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* GDFE antagonistak izomvesztéssel jard betegségek
terapias kezelésére lehetnek alkalmasak (Duchenne-téle
izomdisztrofia)
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A human miosztatin dimer kristalyszerkezete a GIDFS -at (Prodomain)
kristalyszerkezete kiemelve
Ryan G. Walker et. al., BMC Biology (2017) Thomas R Cotton et. al., The EMBO Journal (2018) 37: 367-383
15:19, PDB-ID: 5]I1 PDB-ID: 5NTU
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Growth Differentiation Factor 11

* nagy hasonlosag a GIDEE és a GDFE11 kozott

° a miosztatin gén inaktivalasa a vazizomtomeg
novekedését eredményezi

a GDF11 inaktivalasa a csigolyak és a gerinc
abnormalis fejl6dését eredményezi

* a szerkezetik meghatarozasa segit antagonistak
fejlesztésében

A GDF8 és a GDF11 kristalyszerkezetek
szuperpozicidja

Anil K. Padyana et. al., Acta Cryst. (2016) F72, 160-174, PDB-ID: 5E4G
Ryan G. Walker et. al., BMC Biology (2017) 15:19, PDB-ID: 5]J11
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Az aktiv GIDEE és GDEF11 bakterialis expresszioja

E.coli: BL-21 (DE3) pET-Duett MBP+Dsbc sikertelen DINS konstrukcio
E.coli: BL-21 (DE3) pGlutathione-S- GST sikertelen DNS konstrukcio
transferase (GST)
E.coli: BL-21 (DE3) pGST+Ubiquitin GST+Ubiquitin  sikertelen DNS konstrukcio
duett
E.coli: BL-21 (DE3) pH5cc-DIE Ubiquitin nagyon kis menny.- fehérje 7 <,
HPLC.on * Eml6s expresszio (HEK,
E.coli: BL-21 (DE3) pHG Maltézkétd nagyon kis menny.-i fehétje CHO sej tekbe n)
tehérje (MBP) amyl6z-affinitas oszlopon
E.coli: BL-21 (DE3), pDsbc Dscb nagyon kis menny.-i fehérje 2.
shuffle Ni-affinitas oszlopon
E.coli: BL-21 (DE3), pSDM (cisztein - nagyon kis menny.- fehérje
shuffle mutacio) gélszlir6n /amyloz-affinitas
oszlopon
E.coli: BL-21 (DE3) pET-SUMO SUMO nagvon kis menny.-i fehérje
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Az alfa hélix 1 szintézise
° promiosztatin a1 szintézis szilard fazisa peptid szintézissel:

A peptide: WRONTKSSRIEATKIQILSKLRL (hozam: 9.8 mg)
B peptide: W (hozam: 7.1 mg)

* proGDF11 al szintézis szilard fazisu peptid szintézissel :
C peptide: WROHSRELRLESIKSQILSKLRL (hozam: 11.0 mg)

C peptid tisztitas utan

500,0

D<t— C peptid tisztitas elott
ZABALYOZO @

OSZLOPTERMOSZTALO
B Fvoc HASTOELEGY
300,0
0szZLOP
HULLADEK AUTOINJEKTOR .
100,0
LooP ]
[ﬁ UV DETEKTOR X
I )
- 4 & O AN T OO ANA NI O~ OA <o 0O A
() J o SYLZZ2I88RRIEIRERY -100,0
Oﬁ O‘\ oy AN (\]A (\]ﬁ F":ﬁ ("‘L <f'” <f'” lﬁ’\ lﬂh \D,, O IS I I 00 oo C«\A O\“ Oﬁ
1d8 SETesga e SN GRS g
0 (perc) 8%
p 1dé6 (perc)
HASITOELEGY DMF

ci" AZ NKFI ALAPBOL
A ¢
= SPF §

= MEGVALOSULO
—~— NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI
ELTE ‘ Es INNOVACIOS HIVATAL PROJEKT

S
S
=

Intenzitas (220nm)
~ Intenzitas (220nm)

REAGENS OLDAT

400,0
300,0

100,0
0,0

-100,0

o
o




Az alta hélix 1 szerkezet meghatarozas

A peptide: WRONTKSSRIEAIKIQILSKLRL

B peptide: W
C peptide: WROHSRELRLES

CD mérések 0%, 10% és 20% TFE hozzaadasaval
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Gén expresszios reporter esszé a GIES ésaz A
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Relativ miosztatin aktivitas
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peptide:  WRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRL
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Tovabbi terveink

ONTKSSRIEATKIQILSKLRLETAPNISKDVIRQLLPKAPPLRELIDQY

A human miosztatin (GDFE8) és az al-lasso-a2 interakcids analizise. Az ;
analizis a COCOMAPS tool-on keresztiil lett elkészitve. Az egymaéssal AZ NKFIALAPBOL
interakcidba 1ép0 aminosavak sotéttel, az interakcioba nem 1épd aminosavak g - | MEGVALOSULO
vilagos szinnel vannak jelolve a szekvenciaban. y N“Eﬁ;';%{;?gfg's' ﬁEll\,L,fTSAZLT =g PROJEKT
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Szilard tazisua peptid szintézis

Szintézis paraméterek:

°* magas nyomas (80-90 Bar)

* magas hémérséklet (80 °C)
* folyamatos aramlas (hatékony keverés, héatvitel, homogén hoeloszlas)
* Fmoc védelmu stratégia

* szilard fazis: (Tentagel, ChemMatrix)

* linker: Rink-amid (C-terminalis védelem)

* folyadéktazis: dimetil-formamid (DMF)

* aminosav oldoszer: N-metal-pirrolidon (NMP)
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* kapcsoloszer: diizopropilkarbodiimid (DIC),



A C peptid CD mérési paramétereli

FD4C: 0.58mg+1mI. dH,O majd ebbdl - 100uL.+300uL. dH,O pH: 3.0-tdl
7.4-1g, 5 scan, Imm kuvetta, 5C° és 25C°

FD4C: 0.58mg+1ml. dH,O majd ebbdl - 100uL.+300ul. dH,O,
100pL+260uL. dH,O +40ul TFE, 100ul+220ul. dH,O +80uL. TFE pH:
3.0-t6l 7.4-ig, 5 scan, Imm kuvetta, 5C° 15C° és 25C°
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