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1. Bevezetés

A nukledzok a nukleinsavak foszfodiészter kotéseinek hidrolitikus hasitasat
elésegité enzimek. Ebben az élet szempontjabol nagy jelentdséggel bird folyamatban
mind specifikus, mind nemspecifikus nukleinsav-szekvenciakat felismeré enzimek részt
vesznek a célnak megfelelden. A rekombindns DNS technoldgia, felismerve a
nukledzokban rejld lehetdségeket, féleg a specifikus enzimeket alkalmazza,
legelterjedtebben pl. a természetben is eléforduld bakteridlis restrikcios
endonukledzokat. Ezeknek az enzimek a segitségével szamos, rajuk jellemzd DNS
szekvencia célzott hasitdsa valt lehetdvé. Hatranyuk azonban, hogy a célszekvencidk
viszonylag rovid DNS szakaszok, illetve nem valaszthatoak meg tetszélegesen. Ilyen
moddon egy nagyobb méretii DNS, mint pl. a humén kromoszéma célzott kezelésére,
nem alkalmasak. Tanulmanyozasuk azonban j6 kiinduldpontot szolgaltatott olyan uj
mesterséges enzimek tervezéséhez és létrehozasahoz, melyek altalunk meghatarozott
szekvenciak felismerésére és hasitasara képesek.

Ez utobbi enzimek jelentdsége a DNS, illetve a gének modositasaban, valamint
a hibas gének javitdsaban, azaz génterapids alkalmazasban rejlik, ami miatt a
mesterséges nukledzok fejlesztése a tudomdnyos érdeklddés kozéppontjdban Aall.
Kimutattak ugyanis, hogy a sejtek DNS javitd6 mechanizmusainak miikodése
indukalhat6 a DNS egy-, vagy kétszalu hasitdsa révén. Amennyiben ez utobbi reakcid
egy hibas szekvenciaval rendelkezd DNS szakaszon (6roklott genetikai betegség, vagy
rakos megbetegedést okozd génmodosulas), vagy annak kdzelében torténik, és jelen van
egy ¢p szekvencidju DNS molekula is, akkor az in. homoldg rekombinécid révén a sejt
a hibas szekvenciat kijavithatja.

Ilyen célra potencialisan alkalmas, Gin. kimer mesterséges nukleazt allitottak el
a FokI restrikcios endonukledz oOnélldan funkciondld nukledz doménjébdl, egy
specifikus DNS szekvenciat felismer6 un. cink-ujj fehérjéhez fiizve azt. Ezek a cink-ujj
nukledzok az elmult 15 évben szamos genetikai jellegli kisérlet alapjat képezték,
amelyek sikereinek kovetkeztében a human terapias alkalmazasokig is eljutottak. Sajnos
ebben a fazisban a cink-ujj nukledzok nem valtottak be a hozzajuk flizott reményeket,
azaz ebben a formédban nem hasznalhatok fel genetikai megbetegedések kezelésében, ill.
gyogyitasaban. Ennek oka a kezelések utdn egyes esetekben kialakult rékos
megbetegedésre emlékeztetd tiinetek megjelenése volt, amit valdszinlileg a

mellékreakcioként lejatszodo nem-specifikus DNS hasitasok eredményezhettek.



Tovébbra is igény mutatkozik tehat olyan mesterséges nukledzok tervezésére,
amelyek biztonsagos humdan terapids alkalmazast tehetnek lehetové, nem kivant
mellékhatasok nélkiil. Ehhez olyan 0j moduléris nukleazok kifejlesztése vezethet el,
melyek szabalyozott médon mukddnek. Tudjuk, hogy a természetes Fokl enzimben a
nukledz domén allosztérikus gatlas alatt all, mely funkcié a DNS-koté domént cink-
ujjakra cserélve megsziinik — igy magyarazhatd, hogy a nukleaz domén képes lehet
nemspecifikus DNS hasitasra is, ami a cink-Ujj-részlet esetleges sériilése kovetkeztében
egyre nagyobb gyakorisaggal jatszodhat le. Munkam kiindul6pontjaként ezért egy olyan
uj nukledz domént kerestem, amely az evolucié soran jol megdérzodott, és a fenti
hatranyos tulajdonsagoktol mentes. Ebbol kiindulva doktori értekezésemben egy olyan
Uj nukledz domén kivalasztdsdnak ¢€s részletes tanulmanyozdsdnak folyamatat és
eredményeit foglalom Ossze, amely biztonsdgosan miikodd mesterséges nukledzok

alapjat képezheti.



2. Célkitiizés

Egy biztonsdgosan miikodé mesterséges nukleaz, mely a DNS lanc specifikus
szekvencigjanak felismerését kovetéen az adott helyen elhasitja azt, nagy jovobeli
jelentdséggel bir, génterapids tavlatokat nyitva meg. Az ilyen enzimek kialakitasara két
fo stratégia ismert: meglévl, specifikus szekvenciat felismerd enzimek irdnyitott
modositasa, vagy kimer enzimek eldallitdsa specifikus DNS szekvencidt felismerd
fehérjék és onallo funkcids egységet kialakitdo nukledz domének Osszeflizése révén. A
manapsag legelterjedtebben hasznalatos mesterséges nukleazok egy specifikus
szekvencia felismerésére alkalmas fehérjébdl (cink-ujj fehérje) és a Fokl restrikcios
endonukledz nukledz doménjébdl allnak. Mivel ezen enzimek a mellékreakcioként
lejatszodd nem-specifikus hasitasok miatt sejtmérgezd hatassal is rendelkeznek,
elengedhetetleniil fontos egy olyan mesterséges nukleaz kifejlesztése, amely
szabalyozott mddon képes mitkddni.

Ezért doktori munkam kiindulépontja egy 0j nukledz domén keresése volt, mely
kielégitve a fenti feltételt, egy mesterséges nukleaz alapjat képezheti. A legujabb
szakirodalom attekintése utdn egy ilyen nukledz kialakitdsara taldltuk potencidlisan
alkalmasnak a HNH motivumot, mint jol megdérzodott katalitikus egységet, és az ilyen

aktiv kozpontot a C-terminalis végén tartalmazo colicin E7 metallonukleazt.

A fentiek megvalositdsa érdekében doktori munkdm elsé lépéseként a
kivélasztott colicin E7 bakteridlis toxin fehérje nukleaz doménjében (NColE7) taldlhatd
aktiv kozpontjanak mélyebb megismerését terveztiik. E fehérjemolekula C-terminalis
végén egy szamos enzimben jol meglrzott szerkezetli PPo-fémionkdtd részlet, Un.
HNH motivum taldlhato. E motivumban (HHX3sNXgHX3H) harom hisztidin
oldallanchoz egy Zn”*-ion koordinalodik. A megdrzott szekvencidkhoz altalaban
valamilyen fontos bioldgiai szerep rendelheté: a HNH motivum nukledz aktivitasért
lehet felelos. Elsoként tehat e 42 aminosavbol all6 HNH motivum eléallitasat,
illetve tulajdonsagainak vizsgalatat tiiztiik ki célul, hogy valaszt kapjunk arra,

vajon e fehérjerészlet onmagaban rendelkezik-e nukleaz aktivitassal.

Mint azt az elsd pontban kitlizott vizsgalatok alapjan kimutattuk, a katalitikus
aktivitas létrejottéhez szilikség lehet az NColE7 DNS-ko6t6 szekvencidjara is. Munkam

masodik szakaszaban igy a minimalis méretii miitkodoképes egység keresésére fektettiik



a f6 hangsulyt, amelyhez az NColE7 N-termindlis végen megroviditett
fehérjemutansainak  eldallitdsan  keresztiil ~ kivantunk  eljutni. E  mutdnsok
tanulmanyozasan keresztiil az NColE7 egészét érintd kolcsonhatasokat, szerkezeti
Osszefiiggéseket probaltuk megismerni, melyek hatdssal lehetnek az aktivitasra, illetve
az aktiv kozpontban torténé Zn**-kotésre, valamint a DNS, mint szubsztrat
megkdotésére. Enhez a AN69-NColE7, AN45-NColE7, AN25-NColE7 és AN4-NColE7
fehérjek eloallitasat, valamint az utébbi két fehérje tisztitasat és fémion, illetve
DNS-koté tulajdonsagainak tanulmanyozasat tlztiikk ki célul gélelektroforézist,
tomegspektrometriat, cirkularis dikroizmus és fluoreszcencia spektroszkopiat
felhasznalva. E vizsgalatokbdl valaszt reméltiink arra, hogy milyen molekulin
beliili kdlcsonhatasok jatszanak fontos szerepet a nukleaz aktivitasban.

Munkdm harmadik szakaszaban AN25-NColE7 mutans fehérje pontos
térszerkezetének meghatarozasat terveztik. A rontgen-diffrakcié alapjan a fehérje
kristalyszerkezetére, mig az NMR spektrumokbol a fehérje oldatbeli szerkezetére nézve
nyerhetiink informaciot. A fehérje egykristaly eldallitdsa meglehetdsen iddigényes ¢€s
bonyolult feladat - a fehérje kifejezésének és tisztitasanak optimalizalasa mellett szamos
kiilonboz6 kristalyositasi koriilmény kiprobalasa és ezek optimalizalasa tartozik ide. A
szerkezet meghatdrozasara szintén alkalmas NMR mérésekhez ilyen célra megfeleld,
BC és PN izotopokkal dusitott fehérje eldallitasa és tisztitdsa sziikséges. Az el6zé
fejezetben elvégzett részletes vizsgalatok jobb megértését a teljes szerkezet
meghatarozasa teszi lehetévé. Ezért a AN25-NColE7 és AN4-NColE7-C* fehérjék
kristalyositasat, valamint a AN4-NColE7* fehérje eloallitasat tiztiik ki célul BC és
>N izotépokkal disitva. A AN4-NCoIE7-C* fehérje sikeresen meghatirozott
kristalyszerkezetének elemzése a kiilonbozé koriilmények kozott kristalyositott
NColE7 rendelkezésre allo szerkezeteivel torténé osszehasonlitas révén
informacioval szolgalhat a hianyzo rész fontossagardl, illetve kolcsonhatasainak
jelentoségérol a katalitikus aktivitas kialakitasaban. Ezen ismeretek reményeink
szerint egy jOovObeli mesterséges metallonuklaz tervezésének kiinduldpontjaként

szolgélhatnak.



3. Irodalmi attekintés

A napjainkban egyre inkabb fejlédé in vitro és in vivo génmodositas a jovébeli
génterapia elofutdra. A génszabalyozas, kiillonboz6 génszakaszok kiiitése, beiiltetése,
illetve hibas DNS szakaszok javitasa a sejteken beliil egyre inkabb valdsagga valik [1].
E folyamatok kutatasdnak sikerét a sejtekben lejatszodd folyamatok részletes
megismerése alapozhatja meg. A genomialis DNS sériilése indukalja a sejt dnjavitd
mechanizmusait, kiilonb6z6 rekombinacios folyamatokon keresztiil [2-11]. Ezek egyike
az ugynevezett nem homolog végek kapcsolodasa, mely altaldban valtozast eredményez
[12-13] az eredeti DNS szekvenciahoz képest. Egy ilyen folyamatot fel lehet hasznalni
célzott mutaciok létrehozasara, ugyankkor a homoldg rekombinacié képes a hibas gént
kijavitani hibatlan DNS templat jelenlétében [14-18]. Bar ez utobbi folyamat
lejatszodasanak természetes gyakorisaga minddssze 10°®, azonban nagysagrendekkel
novelhetd egy nukledz segitségével végrehajtott egy-, vagy kétszala DNS hasitassal a
hibahely kdzvetlen kdzelében [19].

Specifikus szekvencidk felismerésére és hasitasara alkalmas nukleazok a
természetben is eldfordulnak, azonban ezek tobbnyire rovid €s igy gyakran ismétlédo
DNS szakasz felismerésére képesek. Egy akkora méreti DNS-ben, mint a human
genom, egy legaldbb 18 bazisparnyi szakasz tekinthetd egyedi szekvencidnak. Ilyen
egyedi  DNS-szekvencia  kizarélagos  felismerésére  alkalmas  mesterséges
metalloenzimek tervezése ma mar széles korben alkalmazott stratégiakon alapszik [20-
23]. A természetben el6forduld nukledzok DNS-kotd doménjeiben ugyantgy, mint a
valosulhat meg. Ehhez a lehetd legtobb informdaciora van sziikségiink a fehérjék és a
DNS kozott kialakuld kolesonhatasrol. A rontgen-diffrakcio és az NMR spektroszkopia
a molekuldk vagy azok komplexeinek teljes térbeli szerkezetét mutatja meg, tovabba
egyre nagyobb hangsulyt kap a szamitdgépes molekulamodellezés, mely szerves része a
fehérjetervezésnek, ujratervezésnek. Ez utdbbi modszer helytallo informaciokat
szolgéltathat egy 1j, mesterséges fehérje varhato szerkezetére nézve. Ennek tudataban a
DNS-kot6é fehérjék megvaltoztatasaval azok szerkezetére és kdlcsonhatédsaira kiterjedd
informaciohoz juthatunk. Ezen eszkdztarak felhasznéalasdval megtervezett fehérjék arra
alkalmas sejtekben kifejezhetéek, majd tulajdonsagaik Osszevethetéek az eldre

megjosoltakkal [24,25].



3.1. Metallonukleazok: a fémionok szerepe a katalizisben

Az RNS és DNS molekulak foszfodiészter kotéseinek félélettartama messze
meghaladja az emberi ¢élet maximalt idOtartamat. E kotések hasitasa elengedhetetleniil
sziikséges az RNS ¢és DNS szintézis¢hez, a genom biologiai modositasdhoz (beépiilés-
inzercio, torlés-delécid, transzlokacio, rekombinacid) és az idegen DNS lebontdsdhoz
(baktériumok védekezé mechanizmusa soran) specifikus, vagy nem-specifikus modon.
A legismertebb specifikus nukleazok az un. restrikcidés endonukleazok, melyek a DNS
fragmentacion keresztiil a rekombinans DNS technologia alapkoveit jelentik [26]. Tobb,
mint 3700 II. tipusu restrikcidos endonukledzt tartanak szamon, mintegy 260 eltérd
specifitassal [27]. Egy madsik nagy enzimcsaldd az Un. onvezérld, vagy homing
endonukledzok, melyek akar 40 bp (bp = bazispar) hosszusdgi bazisszekvencia
felismerésére is képesek [28], szemben az el6z6 csoport atlagos 6-8 bp-0s szakaszaival.
Az ilyen enzimeknek nagy jelentdségiik van a molekularis bioldgiai kutatasokban is.
Ugyanakkor a nukleinsavak metabolizmusaban szerepet jatszo nem-specifikus DNS
szekvenciak hasitasat elsegit6 nukledzok is felhasznalhatok ismereteink bovitésére.

A mesterséges nukledzok tervezésének legfontosabb kiindulopontja a
természetben el6fordulé nukledzok DNS-k6td és  hasitdé  mechanizmusanak
feltérképezése. Sziikséges pontosan megismerni, hogyan kapcsoldodik egyméshoz a
fehérje és a DNS, mely aminosavaknak van kiemelt szerepe a DNS kotésében valamint
hasitdsdban, melyeknek a stabilis szerkezet fenntartdsdban. Ezen informécidk egyiittes
ismeretében lehetiink képesek a megfeleld aminosavak megvaltoztatasaval elérni, hogy
egy mesterséges nukledz a kivalasztott DNS szakaszt ismerje fel, mikozben mind a
DNS kotés modja, mind pedig a hasitas mechanizmusa valtozatlan marad.

A legtobb nukledz fémiont tartalmaz, amely hozzajarul a szerkezet
stabilitdsdhoz, illetve részt vesz a katalitikus folyamatban. A fémionnak kiilonb6zd
szinteken lehet szerepe a nukledz aktivitdsban, mint pl. a szubsztratkdtésben és
felismerésben, annak elektrosztatikus aktivalasaban, a nukleofil timadashoz sziikséges
hidroxidion generdlasa soran (3.1.1. dbra), a toltéskompenzacidoban, illetve
stabilizdlhatja a pentavalens intermediert ¢és egy koordindlodott vizmolekula

aktivalasaval eldsegitheti a tdvozo csoport protonalasat [29].
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3.1.1. abra: A foszfodiészter kotés fémion-katalizalt hasitasanak altalanos mechanizmusa.

A fémionhoz koordinalodé aminosavak altaldban jol megorzottek. A savas
oldallancok az aktiv kdzpontban Mg -iont képesek megkétni, mint hard Lewis sav
jellegli (nagy toltéssiiriiségii) fémiont, mig pl. a Zn?*-ion a hisztidin N-, illetve a cisztein
S-donoratomjait részesiti elényben.

