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1. BEVEZETES

Az ¢l6 szervezetekben nagymértékben specializalddott
folyamatok biztositjak a sejtek fémion-homeosztazisanak fenntartasat
és karos hatidsoktol valé védelmét. A prokaridta sejtekben ezen
folyamatokat a transzkripcié szintjén miikodé fémionszabalyzo
fehérjék iranyitjak. Doktori munkam soran a transzkripcios aktivator
CueR (Cu efflux Regulator) fehérje (1. abra) fémion-kotd
tulajdonsagait, illetve szerkezetét vizsgaltam. Az itt bemutatott
eredmények reményeink szerint hozzajarulnak a bakterialis fémion-
szabalyzd6 mechanizmusok jobb megértéséhez, valamint fémionokat
szelektiven megkoté molekulak tervezéséhez vagy fémionok szelektiv
kimutatasara alkalmas modszerek fejlesztéséhez.
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1. dbra: Az aktivacids mechanizmus szerint miikodé fémionszabalyzd

fehérjék miikodésének sémaja: a fmiont nem kotd fehérje gatolja a

transzkripciot, a megfeleld fémion fehérjéhez valo kotédése azonban
allosztérikusan aktivalja a szabalyozott gének transzkripcidjat.

A CueR esetében a transzkripciot kizarolag egyértékii atmeneti
fémionok, Cu(I), Ag(I) és Au(l) aktivaljak. A fémionok a fehérje egy
hurok-szerii részéhez koordinalédnak, ahol két cisztein aminosav
linearis geometriat biztosit a fémionok szamara (2. abra). A fehérje
szerkezetében a C-terminalis véghez kozel elhelyezkedd fémionkdto-
hurkot egy rovid, két-fordulatos hélix, majd egy rendezetlen szerkezetli
szakasz koveti. Ez utobbi rész egy CCHH motivumban tovabbi két
ciszteint tartalmaz (2. abra). A fentebb emlitett két-fordulatos hélix
fontos szerepet jatszik a transzkripcios aktivacio folyamataban. Amikor
a CueR fehérjéhez a megfeleld fémion koordinalodik, a helikalis



fragmens bedokkol a fehérje tobbi része altal kialakitott hidrofob
zsebbe, ami indukalja és stabilizalja a fehérje aktivator konformaciojat.

2. abra: A CueR fehérje két potencialis fémion-kotohelyén (a fémionkots-
hurok és a CCHH motivum) talalhato6 cisztein aminosavak (PDB id.: 1Q05).

2. CELKITUZES

Annak ellenére, hogy a CueR fehérjérdl meglehetésen sok
informacié talalhaté az irodalomban, tovabbra is tisztizatlanok a
fehérje transzkripciot szabalyozd mechanizmusat érintd kérdések,
példaul, hogy miként képes a CueR ilyen szelektiven kiilonbséget tenni
az egy- és kétértekli féemionok kozott. Tovabba az is nyitott kérdés,
hogy a CueR transzkripcios aktivalo hatasat kozvetleniil nem
befolyasold C-terminalis CCHH szakasznak van-e valamilyen szerepe
a fehérje miikodésében. A PhD munkam célja ezeknek a kérdéseknek a
megvalaszolasa volt a nativ (Wild type, WT) Escherichia coli CueR, a
C-terminalisr6l 7 aminosav (CCHHRAG) eltavolitasaval kapott
csonkitott fehérje (AC7-CueR), valamint az S77 aminosav ciszteinre
torténé kicserélésével nyert Csonkitott varians (S77C-AC7-CueR)
fémion-kot6 tulajdonsagainak vizsgalatan keresztiil ltal.



A fehérjék eldallitasa és jellemzése mellett célul tiztiik ki egy
bakterialis fluoreszcens tesztrendszer kialakitasat is, amelyben egy zold
fluoreszcens fehérje (EGFP) kifejezodését a CueR fehérje szabalyozza.

3. MODSZEREK

A nativ és mutans CueR fehérjéket E. coli BL21(DE3)
baktériumokban fejeztiik ki, majd a fehérjék tisztitdsara specidlisan
kifejlesztett nagyhatékonysagii folyadékkromatgrafias technikakkal
tisztitottuk meg. A tisztitds soran nyert fehérjemintakat Na-dodecil-
szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgaltuk meg. A fehérjék
DNS koto képességét az elektroforetikus mobilitas valtozasaval
igazoltuk, mig a megfeleld szerkezet kialakulasat cirkularis dikroizmus
(CD) spektroszkopiaval ellendriztik. A  fehérjék integritasat
elektroporlasztasos ionizacios tomegspektrométer (ESI-MS) és tandem
MS (MS") segitségével analizaltuk.

CD spektroszkdpiaval tanulmanyoztuk a pH, a hdmérséklet és
a fémionok és/vagy DNS jelenlétének a nativ CueR masodlagos
szerkezetére gyakorolt hatasat.

