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Az onkogén KRas fehérjék kolcsonhatasainak vizsgalata
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1. Bevezetés

Az elsé human onkogén Ras géneket, mint a KRAS (Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog) tobb, mint negyven
éve fedezték fel a daganatokban.! Ezzel kezdetét vette egy
napjainkban is toretlentiil zajlo kutatas, hiszen a KRAS mu-
taciot hordozé daganatos megbetegedések kezelése még to-
vabbra sem megoldott. A KRas fehérjét célzd rakterapias
modszerek fejlesztése nagy jelentéséggel bir, mivel a KRAS
mutéciodja a rosszindulatu daganatos megbetegedések kozel
14%-anak okozdja, féként a hasnyalmirigyet, a vastagbelet
¢és a tiidot érinti. A KRas fehérje leggyakoribb mutacioja
(nagyjabol a médosulasok 78%-a) a 12. glicin cseréje, ezek
kozil is leggyakrabban ezen aminosav aszparaginsavra
(KRas G12D) vagy ciszteinre (KRas G12C) valdé mutacioja.?

A KRas fehérje a kis G-fehérjék csaladjanak a tagja és koz-
ponti szerepet tolt be a jelatviteli utvonalak szabalyozasa-
ban, mint példaul a MAPK és PI3K szignalit, ezaltal hatas-
sal van a sejtbioldgiai folyamatok donté tobbségére, foként
a sejtek proliferacios és tulélési folyamatainak iranyitasa-
ra.* A KRas binaris kapcsoloként szabalyoz, a GTP megko-
tésével a fehérje aktiv allapotba keriil, ezaltal képes a jelto-
vabbitasra, majd guanozin-trifoszfataz (GTP4z) aktivitasa
folytan a GTP-t GDP-v¢é hidrolizalja és igy inaktivalodik.*

A kis GTPaz fehérjék intrinzik GTP hidrolizise azonban
egy lasst folyamat, emellett disszocidcids allanddjuk ala-
csony, amely azt eredményezi, hogy a fehérjék majdnem
mindig nukleotid-kotott allapotban vannak jelen a sejtben.
A sejtben regulatorok (segédfehérjék) a Ras fehérjékhez
kapcsolodva segitik a hidrolizist, illetve a nukleotid kicse-
rélédést (1. Abra). A GAP-ok, azaz GTPaz aktivalo fehérjék
a KRas aktiv centruman beliil a szubsztrat megfeleld koor-
dinalasaval a GTP hidrolizis sebességét 6t nagysagrenddel
képesek megnovelni. A GEF-ek (guanine exchange factor)
segitik a GDP-GTP kicserélodést, azaz az aktiv allapot
elérését.*

A KRas fehérje aktiv centrumaban tortént mutacio (G12D
és G12C) hatasara azonban a GAP-ok nem tudjak kifejteni
reakciosebesség noveld hatasukat, ezaltal a fehérje GTP-
kotott allapotban marad, amely kontrollalatlan sejtosztodas-
hoz, igy daganatos megbetegségek kialakulasahoz vezet.>¢

* Fészerz6: Email: nikolettemodi@edu.bme.hu

A mutans KRas fehérjék altali hibas jelatvitel helyrealli-
tasara tobb megkozelitést alkalmaznak (1. Abra): a GEF-
ek bekotodésének akadalyozasaval gatlodhat a GDP-GTP
kicserélodés okozta aktivalas, kovalens kismolekulakkal a
KRas GDP-kotéott allapotban rogzithetd, az effektorok koto-
désének gatlasaval megszakithato a tovabbi jelatvitel és vé-
glil megoldast jelenthet, ha a GAP fehérjék mutans KRas-
hoz vald kotodését erositik, ami altal a GAP-ok aktivalo
hatasa megfelelé modon érvényesiilhet.5
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1. Abra. A KRas fehérje mutacioja okozta hibas jelatvitel
helyreallitasanak megkozelitései.

