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BEVEZETES

Az eukaridta RNS-ek a sejtmagb6l, a transzkripcido helyérdl a
citoplazméba, a funkcid helyére transzportdlddnak. Ez a transzport olyan
faktorok kozremiikddésével jon létre, amelyek egyedi RNS széllitmanyokat
ismernek fel, és exportalnak. A kiilonbozé osztalyokba tartozd RNS-ek
nuklearis exportjat specifikus faktorok iranyitjak. Az U snRNS-ek, a tRNS-ek,
MRNS-ek és rRNS-ek nem versenyeznek egymdssal az export terén, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a kiilonb6zo tipusa RNS-ek kiilonbozd export utakat
jarnak be.

A sejtek mRNS-einek nuklearis exportja igen szelektiv folyamat, mivel
csak a teljesen processzalddott RNS-ek exportalddnak. A splicingon nem teljes
mértékben atesett pre-mRNS-ek ¢és a kivagodott intronok a sejtmagban
maradnak. Ezzel ellentétben retrovirusok esetén ahhoz, hogy a viralis replikaciod
megtorténhessen, sziikség van a splicing folyamaton at nem esett vagy csak
részleges intron kivagodason tuljutott RNS transzkriptumoknak a gazdasejt
citoplazmadjaba torténd exportjara is. A retrovirusok ahhoz, hogy legy6zz¢ék ezt a
nukledris retencidt, olyan cis RNS elemeket kddolnak, amelyek a nem érett RNS
szdmara export szignalként funkcionalnak, €s a sejt transzport rendszeréhez
kapcsolodnak. Az egyik ilyen elem, a simian tipusi D retrovirusok Ccis
konstitutiv transzport eleme (CTE) kozvetleniil kapcsolodik a cellularis TAP

fehérjéhez.



A humén TAP egy 70 kDa-os multidomén protein. A C-terminalis rész a
nuklearis porus komplex komponenseihez kotédik, mig az N-terminalis rész a
CTE-RNS-hez ¢s kiilonbozd RNS kotd fehérjekhez kapcesolodik. A CTE-RNS
egy kiterjedt stem-loop szerkezettel rendelkezik, amely két belsd, egymassal
megegyezd hurkot foglal magéba. Ezek a hurkok tiikdr szimmetrikusan
helyezkednek el az RNS elemen. A belsé hurkok szekvencidja konzervalt, és
ezek a hurkok szolgéalnak a cellularis TAP fehérje interakcios helyéiil. A simian
tipust D retrvirusok intron kivagodason at nem esett genomidlis RNS-ének
nukledris exportjdban bedltott szerepén til a TAP fehérje a cellularis mRNS
exportjaban is kozremitkddik. Kiilonbozo kisérletek bizonyitjdk azonban, hogy a
TAP interakcidja a viralis és cellularis RNS-ekkel kiilonb6z6: mig a retrovirus
RNS-hez kozvetleniil kotddik, addig a cellularis RNS-hez valoszintileg adapter

molekulakon keresztiil kapcsolodik.

CELKITUZESEK

Munkdm sordn a TAP — CTE-RNS interakcidé molekularis szintii
elemeinek meghatarozasat tliztem ki célul biokémiai és biofizikai mddszerekkel.
Ehhez kitlind segitséget ny(jt a Rontgen krisztallografia. Ahhoz, hogy a
Rontgen krisztallografiahoz megfeleld vizsgalati anyagot szolgaltassunk,

elézetesen biokémiai moddszerekkel meg kell talalnunk a fehérjének azt a



minimalis doménjét, amely a vad tipust fehérjével dsszevetheté mértékben és
specificitdssal képes az RNS-t megkdtni. Meghataroztuk a legmegfelelobb
expresszids rendszert €s fehérje tisztitasi modszert, melyek segitségével a TAP
fehérje minimalis CTE-kotd doménjét kelld6 mennyiségben ¢€s tisztasagban
képesek voltunk eldallitani. A Tev protedz hasito hellyel rendelkezé GST fuzids
E. coli expresszios vektor hasznalataval, az affinitas és ioncseréld kromatografia
alkalmazasaval képesek voltunk a baktérium sejtekbdl mg-nyi mennyiségl tiszta
proteint eldallitani literenként. A megfeleld mennyiségli €s tisztasdgh fehérje
kinyerése utan a kristalyositasi kisérletek kovetkeztek, tobb szdz kristalyositasi
koriilmény kiprobalasdval. Miutdn sikeriilt olyan kristalyokat kapni, amelyek
megfelelo felbontdsban diffraktaltak, a szinkrotronban nyert diffrakcios
adatokbol a szerkezetet meghataroztuk. A szerkezeti informacidk segitségével
mutagenezis vizsgalatok alapjan igyekeztiink betekintést nyerni a funkcio

molekularis alapjaiba.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A TAP fehérje expresszioja és tisztitasa

