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Munkam soran az exendin-4 (EX4) minifehérjét allitottam elé génexpresszos TUton, és
tanulmanyoztam térszerkezetét valamint dinamikajat és NMR-spektroszkopia segiségével.

Az exendin-4 egy viperagyik (Heloderma suspectum) nyalabol izolalt, 39 aminosavbol allo
fehérje, mely analdg egy szénhidrat anyagceserét befolyasold inkretinnel, a glukagon-szerti peptiddel
(GLP-1). Az 53%-os szekvencialis, €s térszerkezetbeli hasonlosag miatt kdtddik a GLP-1 receptorhoz,
és serkenti az inzulin-, valamint gatolja a glukagon-szekréciot. fgy a fehérje potencialis terapias
szernek tekinthet6 a kettestipusu diabéteszben.

A klasszikus szilardfazisu peptid-szintetikus protokoll ilyen méreti fehérjénél — kiilonds
tekintettel a "N-jelolt valtozatnal — sem idben, sem anyagiakban nem lett volna kifizet3d6. Ezen
tulmenden minden bizonnyal csak kis kitermeléssel tudtam volna dolgozni. Az emlitett okok miatt
valasztottam a génexpresszios utat.

Az exendin-4 in vivo el6allitasdhoz Escherichia coli sejteket alkalmaztam. A fehérjét kis
mérete miatt ubikvitin fizioés rendszerben termeltettem. Az N-terminalison elhelyezkedd ubikvitin egy
hisztidin cimkével van ellatva, igy a tisztitasokhoz Ni*" affinitds kromatografiat hasznaltam. A fuziés
partnert YUH (éleszt6 ubikvitin hidroldz) enzimmel emésztettem le.

Az exendin-4 végso tisztitdsat RP-HPLC-vel végeztem, C18-as kolonnan, TFA-t is tartalmaz6
viz-acetonitril gradiens elucidval.

A fehérjét normal- és a dinamikai mérésekhez sziikséges °N- jeldlt formaban is elkészitettem.

Az NMR mérések vizes kdzegben illetve 30% trifluoretanolt tartalmazo oldatban zajlottak, 500
MHz-es késziiléken. A jeldletlen exendin-4-r6] homonuklearis 'H-'H TOCSY és NOESY, a "N
izotopjeldltrdl T1, T2 relaxacios, valamint heteronuklearis 'H-""N NOE spektrumokat vettem fel. A
TOCSY-NOESY spektrumok jeldiszperzitasa vizes kdzegben nem volt megfeleld, igy fehérje
térszerkezetét tekintve foleg irodalmi el6zményekre tdmaszkodtam. A heteronuklearis spektrumokbol
nyert T1, T2 és hetNOE adatok szekvencia-fiiggd elemzésébdl megallapitottam, hogy a molekula eleje
(els6 10 aminosav), és vége (Gly*-t0l) igen erbteljes szegmensmozgasokkal bir, mig a kozépsé Ser''-
Lys”’ szakasz merevebb a helikalis szerkezetnek koszonhetéen.

Tovabbi céljaim kozt szerepel az exendin-4 mélyebbre haté dinamikai elemzése, illetve
szerkezetének meghatarozasa. A késObbiekben pedig szeretnék megvizsgalni mas molekulakat,
melyeket magam allitok el6 rekombinans DNS technikaval, és in vivo fehérje expresszioval.
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