Az in silico modellezések, mint példaul a QM/MM
(quantum mechanics/molecular mechanics) moddszerrel
egyittmiikodd partneriink a GAP fehérje 190 kiilonbo-
z06, pontmutansat vizsgalta, hogy azok képesek-e a G12D
és GI2C mutans KRas fehérjét hatékonyan aktivalni.
A QM/MM modellezés révén a GAP-katalizalta hidrolizis-
re egy Uj mechanizmust javasoltak ¢és azonositottak a csok-
kent enzimaktivitast helyredllitani képes legigéretesebb
GAP mutdnsokat is (R903 és 1.902 mutansok).®

Az RGS (regulator of G protein signaling protein) fehérjék
szerepe a kis GTPaz-ok altal szabalyozott jelatvitel gyors
leallitasaban van. Az RGS3 fehérjérdl egy KRas G12C in-
hibitorokat vizsgald tanulmany sordn deriilt ki, hogy mu-
tans KRas-okat is képes aktivalni. A Ras-GAP-okkal ellen-
tétben nem rendelkezik a katalitikus arginin-ujjal, hanem
feltehetdleg egy aszparagin segiti a hidrolizis aktivaciojat.
A fehérje két RGS-GAP domént tartalmazo izoformajat
vizsgaltak, egy nagyobb, 75 kDa nagysagt ¢s egy kisebb,
25 kDa nagysagu varianst. Azt talaltdk, hogy ezek a legy-
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gyakrabban el6fordulo G12 mutans KRas fehérjék esetében
(G12D és G12C) jelentds aktivaciora képesek a Ras-GAP-
okhoz képest. Azonban hatékonysaguk vad tipusu KRas
esetében néhany nagysagrenddel elmarad a Ras-GAP-
okétol.” Az RGS3 fehérje ezen tulajdonsaga kihasznalhato
lehet Ras mutansokat célzé terapiaban.

Kutatasunk céljaul thztik ki, hogy a gyakorlatban is pro-
bara tegyiik a kollaboracio keretein beliil in silico QM/MM
modellezéssel tervezett GAP vairansokat és az RGS3 fe-
hérjét. Ezek az ismeretek inspiralhatjak 0j gyogyszerek ki-
fejlesztését, innovativ megkozelitések sziiletését, ezzel egy
alternativ modszert biztositva az onkogén KRas mutaciok
kezelésére.

2. Eredmények

A KRas és GAP fehérjék kolesonhatasanak vizsgalatahoz
a vad tipusu fehérjéket, illetve azok mutansait bakteria-
lis expresszioval allitottuk eld és affinitas kromatografias
modszerrel tiszta formaban izolaltuk.

1. Tablazat. Az eléallitott fehérjék Gsszegzése.

KRas fehérjék GAP fehérjék RGS3 fehérjék
wt KRas, wt GAP, RGS3
KRas G12D, GAP mutansok: RGS3-AviTag
KRas G12C, R903A, R903D,

wt KRas-AviTag,
KRas G12D-AviTag,
KRas G12C-AviTag

R903E, R903Q
L902D, L902E, L902Q,

2.1. A GAP variansok KRas aktivalasa gyakorolt
hatasanak vizsgalata MESG-PNP foszfat esszével

MESG-PNP foszfat essz¢ segitségével enzimaktivitds vizs-
galatokat végeztiink. Elészor azt elemeztiik, hogy a kii-
16nb6z6 KRas mutaciok miként hatnak a vad tipusu GAP
katalizalta GTP hidrolizisre. Vad tipusu fehérjék esetén a
reakcio gyorsan lezajlott, azonban az aktiv centrumban mu-
talodott KRas fehérjék esetén a hidrolizis sebessége jelen-
tésen csokkent.
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-KRas G12D + GAP L902E
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2. Abra. A KRas G12D fehérje és a GAP L902E és L.902Q variansok
kolesonhatasanak hidrolizisre gyakorolt hatdisa MESG-PNP foszfat
esszével mérve.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a GAP-ok 902. lizin
aminosavat érinté mutéacioja (L902E és L902Q) miként hat
a KRas G12D GTPaz aktivitasara. Az eredményeket 0sz-
szevetettiik a vad tipusit GAP (wt GAP) katalizalta reakcio-
val. Az elvarasokkal szemben a GAP variansok nem tudtak
gyorsabb hidrolizist eredményezni, mint a wt GAP, azon-
ban az L902E mutans aktivalo képessége megkozelitette a
vad tipusét (2. Abra).
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3. Abra. A KRas G12D fehérje és a GAP R903A ¢és R903Q variansok
kolesonhatasanak hidrolizisre gyakorolt hatasa MESG-PNP foszfat
esszével mérve.

