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Bevezetés:

A Wnt csalad fehérjéi kulcsszerepet jatszanak az embrionalis fejlddés, a sejt
differenciacio, az dssejt proliferacio folyamataiban, de szerepiik van az dregedési
folyamatokban is. A Wnt jelatvitel aberrdns aktivalodasa szamos fejlodési
rendellenességet okoz, de sok esetben a daganatos elvaltozasok hatterében is a Wnt
rendszer rendellenes mitkddése all. A legjobban ismert Wnt jelatviteli utvonalak a
keresztiil a sejtdifferenciacidt szabalyozza ¢€s a -katenintdl fiiggetlen nem-kanonikus
utvonalak, mint a “plandris sejt polaritas” (PCP) és a Wnt/Ca vagy Protein Kinaz C
fliggd Gtvonal. Az eldbbi a citoszkeletalis aktivitas szabalyozasaban, az utdbbi a
sejtaddhézids folyamatok szabalyozasaban jatszik kulcsszerepet.

A Wnt-k extracellularis glikoproteinek, melyek lipid oldalldncokat is
tartalmaznak. A palmitoil oldallancok sziikségesek a kanonikus tipusu jelatvitelhez,
de szerepiik nem teljesen tisztazott.

A Wnt fehérjék kétféle fehérje doménhez, a Frizzled és Ror receptorokban és
a Wnt antagonista sFRP-kben megtalalhat6 FRZ-doménhez, valamint a WIF-1 (Wnt
Inhibitor Factor-1) fehérjében azonositott WIF-doménhez kotddnek.

A Frizzled fehérjék hét-transzmembranos “multipass’ receptorok, az
extracellularis FRZ-doménjiik révén nagy affinitassal kotik a kiilonbdz6 Wnt-ket. A
kanonikus ut esetében az aktiv Wnt-Frizzled receptor komplex kialakulédsahoz
koreceptorok, az LRP5/6 (low density lipoprotein related protein 5 és 6) jelenlétére is
sziikség van. A FRZ-domén mas egy-transzmembranos receptor fehérjékben, a Ror
tirozin kindzokban is megtalalhat6. Szamos bizonyiték van arra, hogy a Ror tirozin
kinazok a B-katenintdl fliggetlen nem-kanonikus utvonalak receptorai. Ennek a [3-
katenintdl fiiggetlen utvonalnak a miikodésérdl még keveset tudunk.

A FRZ-domének mellett a masik ismert Wnt-koté domén, a WIF-1 (Wnt
Inhibitory Factor-1) fehérje WIF-doménje. A WIF-domén nagy affinitassal koti a
kiilonb6z6 Wnt-ket, annak ellenére, hogy szerkezetileg teljesen kiilonbozik a FRZ-
doméntdl. A kdtésben a Wnt-k palmitoil-oldallancainak is kulcsszerepe van. Korabbi
NMR spektroszkopiai vizsgalataink a WIF-domén felszinén egy hidrofob felszint
azonositottak, melyrdl feltételeztiik, hogy szerepet jatszhat a Wnt-fehérjék palmitoil-
oldallancanak kotésében (Liepinsh E, Banyai L, Patthy L, Otting G. (2006). NMR
structure of the WIF domain of the human Wnt-inhibitory factor-1. J Mol Biol 357:
942-950).

A WIF-domén megtalalhat6 egy atipikus receptor tirozin kindz, a RYK
Trends Biochem Sci. 25:12-3) A RYK a Wnt3a kozvetitett kanonikus és a Wnt5a
kozvetitett nem-kanonikus jelatvitelben is képes részvenni. Kimutattdk, hogy a
RYK/Wnt5a jelatviteli Gt az idegrendszer kialakuldsédnal az axonvéandorlasban jatszik
alapvetd szerepet. Orvosbiologiai szemponbdl jelentds megfigyelés, hogy a
RYK/Wnt5a jelatviteli Gt gatlasa serkenti a sériilést kovetd axonregeneraciot.