A fehérjék fémkomplexeinek képzodését ESI-MS mérésekkel
kovettiik. Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a CueR fémion
koordinacios sajatsagait, szamos kisérletet végeztiink a nativ, a AC7- és
az S77C-AC7-CueR fehérjéken ¥MHg, 1MCd és Ag perturbalt
gamma-gamma szogkorrelacios (PAC) spektroszkopiaval. A PAC
spektroszkdpia egy radioaktiv izotop alkalmazasat igényld kiilonleges
spektroszkdpiai modszer, ami alkalmas metalloproteinek fémion-ko6td
helyének lokalis szerkezetérdl és dinamikajardl informaciot nyujtani.
Ultraibolya spektroszkopidval, a -S? (tiolat) — M*?* ligandum-fémion
toltésatviteli savok (LMCT) kovetésével is tanulmanyoztuk a fémion-
fehérje komplexek kialakulasat.

A rekombinins DNS technologia eszkozeit hasznaltuk a
bakterialis fluoreszcens tesztrendszer kialakitasdhoz sziikséges gének



eléallitasahoz. A tesztrendszer mitkddését fluoreszcens mikroszkdp és
microplate reader segitségével kovettiik.

4. U3 TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A nativ CueR (WT CueR) és variansainak (AC7-CueR S77C-AC7-
CueR) génjét tartalmazd pET-21a-CueR, pET-21a-AC7-CueR ¢és
PET-21a-S77C-AC7-CueR plazmidok sikeres eldallitisa és a
fehérjék kifejezése wutan ez wutobbiak tisztitasara alkalmas
kromatografias eljarasat dolgoztunk ki és optimalizaltunk.[1] Az
eljaras a kovetkezd 1épésekbdl épiil fel: nukleinsavak emésztése
DNazl enzimmel, anioncsere, affinitas kromatografia, egy masodik
anioncsere és végil egy gélsziirés. lgazoltuk, hogy az aminosav
szekvencia megvaltoztatasanak ellenére a AC7- és S77C-ACT7-
CueR fehérjék hélixekben gazdag masodlagos szerkezete, a DNS
koto és a specifikus DNS szekvenciat felismerd képessége sem tér
el a nativ fehérjére jellemzo6tol.

2. CD spektroszkopia segitségével kimutattuk, hogy a pH valtozasa,
az Ag(D) ionok és DNS jelenléte jelentésen befolyasoljak a nativ
CueR masodlagos szerkezetét.

2.1. A pH 7,516l 6,0-ra torténd csokkentése a fehérje hélixekben
gazdag  szerkezetének  atalakulasat okozza  P-redds
szerkezetté, amihez hasonld jelenséget fémionszabalyzo
fehérjék vizsgalatakor korabban még nem tapasztaltak. A
fehérje szerkezeti atalakulasa részben megakadalyozhatd
Ag(l) ionok hozzaadasaval, és teljesen kivédhetd6 DNS
jelenlétével, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a DNS ro gziti
a fehérjét az a-helikalis formaban.

2.2. A WT CueR hémérséklet-fiiggé CD spektrumaibdl kapott
olvadasi profilok alapjan valdszinisitjiik, hogy mind Ag(l)



ionok, mind DNS jelenlétében a fehérje DNS-k6té doménje
stabilizalodik.

2.3. A nativ fehérje Hg(Il), Zn(Il) és Cd(Il) ionok jelen- és
tavollétében felvett CD spektruma azonos, ellenben Ag(l)
ionok hatdsara jelentésen megvaltozik a CD spektrum
intenzitasa és alakja, valosziniileg a fémion-koté hurok és a
hélixek stabilizalodasa miatt.

A WT CueR Hg(II), Cd(I) és Ag(I) ionok novekvd koncentracidja

jelenlétében mért ESI-MS spektrum-sorozatai a fehérje jelentésen

eltér6 koordinacids sajatsagat tikkrozik egy- és kétértéki
fémionokkal szemben.

3.1. Azadatok azt mutattak, hogy két Hg(II), illetve Cd(ll) ion tud
nagy affinitassal kotddni a nativ fehérjehez. Ez a két kotohely
nagy valosziniiséggel a CI112 és C120 aminosavakat
tartalmazo fémion-k6td hurok és a C-terminalis CCHH
motivum.[2]

3.2. Ezt a megfigyelést megerdsitették a Hg(ll) - AC7-CueR
rendszer ESI-MS spektrumai, melyekben nem talaltunk a
Hg>-AC7-CueR 6sszetételit komplexre utalo jeleket.[2]

3.3. Ellentétben a kétértékli fémionokkal, a WT CueR Ag(l)
ionokkal torténé titralasakor mért tomegspektrumokon csak
az egy fémiont koto fehérje jeleit figyeltiik meg. Ez arra utal,
hogy a nativ fehérje két potencialis fémion-k6td helye
alapvetden eltérd Ag(l)-affinitassal rendelkezik.