A fémionok szerepére a DNS hidrolizisében legismertebb példa a Mg2+-i0n a
restrikcios endonukleazokban. A Il-es tipusu restrikcios endonukleazok a DNS hasitasat
két vagy harom fémion részvételével valositjdk meg [30]. A Mg?*-ion ezekben az
enzimekben, aktivdlja a vizmolekuldt a hasad6d foszfodiészter kotés nukleofil
tdmadéasahoz, Lewis-savként stabilizélja a negativan to6ltott foszforan intermedier
atmeneti allapotot, majd a Mg?*-ion 4ltal megkotott vizmolekula egy protont ad 4t a
tavozé hidroxilcsoportnak. A Mg®*-ion helyett ritkabban Zn?*-iont talalunk ezeknek az

enzimeknek az aktiv kozpontjaban, amelynek hasonlo szerepe lehet a katalizisben.
3.2. Specifikus és nem-specifikus fehérje-DNS kolcsonhatasok

A DNS-koté fehérjék altalaban tobb pozitiv toltésli aminosav oldallancot
hordoznak. Igy specifikus szekvenciat nem tartalmazo DNS jelenlétében ezek a fehérjék
leginkdbb a DNS gerincének negativ toltésével alakitanak ki kdlcsonhatast [31,32]. Az
EcoRV és BamHI restrikciés endonukleazok specifikus és nem-specifikus DNS
komplexének dsszehasonlitasa alapjan, a specifikus komplexben nagyobb fehérje-DNS
érintkezési feliilet, kompaktabb szerkezet, figyelhet6 meg [33-35]. A specifikus
fehérjék, mint példaul a fenti restrikciés endonukledz enzimek a DNS gerincével és a
bazisokkal is egyarant kozvetlen kdlcsonhatasba Iépnek. A specifikus fehérje-DNS
kolcsonhatas jelentdés konformacio-valtozast idézhet el mind a DNS, mind pedig a
fehérje szerkezetében, amely még szorosabb fehérje-DNS kolcsonhatést eredményez. A
hasado foszfodiészter kotés ezaltal altalaban kozelebb keriil az enzim aktiv

kozpontjdhoz, ami lehetdvé teszi annak hasitasat.



A Fokl természetes nukleaz a Flavobacterium okeanokoites baktériumtérzsben
fordul eld. A II-es tipusu restrikcids endonukleazok kiilonleges tagja, mivel a specifikus
5’-GGATG-3’ DNS szekvencia felismerését kovetden a hasitast szekvencia kdzelében
végzi [36]: ezen a szélon a 3’ iranyban 9 bp, mig a komplementer szalon az 5’ irdnyban
13 bp tavolsagban. Ez az enzim két 6nallé funkcionalis doménnel rendelkezik: egy N-
terminalis DNS felismer6 és egy C-terminalis DNS hasit6 doménnel (3.2.1. abra), ahol
a hasit6 domén egy linker szegmensen keresztiil kapcsolédik a DNS szekvenciat

felismeré doménhez [37].

3.2.1. abra: A DNS molekulat koriilvevd Fokl nukledz szerkezeti abraja. Zo6ld szinnel az N-terminalis
DNS felismerd domént, lila szinnel a C-terminalis DNS hasitdé domént, ciklamen szinnel pedig a

mozgékony linker szegmenst jeldltikk (PDB: 1FOK).

A hasitasért felelés domén a BamHI enzimhez hasonld, azaz egy katalitikus
kozpontot tartalmaz, ami felveti a kérdést, hogy a monomer FokI hogyan képes a DNS
mindkét szalat elhasitani. A Fokl egy masik kristalyszerkezetének meghatirozasakor
dimert detektaltak egy aszimmetrikus egységben (2FOK). Az elsdé Fokl momomer
megkdti a DNS-t az erre alkalmas doménjén keresztiil Mg2+-ion jelenlétében tigy, hogy
a hasitd domén elkiiloniil a felismerd doméntdl. A masodik Fokl molekula kotddése
utan torténik meg a dimerizacid a két molekula hasit6 doménjén keresztiil. Ez teszi
lehetévé a DNS kétszalu hasitasat [38].

A jol elkiilontilt domének miatt a FokI enzimet alkalmasnak talaltak mesterséges
nukleazok fejlesztésére [39-43]. Specifikus DNS szekvenciat felismerd cink-ujj
fehérjékkel Osszeflizve ez az elképzelés meg is valdsult és szamos sikeres
génmodositasi kisérletet hajtottak végre. Human génterapids alkalmazasuk soran

azonban toxikusnak bizonyultak: a kezelés a paciensek ~15%-4nal daganatos



megbetegedésekhez vezetett [44]. Igy a hozza fiizott génterapias reményeket a cink-ujj
nukledzok nem valtottdk be. Ennek oka a Fokl mikddésének ismeretében
valoszinlsithetd. A természetes Fokl enzimben ugyanis a specifikus DNS szakasz
felismerésekor bekovetkezd szerkezeti valtozas teszi lehetdvé, hogy a nukledz domén
kell6 kozelségbe keriiljon a DNS lanchoz, annak hasitasa céljabol [45,46]. Azonban ez a
szabalyozas a DNS-kot6 rész eltavolitasaval vagy cseréjével megsziinik. Igy a cink-ujj
nukledzok (részleges) lebomlasa kovetkeztében a nukledz domén véletlenszeri
hasitasokat eredményezhet a human genomban. Elképzelésiink szerint ezen problémat
orvosolni lehetne, egy uj katalitikus domén alkalmazasaval. Egy jol megOrzott
szekvenciaval és szerkezettel rendelkezd katalitikus kozpont lehet az un. HNH motivum
[47], melyet els6ként Onvezérld endonukledzokban, majd Osszesen mintegy 3000
enzimben azonositottak [48,49]. A HNH endonukledzok egyik kiilonleges csaladjat
alkotjak a colicin bakterialis toxinok. Ezért a tovabbiakban ezen fehérjék jellemzésére

térek ki részletesebben.

3.3. A colicinek, mint nem-specifikus hasitast végzo enzimek

A colicinek baktériumsejtekben stressz hatdsira kifejez6dé toxinok, melyek
feladata az ellenségesnek itélt baktériumsejtek elpusztitdsa. Koziilikk a nukleaz tipusa
colicinek a DNS nem-specifikus modon torténd hasitasa révén fejtik ki hatasukat (F.1.
abra). Az ebbe a csaladba tartoz6 40-80 kDa molekulatomegli nukledzok
szekvencidjukban és szerkezeti felépitésiikben nagy hasonldsagot mutatnak. Harom
funkcionalis doménre oszthatok (F.1. abra): az N-terminalis transzlokaciés domén (T)
a belsé membranon torténd atjutasért, a centralis receptorkdtd domén (R) a sejtfelszinen
torténd lokalizacidért, mig a C-termindlis citotoxikus (C) domén a nukleaz aktivitasért
felel6s [50].

Miara tobb mint 20 kiillonb6z6 colicinrdl van részletes informacionk,
kristalyszerkezeteken keresztiil. A colicinek nevezéktana igyekszik csoportokba
rendezni ezeket a fehérjéket. A colicinek E csoportjaba tartozo fehérjék mindegyike B12
(BtuB) receptoron megkotddd fehérje, amely kiilonb6z6 modon képes a célsejtet
elpusztitai. A colicin E1 1onofor, a colicin E3, E4, E6 RNaz aktivitassal [51], mig a
colicin E2, E7, E8, E9 DNaz aktivitassal rendelkezik [52]. A C-terminalis citotoxikus

domén altaldban kisméretli, globularis domén o-hélixekkel vagy a nukledz hatast



colicineknél kevert a-hélix, B-redé szerkezettel [51], melynek térbeli elrendezddését
egy kétszeresen pozitiv fémion stabilizalja. A négy colicin DNaz a C-terminadlis 134
aminosav tekintetében 70-80%-0s szekvencia-hasonlosagot mutat [53,54].

A colicin E7 (ColE7) ¢és colicin E9 (ColE9) enzimeket tanulmanyoztiak a
legrészletesebben, ahol a fémion jelenlétét -elengedhetetlennek talaltak azok
miikodéséhez. Habar a ColE7 fehérje fémion hianyaban is képes megkotni a DNS-t, de
annak hasitdsat mar nem végzi el. A fémkotését illetéen ugyanakkor ellentmondasokat
talalunk az irodalomban. A ColE7 és E9 enzimek mukddését Zn2+, Ni2+, Mn2+, C02+,
illetve Mg®*, és Ca®*-ionok jelenlétében vizsgaltak. A ColE7 endonukledz aktivitasa
Ni2+>Mn2+~Mgz+>Zn2+ iranyban csokken [55]. Eszerint mind az atmeneti fémionok,
mind pedig a Mg®*-ion kofaktorként funkcionalhat a ColE7 endonukledz miikdése
soran. A ColE9 kristalyszerkezetében Ni?*-ion talalhaté az aktiv kézpontban [56]. E
fehérje nem mutatott nukledz aktivitast Zn**-ion jelenlétében, de Ni%* és Co**-ionok
jelenlétében képes a DNS egyik szalanak-, Mg?*-ion jelenlétében pedig mindkét szalnak
clhasitasara [57,58]. A fenti allitasokat, miszerint ColE7 Ni** és Zn**-ionok jelenlétében
aktiv ESI-MS mérésekkel is alatamasztottadk. Hogy mely fémionok milyen mértékben
befolyasoljak az endonukleaz aktivitast, informativ lehet arra nézve, hogy melyik
fémion a ColE7 természetes kofaktora fiziologias koriilmények kozott. Az endonukledz
tipusu colicinek a Zn**-iont kotik a legerésebben [59]. A ColE9 Zn**-kotésének becsiilt
Kg értéke kisebb mint 1 nM, mig a Ni?* és Co**-ionok esetében ez az érték pM-0s
tartomanyba esik izotermalis kalometris titralasok alapjan, a Mg -iont pedig sokkal
gyengébben koti [57]. Valoszinii, hogy a sejtekben ujonnan szintetizalodott Zn**-ion-
fliggd fehérjék, fémion-tartalmu dajkafehérjékbdl, illetve fémtarold fehérjekbdl nyerik a
mikodésiikhoz szitkséges Zn”*-iont. Az E. coli-bél tisztitott Im7-NColE7 komplex
Zn**-tartalmét atomemisszios és tomegspektrometrias mérések alapjan valoszinisitették
[60]. A Zn**-ion kiszoritdsat csak > 25 mM Mg2+-k0ncentréci(') esetében tapasztaltak,
ami arra utal, hogy a citoplazmaban valoban Zn* kotés feltételezhetd, mivel a Mg2+-

koncentracio itt 1-2 mM az E. coli sejtekben [61].

3.3.1. A colicinek immunitas-fehérjéinek jellemzése

A sajat nukleinsavaik védelme érdekében a baktériumok a nukleaz hatasa
colicinekkel parhuzamosan (~ 10 kDa méretil) in. immunitas-fehérjéket (Im) termelnek,

amelyek a nukledz hatdssal rendelkezd colicinek miikddését a citotoxikus doménhez
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kotddve gatoljak [62] (3.3.1.1. abra). Szerkezetiiket mind 6nalléan, mind pedig a
colicinek katalitikus doménjével képzett komplexeinek kristalyai alapjan kozolték az
irodalomban. Ezen adatok részletes betekintést nydjtanak az enzimatikus colicinek
inhibicidéjanak mechanizmusaba. Az elsé szerkezeti informaciot a ColE7 ¢és E9
immunitas-fehérjéikkel alkotott komplexei szolgaltattak [56,70]. A DNaz immunités-
fehérjék 50%-os szekvencia azonossagot mutatnak [54]. Szerkezetiiket négy o-hélix
alkotja (3.3.1.1. abra). Az inhibiciéo médja a colicinek E csoportjaba tartozo6 fehérjéinél
ugyanaz: az inhibitor a szubsztratk6to hely egy részéhez kapcsolddva akadalyozza meg

a nukleinsavak megkotddését.

3.3.1.1. abra: A ColE7 fehérjéhez (sziirke) k6t6dé immunitas-fehérje (rézsaszin) a ColE7-Im7 komplex
kristalyszerkezetében. Kék szinnel emeltiik ki a HNH motivumot (PDB kod 1MZ8).

Az immunitas-fehérje savas oldallancokon keresztiil, mig a colicin E7 nukledz doménje
(NColE7) bazikus oldallancokon keresztiil alakit ki kdlcsonhatéast. Ezen fehérje-fehérje
kolcsonhatas erds, specifikus komplexet eredményez, mely Kp ~ 10 — 10 M
latszolagos disszociacios allando értekkel rendelkezik [63]. A leginkébb savas karakter(i
fehérjerészlet az immunités-fehérjében a D31-es aszparaginsav koré 6szpontosul, amely
az NColE7 R520 arginin aminosav koriili bazikus aminosavakkal 1ép kolcsonhatasba
[54].

3.3.2. A colicinek jol megorzott katalitikus kozpontja

Az 6sszes nukleaz hatast bakterialis toxin (colicin €s piocin tipusu) C-terminalis
vége nagyon hasonl6. Ez alkotja az enzimek aktiv kdzpontjat, a HNH motivumot,
amely a DNS nemspecifikus hidrolizisét végzi. A HNH motivum névadé His, Asn, His
aminosavjai HHX14NXgHX3H szekvencia mintazatban fordulnak el6 (3.3.2.1. abra), de

ezek a névado aminosavak a kiilonb6z6 fehérjecsaladokon beliil is jol megdrzddtek.
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Ba Be o5
——— b TR ——

E HH GG uL H H
HNH megérzstt szekvencia  FELHHEKPISQNG.GV.YDMDNISVVTPKRHIDIHR-574
Colicinek-Colicin E7 IEIHHKVRVADGG .GV . YNMGNLVAVTPKRHIEIHK-615
Pyocinek-sSl LVVDHKD. . .GNK.DN . NLSTNLRWVTQKINVENQM-101

I homing endonukleaz-HmuI IEIDHIIP.KSQG.GK.DVYDNLQALHRHCHDVKTA-566
II homing endonukleaz-Cpcl LEVHHVIP.LSSG.GA.DTTDNCVALCPNCHRELHY-257
Restrikciés enzim-mtMSH  DAVHHIKP6LCNR.KL.NRRSNLVPVCSSCHLDIHR-951
Apoptotikus DNaz-CAD WNLDHIIEL5QDGREVOFTSENLKLVHIVCHKKTTH-311

3.3.2.1. abra: A HNH motivumot tartalmazd aminosav szekvencidk Osszehasonlitasa kiilonb6z6

fehérjecsaladokban [50].

A HNH motivum topologiaja nagy hasonlosagot mutat a cink-ujj fehérjékhez.
Mindkét szerkezet két, antiparalell lefutasti B-redébdl és egy a-hélixbdl all, Zn**-ionnal

a kozéppontjukban (3.3.2.2. abra).

T

3.3.2.2. abra: HNH motivum (bal oldal, PDB ko6d:1MZ8) és a cink-ujj fehérje (jobb oldal, PDB

ko6d:1TF3) szerkezeti abraja. Rozsaszinnel kiemelve a szekvencidban meg6rzott aminosavak lathatéak. A
HNH motivum esetében a Zn**-ionhoz (fekete) harom hisztidin oldallanc koordinalddik, mig a cink-Ujj

fehérjénél két hisztidin és két cisztein oldallanc koordinacioja lathato.

Mindkét motivum rendelkezik egy jol megdrzott C-terminalis HX3H szekvenciaval,
melyben a hisztidinek oldallancai a Zn**-ion megkotésében vesznek részt. Mig azonban
a cink-ujjakban a két deprotonalodott cisztein oldallanc a fémion pozitiv toltését
semlegesitve DNS-kotd fehérjét eredményez, addig a harom His koordindcio a HNH

motivum katalitikus viselkedését segiti eld.

A HNH motivum és a cink-ujj fehérjék szerkezeti kiilonbségei:

- a B-reddk és az a-hélix egymashoz viszonyitott térbeli orientacidja eltérd: rovidebb az
a-hélix és sokkal hosszabb a hurok a két B-redd k6zott a HNH motivumban;

- fehérje oldallanc helyett, vizmolekula koordinacidja figyelhetd meg a negyedik

koordinacids helyen a HNH motivumban;
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- a Zn**-ion koordinaciés kdrnyezetében megjelend cisztein-tiolat oldallancok a cink-
ujjakban;
stabilizacidja, ami a nukleinsavakkal kialakuld kolcsonhatashoz sziikséges;

- a Zn*-ion szerepe a HNH motivumban katalitikus és szerkezetalakito [64-69].

3.3.3. A colicin E7 fehérje részletes jellemzése

Az 0Osszes colicin fehérjét bakterialis plazmid kodolja. A colicin E7 operon
tartalmazza cea, cei és cel géneket a 6,2 kbp nativ plazmidban (pColE7-K317). A cea
rész kodolja az 576 aminosavbol allo ColE7 DNaz fehérjét, mig a cei rész a 87
aminosav hosszusagli Im7 fehérjét kodolja. A cei génrdl a transzkripcio fiiggetlentil is
elosegitéséhez. A Lys-7 egy 47 aminosav hossziusagu prekurzorként fejezédik ki, ami
egy 28 aminosav hosszsagl fehérjeként aktiv [71].

