B-ARRESZTIN FEHERJE INTERAKCIOS PARTENEREK KERESESE PROMISZKUUS
BIOTIN LIGAZ SEGITSEGEVEL
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A G-fehérje kapcsolt receptor csalad és annak jelatviteli folyamatai az egyik legintenzivebben
kutatott teriilet a molekularis orvostudomanyokban, mivel szamos betegség tarsithatdé ezekhez a
receptorokhoz, valamint sokféle kiilsé kornyezeti ingerre adott sejtvalaszt kozvetitenek. A jelatviteli
utvonalak beinditasa szdmos célfehérje expresszidjat befolyasolja, mely valtozasok jobb ismerete
elengedhetetlen az adott ingerekre tapasztalhatd sejtvalaszok megértéséhez. A B-arrestin fontos
szabalyozé fehérjéje valamennyi G-fehérje kapcsolt receptornak, és kulcsszerepld a receptorok
deszenzitizacidjaban, valalmint 6nalldé modon is képes G-fehérje fiiggetlen jelatviteli utvonalakat
elinditani. Allvany és regulator fehérjeként pedig szamos mas interakcios partnere is 1étezik.

Kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiik a valaszt hogy miként lehetne ezeket az interakcios
partnereket azonositani és sejtspecifikusan is elkiiloniteni. Ehhez egy biotin ligdz expresszion alapulo
fehérje izolalé rendszert hasznaltunk, melyhez a nemrég felfedezett TurbolD biotin ligazt
alkalmaztuk, mivel molekularis kzelségben gyorsabb és hatékonyabb biotinilaciot eredményez mint
a kordbban hasznalt biotin ligdzok (BirA, BiolD). Vad tipust és egy mutans B-arrestint jeloltiink
TurbolD ligdz enzimmel, melyeket Alphaia-adrenerg receptorral egyiitt kalcium foszfat
kotranszfekcioval expresszaltatunk HEK-293T sejtekben. A sejteket 1 h-ig stimulaltuk Alphaia-
adrenerg receptor A611603 agonistaval, igy aktivalta a sejtekben a PKA és PKC fehérjéket, melyek
szamos jelatviteli utvonalban szerepelnek. Ezzel egyidejiileg a sejtek médiuma a megfeleld fehérje
jeloléshez sziikséges biotint tartalmazta. Interakcio esetén a biotinilalt fehérjék a sejtek feltarasa utan
neutravidin gyongyokhoz kotddnek és azokkal kinyerhetéek. a modszert teszteltiik és validaltuk egy
fluoreszcensen jelolt ismert B-arrestin fehérjepartnerrel. Stimulaciot kovetden mérhetd fluoreszcens
jel novekedest tudtunk detektalni a gyongyok felszinén.

Ahhoz hogy 1 B-arrestin partnereket azonositsunk a neutravidin-gyongyok felszinérdl
elualtuk az Osszes izolalt interakcios fehérjét, melyeket tomegspektrométeres vizsgalattal tudunk a
tovabbiakban azonositani és kvantifikdlni. Ehhez a kirélethez tobbféle mintaeldkészitési protokollok
teszteltiink, majd a legjobbnak bizonyul6 beallitasokkal elvégeztiink tobb mérési sorozatot, a vad
tipusu és mutdns B-arrestinnel is. A mérésekben tobb, mint 1000 interakcios fehérjét sikeriilt
kvantifikalni, ezen mérések részletesebb kiértékelése folyamatban van bioinformatikai modszerek
alkalmazasaval.