A témaval kapcsolatos korabbi eredményeink:

A Wnt Inhibitory Factor-1 szekretalt fehérje, amelyet egy ~150 aminosavbol
allo N-termindlis un. WIF-domén, 6t EGF-like domén ¢és egy C-terminalis hidrofob
domén épit fel. Az izolalt WIF-domén hasonl6 affinitassal koti a Wnt-ket, mint a
teljes hossziisdg molekula. Bakterilis expresszios rendszerben eléallitottuk a WIF-1
fehérje WIF-doménjét és Gottfried Otting vezette NMR spektroszkopias
laboratoriummal (Research School of Chemistry, Australian National University,
Canberra, Australia) egyiittmiikodve meghataroztuk a domén hdromdimenzios
szerkezetét. Kimutattuk, hogy a refoldinghoz hasznalt polyoxyethylene lauryl ether
(Brij-35) detergenst a WIF-domén nagy affinitassal koti. A detergens alkil lanca és a
WIF-domén kozott megfigyelt intermolekularis NOE révén azonositottuk azokat az
oldallancokat, amelyek ezt a hidrofob, un. alkil-kdtdhelyet alkotjak. Felvetettiik, hogy
a WIF-domén és a Wnt-k ko6zotti kdlcsonhatas kialakitasaban az alkil-k6tohelynek
fontos szerepe lehet, mert ez a hidrofob felszin kotheti meg a Wnt-k palmitoil-
oldallancat (Liepinsh E, Banyai L, Patthy L, Otting G. (2006). NMR structure of the
WIF domain of the human Wnt-inhibitory factor-1. J Mol Biol 357: 942-950).

Erzékeny homolodgia detektalasi modszerekkel kimutattuk, hogy a RYK
receptor tirozin kindz extracellularis régidja tartalmaz egy WIF domént (Patthy L
(2000) The WIF module. Trends Biochem Sci. 25:12-3). Jéslatunkat, mely szerint a
RYK receptor tirozin kinaz WIF doménje révén WNT fehérjéket kot, azdta
kisérletesen igazoltak.

A kutatas célja:

A Wnt csalad fehérjéi kulcsszerepet jatszanak az embrionalis fejlodés, sejt
differencidcio, dssejt proliferacié folyamataiban, de alapvetd bioldgiai szerepiik
ellenére nagyon keveset tudunk a fehérjék szerkezetérdl és szerkezet-funkcio
Osszefliggéseirdl. A vizsgalatunk célja, hogy rekombinans Gton eldallitsuk a Wnt
jelatvitel legfontosabb extracellularis komponenseit: Wnt fehérjéket (pl. Wnt3a,
Wnt5a) és fragmentjeiket, tovabba Wnt-kotd fehérjéket (WIF-1 fehérje WIF-doménje,
RYK receptor tirozin kinaz WIF-doménje), meghatarozzuk a rekombinans Wnt
fragmentek oldatszerkezetét, jellemezziik a Wnt-k/Wnt fragmentek és a Wnt-kotd
fehérjék kolcsonhatasat SPR modszerrel, valamint site-directed mutagenezis
segitségével azonositsuk a kdlcsonhato partnerek kotdfelszineit.

Elért eredmények:

A rekombindns fehérjék elodllitasa

1. Rekombinans WIF-1 WIF-domének eléallitasa (alanin- és arginin-scanning
mutagenezis)

Korabbi NMR spektroszkopiai vizsgalataink soran meghataroztuk a human
WIF-1 fehérje WIF-doménjének térszerkezetét (Liepinsh E, Banyai L, Patthy L,
Otting G. (2006) NMR structure of the WIF domain of the human Wnt-inhibitory



factor-1. J Mol Biol 357: 942-950). Ezek a vizsgalatok a WIF-domén felszinén egy
hidrofob felszint (alkil-k6tdhely) azonositottak, amelynek kialakitasaban a 131, F42,
F46, Y13, W15, 125, L32 aminosavak oldallancai vesznek részt. Feltételeztiik, hogy
ez a kotohely szerepet jatszhat a Wnt-fehérjék palmitoil-oldallancanak kotésében.