A TAP 102-372 protein fragmentumot glutation-S-transzferazzal (GST)
fazionaltatva E. coli BL21(DE3) sejtekben overexpresszaltuk. A GST és a TAP
fehérje egy Tev proteaz hasitd hellyel van 6sszekdtve, amely lehetévé teszi a
tisztitds utan a GST lehasitasat. A baktérium kultarat 37 °C-on LB taptalajon
novesztettiik, €és 0,7 ODggo-nal 0,5 MM IPTG-vel indukéltuk, majd még négy
oran 4t novesztettik. A hat liter kultirdbol szarmazo6, centrifugalassal
Osszegyljtott sejteket 150 ml A pufferben (50mM Tris-HCI pH 8,0, 100mM
NaCl, 10% glycerin, 1 mM EDTA) 0,5 mg/ml lizozimmal és 1mM PMSF-fel
felszuszpendaltuk ¢és -80°C-on taroltuk. Felolvasztds utan a sejteket
szonikaldssal lizaltuk, az oldhatatlan anyagot 17000 rpm sebesseggel



lecentrifugaltuk. Az oldhato frakciot egy 5 um-es fecskenddsziiron atsziirtiik,
majd A pufferben equilibralt glutation gyongyre tettiik. A GST-TAP-ot redukalt
glutationnal eluéltuk, és 4 mM B-merkaptoetanolt tartalmazd A pufferben egy
¢jszakdn 4t dializaltuk. A fuzios fehérjét 4°C-on 36 oran keresztiil Tev
proteazzal hasitottuk, majd a kationcseréld oszlopra tettiik (Macroprep HiS, Bio-
Rad), amelyet elézetesen A pufferrel equilibraltunk. A lehasitott GST-t az
oszloproél lemostuk, majd a tiszta TAP fehérjét 1 M NaCl-ot tartalmaz6 A puffer
linearis gradiensével elualtuk. Egy liter E. coli kultarabol t6bb mint 10mg tiszta
fehérjét nyertiink, amelyet 40 mg/ml koncentracibban B pufferben (20 mM
Hepes pH 7,0, 100 mM NaCl, 10% glycerin) taroltunk. A tobbi TAP
fragmentumot is hasonlé mdédon expresszaltuk és tisztitottuk.

RNS in vitro transzKkripcio6

A CTE-RNS T7 RNS-polimerazzal torténd transzkripcidjdhoz a
plazmidokat HindIII restrikcids enzimmel linearizaltuk, fenoloztuk, €s etanollal
kicsaptuk. A transzkripcios reakcidt a kovetkezd Osszetételli reakcidelegyben
végeztiikk: 40mM Tris-HCI (pH 8,0), 5mM DTT, 1mM spermidin, 0,01% Triton
X-100, 28mM MgCl,, 4mM minden NTP-b6l, 100uM linearizalt DNS templat
¢s T7 RNS-polimeraz kisérletileg meghatarozott mennyiségben. A semlegesitett
pH-j0  nukleotidokat (Sigma) 100mM oldatban —80°C-on taroltuk. A
transzkripcids reakcioelegyet két oran keresztiil inkubaltuk 37°C-on, majd a
templat DNS-t RNaz mentes DNaz 1 enzimmel (Roche) emesztettiik. 0,1
terfogat 0,5M EDTA-t adtunk hozza, hogy a transzkripcié soran képzddott
magnézium-pirofoszfat csapadékot feloldjuk, majd a mintat fenoloztuk, és
somentesitettiilk egy eldobhatdo PD10 oszlopon (Amersham Biosciences). Végiil
a mintakat Speed Vac-ban koncentraltuk, hogy elérjiik a kivant téménységet. Az
RNS-t 6 vagy 8 %-os denaturdlé 8M ureat tartalmazé poliakrilamid gélen és 5
%-o0s nativ poliakrilamid gélen futattuk meg.