A colicin E7 DNaz doménje (3.3.3.1. abra) DNS, illetve fémion jelenlétében
tobb kristalyszerkezetben megtalalhatd (3.3.3.1. tablazat), ami segit megérteni a
kétszalt DNS hidrolizisének mechanizmusat [55,72,53]. A ColE7 fehérje a fémion
jelenlétében elhasitja a minimum 8-10 bazisparbol allo kétszala DNS-t [73,74], egy-
vagy kétszalu hasitdst végezve. Kisméretli szubsztrattal, mint dinukleotidokkal, ill.

nukleotid-analogokkal nem mutathato ki aktivitas [53].

446 456 466 476 486 496
KRNKPGKATG KGKPVNNKWL NNAGKDLGSP VPDRIANKLR DKEFKSFDDE RKKFWEEVSK
506 516 526 536 546 556
DPELSKQFSR NNNDRMKVGK APKTRTQDVS GKRTSFELHH EKPISQNGGV YDMDNISVVT

56¢ 57¢

PKRHIDIHRG K

3.3.3.1. abra: A ColE7 nukledz doménjének (NColE7) szekvenciaja, kék szinnel a 42 aminosavbol allo
HNH motivumot, ciklamennel a konzervalt His(H) és Asn(N) aminosavakat jeldlve. (A szamozas a teljes

ColE7 fehérje alapjan tortént.)

A ColE7 fehérjének csak a citotoxikus doménje jut be a citoplazmaba [81]: a
nukledz domén a K446 ¢és R447 kozott hasad le a transzlokiciés doménrdl, egy

specifikus proteaz segitségével.
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3.3.3.1. tablazat: A colicin E7 kristalyszerkezeteinek adatai. Az fehérjék kifejezése minden esetben az
Im7 immunitas-fehérje jelenlétében tortént. A ColE7 nukledz domén (NColE7) szekvencidja minden
esetben MLDKS+446-576, kivéve a 7CEI koéddal rendelkezd fehérjénél, ahol az N-terminalis
hexahisztidin toldalékkal (MRGSHHHHHHGSES) egésziil ki a fehérje szekvencia. A jobboldali oszlop a

kristalyszerkezet alapjan detektalhatdé aminosav szekvenciat mutatja.

K446M N-ColE7-Zn-PO, 446 MRNK-HRGK 576
N-ColE7-Zn-PO,-Im7 447 RNKP-IDIH 573
= N-ColE7-8bpDNA 449 KPGK-HRGK 576
K443M/H545E  N-ColE7-Zn-12bpDNA 450 PGKA-DIHR 574
K443M/H545E  N-ColE7-Ni-PO,-Im7 450 PGKA-HRGK 576
N-ColE7-Zn-Im7 447 RNKP-IDIH 573
H545Q N-ColE7-Zn-18bpDNA 449 KPGK-IDIH 573
N560D N-ColE7-Zn-PO,-Im7 450 PGKA-HRGK 576
H573A N-ColE7-Zn-Im7 449 KPGK-HIDI 572
N560A N-ColE7-Zn-SO,-Im7 448 NKPG-HRGK 576
H545A N-ColE7-Zn-Im 450 PGKA-HRGK 576
H545A N-ColE7-Zn-Im 450 PGKA-HRGK 576
D493Q N-ColE7-18bpDNA 445 SKRN-HRGK 576

Az arginin (R447) aminosav szerepe

Az R447 aminosav fontos szerepet tOlt be az enzimben, hiszen ennek
eltavolitidsa vagy mds aminosavakkal torténd helyettesitése meggatolja a specifikus
ColE7 citotoxikus hatds teljes megsziinését eredményezi a ColE7 fehérjében [82].
Ugyanakkor a nukledz aktivitdas nem szlinik meg teljesen, azaz az NColE7 in vitro
hasitja a DNS-t: az R447A mutécio a ColE7 nukleaz doménjében ~10x kisebb nukleaz
aktivitast eredményez. Ez a kisebb mértékli hasitas a feltételezések szerint nem az
enzim katalitikus aktivitasanak csokkenésébdl, hanem a mutans fehérje DNS-sel
szemben mutatott affinitdsnak csokkenésébdl adodik.

A colicin E7 nukleaz doménjének (NColE7) kristalyszerkezetében (1MZ8) az
N-terminalis végen 1évé R447 hidrogénkotésekkel kapcsolddik a foszfationhoz, ami a
C-terminalis HNH motivumhoz koordinal6dé fémionhoz kot6do, hasado foszfodiészter
részletet modellezi az aktiv kézpontban [83] (3.3.3.2. abra). Ez magyarazhatja, hogy
az R447A mutansnak miért van kisebb affinitasa a DNS-hez, még akkor is, ha
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megtartotta endonukledz aktivitasat. Ezen feltételezések alapjan az R447 aminosavnak a

DNS kotésben lehet szerepe [82].

(,ﬂ\f :

3.3.3.2. abra: A colicin E7 metallonukleaz aktiv kdzpontjahoz kozel hajlo N-terminalis R447 (ciklamen).
A koordinalodo foszfation lila szinnel jeldlve, a C-terminalis HNH motivum (kék) harom hisztidinjéhez
koordinalodé Zn?*-ion fekete szinnel jeldlve lathatd az dbran. Az arginintél minddssze 3,7 A tavolsagra
van a motivum negyedik jol meg6rzott hisztidinje (H545). Sarga vonalak a lehetséges hidrogénkotéseket
szemléltetik (1MZ8). Az R447 vagy helyette lizin meg6rz6dott az sszes nukleaz hatasu colicinben: az E
csoport rRNaz (E3, E4, E6) és tRNaz (E5) colicinek mindegyikében megtalalhatd lizin, mig a
nemspecifikus nukleaz colicinekben (E2, E7, E8, E9) arginin talalhaté a megdérzédott helyzetben.

A hisztidin oldallancok szerepe a HNH motivumban

A HNH motivum megdérz6dott aminosavjainak mutacidja révén lehet
kovetkeztetni azok szerepére. Esdként a hisztidin oldallancok kiilonb6zé mutaciodi
(H545A, H545E, H545Q, H573A, H573E) soran a Zn**-ion kotését, illetve a nukleaz
aktivitast vizsgaltak. A H573A és H573E mutansok esetében csokkent enzimaktivitast
tapasztaltak a colicin E7-hez képest [78]. Bar ismert, hogy a H573 hisztidin a Zn®*-ion
megkotésében jatszik szerepet a H544, H569 aminosavak mellett (a fémion negyedik
koordinacids helyét a DNS hasad6 foszfodiészter részlete tolti be tetraéderes geometriat
kialakitva), a H573A mutans kristalyszerkezetébdl az is lathato, hogy a Zn**-ion az
utobbi két hisztidin oldallanchoz koordinalddva is bekothet az aktiv kézpontba.

A H545A, H545E mutaciok az aktivitas teljes elvesztését jelentették [78], mig a
H545Q mutécio esetében szignifikansan lecsokkent, de nem sziint meg az aktivitas.
Ezek alapjan egyértelmii a H545 aminosav fontossaga a DNS hidrolizisben. Ez a
hisztidin valoszinlileg egy kozeli vizmolekuldt deprotondlva generalja a nukleofil
tamadashoz sziikséges hidroxidiont. Az NColE7 H545E mutansa és egy 12 bp DNS
Zn**-iont is tartalmazo komplexének (PDB kod: 1ZNS) és a természetes NColE7 8 bp
DNS-sel alkotott Zn?*-ionmentes komplexének (PDB kod: 1PT3) &sszehasonlitdsan
keresztiil vizsgaltdk az apo-, €¢s a holoenzim aktiv kézpontjanak szerkezetét (3.3.3.3.

abra).
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3.3.3.3. abra: A Zn**-ion jelenlétében kristalyositott NColE7 H545E mutéans fehérje (A), illetve a Zn**-

ion hianyos természetes NColE7 enzim aktiv k6zponjanak dsszehasonlitasa (B).

A bazisként viselkedd H545 glutaminsavra torténd cseréje megakadalyozza az enzim
aktivitasat. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a H545 kozelében tartdzkodd nukleofil

vizmolekula sem lathaté a mutans fehérje kristalyszerkezetében (az 4bra nem mutatja).

Az aszparagin oldallanc (N560) szerepe a HNH motivumban

A HNH motivumban meg0rzott aszparagin N560D, illetve N560A mutacidja a
B-redoket 6sszekotd hurok rendezetlen szerkezetét eredményezte, mivel a hidrogénkotés
halézat az 560-as sorszami aminosav koriil megbomlott. Ennek eredményeként az
altalanos bazisként mikodé H545 imidazol gytrije elbillen, elfordul és a hasado
foszfodiészter-csoport helyzete is eltolodik, jelentds csokkenést okozva a hidrolitikus
aktivitasban [78]. Tehat a konzervalt aszparagin szerkezet-stabilizalo szereppel bir a
HNH motivumhoz tartozé hurok feszitésében. Ezzel az 4ltaldnos bazisként funkcionald
H545 aminosavat és a hasado foszfodiészter-csoportot tartja a hidrolitikus reakcid

lejatszodasahoz megfeleld térbeli elrendezésben.

Javasolt mechanizmus

A colicin E7 nukledz feltételezett miikddési mechanizmusa a 3.3.3.4. abran
lathato . A DNS hidrolizise az NColE7 aktiv kdzpontjaban 1évé Zn®*-ion segitségével
torténik [84]: a kozponti fémion a H544, H569, H573 aminosavak oldallancaihoz és a
hasad6 foszfodiészter csoporthoz tetraé¢deres geometriat kialakitva koordinadlodik. A
H545 bazisként miikddik. Hidrogénkotést alakit ki a V555 karbonilcsoportjaval, amely
igy polarizalja az imidazolgytriit. Ez utdbbi egy protont von el egy kozeli
vizmolekulatol, majd az igy Ilétrejovdé OH nukleofil tdmadast hajt végre a
foszfodiészter kotés foszforatomjan. A hasitds 3’-hidroxil és 5’-foszfat végeket

eredményez [47,75,76,78]. Az N-terminalis R447 oldalldnc konformacio-valtozas révén
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kotodik és stabilizalja a hasad6d foszfodiészter-csoportot. Egy hasonldé mechanizmussal
miikiidd nukleaznal (Vvn nukledz) lathaté egy, a fémionhoz (Mg®") koordinalédott
vizmolekula is, amely a tavozd csoport 3’ oxigénjét protonalhatja. Az NColE7
szerkezetekben azonban nincs ilyen vizmolekula, ami ezt a feladatot elvégezné, igy az

még nem ismert, hogy minek tulajdonithato ez a szerep az NColE7-ben.
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3.3.3.4. abra: A colicin E7 hidrolitikus hasitasanak mechanizmusa sematikusan abrazolva. A H545, mint
altalanos bazis aktivalja a vizmolekulat a hasad6 foszfodiészter-csoporton torténé nukleofil tamadashoz.

A kétszeresen pozitiv toltésti Zn**-ion és az R447 kozott lathato a hasado foszfodiészter-csoport [85]
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4. Mérési modszerek és kisérleti koriilmények

Mivel PhD munkdm bioszervetlen kémiai jellegli, mikdzben a tanulményozott
fehérjék eloallitdsdhoz olyan modszereket alkalmaztam, melyek e tudomanyteriilet
miveldi szdmara nem szokvanyosak, sziikségét éreztem, hogy az aldbbiakban e
modszereket valamivel részletesebben mutassam be, mint a jol ismert HPLC, vagy

spektroszkopiai modszereket.

4.1. A PCR (Polymerase Chain Reaction — Polimeraz lancreakcio)

A Kary Mullis altal kidolgozott, Nobel-dijat érdemld laboratoriumi moédszer
lehetévé teszi barmilyen eredetii DNS tetszoleges szakaszanak gyors és olcso, in vitro
(tesztcs6ben, laboratoriumi koriilmények kozott torténd) szaporitasat az eredeti
jelenlévd mennyiség sokszorosara. A technika a természetes replikdciot is végzd hotiird
DNS-polimeraz enzimek miikodésén alapul. Az alkalmazas feltétele, hogy a
sokszorositandd DNS szakasz két végén 15-25 nukleotid sorrendje ismert legyen, a
DNS fragmentumok enzimatikus szaporitdsahoz ugyanis olyan oligonukleotid primerek
(inditoészekvencidk) sziikségesek, melyek a célszekvencia két fonaldnak 3’-végével
komplementerek. Az egyszalii templat alapjan a DNS polimeraz a primertdl kiindulva
5’ — 3’ iranyban szintetizalja a komplementer szalat. A PCR komponensei tehat: DNS-
templat — ez a DNS minta tartalmazza a sokszorositandd DNS-szakaszt; két primer —
amelyek meghatarozzak a sokszorositando szakasz kezdetét és végét; DNS-polimeraz —
amely masolja a sokszorositand6 szakaszt; dezoxi-nukleozid-trifoszfatok — melyekbdl a
DNS-polimeraz felépiti az (j DNS-t; Mg?*-tartalmii puffer — ami biztositja a DNS-
polimerdaz szamdra megfeleld kémiai kozeget. A polimeraz lancreakcid a PCR-
késziilékben zajlik le. A késziilék a reakcioelegyet ciklikusan felheviti és lehiiti a
gondosan meghatarozott, optimalizalt hdmérsékletekre, amelyek a reakcid egyes
1épéseihez sziikségesek. A PCR ciklusokbol all, egy ciklus pedig harom Iépésre
bonthato.

1 1épés: A reakcidelegyet 94-96 °C-ra hevitik, hogy a kétszalu DNS szélai szétvaljanak.
Ebben a denaturdlasnak nevezett 1épésben a két DNS-szal kozotti hidrogénkotések
felbomlanak (~30 masodperc). Az els6 ciklus el6tt a DNS-t gyakran hosszabb ideig (1-2
perc) denaturdljdk, hogy a kiindulasi templat DNS kettés szalai is teljesen

szeparalodjanak. A kromoszdmalis DNS templat esetében ez az id6 még hosszabb lehet.
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2 1épés: Ezutan a homérsékletet csokkentik, igy a primerek hozzakapcsolédnak a DNS-
szalakhoz. Ezt a 1épést annealing vagy kapcsolodasi 1épésnek nevezik. A homérséklet a
primerektdl fligg, altalaban a primerek olvadéasi hémérséklete koriili optimalizalt érték

(45-60 °C). Id6: 1-2 perc.

3 1épés: Végiil a DNS-polimeraz a specifikus modon hibridizaldédott primertdl kiindulva
felépiti az 0j szalat. A 1€pés neve meghosszabbitas, ami a szintetizalandé nukleinsav-
szal meghosszabbitasara utal. E folyamatban a sziild nukleinsav-szal szolgal
templatként a leany-lanc szintéziséhez. A meghosszabbitds hdémérséklete a DNS-
polimeraztol fliggden 68-72 °C. A 1épés iddigénye egyrészt fligg a DNS-polimeraztol,
masrészt a sokszorozandd DNS-szakasz hosszatol. Okdlszabalyként a percenként 1000
bazispar beépitése torténik meg. Ez egyben korlatozza a sokszorosithato DNS méretét
iS. Egy ~10 kbp hosszusagh szakasz sokszorositasa, mar meglehetdsen komoly feladat.
Mivel a PCR sikeressége nagyrészt a primerek tulajdonsagaitol fiigg, érdemes ezekrol
kiilon is szot ejteni. A primerek hosszanak és olvadasi hémérsékletének (Tm)
kivélasztasakor tobb szempontot kell megfontolni. Az olvadési hdmérséklet nd a primer
hosszaval. A tul rovid primerek (alacsony olvadaspont) tobb helyre is kapcsolédhatnak
egy hosszi DNS-templaton, ami nemspecifikus sokszorositasokat eredményez.
Masfeldl a primer hosszanak az olvadasi hdmérséklet szab hatart. A til magas olvadasi
hémeérséklet, pl. 80 °C felett, azért jelent gondot, mert a DNS-polimeraz kevésbé aktiv
ilyen magas hdmérsékleten.

A fent emlitett megfontolasok miatt a primerek tervezése aprolékos folyamat.
Az alabbi szabalyokat érdemes betartani: A GC-tartalom 40-60% kozott legyen, a
reakcioban hasznalt két primer szamitott Tr, értékének kiilonbsége 2 °C alatt legyen. A
Tm a kovetkezo képlet alapjan becsiilhet6 [86]:

Tm = 4(G+C) + 2(A+T)

A kapcsolodasi (annealing) hémérséklet altalaban a becsilt Ty, £5 °C.

Mindazonaltal ezt kisérleti uton kell meghatarozni az adott reakcidban.

A >4 N belsd, 6nmagéaval komplementer ,,hajtiik” és a >8 N dimerek keriilend6k
a primerek szekvenciaiban, ahol N a komplementer részben 1év6 nukleotidok szamat

jeloli.
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Egy kiemelt példaként részletesen bemutatjuk a HNH motivum génjének

sokszorositasanal alkalmazott PCR koriilményeket (4.1.1. tablazat).

4.1.1. tablazat: Egy PCR elegyhez sziikséges komponensek, illetve azok mennyiségei, a HNH motivum

génjének sokszorositasa példdjan bemutatva.

