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* A WNT fehérjék nagyméretii (~ 40 kDa), ciszteingazdag extracellularis névekedési faktorok,

melyek minden Metazoa csoportban megtalalhat6ak.
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WNT5A_HUMAN [Homo sapiens] Protein Wnt-5a (380 residues)

* Az emberi genomban 19 Wnt gén talalhat6, melyek 12 konzervativ alcsaladot alkotnak.

* A Wnt-k kulcsszerepet jatszanak az embrionalis fejlédés, a sejt differenciacio és az Gssejt

proliferacio folyamatainak szabalyozasaban.
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* A Wnt-k Frizzled-LRP receptor komplexekhez, illetve ROR-tipusu receptor tirozin

kinazokhoz két6dve tobbféle jelatviteli ut aktivalasara képesek
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FZD1_HUMAN [Homo sapiens | Frizzled-1 (647 residues)
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* A Wnt fehérjék

'ns | Tyrosine-protein kinase transmembrane receptor ROR1

a Frizzled- és ROR receptorok cisztein

gazdag Fz-tipust doménjéhez két6dnek.
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* A Wnt-k aktivitasanak szabalyozasaban fontos szerepet jatszanak az SFRP és a Wnt Inhibitory

Factor-1 fehérjék

* Az SFRP (Secreted frizzled-related protein) Fz doménje felelds a Wnt kotéséért, és a Wnt

aktivitas gatlasaért.

* A WIF-1 (Wnt Inhibitory Factor-1) fehérje WIEF doménje felel6s a Wnt kotéséért, és a Wnt
aktivitas gatlasaért.
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A Wnt Inhibitory Factor 1 —t (WIF1) kodold tumor szuppresszor gén epigenetikai
elcsendesitése a Wnt-jelatviteli ut koros talmiik6dését okozza, és ez a rendellenesség

gyakran all daganatok kialakulasanak hatterében.

A WIF1 expresszidjanak helyreallitasaval vagy rekombinans WIF1 fehérje alkalmazasaval
gatolni lehet a tumor progressziot, ezért az érdekl6dés kozéppontjaba keriiltek a WIF1-alapu

tumorterapias megkozelitések.

Ennek a megkozelitésnek kotlatot szab az a tény, hogy a human genom egyetlen WIF1
fehérjét kodol és ez a fehérje nagyon eltérd hatékonysaggal koti a 19 Wnt paraldg fehérjét: a
vadtipusu fehérjén alapul6 terapia nem elég hatékony és specifikus ahhoz, hogy alkalmas

legyen valamennyi, a karcinogenezisben szerepet jatszé6 Wnt gatlasara.

A Wnt-WIF1 kolcsonhatas szerkezeti alapjainak tisztazasa alapul szolgalhat olyan WIF1
variansok eldallitasahoz, melyek a kiil6nb6z6 Wnt paralogokhoz nagyobb affinitassal és
specifikusabban két6dnek és igy hatékonyabban alkalmazhatok tumor specifikus terapias

eljarasokban.

Wnt paralogokra specifikus WIF1 variansok eléallitasa_Patthy-Perczel



A nagyméretti ,,Wnt-domén” valdjaban két doménbdl all: az N-terminalis saposin-doménbdl (D1) és a C-terminalis
citokin-doménbdl (D2). A Wnt a Frizzled receptor Fz-doménjének két ellentétes felszinéhez kotddik: az egyik

felszinhez a D1 domén ‘thumb’ régidja, a masik felszinhez a D2 domén ‘index finger’ régidja kotédik.

R Tee— WNT5A_HUMAN [Homo sapiens] Protein Wnt-5a (380 residues)

Erizz’ FzZD1_HUMAN [Homo sapiens] Frizzled-1 (647 residues)
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Janda CY, Waghray D, Levin AM, Thomas C, Garcia KC. Structural basis of Wnt recognition by Frizzled. Science. 2012 Jul 6;337(6090):59-64.
Bazan JF, Janda CY, Garcia KC. Structural architecture and functional evolution of Wnts. Dev Cell. 2012 Aug 14;23(2):227-32.
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A WIF1 fehérje WIF-doménje felel6s a Wnt kotéséért és a Wnt aktivitas gatlasaért

* A WIF-domén feliiletén egy alkil-
kot6helyet azonositottunk,
melyrdl feltételeztiik, hogy
kulcsszerepet jatszik a Wnt-k N-
terminalis doménjén talalhato
esszencialis lipid-oldallanc

kotésében.

Liepinsh, E., Banyai, L., Patthy, L., Otting, G. NMR structure of
the WIF domain of the human Wnt-inhibitory factor-1. (2006) J.
Mol.Biol. 357: 942-950
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A WIF-domén Wntsa—WIF
kolesonhatdsban serepet jats3o felsine.
Kiemelve azok az oldallancok, melyek
arginines sxubstiticidia gyengitette (sdrga),

illetve erdsitette (300d) a kolesonhatdst.

L. Banyai, K. Kerekes, L. Patthy, Febs Lett. : Vol.586, 3122-3126
(2012)
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A WIF1 WIF domén - Wnt komplex

feltételezett szerkezete
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Mutagenezis vizsgalataink arra utalnak,
hogy a WIF doménen két jol elkiiloniilo
Wnt-koto felszin talalhato. Eredményeink
alapjan feltételezett szerkezeti modell szerint
az egyik felszinhez a Wnt-k saposin-
doménjei, a masikhoz a citokin doménjei

kotédnek.

Kerekes K, Banyai L, Patthy L. Wnts grasp the WIF domain of Wnt Inhibitory Factor 1 at two
distinct binding sites. FEBS Lett. 2015 Oct 7;589(20 Pt B):3044-51.
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CELKITUZES

A kiillonb6z6 Wnt paralogokra specifikus WIF1 variansok el6allitasa érdekében szerkezetbiologiai
maodszerekkel (NMR spektroszkopia, krio-elektronmikroszkopia) kivanjuk feltarni a WIF — Wnt

komplex kialakitasaban részt vevo kot6felszinek pontos szerkezetét.
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EREDMENYEK

* A Wnt3a fehérjét egér L sejtekben allitottuk el6,
hogy NMR spektroszkdopiai modszerekkel
vizsgalhassuk a WIF domén-Wnt kélcs6nhatast.
A WIF1 fehérje N15-izotopjelolt WIF-doménjét
baktérialis expresszids rendszerben allitottuk el

és meghataroztuk a fehérje HSQC spektrumat.

* Egér L sejtekben koexpresszaltuk a teljes
hosszusagt WIF1 és a Wnt3a fehérjéket annak
érdekében, hogy krio-elektronmikroszkopiaval
meghatarozzuk a Wnt3a-WIF1 komplex

térszerkezetét.
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A Brij-35 detergenssel refoldalt WIF domén 1H-15N HSQC spektruma
PBS pufferben (0,46 mM WIE, pH = 6,0). A HSQC jeldiszperzi6 alapjan a
tehérje jol feltekeredett, a jelek kémiai eltolédasa pedig a korabban publikalt

asszignacio alapjan megfeleléek (a kis kiilonbségek a pH- és olddszerbeli

eltérésekbdl fakadhatnak).
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