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Bevezetés

A membranfehérjék nagyon sok, alapvetd ¢letfolyamatban vesznek
részt, a funkcidképes membranok nélkiilozhetetlen 6sszetevoi. Segitik
a sziikséges anyagok szabalyozott ki- €s bejuttatasat a sejtbe, felfogjak
¢s kozvetitik a kozegbdl szdrmazd jeleket (szignal transzdukcid),
enzimatikus aktivitassal atalakithatnak mas molekulakat, és konkrét
fizikai 6sszekottetést biztositanak az egyes kompartmentek, példaul az
extracellularis tér és a citoplazma kozott. A sokféle fontos funkcid
miatt hibas milkodésiik vagy hianyuk szamos betegség koroka. A
rendelkezésre allo teljes genomszekvencidk bioinformatikai elemzése
alapjan a membranfehérjét kodolo gének gyakoriak, a nyitott
leolvasasi keretek mintegy 20-30 %-at adjak. Oriési jelentdségiikhoz
képest viszont kevés informacio all rendelkezésre a szerkezetiikrdl €s
miikodeéstikrol.

A genomika, a proteomika, a rendszerbiologia, a bioinformatika és a
nagy ateresztoképességli modszerek Oridsi mennyiségli informacio
felhalmozasat biztositjak, ezzel nagy komplexitasu, atfogd kutatdsok
kivitelezéset teszik lehetdvé. Természetesen ezek a hatékony eszk6zok
sem tudnak megvalaszolni minden felmeriild kérdést. A vilag
legjellemzettebb ¢€l61ényét, az Escherichia colit a tudomany tobb mint
120 ¢éve vizsgalja, és 1997-ben publikaltak a K-12 torzs teljes
genomszekvencidjat is. Ma mar szamos mas torzsének is ismerjik a
teljes DNS szekvencigjat, ennek ellenére a gének 24 %-anak a
feladatarol nincs pontos ismeretiink, €s csak 66 %-rol vannak

kisérletes adatok. Még rosszabb a helyzet az Eukaridtakban: a



Saccharomyces cerevisiae esetében 37 %, Arabidopsis thaliananal 5
%, Drosophila melanogasterben és egérben 4-4 % a kisérletesen
igazolt funkci6ji gének ardnya.

A membranfehérjek esetében hasonlo aranyu az azonositatlan gének
szama. Az E. coli genomjaban kozel 900, legalabb egy transzmembran
szegmenssel rendelkezd fehérjét azonositottak, ami azt jelenti, hogy a
lehetséges gének mintegy 21 %-a kddol integralis membranfehérjét. A
transzporterek szamat ezen beliil kb. 400-ra becsiilik, koziilik 180
teljesen ismeretlen funkcioju.

Munkam soran az E. coli baktérium ket kiilonb6zd aminosav
felvételéért felelds transzport-rendszerét vizsgaltam. A nagy affinitasu
metionin transzporter génjei az ismeretlen funkcioju leolvasasi keretek
kozé tartoztak, feladatukat vizsgalatainkkal sikeriilt azonositani. A
dolgozat masik részét a glutaminsavat transzportald  GItS

kétdimenzids szerkezetének vizsgalata €s annak tanulsagai képezik.



Modszerek

Plazmid DNS izolalasa
Baktériumsejtek transzformalasa
DNS restrikcios emésztése ¢és ligalasa
Transzpozonos mutagenezis
Egyiranyu deléciok késziteése
Polimeraz lancreakcio

Agaroz gélelektroforézis
Poliakrilamid gélelektroforézis
ET-rekombinacio

Western-blot

Alkalikus foszfataz enzimaktivitas meérés

B-galaktoziddz enzimaktivitds méres

Célkitiizés
1. Szakirodalmi adatok alapjan valdszinlsitettiik, hogy a nagy
affinitasti metionin transzporterét (MetD) az E. coli abc-yaeE-yaeC

génklasztere kodolja. Célunk ennek a feltételezésnek a kisérletes

bizonyitasa volt.

2. A GItS glutamat permeaz szerkezete nem ismert. Célunk a GItS
kétdimenziés membranbeli lefutdsanak meghatarozasa volt

molekularis bioldgiai eszkdzok felhasznaldsaval.



Eredmények

A nagy affinitasu metionin transzport-rendszer azonositasa

E. coliban az L-metionin felvételét legalabb két transzporter végzi.
Kadner ¢s Watson leirt €s jellemzett egy nagy (metD) és egy kis
pontosan sikeriilt behatarolni géntérképezéssel, de a génjét —
hasonloan a metP-hez — még nem azonositottak.

Az E. coli géntérképének €s genomszekvenciajanak osszevetésekor
azt vettiik észre, hogy a metD-t hatarold6 markerek kozott csak néhany
lehetséges gén kddol membranfehérjét, és ezek koziil mindbssze egy
lehet ABC transzporter. Utdbbi promodterében egyértelmiien
felismertiik a MetJ szabalyozofehérje kotddési helyét is, emiatt nagy
valoszinliséggel prediktaltuk az abc-yaeE-yaeC operon funkciojat. A
klaszter iranyitott kiiktatdsidval valéban D-metionin transzport-
deficiens torzset kaptunk. Ezutan az egyes nyitott leolvasasi kereteket
expresszios vektorokba épitettiik. A kapott konstrukciok segitségével
igazolni tudtuk, hogy a transzport csak akkor all helyre, ha a harom
gén egyiittesen fejezddik ki. Megallapitottuk tovabba, hogy az operon
expressziojat a MetJ represszor valoban szabalyozza.