10xPCR puffer 10x 1x Sul 5ul
dNTP 2,0 mmol/dm# 0,2 mmol/dm? Sul 5ul
MgCl, 25 mmol/dm3 1,0 mmol/dm? 2ul 2ul
Primerek 10 pmol/dm® 0,3 umol/dm?®  1,5-1,5ul 1,5-1,5ul
Templat DNS = 1 ng/ul 1ul

Taq polimeraz - 1 egység 0,3ul 0,3ul
Desztillalt viz = = 33,7 ul 34,7 pl
Vissr - - 50ul 50ul

A DNS denaturalasa: 94 °C, 2 perc, 30 cikluson keresztiil ismételve: denaturalas 94 °C,
30 mp, kapcsolodas 55 °C, 30 mp, meghosszabitas 72 °C, 30 mp majd 72 °C, 4 perc.
Végiil 4 °C-ra hiitjiik a reakcioelegyet tovabbi feldolgozasig. (A 10x megjeldlés a
tablazatban 10-szeres koncentraciot jelent.) A colicin E7 fehérjemutansok génjének

sokszorositasanal 1,5 percre noveltiik a meghosszabitas id6tartamat.

4.2. Gélelektroforézis

4.2.1. DNS kimutatasa agaroz gélen

Az agardz gelelektroforézis lehetdséget nyajt kiilonb6z6 méreti DNS
fragmensek elvalasztasara és méretének kozelitd meghatarozasara. A negativ toltéssel
rendelkez0 DNS-molekula az egyenaramu elektromos erdtér hatasara a pozitiv polus
(anod) felé vandorol a gélben. Mozgasat a mérete mellett befolydsolja az alkalmazott
elektromos térerd, illetve a gél stirlisége. Minél kisebb a molekula, annéal kdnnyebben,
gyorsabban halad eldre a gél iiregeiben. Ismert méreti DNS fragmensek keverékének
(marker) parhuzamos futtatasaval a molekula mérete megbecsiilhetd. A gélen a DNS-t
egy fluoreszcens festék, etidium-bromid alkalmazésaval - amely a DNS kettds lancaba

beékelddve (interkalacio) UV fényben fluoreszkal - tessziik lathatova.

DNS mintdink vizsgalata altaldban 1,0-1,5%-0s agardz gélen tortént, kivéve a

400 bazisparnal kisebb méretli fragmensek elvalasztasanal, amihez 1,5-2,0%-o0s gélt
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hasznaltunk. A DNS mintakbol 5-5 pl-t futattunk 150 V fesziiltség mellett fél-egy oran
keresztiil BIO RAD PowerPac™/Sub-Cell® GT Cell késziilékben. Az 5 pl mintdhoz 1
ul 6x toménységli, festéket és glicerint tartalmazd oldatot kevertiink mieldtt a gél

zsebeibe toltottuk.

4.2.2. SDS poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Foéként fehérjék elvalasztasara szolgald eljaras (4.2.2.1 abra). Natrium-dodecil-
szulfat (SDS) ¢és redukaldszerek jelenlétében a fehérjék denaturdlodnak. A
fehérjeoldathoz redukald hatdst B-merkaptoetanolt adva a polipeptid lancok kozotti
diszulfid-hidak felbomlanak, igy a kiilonboz6 fehérjemolekulak egységes alakot felvéve
vandorolhatnak a gélben. Az SDS molekula erésen kotdédik a polipeptid apoléros
oldallancaihoz. Ez a fehérjéknek méretiikkel ardnyos negativ Ossztoltést biztosit, igy

azok molekulatdmegiik alapjan jol elkiilonithetdk.

Py Y, Makromolekuldk
07 o oo |keveréke

Elektroforézis
Az elektroforézis E—
iranya

| A gél porusai

4.2.2.1 abra: A poliakrilamid gélelektroforézis sematikus abraja. A gélelektroforézis berendezés (bal
oldal), illetve a negativ toltésti SDS-fehérje komplex andd felé torténd vandorlasa a gélben (jobb oldal). A

gélben a legkisebb méretii fehérje (ciklamen) mozog a leggyorsabban [87].

A poliakrilamid gél porusatmérdje szabalyozhatd. Az akrilamid molekula,
megfeleld katalizdtor és inicidtor jelenlétében gyokds polimerizacidora képes,
poliakrilamid képzddik. A katalizator altaldban ammonium-peroxo-diszulfat, ami vizes
kozegben spontan bomlik, igy szabad gyokoket eredményez. Ezek onmagukban az
akrilamid-molekula kettdskotéseit nem hasitjak el, ezt a feladatot az iniciatorként
hasznalt N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin (TEMED) végzi el. A gél atlagos
aranyanak valtoztatdsaval szabalyozhato. Az elvalasztas hatékonysaga a fehérje
molekulatomegétdl fliggden glicint, illetve tricint (N-(2-hidroxi-1,1-bisz(hidroximetil)-

etil)glicin) tartalmazo SDS-pufferekkel javithato.
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A fehérjék kimutatasahoz eldre elkészitett gél allt a rendelkezésiinkre (BIO RAD
12% Tris-HCI). A marker szintén ennek a gyartonak a terméke (BIO RAD 161-0304
yellow), melyet haromszorosara higitottunk. A zsebekbe 20-20 pl mintat toltottiink 5-5
ul merkaptoetanol tartalm(i mintapufferrel dsszekeverve miutan 3-5 percig 80 °C-on
tartottuk Oket. Futtato pufferben 100 V fesziiltség mellett 90 percig futtattuk a mintakat
BIO RAD PowerPac™/ Mini-PROTEAN® Tetra cell késziilékben, majd 1 oran at
festettiik és egy ¢éjszakan at eléhivo oldatban taroltuk a géleket. A folyamatok soran

végig BIO RAD vegyszerekkel dolgoztunk a gyarto leirasai alapjan.

4.3. Rekombinans DNS technolégia

A rekombinans DNS technologia segitségével cirkularis kettdsszalu bakterialis
DNS hordozoba rovid kivalasztott DNS szakaszok inzertalasa lehetséges. Hordozoként
(vektor) leggyakrabban plazmidokat alkalmaznak. Ezek bakterialis eredetli kettds szalu
1-200 kbp méretii cirkularis DNS molekulak (4.3.1 abra), melyek kiegészitd genetikai
egységként fliggetleniil replikalédnak a baktérium kromoszoméjatol. Laboratériumban,
mesterséges koriilmények kozott az un. transzformalds soran a sejtfalat kétszeresen
pozitiv toltésli kationnal tessziik atmenetileg atjarhatova, igy juttatva be a kivant
plazmidot a megfeleld baktériumtorzsbe. A sejtekben a plazmidok kiilonboz6 szamban

talalhatok meg egytdl akar tobb szdzas tartomanyig.

A plazmidba A kifejezett

agyazott DNS fehérje
szakasz ﬁ
DNS részlet Vs /\h""’:/'\\—‘
plazmidba E.Coli sejtek mRNS
juttatasa transzforméldsa ©/
_— _—
DNS Rekombinans Transzformalt
plazmid baktériumsejt

4.3.1 abra: Baktériumsejt transzformaldsa rekombinans plazmiddal, fehérjekifejezés céljabol [88].
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A plazmidok megfeleld antibiotikum elleni rezisztenciat biztositanak, restrikcios
endonukledz hasitdsi helyeket tartalmaznak, valamint egyesek koziiliikk kiilonb6zd
fuziés fehérjék génjeit is, amik a késObbiekben a kifejezni kivant célfehérje tisztitasat
konnyitik meg. Az egyedi restrikcids endonukledz felismerési helyek teszik lehetévé az
idegen DNS darab beillesztését a plazmidba. A restrikcidos endonukleazok altaldban
dimerként miikddve palindrom DNS szekvencidkat ismernek fel. Ezeken a helyeken
hasitjak el a kett6s szalid DNS-t a foszodiészter kotés hidrolizise révén. Amennyiben a
hasitas kovetkeztében ugynevezett ragados (talnyald) végek jonnek 1étre, ezek
megkonnyitik egy olyan c€l-DNS szakasz beillesztését, amelyet eldzetesen
ugyanezekkel az enzimekkel hasitottunk el. A ragadds végek komplementer bazisparjai
kozott hidrogénkotések alakulnak ki, majd az 5°-foszfat és 3’-hidroxil végek kozotti 0j
kovalens foszfatészter kotés kialakitdsat az Gn. ligdz enzim katalizélja. E folyamatot
ligalasnak nevezziik. A ligaz ATP-t igényel kofaktorként a mikdodéséhez. Az inzert
DNS beépiilésének hatékonysaga nem 100%-os, mivel az elhasitott végek egymassal is
ujraligdlodhatnak. Ez utobbi mellékreakcio megakadédlyozésa céljabol a hasitott
plazmidot foszfatdz enzimmel kezeljik, amely az 5’-végen 1évd foszfatcsoport
eltavolitasaval akadalyozza meg a plazmid két végének Osszezarodasat. Abban az
esetben viszont, ha egy ilyen plazmid az inzert DNS-sel talalkozik, képes lesz
foszfatészter kotés kialakitdsdra annak foszfatcsoportjaval. Szélesebb korben
alkalmazott stratégia a két kiilonb6z6 restrikcids endonukledzzal torténd hasitas, amikor
i1s a hasitas utdn a plazmid két végén talalhatdo nem komplementer ragados végek
megakadalyozzadk az Onligalodast, viszont eldsegitik a hasonloképpen kezelt inzert

megfeleld iranyu beépiilését a plazmidba.

A fentieknek megfelelden a rekombinans plazmid DNS eldallitasa utan azzal E.
coli baktériumokat transzformalunk, és a megfelelé antibiotikum rezisztenciat
kihasznalva szaporitjuk Oket. A plazmid DNS sokszorozasara altalunk alkalmazott
baktériumtorzsek a DH50, DH10B, Machl (Invitrogen™), XL10-Gold (Stratagene)
voltak. Ezekben a sejtekben a fehérjekifejezés alacsony szintje nem zavarja a plazmid
szaporitast. Az altalunk hasznalt plazmidok altalaban ampicillin antibiotikum-
rezisztenciat hordoztak, amely megakadéalyozza a sejtfal felépitését a peptidoglikdn
keresztkotések kialakitasanak gatlasaval. A rezisztenciaval rendelkezd plazmidokrol -
laktamaz enzim fejezédik ki, mely elhidrolizalja az ampicillin B-laktam-gytiriijét. igy

csak azok a sejtek képesek szaporodni ampicillin-tartalmu taptalajon vagy tapoldatban,
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melyek tartalmazzak a rekombinans plazmid vektort és igy hordozzak az antibiotikum
elleni rezisztenciat is. Ezekbdl a sejtekbdl a tovabbi kisérletekhez megfeleld

mennyiségll plazmid tisztithato.

Vektor sokszorozas, tisztitas: Ahhoz, hogy a rendelkezésiinkre allo kiindulasi
vektorokba a PCR-ben altalunk eldallitott gént inzertalhassuk mind a vektornak mind a
génnek megfeleld6 mennyiségben kellett rendelkezésiinkre allnia. Elsé 1€pésként tehat a
vektort baktériumsejtekben sokszoroztuk, tisztitottuk. A kompetens (transzformalasra
elokészitett) sejtek 100 ul -ét 1,5 ng vektorral elegyitettiik egy 3 ml-es tesztcsOben,
majd 30 percig jégen tartottuk, 45 masodpercig 42 °C-on, majd 2 percig Gjra jégen. 450
ul LB tipoldatot adtuk a baktériumtenyészethez, majd antibiotikum-tartalmi LB
taptalajra kentiik ki a sejteket. 37 °C-on egy éjszakan at novesztettiik 6ket, majd egy-
egy baktériumtelepet (koloniat) 5-5 ml antibiotikum-tartalma LB (LBamp) tapoldatban
szaporitottunk tovabb egy éjszakan at, 37 °C-on, 250 rpm rézatas mellett. Ezutdn DNS-
tisztitasara alkalmas kit segitségével (GenElute Plasmid Miniprep Kit - Sigma) a
baktériumokbol kinyertiik a cirkularis DNS-t. A 2x5 ml-es tdpoldatbdl a tisztitas végére
2x50 pl vizben oldott plazmid allt rendelkezésiinkre. A kdvekezd 1épésben a plazmidot
a ligalashoz kivalasztott restrikcios enzimekkel hasitottuk. 84 pl tisztitott plazmidhoz 10
ul 10x puffert adtunk, majd 3-3 ul -t a kivalasztott restrikcios enzimekbd6l (New
England Biolabs). Ezt az elegyet 37 °C-on egész ¢éjszakan at emésztettiik, majd 1 pl
foszfataz (CIAP - Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) enzimet adtunk az elegyhez,
amivel Ujabb 1 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. A reakcioelegyet agar6z gélre vittiik
fel 100 pl mintahoz 20 pl festéket adva, majd 100 V-on 30 percig futattuk. A gélbol kit
(GenElute GelExtraction Kit - Sigma) segitségével tisztitottuk az elhasitott plazmidot.
Ugyanezt a folyamatot — az alkalikus foszfatazzal torténd emésztés kivételével —
megismételtiilk a PCR eleggyel, amely az altalunk beilleszteni kivant gént tartalmazta.
21 ul PCR terméket 0,75-0,75 pl enzimmel emésztettiink 2,5 ul 10x NEB puffer
jelenlétében. A restrikcios enzimekkel torténd emésztés szintén 37 °C-on egy éjszakan
at tortént, majd a hasitott fragmenst agar6z gélbdl tisztitottuk. Ezutdn a ligdz enzim
segitségével beillesztettiik a plazmidba az igy eldallitott gén szakaszt. A ligalasi elegy
4,2 ul inzert DNS-t, 4,2 pl vektort, 1 ul 10x1ligald puffert és 0,5 pl T4 ligaz enzimet
(Fermentas) tartalmazott. Ezt egy éjszakan &t 16 °C-on taroltuk. Ebbdl az elegybdl a

fent emlitett médon transzformaltunk kompetens E. Coli sejteket, hogy elszaporitsuk a
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mar inzertet is tartalmaz6 rekombindns cirkularis DNS-t. A szaporitas és tisztitds utan,

szekvenalasi reakcioban ellendriztiik, hogy az inzert valdoban beépiilt-e a kivant helyre.

Kompetens sejtek készitése: A —80 °C-on tarolt baktériumsejtek szuszpenziodjat
antibiotikum-mentes LB taptalajra kentiik ki, majd 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk
¢s felhasznalasig 4°C-on taroltuk. Egy teleprdl baktériumsejteket juttattunk 50 ml LB
tapoldatba, majd intenziv keverés mellett (300 fordulat/perc) 37 °C-on, 3 dran keresztiil
inkubaltuk. Steril fiilke alatt fertézésmentes koriilmények kozott, steril 50 ml-es
tesztcsbe Ontottiik a sejtszuszpenziot, 10 percig jégen taroltuk, majd centrifugalassal
tilepitettiik a sejteket (4000 rpm (fordulat/perc), 10 perc, 4° C, Sorvall GS3 rotor). A
feliiliszo eltavolitasa utan a sejteket 25 ml jéghideg 0,1 M CaCl, oldatban
szuszpendaltuk, majd jégen tartottuk 1 6ran keresztiil. Ujra centrifugaltuk (4000 rpm, 10
perc, 4 °C). A feliilisz6 eltdvolitasa utdn a kompetens sejtek azonnal fel nem hasznalt

részét —80 °C-on taroltuk.

Sejtek transzformalasa: A kompetens sejtek 100 ul -ét steril reakciocsébe mértiik,
majd 1-10 ul plazmidot vagy ligalasi elegyet adtunk hozza attol fiiggden, hogy éppen
milyen célbol szerettiikk volna ezeket szaporitani. Ezutan 20 percig jégen inkubéltuk a
sejteket, majd 90 masodpercre 42 °C-os vizfiirddbe helyeztiik a csdvet, majd Gjra jégre
tettiik 2 percig. 400 ul LB tapoldat hozzaadasa utan a sejteket antibiotikum-tartalmt LB
taptalajra kentiik ki, majd egy éjszakédn 4t 37 °C-on inkubaltuk. Masnap reggel a
lemezrél néhany baktériumtelepet kivalasztottunk, amelyeket 3 ml antibiotikum-
tartalma (100 pl /ml) LB tapoldatban tovabb ndvesztettiink 37 °C-on 225-250 rpm
razatassal egy éjszakan at. A baktériumtenyészet 0,5 ml-ét, 116 ul 80%-0s steril
glicerinnel elegyitettiik ¢s —80 °C -os hiitében taroltuk tovabbi felhasznalasig. A
megmaradt tenyészetbdl tisztitott plazmid DNS-t szekvenalasra kiildtiik, illetve tovabbi

kisérleteinkben hasznaltuk fel.
4.4. Fehérjekifejezés E.coli sejtekben

A megtisztitott rekombinans plazmidokat a tovabbiakban fehérjekifejezésre
alkalmas E. coli baktériumtorzsbe BL21(DE3) juttattuk. A sejteket a szaporodasukhoz

sziikséges tapanyagot (cukor, fehérjék, éleszt6kivonat) tartalmazo LB, illetve TB
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tapoldatban (F.2. tablazat) szaporitottuk majd megfeleld sejtsiirliség elérése utan
indukaltuk a fehérje kifejezését izopropil-B-D-1-tiogalaktozid (IPTG) hozzaadasaval.
Optimalis homérsékleten tartva a baktériumok szaporodasa meghatarozott gorbével
irhatd le. Az elsé ’lag’ fazisban (4.4.1. abra) a bakétriumok alkalmazkodnak a
kornyezetiikhoz, felkésziilnek az osztddasra, nincs baktérium szam valtozas. A masodik
fazis a ’log’ fazis, ahol baktériumok szama exponencialis novekedésnek indul. Ezt egy
stacionarius fazis koveti ahol ugyanannyi baktériumsejt képzddik, mint amennyi
elpusztul, egy kvazi egyensulyt beallitva a sziileté és pusztuld baktériumok kozott. Igy a
sejtek szama mar nem valtozik. Az utolso6 fazisban az egyensuly a pusztuld baktériumok
iranyaba tolodik el, elhanyagolhatéva valik az Gjonnan képzddd sejtek szama, azaz a

baktériumok pusztulasa is exponencidlis tendenciat mutat.