Gél-shift jelolt RNS-sel

A gél-shift kisérlethez egy 224 nukleotid hosszu jelolt CTE-RNS probat
hasznaltunk. A kotési reakciot kompetitor tRNS (300ng/ul), hering sperma
egyes szalo DNS (30ng/ul) és M36 RNS (0,5ug/ul) jelenlétében in vitro
transzlalt fehérjékkel végeztik. Az M36 RNS ugyanolyan masodlagos
szerkezettel rendelkezik, mint a CTE-RNS, de kiilonb6z6 pontmutacioknak
koszonhetéen nem képes kotni a TAP fehérjét, ezért ez a legmegfeleldbben
hasznéalhaté nem-specifikus RNS kompetitor. A kotd reakciot 10mM HEPES,
pH 7,9, 50mM KCI, 5mM NaCl, 0,imM EDTA, 10% glycerin, 0,5mM
dithiothreitol és 0,025% NP-40 jelenlétében végeztiik. A végsd minta térfogat
10ul volt. Szobahén térténd 30 perces inkubalas utan 1ul 0,2 mg/ml heparint és
0,05% bromfenol kéket tartalmazé oldatot adtunk a reakcioelegyhez, €s az



inkubdladst még 10 percig folytattuk. A mintdkat 5%-o0os nem denaturélo
poliakrilamid gélen (19:1 akrilamid:biszakrilamid arany) futtattuk meg allando

fesziiltségen (17 V/cm), 4°C-on 0,5x TBE pufferben. A komplexeket
autoradiografiaval tettiik lathatova.

Gél-shift jeloletlen RNS-sel

Ahhoz, hogy a kristalyositasi koriilményeket utdnozzuk, az RNS-ko6td
kisérleteket jeloletlen RNS-sel és kompetitorok jelenléte nélkiil végeztiik. llyen
mdédon a komplex képzddés valds sztdchiometriai viszonyairdl nyerhetiink
informaciot. Az RNS kotést vizsgalo kisérlethez 2,5 ng CTE-RNS-t inkubaltunk
kiilonb6zd TAP fehérje fragmentumokkal, 1:1, 1:2 és 1:4 molaris aranyban, 10
mM HEPES pH 7,9, 50 mM KCI, 10% glycerin, 0,5 mM DTT ¢és 10 mM MgCl,
tartalmti pufferben 30 percig, szobahdmérsékleten. A mintdkat 5 %-os nativ
akrilamid gélre vittilk fel. A géleket futtatds utan toluidin kékkel festettiik,
alkalmanként kettés festést végeztink. Toluidin kékkel az RNS-t, mig
Coomassie Brilliant Blue-val a fehérjéket tettiik lathatova.

Kristalyositas és adatgytijtés

A TAP 102-372 protein fragmentumot gbéz diffuziés mddszerrel 4°C-on
100 mM kakodilat pH 6,8, 18 % (w/v) polietilén gikol (PEG) 8000 és 20 mM
EDTA tartalm( pufferrel kevertiik Ossze. A kristalyositdo lemez edényeibe
ugyanez az Osszetételli puffer keriilt. Egy hét alatt tliszeri kristalyok jelentek
meg, ¢s 50X 50X 400 pum méretlire novekedtek. A kristdlyokat 100 mM
kakodilat pH 6,8, 12 % (w/v) PEG 8000, 10 mM EDTA, 20% glycerin tartalmu
oldatba téve cseppfolyds nitrogénben hiitétt propanban fagyasztottuk le. A
kristalyok P432:2 (a=b=96,4 A, c¢=152.2 A) tércsoportba tartoztak, két
molekula foglalt helyet az aszimmetrikus egységben, az oldoszertartalom pedig
57 %-os volt. Az EMBL-ben levé CuKo Rontgen segitségével csak gyenge
diffrakciot és alacsony felbontast kaptunk, mig a szinkrotronban 3 A-nal is jobb
felbontast tudtunk elérni. Az adatokat a Denzo/HKL program csomag
segitségevel processzaltuk.

A szeleno-metioninnel helyettesitett TAP 102-372 fragmentumot hasonlo
kortilmények kozott kristalyositottuk, amely 1donként nagyobb cella egységgel
rendelkezd bipiramis alaku tetragonalis kristalyokat eredményezett. Ezek a
kristalyok a P412:2 (a=b=139,9 A, ¢=206,7 A) tércsoportba tartoztak, az
aszimmetrikus egység négy molekulat tartalmazott, €s 70 % oldoszer tartalma
volt. Miutan az arzenat tartalmi puffert bisz-trisz-propanra cseréltiik a
stabilizal6 oldatban, az ESFR ID14-4 szinkrotron sugarban a MAD kisérlethez a
szelén abszorpcids csicsa koriili hullamhosszon gy(jtottiink adatokat. Harom
adatsort gytijtéttiink, 3,5 A, 3,5 A és 3,15 A felbontasban, 12666 eV, 12661 eV
¢s 13200 eV hullamhosszon.