Hipotézisiink igazolasara a WIF-domén olyan muténsait allitottuk eld,
amelyekben a hidrofob felszint alkoté aminosavakat alaninra cseréltiik ki (I31A,
F42A, F46A, Y13A, WI5A, I25A, L32A). Az alanin-scanning mutagenezisbe tovabbi
aminosavakat is bevontunk. Az F65 és W67 aminosavak mutagenezisét az indokolta,
hogy a WIF-doménen feltételezett palmitoil-kdtShely azonositasat célzd szamitogépes
dokkoléas (Malinauskas, 2008, Docking of fatty acids into the WIF domain of the
human Wnt inhibitory factor-1. Lipids 43:227-30) szerint a kotShely kialakitasaban
elsdsorban ez a két aminosav jatszik szerepet. A tovabbi poziciok kivalasztasa a WIF-
domént tartalmazé ortoldg és paraldg fehérjék szekvenciajanak bioinformatikai
elemzésén alapult. Az elemzés szerint feltételezhetd volt, hogy a Q20, D45, E78, D86
¢s K151 aminosavak szerepet jatszhatnak a WIF-domén és a Wnt-k kdzotti
kolcsonhatés kialakitasaban. A rekombindns fehérjéket Pichia pastoris expresszios
rendszerben allitottuk eld és a szerkezeti integritasukat CD spektroszkopiaval
ellendriztiik. Az F65A és W67A mutansok kivételével mindegyik fehérje
szekretalodott a taptalajba. A rekombinans fehérjék CD spektroszkopids vizsgalata
(spektrum, Tm) szerint a D86A mutans kivételével a mutaciok a fehérjék
térszerkezetét nem valtoztattdk meg.

Az alanin-scanning mutagenezissel eldallitott WIF-mutansok vizsgalata azt
mutatta, hogy Wnt-affinitasuk egyetlen esetben sem tért el jelentsen a vadtipusétol,
ezért olyan WIF-domén mutansokat allitottunk eld, amelyekben a kivalasztott
pozicidkban 1évé aminosavakat (az alkil-kotdhelyet alkoto és az azt koriilvevd
aminosavakat) argininre cseréltiik ki (Y13R, W15R, Q20R, 125R, F27R, E28R, I31R,
L32R, F42R, H44R, D45R, F46R, F65R, E78R, D86R). Az arginin-scanning
mutagenezistol azt vartuk, hogy a ,,drasztikusabb” valtozas jelentésebben befolyasolja
a domén Wnt-kotd affinitasat, mint az alanin-scanning mutagenezis esetén. A
rekombinans fehérjéket az alaninos mutansokhoz hasonl6 modon allitottuk el6 és
szerkezeti integritasukat most is CD spektroszkopiaval ellendriztiik. Az élesztd az
E28R mutanst leszamitva valamennyi rekombinans fehérjét termelte. A mutansok CD
spektroszkopias analizisével (spektrum, Tm) kimutattuk, hogy a D45R, F46R, F65R,
E78R, D86R mutaciok jelentds hatassal vannak a domén térszerkezetének
stabilitdsara, ugyanakkor a Y13R, WI5R, Q20R, 125R, F27R, I31R, L32R, F42R,
H44R mutansok térszerkezete megegyezett a vad WIF-doménéval. (Banyai L,
Kerekes K, Patthy L. (2012) Characterization of a Wnt-binding site of the WIF-
domain of Wnt inhibitory factor-1. FEBS Lett. 586(19):3122-6)

A Whnt fehérjék és a WIF mutdansok kozotti kolcsonhatas jellemzése

A vad tipussal megegyez6 szerkezetli WIF-domén fehérjék funkcionalis
jellemzését SPR (feliileti plazmon rezonancia) médszerrel végeztiikk. Az SPR
vizsgalatokhoz hasznalt Wnt fehérjéket (Wnt3a, Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wnt9b,
Wntl 1) kereskedelmi forrasbol szereztiik be. Megallapitottuk, hogy a WIF-domén
nagy affinitassal koti a vizsgalt Wnt fehérjéket (107" M < Kg< 10 M, lasd tablazat)
¢s a kapott egyensulyi disszocidcios konstansok hasonloak a teljes WIF-1 fehérjére
kapott értékekhez.



