovekben is.

. Megmutattuk, hogy az IRSp53 fehérje, valamint I-BAR doménje jelentds hatast

crer

. Megmutattuk, hogy az IRSp53-t és [-BAR-t kodol6 plazmid transzfektalasa utan

a COS-7 és A20 sejtvonal esetében is megnott a filopodiumok szama €s hossza.

. Megfigyeltiik a fehérjék hatasara a képzddott csovek atmérdjének csokkenését,

amit a gyorsabb ndvekedésiiknek tulajdonitunk.

. Megfigyeltiik, hogy a taltermeltetett fehérjék hatasara az NT-ken jelentdsen tobb

elagazas keletkezett, kiilonosen az I-BAR domén esetében, amely ismerten

erdteljes membrangorbiiletet kialakito tulajdonsagokkal bir.

. Bizonyitottuk TIRFM vizsgalatainkkal és aktin polimerizaciods tesztekkel, hogy

mind a teljes hosszusdgti IRSp53 fehérje, mind annak N-terminalis I-BAR
doménje, aktin nukleald hatassal rendelkezik. A membranhoz rogziilt I-BAR és
IRSp53 1) aktin filamentumok képzdédését segiti eld, igy serkentik az aktin

Osszeszerelddését és a sejtnyltlvanyok kialakulasa mellett azok elongaciojat is.

. Kimutattuk, hogy az IRSp53 a vizsgalt sejttipustdl fiiggetleniil kolokalizal az

aktin filamentumokkal, és membrankotd képessége révén eldsegitheti az NT-k

szerkezetének kialakulasat.

. Bizonyitottuk, hogy az IRSp53 fOként az aktin filamentum altal vezérelt,

filopodiumszeri  kitiiremkedésekbdl — kiinduld6 NT-k  képzddését segiti.

Ez a COS-7 sejtekre jellemz6. Ez a hatas nem figyelhetd meg az A20 sejtekben,
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6.1.9.

amelyek NT-iket egy masik modszerrel, a sejtek ellentétes iranyt eltdvoloddsanak
eredményeként alakitjak ki.

Felallitottunk egy olyan modellt, amely szerint az IRSp53 nemcsak
membrangdrbiiletet kialakitdo hatdsaval, hanem aktin-szervezd tulajdonsagai
réveén is stabilizalja a képzddo nanocsovek szerkezetét, és szerkezeti tdmaszt nyujt
az uj aktin filamentumok ndvekedéséhez. Az IRSp53 fehérje gocpontokba
csoportosulva az aktin polimerizacid kezdeti szakaszat (nukleacid) serkentve
segiti az 0j aktin filamentumok képzddését, tovabba Osszekottetést biztosit a

membran és a F-aktin kozott.

6.2. SRAGE eloallitasa és glikalt fehérjékhez valo kotodése

6.2.1.

Kidolgoztunk egy tisztitasi protokollt, amely segitségével nagy tisztasagi SRAGE
fehérjét tudunk kinyerni sertéstiidobdl. Ezzel jelentdsen csokkentettiik az
allatdldozatok mértékét a korabbi protokollokhoz képest. Méretének
koszonhetden egy sertés tiidé tobb kisérletre elegendd fehérjét biztositott

szamunkra. A protokoll részeként:

6.2.1.1. Kidolgoztunk egy hatékony eljarast a kromatografias elvalasztast lehetetlenné

tévo hemoglobin eltavolitasara, annak cinktartalmu pufferrel vald kicsapasa

révén, ugy, hogy az sSRAGE mennyisége a kezelés hatasara ne csokkenjen.

6.2.1.2. Els6ként  alkalmaztunk sikeresen sRAGE tisztitasahoz  hidrofob

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

kolcsonhatason alapuld kromatografiat (HIC), a feltards utdn a mintdban
jelenlévd szennyezdanyagok eltavolitasara.
Kidolgoztunk egy, a korabbi protokolloktol eltérd, tobb kromatografids 1épésbdl
allo (affinitas-, ioncsere- és hidrofob kolcsonhatason alapuld) eljarast, amely
lehetdvé tette megfeleld mennyiségli, nagy tisztasagi SRAGE fehérje kinyerését
sertés tlidoszovetbol.
Kimutattuk HPLC-MS/MS technikaval, hogy a tisztitott fehérje azonos az SRAGE
fehérjével.
Megfeleld tisztasagh  glikalt BSA-t  Aallitottunk el6 az sRAGE
mukodoképességének bemutatdsdhoz ¢és a HEK-293 sejtvonalra gyakorolt
hatasanak vizsgalatahoz.
Kidolgoztunk a glikdlt BSA eldallitasahoz egy protokollt, ahol D-ribdzt
hasznaltunk redukalé cukorként, amely sajatos szerkezetébdl adodoan lehetdvé

tette a glikacid gyorsitasat. Méréseink szerint mar egy hetes, 37 °C-on torténd
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6.2.6.

6.2.7.

6.2.8.

inkubacioval megfeleld glikacios fokot értiink el. Kidolgoztunk egy protokollt a
BSA glikéalasa soran megmaradt reaktansok, melléktermékek ¢és a glikalt fehérje
elvalasztasara.

A mobdszer egyedisége, hogy végiil egy reaktiv melléktermékektdl mentes nativ
pufferben oldott glikalt fehérjét kaptunk, amit €ldsejtes kisérletekhez tudtunk
felhasznalni. A technika gyorsasaga az eddig kidolgozott leggyorsabb
protokollokkal 6sszemérhetd.

Megerdsitettilk nativ PAGE segitségével, hogy az sRAGE specifikusan ¢és
megfeleld affinitassal kotodik a glikalt BSA-hoz, mig a kontrollként hasznalt
BSA-hoz nem.

Megvizsgaltuk a glikalt BSA (RBSA) HEK-293 sejtvonalra gyakorolt hatasat.
A fehérje miikodoképesnek bizonyult, hiszen szignifikdnsan ndvelte a sejtek
kozott képzO0dd nanocsdvek szamat, mig a nem glikalt BSA nem okozott valtozast
a kezeletlen (kontrollként hasznalt) sejtekhez képest.

Bizonyitottuk az sSRAGE fehérje miikodoképességét €16 sejteken is, hiszen
jelenléte a HEK-293 sejttenyészetben jelentdsen csokkentette az NT-k szdmat.
Teljes gatlas nem volt megfigyelhetd, de hatasat azonos mennyiségii RBSA mellet

is tapasztaltuk.
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