A nativ és a AC7-CueR fehérje Hg(II)-koto tulajdonsagait UV és
19mHg PAC spektroszkopiai mérésekkel is Osszehasonlitottuk.
Ezek a DNS jelenlétében végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy
mig a Hg(I) - WT CueR rendszerben pH = 8,0-nal, az ekvimolaris



Osszetételnél kisebb Hg(Il) koncentraciok mellett a Hg(ll) kétféle
szerkezet k6zott oszlik meg, addig a AC7-CueR fehérjéhez csak
egyféle modon tud koordinaldédni.[2]

4.1.A fent emlitett korilmények kozott a Hg(I) - WT CueR
rendszerre jellemzd két szerkezetben a fehérje két, illetve
harom tiolatcsoporttal koordinalédik a fémionhoz linearis
HgS,, illetve egy T-alaki HgSs geometriat kialakitva. Az
utobbi esetben a8 CCHH motivum egyik ciszteinje csatlakozik
a fémkotd-hurok két ciszteinjéhez (C112, C120) harmadik
ligandumként, vagy éppen forditva.

4.2. pH = 6,0 és pH = 8,0-nal, a fehérjéhez képest 1 vagy 2
ekvivalens Hg(Il) jelenlétében csak a HgS, szerkezet
figyelhet6 meg a nativ fehérjével is.

4.3. A WT CueR fehérjével ellentétben a AC7-CueR varians csak
egy fémion-k6t6 hellyel rendelkezik, melyhez a Hg(ll) ionok
kizarélag csak HgS, moédon koordinalodnak.

4.4. A szerkezetvizsgalati adatok arra utalnak, hogy a WT CueR
fehérjével megfigyelt HgSs szerkezet kulcsszerepet jatszik a
CueR szelektivitasaban, hiszen sztérikusan gatolhatja a C-
teminalis hélix bekotédését a hidrofob zsebbe, és ezaltal
megakadalyozhatja a transzkripciét aktivald fehérje-
konformacié kialakulasat.

MWAg és 1MCd PAC spektroszkopiai eredmények kombinalasaval
a CueR  fémion-felismerési  folyamatanak  lehetséges
mechanizmusaval kapcsolatos 0j informaciohoz jutottunk, mely
szerint a fehérje fémion-kotd szakasza jelentds koordinacios
flexibilitast mutatva koti az egy- és kétértékii fémionokat.[3]



5.1. AWT CueR pH =8,0-nal és T =—-196 °C-n felvett *'*Ag PAC
spektruman megfigyelt két nuklearis kvadrupdl kdlcsonhatas
(NQI) két eltér6 koordinacios geometriaju szerkezet egyiittes
jelenlétét tikrozi. Ezek egyike egy torzult linearis
koordinaciés  geometriaju  részecske, melyben  két
tiolatcsoport kotddése mellett a nagyobb tavolsagra 1évé S77
karbonil-oxigénje is kapcsolodhat a fémionhoz, mig a masik
egy egyértelmiien nagyobb koordinacids szami szerkezet,
amely egy kozeli aminosav vagy egy kiils6 ligandum, példaul
egy kornyez6 viz molekula, koordinacidjanak eredménye.

5.2. Az Ag(l)-AC7-CueR rendszerben mért 1*Ag PAC spektrum
a WT CueR fehérjével kialakulé részecskékhez nagyon
hasonl6 szerkezetek jelenlétét tiikrozi, ami igazolja, hogy a C-
terminalis CCHH motivum kozvetleniil nem vesz részt az
Ag(]) ionok megkotésében.

5.3. A Cd(Il)-WT CueR rendszerben felvett 1**™Cd PAC spektrum
eltér6 a MAg spektrumoktol és egy szimmetrikus
koordinacioés geometriajii, valdsziniileg torzult tetraéderes
CdS, tipust részecske jelenlétét tikkrozi.

5.4. A bemutatott eredmények jol szemléltetik, hogy a PAC
spektroszkopia mekkora potencidllal bir a fémion-kotd
helyeken a nanoszekundumos idéskalan zajlé folyamatok
dinamikédjanak vizsgalatdban. Eredményeink alapjan azt
valosziniisitjiik, hogy a CueR fehérje funkcionalis, linearis
geometriat biztositd fémion-kotd helyét jelent6sen megbontja
a nem sajat, kétértékli  fémionok — megkdtddése,
megakadalyozva ezzel a transzkripci6 aktivalasat.

6. Kialakitottunk, majd optimalizaltunk egy Cu(ll)-érzékeny,
bakterialis, fluoreszcens tesztrendszert. Fluoreszcencia



mikroszkopias felvételeink azt mutattak, hogy az LB tapoldatban 1

srer

elegendd a zold fluoreszcens fehérje (EGFP) kifejezodésének
indukalasahoz, ugyanakkor a CueR fémion-szelektivitasanak
koszonhetden a Zn(Il) ionok még 10 mM koncentracidban sem
indukaljak az EGFP termel6dését.
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