A 903. arginin aminosav megvaltoztatasanak (R903A ¢és
R903Q) hatasat is megvizsgaltuk. Ebben az esetben ugy
tlint, hogy az R903A mutans kis mértékben javitani tudta az
aktivitast (3. Abra). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy
a QM/MM modellel alkotott GAP variansok alkalmasak le-
hetnek a KRas mutansok hidrolizisének helyreallitasara.

2.2. Az RGS3 és a KRas fehérjék kolcsonhatasanak
vizsgalata bioréteg interferometrias modszerrel

Bioréteg interferometrias (BLI) mddszerrel a KRas mutan-
sok és az RGS3 fehérje kozti kdlesonhatast vizsgaltuk. Az
RGS3-AviTag fehérjekonstruktot sikeresen biotinaltuk, ami
azt jelentette, hogy a fehérje alkalmas ligand lehet a bio-
réteg interferometrias mérésekben. Ebben az elrenezésben
az RGS3-AviTag fehérje kotddott a szenzorhoz és az analit
oldata kiilonb6z6 koncentraciokban a vad tipisu vagy mu-
tans KRas volt, nem hidrolizalhat6 GTP-analoggal feltoltve
(4. Abra).
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4. Abra. A KRas G12D és az RGS3-AviTag kélcsonhatasanak BLI
vizsgalata Kiilonboz6 KRas G12D koncentraciok esetében. A mérési
pontokra illesztett gorbék pirossal jeloltek.
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Azt talaltuk, hogy az RGS3 a KRas vad tipusahoz, illetve
G12C ¢és G12D mutansaihoz kozelitéleg hasonl6 affinitassal
kotodik. Ez alapjan megallapithato, hogy nem kizardlag a
KRas-RGS3 kozti kdlcsonhatas erdsségében rejlé kiilonb-
ségek okozzak, hogy az RGS3 a mutans KRas fehérjék ak-
tivitasat nagyobb mértékben noveli, mint a vad tipusét. Az
RGS3 aktivald mechanizmusanak feltarasa valaszt adhat
ezen kiilonbségekre, azonban ehhez megbizhat6 szerkezeti
modellekre van sziikség.

3. Kisérleti rész

A vizsgalni kivant fehérjéket kodoldé DNS szekvencia-
kat mutagenezis PCR segitségével allitottuk eld. A 1ét-
rejott expresszios vektort kémiailag kompetenssé tett
Escherichia coli XL1Blue sejtekbe transzformaltuk. A
felszaporitott DNS-t izolalas utan fehérjeexpressziora al-
kalmas E. coli BL21 kompetens sejtekbe transzformaltuk.
A sejtek rekombinans fehérje termelését izopropil-B-D-tio-
galaktozid (IPTG) hozzaadasaval indukaltuk. A sejtfelta-
rast szonikalassal végeztiik, igy az intracellularisan ter-
meltetett fehérjéket izolalni tudtuk a baktériumsejtekbdl.
A rekombinans fehérjék mind rendelkeztek hisztidin-tag-
gel, amely lehet6vé tette az affinitds kromatografias elva-
lasztasukat nikkel-nitrilotriecetsav (Ni-NTA) oszlopon.
A tisztitas soran kapott frakciok fehérjetartalmat nat-
rium-dodecil-szulfat  gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
ellendriztiik. A célfehérjét tartalmazo oldatot ezt ko-
vetéen dializaltuk, hogy a fehérje melldl a kismoleku-
las szennyezddéseket eltavolitsuk. Sziikség esetén a fe-
hérjeoldatot meéretkizarasos kromatografiaval tovabb
tisztitottuk, vagy toményitd oszlopon koncentraltuk.
A fehérjék megfeleld feltekeredését az enzimkinetikai
vizsgalatok megkezdése el6tt termofluorimetrids méréssel
ellendriztiik.