Interacting proteins K4 (M) ka (1/Ms) kd (1/s)

WIF — Wnt3a 4.0x 107 1.5x 10° 6.0x 10™
WIF — Wnt4 22x107 1.1x10° 24x10*
WIF — Wnt5a 7.8x 107" 1.4x10° 1.1x10*
WIF — Wnt7a 29x 107 1.1x10° 3.2x10%
WIF — Wnt9b 1.3x10° 1.1x10° 1.5x10*
WIF — Wntl1 1.6x 107 2.8x%x10° 44x10*

Az alanin-scanning mutegenezis segitségével eldallitott WIF-domének SPR
analizisével kimutattuk, hogy egyik pontmutacio sem vezetett a fehérjék Wnt-koto
képességének drasztikusabb csokkenéséhez vagy megsziinésé¢hez.Eredményeinket
ugy értelmeztiik, hogy a kiterjedt Wnt-kotohelyek kialakitdsaban szamos oldallanc
vesz részt, ezért nem vezetett egy-egy pozicionak a kisméretli alaninra torténd
cseré¢lése a Wnt-kotés megsziinéséhez. Mivel nem nyertiink meggy6z6 bizonyitékot a
kotohelyek lokalizacidjara vonatkozodan, ezért olyan WIF-domén mutans sorozatot
eldallitottunk eld, melyekben argininre cseréltiik a kivalasztott poziciokban talalhato
aminosavakat azt remélve, hogy a drasztikusabb kovetkezménnyel jard csere
jelentésebben modosithatja a domén Wnt affinitésat.

A mutdns WIF-domének Wnt-affinitasai kozotti kiillonbség megbizhatobb
mérésére a kompeticiés SPR technikat alkalmaztunk. Kimutattuk, hogy a vizsgalt
mutansok nagyobb hanyadanal (Q20R, I31R, F65R, D86R, E78R, K151R) a Wnt5a-
koto affinitas nem kiilonbozott jelentdsen a vad WIF-doménre kapott értéktol.

Harom WIF-domén mutans esetében (125R, F42R, D45R) azonban a
drasztikus aminosavcsere a domén Wnt5A-koto affinitasanak szignifikans
csOkkenését eredményezte. Meglepd modon a Y13, W15, L32 aminosavak argininre
torténd cseréje a WIF-domén WntSa affinitdsnak novekedését eredményezte.
Korabban kimutattuk (Liepinsh E, Banyai L, Patthy L, Otting G. (2006). NMR
structure of the WIF domain of the human Wnt-inhibitory factor-1. J Mol Biol 357:
942-950), hogy WIF-domén Y13, W15, 125, L32 ¢és F42 oldallanca a
polyoxyethylene lauryl ether (Brij-35) kiilonb6z6 részeinek kotésében vesz részt. A
kompetitiv SPR mérések eredményeit figyelembe véve kijelenthetd, hogy a korabban
a WIF-doménen azonositott alkil-kotéhely alapvetd szerepet jatszik a Wnt-kotésben.

Direkt SPR mérésekkel meghataroztuk néhany mutans Wnt5a affinitasat, a
kotéserdsségi sorrend kovette a kompetitiv SPR-bol szarmazé sorrendet (K4 F42R =
3,46e” M, Ky vad = 1,04e” M, Kg W15R = 2,15¢""! M), a Wnt5a fehérjét az F42R
WIF-doménmutans koti a leggyengébben ¢s a W15R WIF-domén mutans a
legerésebben.