Stagnald
fazis

Pusztuld
fazis

Log fazis

Baktériumsejtek szima

0 5 10
1d6 (6ra)

4.4.1. abra:A baktériumok szaporodasi gorbéje a tapoldatban, azaz a baktériumsejtek szamanak

abrazolasa az id6 fiiggvényében.

A rekombindns fehérje kifejezésének indukdldsara hasznalatos IPTG-t a
logaritmikusan novekvé sejtek szuszpenzidjdhoz adtuk. Az indukalds elve az, hogy a
fehérje kifejezddését. Az IPTG ehhez a fehérjéhez kotddve sziinteti meg annak gatld
hatasat. A lac operator a lac operon szerves része, melynek torténeti jelentdsége nagy.
Ez ugyanis az elsOként felfedezett olyan DNS régid, mely lehetdvé teszi a génekrol
torténd atiras ¢és fehérjekifejez6dés szabalyozasat. A lac operont a DNS-iikben
tartalmazd baktériumsejtek képesek laktozt hasznalni energiaforrasként, ha a -
galaktozidaz enzim elbontja azt galaktdzra és gliikkdzra. Alapesetben ez az enzim gliikkoz
jelenlétében nem fejezddik ki, de a BL21(DE3) torzsben ezt a szabalyozast kiiktattak —

igy a sejtek gazdag tapoldatban is képesek a lac operont miikodtetni. Viszont tovabbra
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is a lakt6z jelenléte indukalja a lac operon miikodését, igy a célfehérje kifejezését. Ezt a
folyamatot hasznaljuk ki amikor a lac operator régié utan beépitett fehérje kifejezését
indukaljuk. Mivel az IPTG nem természetes vegylilet, a sejtek nem bontjat azt le, igy a
fehérjetermelés a sejtben folyamatos lesz — taltermelés. A fehérjekifejezés indukélasa
utan a baktériumsejtek osztddasa lelassul.

A fehérjeszintézis indukdldsa utan az optimalis id6 elteltével a tapoldatban 1évo
baktériumsejteket lecentrifugaltuk. A tapoldat eltavolitasa utan a  sejteket
ujraszuszpendalva, a sejtfalat elroncsolva majd ismét lecentrifugalva az oldhat6 fehérjék
a feliiluszoba keriilnek. Ez az oldat azonban sokféle fehérjét tartalmaz, amiket méretiik
¢és toltésiik, valamint egyedi tulajdonsdgaik alapjan lehet elkiiloniteni. A tisztitasi

eljarasokat minden fehérjére kiilon-kiilon optimalizélni kell.

4.5. Nagyhatékonysagu folyadék-kromatografias elvalasztas (HPLC)

Fehérjetisztitas

A fehérjék egymastdl torténd elvalasztasat tobb tényez6 is befolyasolja: méret,
alak, toltések, oldhatosag. A fehérjék legkevésbé az izoelektromos pontjuknak
megfeleld6 pH-n oldhatéak, ahol a bruttd elektromos toltésiik zérus. Ezen a ponton a
fehérjemolekulak kozotti elektromos taszitds minimalis, igy konnyebben aggregalodnak
¢és csapodnak ki az oldatbol. Az ionerdsség szintén meghatarozo tényezd: sok globularis
fehérjének noveli az oldhatosagat az ionerdsség novekedése, mivel a fehérjék kozotti
elektrosztatikus vonzas lecsokken a sobdl képzddd ionok arnyékold hatdsa miatt. Ha
viszont a sdkoncentracié nagyobb, mint 1,0 M, a fehérje kis6zodhat az oldatbdl, azaz
mivel a so6bdl képzodott ionok és a fehérje hidratalodasa kompetitiv folyamat, nagy

sokoncentracié mellett a fehérje oldhatatlanna valik.

Kromatografias elvalasztasok

A kromatografia alapelve, hogy a mozg6 fazisban 1évé anyagok allotazison
torténd atjutasdnak sebessége kiilonbozik. Ennek oka a fehérjék fizikai és kémiai
tulajdonsdgai kozotti kiilonbség. Preparativ kromatografia esetén az elvalasztds a
tisztitasi folyamat része, és a kapott anyagnak valamilyen felhasznéldsi célja van,

szemben az analitikai kromatografiaval, ahol kisebb anyagmennyiségekben jelenlévo
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anyag relativ ardnydnak meghatarozasa a hangsulyosabb. Bioldgia mintak preparativ
célu elvalasztasara ioncsere kromatografiat, méretkizarasos kromatografiat vagy

gélsziirést, illetve affinitas kromatografiat hasznalnak (4.5.1. abra).

Gélsziiré loncsere Affinitas
oszlop oszlop oszlop

2, 9
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4.5.1. abra: Gélsziir6, ioncsere illetve affinitas oszlopon torténd elvalasztasok sematikus abraja [88].

Ioncsere kromatografias eljaras esetén a toltéssel rendelkezd ionok, molekulak
(aminosavak, peptidek, fehérjék) kotddnek az allofazis (toltott funkids csoportokat
tartalmazo ioncserélé gyanta) ellentétes toltéssel rendelkez6 csoportjaihoz. Ha az oszlop
toltetét képezd gyanta pozitivan toltott csoportokat tartalmaz, akkor anioncserérdl, ha
pedig a toltet negativ, akkor Kkationcserérél beszélink. A toltetek, illetve az
elvalasztandd fehérje funkcids csoportjainak sav-bazis eréssége hatarozza meg a
kotédés erdsségét, illetve a gyantan térfogategységére esé szamuk a kapacitast. A
teljesen 1onizalt erdsen savas csoportok, mint pl. a szulfonsav, negativ toltést
eredményeznek a szilard fazisban, aminek révén az erdsen képes kotni a kationokat. Az
eludlas soran az oszlopon megkotott fehérjemolekula cserélddik egy masik toltott ionra,
ahol a gyenge savas, illetve bazisos csoportokat tartalmazo gyantak toltése és igy a kotd

kapacitasa erésen fiigg az eluens oldat pH-jatdl is.

Méretkizarasos kromatografia vagy gélsziirés esetén a hidrodinamikai atmérd alapjan
torténik az elvalasztas. A kisebb molekuldk képesek belépni a tdltet porusaiba, lassabb
eluciot eredményezve, mig a nagyobbak gyorsabban athaladnak az oszlopon.
Altalanosan hasznalt toltetek a dextran (Sephadex), az agar6z (Sepharose) és

poliakrilamid (Biogel).
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Az affinitas kromatografia leginkabb bioldgiai mintak elkiilonitésére hasznalt eljaras.
A kolcsonhatas alapja lehet enzim-szubsztrat, antigén-antitest, receptor-ligandum
kolcsonhatas. Alapvetd célja a célmolekula kizardlagos specifikus megkotése az
allofazison, amely elualds utan igy tisztan a rendelkezésiinkre all. Az egyes vektorokbol
olyan, Un. fuziés fehérjékként fejezédnek ki a célfehérjék, melyeknek az N- vagy C-
terminalis részén egy mar jol ismert fehérje talalhatd. Ezek a fuzids toldalékok lehetnek
pl. enzimek, (mint pl. a glutation-S-transzferaz), vagy egyéb olyan fehérjék (pl.
maltozkoté fehérje) vagy peptidrészletek (pl. hexa-, vagy dekahisztidin) melyek

szubsztratjukat, vagy azok analdgjait kotik specifikusan és erésen.

Ub-HNH fazi6és fehérje kifejezése és tisztitasa: A BL21(DE3) fehérjekifejezésre

alkalmas kompetens E. coli sejteket transzformaltuk pET26b-Ub-HNH plazmiddal,
majd antibiotikum-tartalmu LB tapoldatban szaporitottuk a sejteket 37 °C-on,
folyamatos razatas mellett (250 rpm/perc) az ODgy = 0,4 érték eléréséig. Ekkor IPTG
hozzaadasaval indukaltuk az Ub-HNH fehérje kifejezését (végkoncentracié 1,0 mM),
majd tovabbi 3-5 éran at szaporitottuk a baktériumokat. Centrifugalassal (4000 rpm, 4
°C, 10 perc, Sorvall SS34 rotor) valasztottuk el a sejteket a tapoldattol, majd azokat 30
ml extracios pufferben (50 mM kalium-dihidrogén-foszfat, 100 mM natrium-klorid, 7
mM 2-merkaptoetanol, pH = 7,4) szuszpendaltuk fel. Ultrahang segitségével roncsoltuk
a sejteket, majd ezutan ijabb centrifugalassal (14000 rpm, 30 perc, 4 °C, Sorvall SS34
rotor) elkiilonitettiik a sejttormeléket a feliiluszo frakciotol, mely varhatéan a kivant
fehérjét is tartalmazta. A feliilluszo frakcidban 1évé nukleinsavakat 1 %-0s sztreptomicin
szulfat oldat segitségével kicsaptuk. Centrifugalas utan a feliiluszo frakciot kétszeresére
higitottuk a megfeleld pufferrel (50 mM kalium-dihidrogén-foszfat, 7 mM
merkaptoetanol, 5% glicerin, pH = 7,4). Ugyanezzel a pufferrel ekvilibraltuk a 9,5x3,5
cm-es foszfocelluloz (Whatman P11) oszlopot, majd feltoltottik ra a fehérjénket
tartalmazd oldatot. Az elicido 0-1 M NaCl gradienssel tortént (Akta purifier HPLC,
P900 pumpa rendszer, UV900 detektor, FRAC 920 frakcid kollektor). Ub-HNH fehérjét
a frakciok Osszedntése utan toményitettiik (Amicon Ultracell 10K), majd gélszliréses
kromatografia segitségével tovabb tisztitottuk (Superdex 75 PrepGrade 16/60 GE
Healthcare, a hasznalt puffer 50 mM kalium-dihidrogén-foszfat, 100 mM natrium-
klorid, pH = 7,4). A megtisztitott Ub-HNH fehérjével végzett tovabbi kisérletek az
alabbi pufferekben torténtek: MS: 0,1 M ammonium acetat pH 8,0, CD: 10 mM TRIS,
100 mM NaCl, pH =7,4.
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HUE-HNH fehérje: HUE-HNH fehérje kifejezése a fent leirtak alapjan tortént. A
sejteket 20 ml ,,A” pufferrel reszuszpendaltuk (50 mM kalium-dihidrogén-foszfat, 300

mM natrium-klorid, 12 mM imidazol, 20 mM 2-merkaptoetanol, 30%-os glicerin, pH =
7,4), majd ultrahangos roncsolassal lizaltuk a sejteket. Centfrifugalas utan a
feliiluszoban 1évé nukleinsavakat 1%-os sztreptomicin szulfattal tavolitottuk el, majd
centrifugalas utan a feliiluszot 2,5 ml Ni-agaroz (His select, Sigma) toltetli oszlopon
valasztottuk el. Az oszlop ekvilibralasa az ,,A” pufferrel tortént, ami még 20 mM
imidazolt is tartalmazott. HUE-HNH fehérje elualasat 50, 100, 150, 200 és 250 mM
imidazolt tartalmaz6 pufferrel végeztiik. A kromatogram frakcidit Osszegytjtve, egész
¢jszakan at tartd dializisnek vetettiik ala (50 mM kalium-dihidrogén-foszfat, 300 mM

natrium-klorid, 2 mM 2-merkaptoetanol, 30%-os glicerin, pH = 7,4).

HUE-HNH hasitasa Usp2-cc protedzzal: Az Usp2-cc enzimet ugyancsak BL21(DE3)
sejtekben fejeztettiik ki, pHUsp2-cc plazmid formajaban bejutattva a sejtekbe. A
megtisztitott HUE-HNH fuzioés fehérjét az Usp2-cc protedzzal 10:1 molaranyban
emésztettiik, majd affinitds kromatografia segitségével szeparaltuk a fehérjéket (His
Select oszlop). A felkotodott fehérjét imidazol gradiens elucioval mostuk le az oszloprol
15 mM imidazol kezdd koncentracioval. A kivant fehérjét 50 mM-o0s imidazol
koncentracional elualtuk, majd a fehérje tisztasagat 16%-o0s Tricin-SDS-PAGE

segitségével ellendriztiik.

AN25-NCoIE7, AN4-NCoIE7-C* fehérjék kifejezése, tisztitasa: E fehérjék génjét
pPGEX-6P1 vektorba klonoztuk, azaz GST-fuzids fehérjeként allitottuk oket eld. A

fehérjéink génjét tartalmazd plazmidokat fehérjekifejezésre alkalmas BL21(DE3)
sejtekbe juttattuk, a transzformalt sejteket ampicillin-tartalmi LB taptalajon
novesztettik egy éjszakan at 37 °C-on, majd 50 ml ampicillin-tartalmu LB
elokulturabol kiindulva (30 °C, 250 rpm, 4 o6ra), 650 ml ampicillin-tartalma LB
tapoldatban (30 °C, 250 rpm) szaporitottuk a sejteket ODggo = 0,6 értékig. Ezutan IPTG-
t adtunk a baktériumtenyészethez (végkoncentraci6 0,1 mM) a fehérjekifejezés
indukalasaa céljabol. A tapoldatot 250 rpm sebeséggel 30 °C-on 3 6ran keresztiil
inkubaltuk, majd centrifugaltuk (4000 rpm, 4 °C, 10 perc) és a feliiluszot eltavolitottuk.
A sejteket PBS pufferrel mostuk (10xPBS puffer: 1,4 M natrium-klorid, 27 mM kalium-
klorid, 100 mM dinatrium-hidrogén-foszfat, 18 mM kalium-dihidrogén-foszfat, pH =
7,3) majd a tovabbi felhasznalasig —80 °C-on taroltuk. A fehérjetisztitas elsd 1épéseként
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a 650 ml sejtkultarabol lecentrifugalt sejteket felolvasztottuk, majd 40 ml PBS
pufferben felszuszpendaltuk, majd ultrahang segitségével roncsoltuk. Ezutan
centrifugalassal (12000 rpm, 4 °C, 20 perc) kiilonitettiik el a sejttormeléket a fehérjét
tartalmazo feliiliszotol. A GST-fuzids fehérjét tartalmazéd feliiluszot GST oszlopra
toltottik (GSTPrep FF 16/10), miutan ekvilibraltuk az oszlopot PBS pufferrel. A
felkotés utan ugyanezzel a pufferrel mostuk at a kolonnat, majd redukalt glutationt
tartalmazé oldattal elualtuk a felkotédott fehérjéket (20 mM Tris-HCI, 10 mM redukalt
glutation, pH = 8,0). Ezutan fuzidés fehérjét tartalmazo a frakciokat Osszegytjtve
Prescission proteazzal hasitottuk le a fehérjéinkrdl a GST fuzids részt. A proteazt a fent
leirtakkal megegyez6 mdodon baktériumokban allitottuk elé és ugyanugy GST affinitas
kromatografidval tisztitottuk. A hasitas fehérje:protedz 7:1 molardnyban tortént egy
¢jszakan at, 4 °C-on. A lehasitott GST részt, illetve magat a GST-3C Prescission
proteazt GST oszlopra felkotottiik, és a fehérjéinket atfolyd frakcioban gytjtottiik.
Tisztasagukat SDS-PAGE segitségéevel ellendriztiik, amit nem itéltiink megfelelonek,
ezért egy tovabbi ioncsere kromatografids elvalasztast végeztlink. Kationcseréld
oszlopot hasznaltunk (Source 30 S 16/12), amelyet a minta feltoltés elétt 20 mM
HEPES pH 7,7 pufferrel ekvilibraltunk, majd a minta feltoltés és mosas utan,
ugyanebben a pufferben 1év6 ndvekvé NaCl koncentracioval gradiens eltciot
alkalmaztunk. A fehérjénk 0,33 M NacCl jelenlétében elualodott. A megfeleld frakciokat
SDS-PAGE segitségével ellendriztiik, majd azokat dsszedntve toményitettiik (Vivacell

70) a tovabbi kisérletekhez.