AZ EREDMENYEK ES OSSZEFOGLALASUK

A CTE-t magaban hordozo6 retrovirus RNS gazdasejtbe torténd exportja a
cellularis TAP fehérje fragmentumaval valdé kozvetlen kapcsolaton keresztiil
valosul meg. Ennek a munkéanak a célja az volt, hogy betekintést nyerjiink a
TAP-CTE kapcsolat molekuléris alapjaiba. E cél megvaldsitasa érdekében
meghataroztuk a TAP minimalis CTE-k6td doménjének  Rontgen
krisztallografias szerkezetét, és ezeknek a szerkezeti adatoknak a segitségével
mutagenezis vizsgalatokkal teszteltiik a TAP interakcios felszinét.

Az eredményeket Osszefoglalva arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a
TAP minimalis CTE-k6t0 doménje két egymastol fliggetlen globularis domént
tartalmaz. Az N-terminalis domén 0gy hajtogatdédik és funkcional, mint egy
RNP domén, annak ellenére, hogy nem rendelkezik kanonikus konzervalt
szekvencia motivumokkal. A C-terminélis domén egy LRR-t tartalmazo6 fehérje
fragmentum, amely nem mutat altalanos RNS-koté aktivitast, de jelenlétére
sziikség van a CTE-RNS-hez valé specifikus kotddéshez. A két fiiggetlen
doménnak a spliceosome komplex U2B’’ és U2A’ komponenseihez hasonld
szerkezeti és biokémiai tulajdonsagai vannak. A szerkezetre alapozott mutaciok
vizsgalataval kimutattuk, hogy az RNP [-sheet platformjan helyet foglalo
pozitiv aminosavak valoszinlileg szerepet jatszanak az RNS kotésben, az U2B”’
¢s a kanokikus RNP fehérjékhez hasonléan. Egy, az RNP platform mogott

elhelyezkedd hélixen azonositott aminosav fontos szerepet jatszik vagy az RNP-



LRR, vagy pedig az RNP-RNS interakcioban. Az LRR domén kiils6 konvex
feliiletén taldlhato pozitiv toltésh teriilet valosziniileg szintén szerepet jatszik az
RNS kotésben, ami arra utal, hogy a CTE-RNS felismerés specifikus, hasonldéan
ahogy a U2A’ fehérje pozitiv toltésli része felismeri az U2 snRNS-t. Ezen
hasonlésagok ellenére elképzelhetd, hogy a TAP és U2A’ LRR doménjének
specifikus RNS kotésben betoltott szerepe bizonyos mértékben kiilonbozik. A
legnyilvanvalobb kiilonbség az, hogy mig a CTE-RNS felismeréshez az RNP ¢és
LRR domének a flexibilis N-termindlis régioval egylitt egy polipeptiden
helyezkednek el, addig az U2B’’ és az U2A’ proteinek kiilonallo fehérjeként
funkciondlnak. Ezen kiviil, a TAP fehérje konkav feliiletén elhelyezkedd
konzervalt aminosavak mutacidja nincs hatassal az in vitro CTE kotésre és az in
vivo exportra, mint ahogy ezt egy U2B’’-U2A’ tipust fehérje-fehérje
interakcional elvarnank.

Ahhoz, hogy a CTE-RNS — TAP interakci6 molekularis részleteibe
betekintést nyerhessiink, a komplex kristaly szerkezetét kell meghatdroznunk.
Az RNS mérete miatt ez egy hosszl tavu project, és tilmutat ennek a munkéanak
a hataskorén és iddintervalluman. A teljes project részeként meghataroztuk azt a
legkisebb CTE-RNS fragmentumot, ami kristalyositasra alkalmas, de még
mindig rendelkezik TAP kotd aktivitdssal. Megmutattuk, hogy a kettds
,hammerhead” ribozim stratégia alkalmas arra, hogy a transzkripciot ugy
hajtsuk végre, hogy az RNS 3’ vége homogén legyen, és az 5’ végén elkertiljiik

a nem specifikus nukleotidok jelenlétét. A heidelbergi csoportban a CTE-RNS —



TAP komplex szerkezeti vizsgalata jelenleg is folytatodik ezeknek az

eredményeknek a felhasznaldsaval.
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