Az eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a Wnt-kotohely egyik
szubrégidja, amelyhez az 125, F27 és F42 aminosavak tartoznak, a Wnt fehérjék
palmitoil-csoportjat koti. Az 125, F27 és F42 aminosavak hidrofil argininre torténd
cseréje a szubrégio és Wnt lipidoldallanca kozotti hidrofob kolesonhatas gyengiilését
okozza. A Wnt-kitOhely masik szubrégidja, az Y13, W15 és L32 aminosavakkal,
valdsziniileg nem vesz részt a palmitoil kotésben. Mivel az Y13R, W15R és L32R
mutansok Wnt5a-affinitasa meghaladja a vad WIF-doménét, ez a szubrégio a Wnt5a
aminosav-oldallancainak kotésében jatszhat kulcsszerepet. Ez a megfigyelésiink
felvetette azt a lehetdséget, hogy a mutaciok hatasa a WIF-Wnt kolcsonhatasra Wnt-



r6l Wnt-re valtozhat. Kompetitiv SPR mérésekkel igazoltuk feltevésiinket: a WI5SR
mutacioé példaul 5-szords faktorral novelte a mutdns Wnt5a-affinitasat, ugyanakkor 7-
szeres faktorral csokkentette a Wnt3a-val szembeni affinitasat, ami 35-sz0ros
specifitas eltolodast jelent a két Wnt esetében.

Mutation Wnt5a Wnt3a Shift in specificity
I5o ratio Iso ratio ICs0 wn3a/ICs0 wtsa

Wild type 1.00 1.00

Y13R 0.40 1.60 4.00

WI5R 0.20 7.07 35.4

I25R 243 7.06 291

F27R 3.30 16.35 4.95

L32R 0.30 1.80 6.00

F42R 2.10 2.70 1.29

Méréseinkkel igazoltuk, hogy a korabban azonositott alkil-kdtohely egyik
szubrégidja (az 125, F27 és F42 aminosavakkal) a Wnt fehérjék palmitoil-csoportjat, a
masik szubrégio (a Y13, W15 és L32 aminosavakkal) a Wnt fehérjék aminosav-
oldallancait koti, ezzel meghatarozva a WIF-domén Wnt specifitdsat. (Banyai L,
Kerekes K, Patthy L. (2012) Characterization of a Wnt-binding site of the WIF-
domain of Wnt inhibitory factor-1. FEBS Lett. 586(19):3122-6)

A kutatasi téma tovabbi lehetséges iranyai:

A Wnt fehérjék orvosbiologiai szempontbol is kiemelkedd jelentdséggel
birnak, szamos daganatos betegség hatterében a Wnt jelatviteli utvonal fokozott
mitkodése all, de az idegi sériilést kovetd axonregeneracidban is kulcsszerepet
jatszanak, ebben az esetben a jelatviteli Gt gatlasa az axonregeneraci6 gyorsulasat
eredményezi.

Az a megfigyelésiink, hogy a WIF egyes oldallancainak cseréje (Y13R,
WI5R, L32R) megnovelte a WntSa-affinitast, ugyanakkor csokkentette a Wnt3a-
affinitast azt sugallja, hogy ezek az oldallancok szerepet jatszanak a Wnt specifitas
meghatdrozasaban. Az eredményeink igéretesek abbol a szempontbol, hogy megnyilt
az ut olyan WIF variansok létrehozéasara, amelyek specifikusan képesek az adott
folyamat (kiilonféle daganatos betegségek, axonregeneracio) hatterében allo Wnt
fehérjét gatolni.

A domén Wnt-specifitasat meghatarozo oldallancok jovObeni azonositasat
nagymértékben segiti, hogy 2012-ben meghataroztdk egy Wnt8 rontgendiffrakcios
szerkezetét (Janda CY, Waghray D, Levin AM, Thomas C, Garcia KC. (2012)
Structural basis of Wnt recognition by Frizzled. Science (6090):59-64.) A Wnt8 ¢és a
WIF-domén 3D szerkezetének ismeretében tovabbi WIF-oldallancok mutagenizalasat
kezdtiik meg, hogy a Wnt-kotés specifitasaért felelds valamennyi oldallancot
azonosithassuk.