Fehérjekifejezés fzios rész nélkiil: A fenti AN25-NColE7, AN4-NColE7-C*fehérjéket
fuzios rész nélkiil is eloallitottuk: pET21a vektorba ligaltuk a AN25-NCoIE7 és AN4-

NColE7 fehérje génjét, majd a fent leirt modon megfeleld baktériumokba jutattuk,
kifejeztettiik a fehérjéket, majd elkiilonitettiik a nem kivant sejttormeléket. Miutan a
fehérjét tartalmazo feliiliszd frakci6 a rendelkezésre allt, kationcseréld oszlopra
toltottiik fel (Sepharose Fast Flow SP 16/10) az ekvilibralashoz és mosashoz szintén 20
mM HEPES pH = 7,7 puffert hasznaltunk és az elualashoz szintén gradiens eluciot 0-1
M NaCl. A kromatografias csucsot itt is 0,33 M NaCl jelenlétében detektaltuk, SDS-
PAGE alkalmazéséaval ellendrizve a frakcidkat, egy ujabb kationcserés elvalasztast
végeztiik, amely teljes mértékben megegyezett a fent emlitett kationcserés elvalasztassal
(Source 30 S 16/10 kolonna, ,,A” puffer. 20 mM HEPES pH = 7,7, ,,B” puffer: 20 mM
HEPES pH = 7,7 + 1,0 M NaCl). A masodik kationcsere utan a frakciokat SDS-PAGE
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segitségével ellendriztiik, majd a megtisztitott fehérjéket Osszedntve toményitettiik

(Vivacell 70).

Ezeket a fehérjéket a szokvanyos LB tapoldat mellett M9 minimal tapoldatban is
eléallitottuk és a fenti mdodon megtisztitottuk. Ezen tdpoldatban a baktériumok
novekedése lassabb, ezért a 650 ml tapoldatot IPTG hozzdadas utdn egész ¢éjszakan at,

20 °C-on inkubaltuk 250 rpm sebességli razatas mellett.
4.6. Tomegspektrometria (ESI-MS)

A tomegspektrometria az ionizalt atomok, molekulak tomeg/toltés hanyadosa
alapjan torténé szétvalasztasan alapul (4.6.1. abra). A mérés alapvetd 1épései a
kovetkezok: vakuumban elparologtatatott és ionizalt molekuldk oldata gazfazisti ionokat
eredményez, ahol az ionok szétvalasztasa térben és id6ben az m/z hanyados alapjan
torténik, majd a kiilonb6z6 m/z értékhez tartoz6 molekulaionokat megfeleld detektorral
érzékelik. Tobbféle ionizalasi modszer koziil a makromulekuldk, fehérjék vizsgalatara a
kiméletes ESI (Electrospray lonization) és MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption
Ionisation) alkalmazasa bizonyult sikeresnek. Az ESI atmoszférikus nyomaéason,
folyadékfazisbol torténik. Az elektromos tér hatdsara toltott apro cseppek jonnek 1étre,
amelyek tovabb zsugorodnak az olddszer elparolgasaval, egyre nagyobb toltéssel
rendelkeznek, majd gazfazisti ionok képzddnek beldliikk. A mintabevitel egy vékony
kapillarison keresztiil térténik, ahol alacsony aramlasi sebesség mellett viszonylag nagy

fesziiltség hatasara (2-5 kV) jon 1étre az ionizacio.

Gaz kapillaris

L ey, & + .

+ Minta oldat Toémegspektrométer

O
Fesziiltség

Vékum

4.6.1. abra: ESI-MS sematikus abraja [87].
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Az alkalmazott fesziiltség lehet pozitiv és negativ. Pozitiv-ion modban pozitiv
toltésti ionok képzddnek az alkalmazott pozitiv fesziiltség hatasara. A kapillaris végén,
a folyad¢k hatarfeliiletén felgyiilemlenek a pozitiv toltésii ionok, mig a negativ toltéstiek
a pozitiv toltést kapillaris fala felé vandorolnak. A pozitiv toltések miatt fellépd taszitod
erd kup formaju folyadékfeliiletet eredményez. Az alkalmazott magas fesziiltség miatt a
pozitiv toltések kozotti taszitas nagyobb lesz, mint a feliileti fesziiltség, igy a kap végét
toltéssel rendelkezd cseppek hagyjak el. Az oldoszer folyamatosan elparolog a
cseppekbdl, melyek ezért egyre kisebb méretiieck lesznek, azonban a toltésiik
ugyanakkora marad, majd amikor a taszitd er6 nagyobb lesz, mint az dsszetartd erd,
kisebb cseppekre esik szét. Ez addig folytatodik, amig a cseppek atmérdje a
nanométeres tartomanyba nem esik. Az ionforrdsban eldallitott ionok fesziiltség
hatdsdra tovabbhaladnak az analizitor fel¢, ahol tOmeg/toltés ardny szerint
elkiiloniilnek. A nano ESI-MS hasznalatakor, egy vékony kapillaris segitségével
torténik a minta porlasztasa. Az 1-2 pm atmérével rendelkezd kapillarisban az aramlasi
sebesség 20-50 nL/perc, ami egy kisebb elsédleges cseppméretet eredményez. Ez

hatékonyabb ionizaciot és nagyobb toleranciat biztosit a sdszennyezddéssel szemben.

Tobbféle analizator koziil a repiilési idé analizator (TOF) a legelterjedtebb. A
TOF az ionforrastol a detektorig megtett id6t rogziti. A toltéssel rendelkezd részecskék
elektromos térben a toltésiikkel aranyos kinetikus energiara tesznek szert. Er6térmentes
térbe 1épve az azonos kinetikus energidju, de eltérd tomegii ionok elkiiloniilnek és eltérd
idoében (kisebb tomeglieck gyorsabban, nagyobbak lassabban) érik el a detektort. A
replilési 1d6 az ionforras-detektor tdvolsdg, gyorsitd fesziiltség és a fajlagos tomeg

fliggvénye.

AN25-NColE7, AN4-NCoIE7-C* fehérje vizsgalatanak koriilményei:

Tomegspektrometrias mérések egy LCT Premier (Waters) nano ESI
berendezésben TOF detektorral torténtek Daniaban (Technical University of Denmark).
A berendezés kalibracioja 50% 2-propanolban feloldott 100 mg/ml Csl-dal tortént 600-
12000 m/z tartomdny kozott. 3 ul fehérjeoldatot Au/Pd boritdsu boroszilikat
tivegkapillaris tibél (Prexon) jutattuk a késziilékbe. A fehérje koncentracidja 10-20 uM
kozott volt 100 mM ammonium-acetat oldatban (Sigma). A ti fesziltsége 1200 V, a
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kap fesziiltsége pedig 50 V volt. 100 uM Zn(acetat),-oldatot adtunk a 20 puM-os

fehérjeoldathoz 1:1 mdlarany eléréséig.

4.6. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A cirkularisan polarizalt fény és optikailag aktiv anyag kdlcsonhatasan alapuld
cirkuléris dikroizmus (CD) spektroszkopiai eljaras kiralis molekulak, mint pl. a fehérjék
szerkezetére, illetve kolcsOnhatasaik soran bekovetkezo szerkezetvaltozasukra nézve ad
informaciot. A jobbra ¢és balra cirkularisan poldros fénysugarat a kiralis minta
kiilonbozé mértékben nyeli el. Ezt a kiilonbséget, vagy a kilépd fénysugar ellipticitasat
abrazolva a hullamhossz fliggvényében kapjuk a CD spektrumot. A biomolekulak nagy
részében taldlunk egy vagy tobb kiralitds-centrumot, ami az optikai aktivitast
eredményezi. A fehérjék szerkezetvizsgalatanak esetében foként az UV hulldmhossz-
tartomany informativ. 180-250 nm k6zo6tt az amid-kromoforok elnyelési tartomanyaban
a spektrum alakja ezen csoportok egymashoz viszonyitott helyzetére jellemzd. Azaz a
masodlagos szerkezetre (a-hélix, B-redd, stb.) nézve kapunk informaciot. Legnagyobb
intenzitasu CD jele az o hélix szerkezetii fehérjéknek van, mivel a kromoforok
parhuzamos 4llasa a legnagyobb erdsitési effektust hozza létre. A kozeli UV
tartomanyban 250-350 nm ko6zott megjelend sdvokat a konjugalt kettds kotést, €s/vagy
aromas gyulriket tartalmazo oldallancokat, illetve azok egymashoz viszonyitott
helyzetét hatdrozza meg. Azaz a fehérje harmadlagos szerkezetére nézve is nyerhetiink

informaciot ezzel az eljarassal.

A CD méréseket eleinte Jobin-Yvon CD6 miiszeren végeztik, majd az UV
tartomanyban megbizhatobb SRCD (Synchrotron Radiation Circular Dichroism)
mérésekeket végeztink az ASTRID szinkrotonhoz épitett CD spektroszkdpon
Daniaban. (University of Aarhus, Denmark). Az 6sszes spektrumot 1 nm-es 1éptékben,
2 masodperc integracios idével 0,1 mm-es kvarc kiivettaban (SUPRASIL, Hellma
GmbH, Germany) 175-260 nm hulldmhossz tartomanyon mérte a témavezetom. A mért
komponenseket Tris-HCI pufferben oldottuk fel. Az alkalmazott pH 7,4 volt. A pH-t
HCI és NaOH segitségével allitottuk be. Az alkalmazott fehérjekoncentracid ~1,0x107
M volt.
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4.7. Rontgen krisztallografia

Fehérje-kristalyositas

Egy fehérje 3D szerkezetének megfejtéséhez annak kikristalyositdsan keresztiil
vezethet az t. A kristalyositas csak megtisztitott, szennyezédésekt6l mentes fehérjébdl
lehetséges. A fehérjeoldatbdl olyan egykristalyt kell noveszteni, amely alkalmas a
rontgen-sugarzas diffrakciojat eldidézni. A fehérje tulajdonsagain tal is sok tényez6 hat
a kristdly kialakulasara: pH, fehérje-koncentracio, hémérséklet, hozzaadott sok,
kicsapdszerek, stb. A pH valtozasa modositja az oldallancok toltését, ezzel magat a
szerkezetet, de a molekuldk egymas kozotti kolcsonhatasait, illeszkedését is.
Kicsaposzerként az ammonium-szulfatot és a polietilén-glikolt hasznaljak széles

korben.

A fehérjék kristalyositasara legelterjedtebben a gbézdiffuzié elvén alapulod
modszereket alkalmazzak, ezen belil is il6-, és fiiggdesepp eljarasok kiilonithetdk el.
Mindkét esetben a csepp tartalmazza a megtisztitott fehérjét, puffert, ami a tartaly aljan
magasabb koncentracidban jelenlévd puffer-kicsapdszer oldattal egyensulyba keriil. A
rendszer légmentes Osszedllitdsa utan ugyanis a cseppbdl vizmolekuldk lépnek ki az

egyensuly bealltaig.

A fehérjekristalyositas fazisdiagramja (4.7.1. abra) jol szemlélteti, hogy a fehérje és a
kicsaposzer koncentracidja hogyan befolydsolja a kristdly novekedését. A fehérje
oldhatosagi (telitési) gorbéje hatarolja el egymastol az alul-, és taltelitett allapotot. Az
alultelitett allapotban spontan gocképzddés nem indul el, a fehérje oldott allapotban
van. A telitett allapotot egy kétdimenzids oldhatosagi gorbe jellemzi, amelynek mentén
a spontan gocképzddés szintén nem indul meg, a hozzaadott kristaly nem oldodik vissza
¢és nem is noveli méretét. A metastabilis tultelitett zonaban sincs gocképzddés,
ugyanakkor a hozzaadott kristaly novekedésnek indul, mig a labilis tultelitett zonaban
mar a gocképzddés is megjelenhet. A leginkabb tultelitett zondban amorf csapadék

valik ki, amely nem kedvez a kristalyndvekedésnek.
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4.7.1. abra: Fehérjére vonatkozo fazisdiagram.
Szerkezet analizis

Szabalyos fehérje egykristaly eldallitisa meglehetdsen bonyolult feladat. Sok szaz
kiilonb6z6 koriilmény parhuzamos beallitdsa mellett, majd a biztaté eredményt mutatd
oldatdsszetételek tovabbi optimalizalasa révén juthatunk el olyan kristdlyokhoz, melyek
képesek olyan rontgen-diffrakciot el6idézni, melybdl megfejthetjik a molekula
szerkezetét. Ahhoz, hogy a fehérje molekula szerkezetét atomi szinten lathassuk, olyan
sugarzasra van sziikség amelynek hulldmhossza az atomok kozotti tdvolsaghoz hasonlo
(0,1 nm, azaz 1 A hulldmhosszisagh rontgen sugarzas). Egyetlen molekulabol szarmazo
diffrakci6 nagyon gyenge lenne, ahhoz hogy szdmottevd informaciora tehessiink szert
beldle. Ezért sziikséges jol rendezett, haromdimenzids kristaly eléallitasa ahol sok
molekula rendezddik kristallyd. Min¢l nagyobb és jobban rendezett a fehérjekristaly,
annal nagyobb szogli és felbontasti rontgen-diffraktogramot eredményez, ami a
szerkezet megfejtését konnyebbé teszi. Mivel a rontgen-sugarzas diffrakcidja az
elektronokon jon létre, ezért a szerkezet meghatarozasa a rontgen-diffraktogrambol
szamithat6 elektronsiiriiség térkép alapjan torténik. A kristaly ugy viselkedik, mint egy
haromdimenzids racs, ami a konstruktiv és destruktiv interferencia effektusokat adja a
diffrakcios mintazatban. Ez a detektoron, diszkrét pontokként jelenik meg. Minden
egyes reflekszio informaciét hordoz az Osszes atomrdl a szerkezetben és forditva,
minden atom hozzajarul minden egyes reflekszié intenzitasdhoz. Mint minden
elektromagneses sugarzasnak, a rontgen-sugarzasnak is van hullamtermészete, azaz
amplitidoja és fazisa. Ahhoz, hogy a diffrakcios mintazat értelmezhetd legyen, mindkét
informaciora sziikség van az Osszes reflekszidora vonatkozoan. Azonban a fazisra

vonatkoz6 informaciok elvesznek az adatgylijtés soran. Az elektronstriiség térkép
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kiszamitdsa utdn juthatunk hozza a fazisokra vonatkoz6 adatokhoz. A diffrakcids

adatokbol eldszor is meg kell hatarozni a kristaly szimmetridjat, cella paramétereket, a

crcr

crer

figgben ez 30-180 fok tartomanyban valtozik. A szerkezet vizualizalasdhoz a
fazisprobléma megoldasa vezet el, amire a makromolekulak esetén leggyakrabban két
modszert hasznalnak. Az elsé lehetdség a molekula-helyettesités modszere, ami akkor
hasznalhato, ha 1étezik mar hasonl6d fehérjére megfejtett kristalyszerkezet. Ilyenkor a
mar létez6 molekulaszerkezet segitségével finomitjuk az uj adatsort, mindaddig, amig
megfeleld egyezést nem kapunk. Ha erre nincs mdd, akkor az Un. izomorf helyettesités
modszere nyljt segitséget, ahol specifikus helyekre egy vagy tobb nehézatomot
¢épitenek be. A nehézatomok elektronsiirlisége nagyobb, igy mérhetd intenzités-

kiilonbséget okoznak a diffrakcios mintazatban.

Rontgen
forras

Rontgen
sugar

Egykristaly ~

Detektor / J i
(film) YN

\ / ‘/ .‘"l‘l " ‘l“"‘.

4.7.2. abra:A rontgen-sugarak szorddasa a fehérje egykristalyon, az abbol szarmaztathaté rontgen-

diffraktogram illetve az elektronstirliség térkép lathat a fenti abran [88].

A modell épitésénél az elektronsiiriiség-térképbdl nyeriink informaciokat az atomi
koordinatdkra nézve, ami egyszerlibb a molekula helyettesitéses modszer
alkalmazasakor, mivel mar rendelkezésre allnak kozelitdo atomi koordinatak. El6szor a
fehérjevaz illesztése torténik meg, majd ha a felbontas lehetévé teszi, akkor a pontos
szekvencia szerinti oldallancokat épitjiik fel. A részletek mélységének vizualizalasa
fiigg a felbontastol és a fazismeghatarozas mindségétdl. Ha mar egy elsddleges modell a
rendelkezésiinkre all, akkor annak finomitdsa a kovetkezd 1épés, ahol a fazisok
finomitasa egy jobban definialt elektronsiirliség térképet és igy pontosabb modellt
eredményez. Ezen szakasza a szerkezetmegfejtésnek aprélékos munka, ami vagy

eredményez jobb illeszkedést vagy nem. Mindenestre az illeszkedés mértékét jellemzd
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R faktornak, ami a modell és a bevitt adatok kozotti egyezést irja le, 25 % alattinak kell
lennie. Minél alacsonyabb az R faktor, anndl pontosabb illesztésrél, ¢és

szerkezetmeghatarozasrol beszélhetiink (4.7.2. abra).