A metD azonositasaval lehetdség nyilt az E. coli tovabbi metionin
transzportereinek vizsgalatara is. A szakirodalom alapjan az S-metil-
metionin permeaz (MmuP) tlint az egyik lehetséges kis affinitast
transzporter-jeloltnek. A feltételezés ellendrzésére 1étrehoztunk egy

metionin auxtrof kettos deletans torzset (AmetD, AmmuP). A fenotipus



teszteles eredménye azonban arra utalt, hogy az S-metil-metionin
permedz nem azonos a kis affinitasti L-metionin transzporterrel.

Az E. coli L-metionin felvetelével kapcsolatos vizsgalataink
eredmeényeként tehat azonositottuk a nagy affinitast transzport
rendszert. Megallapitottuk, hogy a metD 10kuszt harom geén alkotja,
amelyek egy tipikus bakteridlis ABC-transzporter rendszert kodolnak.
A fenotipus tesztek ¢és a promoter viselkedése alapjan egyértelmiivé
valt, hogy az abc-yaeE-yaeC Xklaszter a metionin-regulon részét
képezi. Ennek megfeleloen a gének 1y, hivatalos elnevezése
sorrendben metN, metl ¢s metQ lett. A nagy affinitasi transzport
rendszer azonositasaval lehetové valt a tobbi L-metionin transzporter

génjeinek felkutatasa is.

Bemeriildo hurkok a GItS-ben

Molekularis biologiai technikak alkalmazasaval, konkrétan riporter
fuziok segitségével hataroztuk meg a GItS membranbeli lefutasat. A
GItS kiilonbozd hossziisagt N-terminalis fragmentjeithez riporter
feherjeket illesztettiink (PhoA, LacZ) génmanipulacio segitségével. A
riporterek kompartment specifikus aktivitasa miatt - enzimatikus
meérest kovetden — eldonthetd, hogy a fizids pont a citoplazmaban
vagy a periplazmaban lokalizdlodik. A kialakitott 60 fuzid révén
végeredményben az 0Osszes hurok elhelyezkedéseére tudtunk
kovetkeztetni. Ezek alapjan felépitettiik a GItS topologia-modelljet.

Munkankkal parhuzamosan egy masik kutatocsoport un. cisztein-

crer



kapott kétdimenzids szerkezet jorészt megegyezett a riporter fliziok
alapjan készitett modellel, viszont az 5-6. prediktalt transzmembran
szegmensek (TMS) eltér6 pozicidjat mutatta. A latszolagos
ellentmondas feloldhato volt azzal a feltételezéssel, hogy a prediktalt
5. TMS egy szenzitiv bemeriilo hurkot képez, amit az utana kovetkezo
6. TMS stabilizal. Utobbi hianyaban ¢€s specialis szekvenciajanak
koszonhetden, a szegmens valdodi transzmembran szekvenciakeént
képes viselkedni.

Az eredmények alapjan a GItS egy szimmetrikus felépitési
transzmembran  fehérje.  Tiz  membrant  atérd  szegmenst
azonositottunk, az N- ¢és C-termindlisa a plazmamembran
periplazmatikus tér feloli oldalan helyezkedik el. A fehérje ket
nagyobb, 0t-0t transzmembran szegmenst tartalmazo, antiparallel
helyzetli egységbol all. A 4-5. és 9-10. transzmembran szegmensek
kozotti két hidrofob régio feltételezhetben a membranba bemeriild
hurkot alkot. Elképzelhetd, hogy wutobbiak a haromdimenzios
struktaraban térben egymashoz kozel helyezkednek el, és a hurkok
csucspontjai kapcsolatban allnak egymassal. Emiatt lehetseges, hogy a
szubsztratok transzportjaban is fontos szerepet jatszanak, ahogy ez
tobb mas transzporter fehérjénél megfigyelhetd.

A leirt kétdimenzids szerkezet IehetOséget teremt a GItS
térszerkezetének és miitkodésének elmeleti vizsgalatahoz, valamint a

kisérletes funkcionalis analizist is megkonnyiti.



Tézispontok:

1.

*

Az abc nyitott leolvasasi keret elott egy promodter aktivitast
szekvencia talalhato.

A Met] regulator képes szabalyozni a promoterrol torténd
expressziot.

A D-metionin transzportert az abc-yaeE-yaeC operon kddolja.

A transzportfolyamathoz mind a harom kodolt fehérje egyiittes
jelenléte sziikséges.

A kis affinitdsi metionin transzporter nem azonos az S-metil-
metionin transzporterrel.

A GItS tiz transzmembran szegmenssel rendelkezik.

Az N- és C-termindlis a periplazmatikus oldalon helyezkedik el.

A fehérje két antiparallel helyzetli részre oszthatd, amelyekben
egy-egy lehetséges bemeriilo hurok talalhato.

A 4-5. TMS kozotti hidrofob régio a GItS tovabbi részének
hidnyaban valodi TMS-ként viselkedik.

10. A riporter f0zi6s technoldgia alapvetden 0Osszeegyeztetheto

eredmenyeket adott a cisztein hozzaférési vizsgalatokkal.
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