Eltérések a beadott munkatervtol:

A beadott tervtdl eltéréen nem tudtuk vizsgalni a RYK receptor tirozin kindz
WIF doménje és a Wnt fehérjék kozotti kdlesonhatast, mivel nem sikeriilt a RYK
receptor WIF-doménjét eldallitanunk. A RYK receptor tirozin kindz WIF-doménjének
eléallitasat megprobaltuk a rendelkezésiinkre allé valamennyi expresszios
rendszerben, koztiikk a WIF-1 WIF-doménjénél sikeresen alkalmazott bakterialis és
¢lesztd rendszerekben is. Az E.coli-ban torténd expresszidhoz 1étrehozott vektor
konstrukciok (pET15b RYK, pCDFDuetl RYK, pPR-IBA2 RYK) egyike sem
vezetett sikerhez, a rekombinans fehérjét nem sikeriilt kimutatni egyik sejfrakcioban
sem. Hasonloan negativ eredményre vezetettek a Pichia expresszids rendszerrel
végzett probalkozasaink: sem az indukalhato pPICZaA RYK, sem a konstitutive
pGAPZ RYK vektorral transzformalt sejtek nem termelték a rekombinans fehérjét.
Megprobalkoztunk rovar (Drosophila S2 sejtek) €s emlés (HEK293T és CHO sejtek)
expresszios rendszerekkel is, de sem a pMTBiPV5HisA RYK plasmiddal
transzfektalt S2 sejtek, sem a pSecTag2HisA RYK plasmiddal transzfektalt emlds
sejtek nem termeltek Western blot technikéval kimutathaté mennyiségben
rekombinans fehérjét.

Feltételezziik, hogy a bakterialis és élesztd expresszids rendszerek esetén az
eltéré kodonhasznalat Imagyarazza az expresszidsikertelenségét, ezért a RYK teljes
megfeleljen Pichia kodonhasznalatanak. Az ilymodon ,,optimalizalt” cDNS-t
pPICZaA Pichia expresszids vektorba épitettiik és ezt a konstrukcidt hasznaljuk az
¢lesztd expressziohoz.

A munkatervtdl eltéréen még nem tudtuk vizsgalni a Wnt fragmentek és a
WIF-domén kozotti kolesonhatast, mivel nem sikeriilt a rekombinans Wnt
fragmenteket a vizsgalatokhoz sziikséges mennyiségben eléallitanunk.

A kotéhely doménszintii lokalizalasat két modon kiséreljiik meg.

1. Wnt fragmentek el6allitasa limitalt proteolizissel teljes hossziisagh Wnt
fehérjékbol. Az ehhez sziikséges Wnt-fehérjék expresszidja és tisztitasa folyamatban
van, a Wnt3a és a Wnt5a fehérjéket kereskedelmi forrasbol szarmazo egér fibroblaszt-
sejtek segitségével allitjuk eld. Az eldkisérletek alapjan a vizsgalt protedzok koziil a
tripszinnel torténd emésztés latszik a legigéretesebbnek.

2. Wnt fragmentek eldallitasa rekombinans DNS technologiaval. Olyan
vektor-konstrukciokat allitottunk eld, amelyek a Wnt-fehérjék N-terminalis és C-
Pichia pastoris expresszios rendszerben is eldallitottuk, de a tisztitott fehérjék CD
spektroszkopias €s NMR spektroszkopias vizsgalata (Gottfried Otting, Canberra,
Australia) azt mutatta, hogy a rekombinans fehérjék nem nativ szerkezetiiek, igy
alkalmatlanok tovabbi szerekezetbiologiai és funkcionalis vizsgalatokra. A Wnt-
fragmentek expresszidjat emlds sejtekben (CHO illetve HEK293T) is megkiséreltiik,
a nagyon alacsony szintli expresszid miatt azonban egyeldre nem all rendelkezéstlinkre
megfeleld mennyiségii fehérje a tovabbi vizsgalatokhoz.
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