A fehérje egykristaly elGallitasa daniai tanulmanyutam soran (University of
Copenhagen) tortént gyari kristalyosité teszt-sorozat (JCSG+, PACT (Qiagen), Index
(Hampton Research)) felhasznalasaval a AN4-NCoIE7-C* és a AN25-NColE7 mutans
fehérjék esetében. A kristalyositas soran iilécsepp modszert alkalmaztunk, ahol Oryx 8
folyadékkezeld robot (Douglas Instruments) segitségével allitottuk 6ssze az MRC-2
csepplemezeket (Douglas Instruments ). A végleges csepptérfogat 0,3 pl volt 3:1 és 1:1
fehérje: kicsaposzer aranyban. A fehérje egykristalyt JCSG+ teszt-sorozat Al helyén
detektaltuk. A kristaly 28 mg/ml-es fehérje 1:1 fehérje:kicsaposzer aranynal nétt, ahol a
kicsaposzer Osszetétele a kovetkezo volt: 0,1 M litium-szulfat, 50 mM natrium-acetat
pH 4,5, 25% m/v PEG 400. A kristalyt az 0sszeallitast utan egy honappal detektaltunk

szobahOmeérsékleten.

A rontgen diffrakciés adatgytijtés Svédorszagban (MAX LADb, Lund) zajlott. A
fehérjekristalyt folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottuk. Az adatgyiijtés 1,6 A
felbontasig tortént (F.3. tablazat). Az adatok indexelése, integralasa, az XDS, illetve
XSCALE program segitségével tortént. A szerkezet megfejtése a MOLREP (CCP4),
molekula helyettesitéses modszerrel a Refmac5 és Coot (Emsley) programok
alkalmazasaval, dan egyiittmiikod6 partnereink segitségével, Toth Eszter Msc hallgato

részvételével tortént.

4.8. Magmagneses rezonancia spektroszképia (NMR)

Az NMR spektroszkopiat egyre elterjedtebben hasznéaljak a makromulekuldk
oldatbeli szerkezetének meghatarozasara. A magneses momentummal rendelkezd
magok magneses térben, eredd spinjik értéke altal meghatarozott (2I+1) szam,
kiilonb6zé energidjui  allapotot vehetnek fel. Mégneses rezonancidnak az ezen
energiaszintek kozotti  atmenetet nevezziik, amely egy megfeleld energiaju

eletromagneses sugarzas elnyelése altal lehetséges (4.8.1 abra). Az NMR
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spektroszkopia alkalmas lehet a makromulekulak szerkezetének vizsgalatara, illetve

azok dinamikai sajatsagainak jellemzésére.

'(%)Bspin

Atmenet a spin
allapotok
(AE)

—p.

kozott
a2
o spin
> S,

Mégneses térerd —

Energia

4.8.1. abra: Kiilonb6z6 energiaértékekhez tartozd spinallapotok a magneses momentummal rendelkezd

magok esetében. Az energiakiilonbség a magneses térerd fliggvényében valtozik [88].

Az NMR mérésekhez sziikséges jelzett fehérjét *C-t, illetve N-t tartalmazé an. M9
minimal tapoldatbol allitottuk el6 (5.3.3. fejezet). A fehérje kitermelése ilyen
koriilmények kozott: 500 ml tapoldatbol 2,3 mg AN4-NCoIE7* A mérések 140 ul, 9
mg/ml fehérjekoncentracié, 15 mM NaCl koncentracié mellett, 95% HEPES-D18
oldészerben (pH = 7,12) torténtek. A spektrumokat 500.13 MHz-en miikodé Bruker
Avance DRX 500, NMR késziileken rogzitettiik szobahdmérsékleten.

4.9. Fluorimetria

Az él6 szervezetekben el6fordul6 szabad Zn**-ionok vizsgalatara szdmos fluoreszcencia
-alapt cink-probat fejlesztettek ki, amelyek koziil a legnépszeriibbek a kinolin-egységet
tartalmaz6 molekulak, mint pl. a TSQ, azaz a 6-metoxi-(8-p-toluolszulfonamid)-kinolin
és szarmazékai. Ezek a molekulak 2:1 arany komplexet képeznek Zn®*-ionnal 4
nitrogén donoratom koordinacidjan keresztiil. A 4.9.1. abra ennek a komplexnek a

szerkezetét szemlélteti.

=

o=5S7
| 0=>35y

N N OCH,
H,CO /Z" j?
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\
S
Zn(2-Me-TSQ),

4.9.1. abra: A TSQ metilezett szarmazéka, Zn**-ionnal alkotott 2:1 komplexben.
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Az altalunk hasznalt fluorofor a fenti TSQ vegylilet sav szarmazéka (TFLZn-proba),
amely vizoldhato vegyiilet és mas kationokkal szemben nagy Zn?*-szelektivitast mutat.
Affinitisa a Zn®*-ionok irant elegendSen nagy biologiai koriilmények kozott 16vé
szabad Zn**-ion megkétéséhez (Kg ~ 20 pM), nem elég nagy viszont, a fehérjékben
koordinalodott Zn?*-ion elvonasahoz. Zn?*-ion jelenléte nélkiil a TFLZn Kkis
fluoreszeenciat mutat, mig 100 pM Zn?*-ion jelenlétében mintegy 100-5z0ros
intenzitdsnovekedés tapasztalhatd. A gerjesztési €s emisszids spektrum maximuma

rendre 360 nm és 498 nm.

40



5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1. A HNH motivum eloallitasa és vizsgalata

Els6ként a colicin E7 C-terminalis katalitikus kdzpontjat alkot6 HNH motivum
eléallitasaval foglalkoztunk, mivel irodalmi adatok attekintése alapjan (3.3.2. fejezet)

feltételeztiik, hogy a nukleaz aktivitas ennek a motivumnak tulajdonithato.

5.1.1. A HNH motivum génjének eléallitasa

A colicin E7 fehérje nukledz doménjét (NColE7) kodolé DNS szakaszt, plazmid
vektorba agyazva (pQE70-NColE7/Im7), egy taiwani kutatocsoporttdl kaptuk meg [55].
A C-terminalis HNH motivum génjét (5.1.1.1. abra) e DNS szakaszrol PCR

segitségével sokszorositottuk. Ehhez els6ként megfeleld primereket terveztiink,

rom

figyelembe véve olyan 1épéseket is, amelyek késobbi munkénkban segitettek.

NcoI
\ A
5’ GCCATGGTTTCAGGGAAGAGAACTTCATTCGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTC

3’ CGGTACCAAAGTCCCTTCTCTTGAAGTAAGCTCGAAGTAGTACTCTTCGGCTAGTCGGTTTTACCACCACAG

TATGATATGGATAACATCAGCGTGGTAACACCTAAAAGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAGTCGAC3’
V

ATACTATACCTATTGTAGTCGCACCATTGTGGATTTTCCGTATAACTATAAGTGGCTCCATTTATCAGCTGS”
Salr

5.1.1.1. abra: A colicin E7 HNH motivumat kodolé DNS szakasz. Félkovérrel és alahtizva a PCR-hez
szikkséges primerpar szekvencidja lathato. Kék (Ncol) illetve lila (Sall) szinnel a restrikcios
endonukledzok altal felismert szekvenciat, haromszoggel a hasitasi helyeiket, mig sziirke hattérrel a
fehérjeszintézis végét jelentd STOP kodot jeldltik. Az 5°->3° primerben két tovabbi nukleotid
beépitésére keriilt sor, mivel a fehérjekod az Ncol hasitasi hely ATG (kék) bazisharmasatol kezdddik, ami
egy metionin aminosavat kodol. Ez egy eltolodott olvasasi keretet és igy egy mutans fehérjét
eredményezne. A beépitett TT nukleotid (sziirke) GTT koddal, azaz egy N-terminalis Val aminosavval
egészitik ki az eredeti 42 tagbol allo motivumot. igy a fehérje szekvencidja a kovetkezd lesz:
MV53,SGKRTSFELHHEKPISQNGGVYDMDNISVVTPKRHIDIHRGK 57

A PCR sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztik. A HNH motivum
génjét 129 nukleotid alkotja, amihez hozzdadddnak a primerekben szerepld toldalék

szekvenciak (restrikcios helyeket kodold részek, stop kod). Ezért a 143 bazispar (bp)
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hosszusagu termék sikeres reakcio esetén, a 100 és a 200 bp hosszasagi marker DNS

jelek kozott detektalhato (5.1.1.2. abra).

M \% HNH

500bp—»a s it
-
— —

143 bp ==

5.1.1.2. abra: A HNH motivum génjének PCR terméke (3.0szlop) 1,5%-o0s agardz gélen futtatva. Az els6
oszlopban 100 és 1000 bp kozott, a 100 bazisparonként elkiiloniilé marker jelek lathatok (M). Az 500 bp
méretli marker a tobbinél intenzivebb jelként a konnyebb azonosithatdsdgot teszi lehetové. A masodik

oszlopban templatot nem tartalmazé vak minta lathato (V).

5.1.2. A HNH motivum génjének beépitése cirkularis DNS molekulakba

A PCR segitségével eldallitott, agar6z gélen ellendrzott HNH motivum génjét

elséként pTZ57R klonoz6 vektorba (F.4. abra) épitettiik be a szekvencia ellendrzése
céljabol. A restrikcios enzimek nélkiili (T/A) klonozas ennél a kisméreti DNS-nél
biztonsagosabba teszi a vektorba torténd ligalast.
A transzformalas soran (részletesen lasd a 4.3. fejezetben) a pTZ57R-HNH plazmidot
DH10B E. coli baktériumtorzs kompetens sejtjeibe juttattuk, amely ampicillin-
rezisztenciat biztositott a sejteknek. A megfeleld taptalajon (ampicillin-tartalmu LB)
torténd szaporitds utdn, egyetlen baktériumteleprdl vett mintabol kiindulva, 4 ml
tapoldatban (LB amp) tenyésztett kulttirabol elegendé mennyiségli DNS-t izolaltunk a
DNS szekvencia ellenérzése céljabol. A szekvendlas igazolta a nukleotid sorrend
helyességét.

Az 5.1.1.1. abran lathato primerek lehetové tették, hogy a HNH gént egy jol
szabalyozott, fehérjekifejezésre optimalizalt plazmidba is beépithessiik. A
sokszorositott pTZ57R vektorbol az inzertet (HNH motivum génjét) az Ncol, Sall
restrikciés endonukledzok segitségével kihasitottuk. Ezzel parhuzamosan a pBAD24
vektort is elhasitottuk ugyanezzel a két enzimmel, majd a kihasitott rész helyére, DNS

ligdz enzim segitségével beillesztettiik a célszekvenciat.
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A pBAD24-HNH vektort fehérjekifejezésre alkalmas BL21(DE3) E. coli
baktériumtorzsbe juttattuk. Ezen vektor alkalmazéasaval a fehérjekifejezés arabindz
hozzaadasaval indukalhato. A fehérje kifejezddése az Ncol hasitdsi helyben
(CCATGG) 1évé ATG kodtol indul, igy egy 43 aminosavbol allo fehérje képzodik. A
fehérje termelését csokkentett alapszinten tart6 pBAD24 vektor, az esetleges toxikus
hatds miatt elényds. Az irodalmi adatokbol kideriil [88], hogy akar egy molekula
NColE7 kifejezddése is toxikus a baktériumsejt szamara, ezért az csak immunités-
fehérje (Im7) jelenlétében fejezhetd ki. Ez az eljards azonban esetiinkben nem volt
alkalmazhatd, ugyanis az Im7 kotéhely a HNH motivumon kiviili részen talalhato [89].

A termelddott fehérjét SDS poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) segitségével
probaltuk kimutatni, azonban a gélen a fehérje nem latszodott. Ennek oka lehet, hogy a
kisméretii fehérjét a baktérium protedz enzimei a termelddéssel parhuzamosan le is
bontottak. Ezért a kovetkezd 1épésben a HNH motivumot keriild uton, egy nagyobb
fehérjével torténd fuzidja, majd a fehérjeképzodés utan a fizids rész lehasitasa révén

probaltuk meg eldallitani.

5.1.3. Az ubikvitin (Ub) fiziéja a HNH motivumhoz

A pET vektorcsalad tagjai szintén fehérjekifejezésre alkalmas, IPTG-vel
indukalhato cirkularis DNS molekulak. Az eredeti pET26b vektorba (F.5. abra)
BamHI, Ndel restrikcios helyeket felhasznalva T4 DNS ligdz segitségével beépitették
az ubikvitin fehérje (Ub) génjét [90]. E folyamat pET26b-Ub vektort eredményezett,
amelyet BL21(DE3) E. coli térzsbe tartoz6 baktériumsejtekbe juttattunk, melyeket a
megfeleld kozegben elszaporitottunk (kanamicin anitbiotikum tartalmtt LB
tapoldatban).

A HNH-motivum génjét, az Ub génjének 3’-végéhez kapcsoltuk. A motivum
eldallitasat ugy terveztiik, hogy a fuzios fehérje termelddése utan az ubikvitint sziikség
esetén egy specifikus proteazzal (pCGl) lehasithassuk a HNH motivumrél. Ez a
folyamat "in vivo" is megoldhato, mivel rendelkezésiinkre allt egy olyan plazmid, mely
a pCGl proteazt kodolta [90]. gy a baktériumsejtekbe a specifikus hasitast végzo
protedz plazmidjat is bejuttattuk. Parhuzamos fehérjekifejezést indukalva a HNH

fehérje megjelenését vartuk.
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A protedzzal torténd hasitas soran az Ub és a HNH szekvencidk kozé
beékelddott két uj aminosav (SM) a HNH motivum N-terminalis végén maradt. Ezek az
aminosavak a képz6doé fehérje fémionkotd képességét varhatdoan nem befolyasoljak.

A vektorba beépitett DNS szakasz nukleotid-szekvenciaja a 5.1.3.1. abran lathatd, az

ez alapjan termelddo fehérje aminosav-sorrendjével egyiitt.

ATGCAGATCTTCGTCAAGACTTTGACCGGTAAAACCATAACATTGGAAGTTGAATCTTCCGATACCATCGACAAC
M ¢ I F V K T L T G K T I T L E V E S S D T I D N
GTTAAGTCGAAAATTCAAGACAAGGAAGGTATCCCTCCAGATCAACAAAGATTGATCTTTGCCGGTAAGCAGCTA
v K s K I 9 b K E G I P P D OQ Q R L I F A G K Q L
GAAGACGGTAGAACGCTGTCTGATTACAACATTCAGAAGGAGTCCACCTTACATCTGGTCCTGCGTCTCCGCGGT
E DGR T L S DY NI O K E S T L H L V L R L R G
GGATCCATGGTTTCAGGGAAGAGAACTTCATTCGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTC
G S M Y S G K R T S F E L H H E K P I C
TATGATATGGATAACATCAGCGTGGTAACACCTAAAAGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAG

Y D M D N I S y y T p K R H I D I H R G K Stop

5.1.3.1. abra: Az Ub-HNH fuzios fehérjét kodoldo DNS szekvencia balrol jobbra 5°—3’ irAnyban, alatta a
bazisharmasokhoz tartozé kodolt aminosavak mutatjak az Ub-HNH fehérje aminosav-sorrendjét. Lila
szinnel és alahuzassal jeloltiik a specifikus proteaz hasitas utin a HNH motivumon maradt aminosavakat
(SM), a HNH motivum szekvencidjaban megérz6dott aminosavakat pedig ciklamen szin jelzi. Sziirke

hattérrel kiemelve BamHI restrikcids hasitasi szekvencia lathato.

A beépiilt két aminosav kovetkeztében 45 aminosavbol all6 HNH motivum
(5102,7 Da) fizidja a 76 aminosavbol all6 ubikvitinhez (8556,7 Da), tehat egy 13641,4
Da méretii, 121 aminosavat tartalmaz6 (Ub-HNH) fehérjét eredményez [96].

5.1.4. Ub-HNH fuzios fehérje kifejezése

Az Ub-HNH fuzios fehérjét BL21(DE3) E. coli sejtekben fejeztiik ki. Az Ub-
HNH termelodését és a proteaz hasitasanak eredményét SDS-PAGE, illetve
tomegspektrometrids modszerrel ellendriztiik. Ehhez megfeleld porusméretti gélt kellett
késziteni, amely alkalmas ilyen kis molekulatomegi fehérje kimutatasara. Amint azt az
5.1.4.1. abra mutatja, a sejtkivonatban megjelenik egy intenziv sav az Ub-HNH fehérje
(1. oszlop) méretének tartomanyaban. A protedz alkalmazéasakor (2. oszlop) ez a sav

eltlinik és helyette a 6,5 kDa méretli marker jel alatt jelent meg egy intenziv sav.
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Mindez arra utal, hogy az Ub-HNH fehérje és proteaz is kifejez6dott és az hatékonyan

mikddott.

Ub-HNH
Ub-HNH
+proteaz
Tisztitott
Ub-HNH
Marker

W 26 kDa

17 kDa

13,5 kDa
6 5 kDa

5.1.4.1. abra: Az Ub-HNH kimutatasa SDS-PAGE segitségével proteaz nélkiil kifejezve (1.0szlop),
valamint az ubikvitin-specifikus pCG1 proteaz parhuzamos kifejezésének és miikodésének szemléltetése

(2.0szlop).