A GTP enzimkatalizalt hidrolizisének kovetésére az
EnzCheck™ Phosphate Assay modszert alkalmaztuk.
Ennek segitségével nemcsak a KRas fehérje intrinzik hid-
rolizise vizsgdlhat6, hanem a vele kdlcsonhaté fehérjék en-
zimaktivitasra gyakorolt hatdsa is. A valds idében nyomon
kovethetd spektrofotometrids eljaras tovabbi eldnye, hogy
a kapott aktivitasi gorbére fiiggvény illeszthetd, igy a ki-
netikai allandok is kiszamithatok, valamint 6sszemérheték
egymassal. A modszer alapja, hogy a KRas enzimreakcidja
soran egy inorganikus foszfat (Pi) hidrolizal a GTP mo-
lekulérol, ezt a purin-nukleozid-foszforilaz (PNP) 2-ami-
no-6-merkapto-7-metil-purin-ribozid (MESG) szubsztrat
jelenlétében 2-amino-6-merkapto-7-metil-purin termékkeé
és riboz-1-foszfatta alakitja. A keletkezett terméknek 360
nm-en abszorpciés maximuma van, ezaltal ennek mennyi-
sége spektrofotometridsan idoben kovethetd, ami pedig egy
kozvetett 0sszefiiggést biztosit a felszabadulé inorganikus
foszfat mennyiségével.

Az RGS3 fehérje és a vad tipusu, valamint mutans KRas-
ok kozti kolcsonhatast bioréteg interferometriaval vizs-
galtuk. A Sartorius Octet® K2 BLI rendszerben talalhato

optikai bioszenzor (Octet® SAX (Sartorius)) egy sztrep-
tavidinnel bevont, biokompatibilis réteggel van ellatva,
amelyhez a biotinalt fehérjék specifikusan tudnak kotédni
magas affinitasuk miatt. Ezekhez a fehérjékhez aztan spe-
cifikusan wjabb fehérjék kapcsolodhatnak. A szenzoron
ekkor megvaltozik a réteg vastagsaga és ezaltal a bevila-
gitott fénysugarak interferencia mintazata is, amelyet va-
16s idében detektalni lehet. Igy a fehérjék kolesonhatasa-
it jellemz6 kotddési allandok (K,) is meghatarozhatok.
Az elvégzett mérések soran biotinalt AviTag-es RGS3 fe-
hérjét rogzitettiik a szenzorhoz. Ez meriilt a nem-hidroli-
zalhato GTP analdggal (guanozin-5'-[B,y-imido]trifoszfat
(GppNHDp)) feltoltott KRas fehérjék oldataba.
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Investigating the activity and interactions of oncogenic KRas proteins

Mutations in the Ras protein family are responsible for one of the
highest prevalence in cancer. Most commonly affecting the pan-
creas, colon and lung, these lesions remain challenging for med-
ical science today. The KRas protein, encoded by the Ras gene,
plays a central role in regulating signaling pathways. This enzyme
can control signaling as a binary switch through its GTPase activ-
ity, thereby affecting cell proliferation and division. The function
of the KRas protein is facilitated by GAP (GTPase activating pro-
tein) proteins, which can increase the rate of GTP hydrolysis by
several magnitudes. However, this finely tuned system can easily
be disrupted by mutations in the active site of the KRas protein. A
single point mutation reduces the ability of GAP to activate KRas
proteins, therefore the rate of hydrolysis is significantly reduced,
resulting that the protein being unable to fulfil its role in the sig-
naling network. This leds to inproper functioning of cellular pro-
cesses and as a consequence uncontrolled cell division and tumor
development.

Several approaches have been developed to restore the signal-
ing, the most common one is drug treatment with inhibitor mol-
ecules. However, the restoration of the activation of mutant KRas
porteins by GAP proteins holds promise too. Despite being an
important target, the mechanism of GAP-catalysed hydrolysis has
not been precisely defined yet. To understand this, our collabora-
tors have set up a QM/MM model to systematically design GAP
mutants that can activate the KRas G12D mutant, which is the
most abundant KRas mutant in the human cancers. In addition,
researchers have recently discovered a GAP-like protein, RGS3,
which can also cause a catalytic effect on mutant KRas proteins.
Our aim is to test these alternative GAP proteins in practice. For
this, we investigated the interaction between the mutant KRas and
RGS3 by biolayer interferometry and measured the ability of GAP
variants to activate KRas mutants by using MESG-PNP enzyme
activity assay. These studies may help to understand the interac-
tion of these proteins and thus improve the development of tumor
therapeutics.
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