A tovabbiakban a képzddott fehérjék kimutatdsa volt a célunk. Mivel az
ubikvitin (8,7 kDa) SDS-PAGE képen nem a molekulatomegének megfelelé helyen
jelenik meg, hanem épp a 6,5 kDa markerjel alatt, kizarolag poliakrilamid gélen torténd
elektroforézissel nem donthetd el, hogy a proteazzal torténd hasitas eredményeként az
Ub és a HNH is jelen van-e a sejtkivonatban. Ennek ellendrzésére tomegspektrometrias
mérést végeztiink. A tomegspektrum alapjan igazoltuk az ubikvitin jelenlétét, azonban a
HNH motivumot nem tudtuk kimutatni (5.1.4.2. abra), tehit a sejt azt valdsziniileg

ebben az esetben is lebontotta.

856.7
100 (+10)

7788 | 9516 1070.7
(+11) | (+9)  (+8)
738
% 7140
« (+12)

Intenzitas

500 = “ = 1000 = = - <1500 ¢ = - = 2000
m/z

5.1.4.2. abra: Az Ub-HNH fuzios fehérjét és a pCG1 proteazt kifejezé sejtkivonat ESI-MS spektruma,
ahol csak az Ub fehérje jelenléte igazolhato (M, = 8556,7 Da).

45



5.1.5. Ub-HNH ftzios fehérje tisztitasa

A fentiek alapjan a pCGl a protedaz enzimmel péarhuzamosan kifejezve
elhasitotta az Ub-HNH fehérjét, majd a sejtek a HNH részt lebontottak. A HNH
motivum eléallitasdhoz vezetd kovetkezo 1épés igy az Ub-HNH fehérje és az ubikvitin-
specifikus protedz kiilon-kiilon torténd eldallitasa, tisztitasa, majd ezt kvetden a sejten
kiviili hasitas és ujabb tisztitds kivitelezése lett volna. Mivel ez hosszadalmas ¢és
bonyolult feladatnak igérkezett, el6szor az Ub-HNH fehérje nagymennyiségii
kifejezését kezdtiikk el tovabbi vizsgalatok céljabol. A fuzids fehérje tisztitasat két
lépésben végeztik. Elsdként egy foszfocelluloz, majd egy gélszir6 oszlopon
valasztottuk el a fehérjét a baktérium egyéb fehérjéitél. E folyamat 25 mg tiszta Ub-
HNH-t eredményezett egy liter tdpoldatbol. A masodik tisztitasi 1épés, azaz a
gélsziiréses oszlopon végzett elvalasztas kromatogramyja, illetve a frakcidkhoz tartozé
SDS-PAGE gél képe az 5.1.5.1. abran lathato. A gélképen egy fehérje jelenléte
detektalhat6 az Ub-HNH 13641,5 Da molekulatomegének megfelelden.

mAU 11 12 13 M
50 B A e ——— “‘!
S 60+ X
t
:‘é M 26,6 kDa
+= 404
g s 16,9 kDa
= 204 n 13 — 14,4 kDa
//\’\\ 6,5 kDa
0—
1 T T T w T
40 60 80 100 120 ml

Eluens térfogats (ml)

5.1.5.1. abra: Az Ub-HNH masodik tisztitasi 1épésének kromatogramja (Superdex 75 oszlop), illetve a
frakciokat abrazolo SDS-PAGE gél képe. A kromatogramon a fekete szakasz jeloli 10, 11, 12 frakciokat.
A gélen két tisztitas eredménye lathatod, ahol piros keretes rész jeloli a megfeleld frakciohoz tartozod

mintakat. Az adatgytijtés két hullamhosszon tortént 280 nm (kék), 236 nm (piros).

5.1.6. Ub-HNH Zn**-kétésének vizsgalata

Egy ilyen nagy mennyiségben kifejezd6 fehérje nem lehet toxikus a sejtek
szamara, azaz nem rendelkezik nukleaz aktivitassal. Ennek tobb oka is lehet, mint pl.
az, hogy nem kot meg Zn**-iont, amirél tudjuk, hogy elengedhetetlen a katalitikus

aktivitas kifejétéséhez. Elsoként ezért a megtisztitott Ub-HNH fzids fehérje Zn**-
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kotését vizsgaltuk meg tomegspektrometrias és CD spektroszkopids eljarassal. A
fehérjeoldatunkat négyszeres Zn**-felesleg jelenlétében inkubaltuk 0,1 M ammoénium-
acetat pufferben (pH = 8,0). Az ESI MS spektrum kiilénboz6 t6ltésii ionok jellegzetes

mintazatat mutatta. A tomegspektrum kiemelt részletét 5.1.6.1. abra mutatja.

Ub-HNH+8H*+Zn2*
1371.48

Ub-HNH+6H*+2Zn2* »
1377.81 =

Ub-HNH+10H*
1365.11

100 7

=Y

Intenzitas
al
o

T T T T
1360 1380 1400

m/z
5.1.6.1. abra: Ub-HNH fehérje tomegspektrumanak részlete, négyszeres feleslegben alkalmazott Zn**-
ionok jelenlétében 0,1 M ammonium-acetat pufferben (pH = 8,0). Az inzert a teljes m/z spektrumot

mutatja.

A tomegspektrum (5.1.6.1. abra) kiemelt részlete intenziv csiicsot mutat 1365,1
m/z értéknél, ami a fémion nélkiili Ub-HNH + 10H" fehérjéhez rendelhets. Emellett
1371,4 m/z értékhez tartozd intenziv cstcs ugyanakkora toltésnél, de eltérd
molekulatémegnél a fémion-tartalmi Ub-HNH +8H* + Zn?* kialakulasara enged
kovetkeztetni. A fenti értékekbdl szamitott molekulatomegek 13641,1 Da, illetve
13706,8 Da, amelyek kozotti kiilonbség megfelel egy Zn®*-ion tdmegének.

A hisztidin oldalldincok deprotonalédasa pH 5,3-7,5 tartoméanyba esik, ami
egybevag a logk 6,3-6,5 értékekkel (k mikrokonstans NMR mérések alapjan [91]).
Tehat pH = 8,0 értéknél ezek az oldallancok deprotonalodnak, koordinéacids helyet
biztositva ezzel a Zn?*-ionnak, azaz feltételezhetd, hogy a Zn?*-komplexek nem proton-
cserélddéssel alakulnak ki. Az Ub-HNH + 10H" pozitiv tdltéssel tehat nem feltétleniil az
Ub-HNH +8H" + Zn** komplex prekurzora. 1371,4 m/z értéknél 1év8 csucshoz

rendelheté komplexek a kovetkezd egyensulyok alapjan képzédhetett:
Zrft + LHY —— Z n LAY 4 pye

ahol a=7-16 ,b = 0-3 az 5.1.6.1. tablazatban. A kérdéses 1371,4 m/z érték all,3; 10,2;
9,1; 8,0 a,b parokbdl egyarant kiszamithato.
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5.1.6.1. tablazat: Az Ub-HNH fehérjére vonatkozd szamitott m/z értékek a koliinb6z6 protonaltsagi
allapotokban, fémion hianyaban és jelenlétében, feltételezve, hogy a fémion harom (a), kett6 (b), egy (c)
protont cserél le, illetve egyet sem, azaz a mar deprotonalddott hisztidin oldallancokhoz koordinalodik,

nem pedig proton leszoritasa utjan jon létre a komplex (d).

Ub-HNH 853,59 910,43 975,39 1050,35 1137,79 1241,14 1365,15 1516,72 1706,19 1949,79 2274,58
+Zn?+a 914,57 979,82 1055,12 1142,96 1246,77 1371,35 1523,61 1713,94 1958,64 2284,92 2741,70
+Zn?*b 857,47 914,57 979,82 1055,12 1142,96 1246,77 1371,35 1523,61 1713,94 1958,64 2284,92
+Zn2e 807,09 857,47 914,57 979,82 1055,12 1142,96 1246,77 1371,35 1523,61 1713,94 1958,64
+Zn2+d 762,31 807,09 857,47 914,57 979,82 105512 114296 1246,77 1371,35 1523,61 1713,94

+2XZn%d 689,28 725,50 765,75 810,74 861,34 918,70 984,25 1059,88 1148,13 1252,41 1377,55

Az ESI-MS spektrumon (5.1.6.1. abra) olyan csucs is lathaté melynek alapjan
az Ub-HNH fehérjéhez két Zn*-ion is kotddik. Ennek a csticsnak az intenzitisa
azonban joval kisebb, mint a monokomplexé. Még huszszoros fémion-felesleg esetében
is csak nyomokban tapasztaltuk ezen forma megjelenését. A Zn**-ion kotésének pH
fiiggését pH = 8,0 és pH = 3,5 értéknél vizsgaltuk, dsszehasonlitva az Ub-HNH, illetve
Ub-HNH-Zn** rendszerek ESI MS spektrumat. Ahogy az a 5.1.6.2. bran lathato 3,5-s
pH-n mind Zn*-ionok jelenlétében, mind pedig hidnyaban felvettik a
tomegspektrumokat +16 protonaltsagi allapotig. A tomegspektrumokon csak a szabad
fehérjéhez tartozo jelek azonosithatok. Tehat az Ub-HNH fehérje nem képes megkotni a
Zn**-iont abban a pH tartoméanyban, ahol hisztidin oldallancok protonalva vannak.
Azonban ha a pH = 8,0 értékre noveljiik a fehérjéhez tartozé csucs-csoportok eltolodnak
az alacsonyabb toltottségi allapotok irdnyaba, a +10-es protonaltsagi allapotnal
jelentkezik a maximum. Ezzel parhuzamosan megjelennek a Zn?*-komplexhez tartozo

csucsok i1s.
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5.1.6.2. abra: Az Ub-HNH fehérje kiilonb6z6 pH értékeknél felvett ESI-MS spektrumai: fémion
hidnydban pH = 3,5-nél (a), két ekvivalens Zn®*-ion jelenlétében pH = 8,0 értéknél (b), két ekvivalens
fémion pH = 3,5 értéknél (c). Bal oldalon a teljes spektrum lathato, jobb oldalon pedig egy kinagyitott

részlete +13-as toltésnél.

A fehérje Zn?*kotését CD spektroszkopias modszerrel is nyomon kovettiik. Az
els6 CD mérések nem mutattak szignifikans kiillonbséget az Ub-HNH fehérje fémion
jelenlétében ¢és hiadnyaban tapasztalt spektrumaban (pH = 7,5). Ezen késziilék
megbizhatosaga azonban 200 nm alatt megkérddjelezhetd. Ezért ugyanezeket a
méréseket SRCD berendezésen megismételtiik, €s kicsi, de reprodukalhatd eltérést
tapasztaltunk fémion jelenlétében ¢és hidnyaban: Zn**-ionok hozzaadisa a
fehérjeoldathoz a jel intenzitasanak potitiv iranyu eltolédasat eredményezte a 190-200

nm-es tartomanyban (5.1.6.3. abran ).

2.0 A
X
E 0.0 V PRy
@
S
2 50
2 Ub-HNH, pH = 7,5
o 5ekv. Zn?, pH=75
5 ekv. EDTA, pH=17,5
-4.0 T T T 1
180 200 220 240 260

Anm

5.1.6.3. abra: Az Ub-HNH fehérje SRCD spektrumai (pH = 7,5) Zn2+-hiényéban (piros), 6tszords fémion

felesleg jelenlétében (ciklamen), illetve EDTA feleslegben torténd hozzdadéasara (narancssarga).
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Hasonlo valtozast tapasztaltak az irodalomban a ColE9 nukleaz domén esetében
Zn**-ion megkotédésekor [58], ami utalhat a Zn®*-ion hatésara torténé kismértéki
masodlagos szerkezeti valtozasokra a NHN motivumban. A Zn*-ion hatéséra
bekovetkezo valtozas visszafordithatdo EDTA hozzaadasaval, aminek kovetkeztében a

fémionmentes Ub-HNH spektrumat kaptuk vissza.

5.1.7. A HNH motivum eléallitasa ubikvitin-HNH (Ub-HNH) fuziés fehérjébdl

Hogy meggy6zodhessiink arrol, hogy a fentiekben mért valtozasok valdban a
HNH motivum és a Zn?*-ion kélcsonhataséanak kovetkezménye, a HNH motivum
tulajdonsagainak tovabbi vizsgalata céljabol eldallitottuk a fehérjét fuzios fehérje
jelenléte nélkiil is. Mint azt mar az 5.1.4. fejezetben lattuk egy specifikus proteaz
hasitassal ugyan az ubikvitin fehérje lehasithato, de ez a folyamat a sejten beliil a HNH
fehérje lebontasahoz vezetett. Erre a problémara megoldast jelentene, ha in vitro hasitast
végezhetnénk. Ehhez azonban a tisztitott Ub-HNH fehérjének és tisztitott specifikus
protedznak is rendelkezésiinkre kell allnia. Ennek érdekében dontottiink ugy, hogy
mindkét fehérjét egy olyan toldalékkal allitjuk eld, mely affinitdas kromatografiaval
torténd tisztitast tesz lehet6vé. (A fentiekben részletezett in vivo hasitas utani sikertelen
detektalas utan a HNH fehérje tisztitasat két 1épésben lehetett volna megvaldsitani, egy
ioncseres ¢€s egy gélsziiréses modszerrel. Ebben az esetben maganak a fiziés fehérjének
a tisztitasa két 1€pés, majd a proteaz hasitds utan mind a proteaztol, mind az ubikvitintdl
meg kell szabadulnunk, hogy tiszta HNH-t kapjunk. Azaz minimum haromlépéses a
tisztitas, amely minden egyes Iépése optimalizalast igényel.)

Ezért az Ub-HNH génjét Gj plazmidba iiltettiik at: a pHUE vektorban (F.6.
abra) jelenlévd hexahisztidin toldalék az Ub-HNH N-termindlis részére kertiilt tovabbi
fuzios részként. A hasitas utan His-Ub rész a Ni2+-ionokat, mint Kkotéhelyeket
tartalmaz6 affinitds-oszlopon kétédve marad, mig a HNH szabadon lemoshatd. Az
elvalasztas soran pHUE/pHUsp2-cc rendszer eldnye még, hogy a hasitadst végzo
specifikus proteaz (Sp2-cc) is rendelkezik His fuzids résszel (His-pHUsp2), igy szintén
felkotodik az oszlopra. A tisztitast lényegesen megkonnyiti ezen Ni-affinitas
kromatografias 1épés bevezetése [62].

Az j HUE-HNH fuzios fehérjét E. coli sejtekben fejeztiik ki. Az elsé Ni-
affinitas tisztitdas utan HUE-HNH fehérjét valasztottuk el a baktérium tobbi fehérjéjétol
majd a pHUsp2-cc enzimmel emésztettiik. A HNH részt elvalasztottuk a lehasitott
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fazios résztdl illetve a proteaztdl (5.1.7.1.abra). Ezzel az eljarassal végiil 2,5 mg tiszta

HNH fehérjét kaptunk 1 liter baktérium-tenyészetbol.

Imidazol konc. (mM)
50 100 150 200 250 M

W 26,6 kDa

s 16,9 kDa

S 14,4 kDa
6His-Ub - e - .
S 6,5 kDa

HNH s s

5.1.7.1. abra: SDS-PAGE gélkép a HNH fehérje tisztitasanak eredményérdl a fazids részek eltavolitasa
utan. Az els6 oszlop a hasitas utani eltcids frakcid, amely a HNH motivumot tisztan tartalmazza. Mivel a

HNH motivumban jelenlévé négy hisztidin képes gyenge kodlcsonhatas kialakitasara az oszlopon kotott

s

s

résszel kotddo HUE fuzids rész is detektalhatd, illetve magasabb molekulatomegnél az alkalmazott

proteaz lathato.

5.1.8. A HNH motivum Zn**-kotésének vizsgalata

A HNH motivum Zn?*-kétését tomegspektrometrids modszerrel kovettiik
nyomon (ESI-MS, MALDI-MS). pH = 3,5 és pH = 8,0 kémhatasu oldatok mérését
végeztiik el. A magasabb pH-n a Zn?*-iont kotésben tarté fehérje aranya jelentdsen nétt,

de mindkét esetben mind az apo-, mind a holofehérje detektalhato volt (5.1.8.1.abra).

851.45
100 851.43

pH=35 pH=8.0

X

861.93

Intenzitas
o
o

861.95
872.42

LY W T Y

840 850 860 870 880 850 860 870 880
m/z m/z

5.1.8.1. abra: A HNH fehérje ESI-MS spektruma négyszeres Zn”"-felesleg jelenlétében pH = 3,5 (bal
oldal) és pH = 8,0 (jobb oldal) kortilmények kozott.
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A MALDI MS spektrumban huszszoros fémionfelesleg jelenlétében is a
tomegspektrum f6 cstcsa a szabad HNH-hoz rendelhetd. Emellett egyetlen tovabbi
csucs volt detektalhato, mely a HNH-Zn-fehérje komplexnek felelt meg (nincs az abran
bemutatva). Az SRCD mérések szerint Zn*-ion tavollétében nincs szignifikans
kiilonbség a fehérje szerkezetében pH = 3,0, illetve pH = 7,5 kémhatast oldatokban
(5.1.8.2. abra). Ugyancsak nem tapasztaltunk véltozast pH = 3,5-nél a Zn?*-ion
hozzaadéasa kovetkeztében. Viszont a HNH fehérje pH = 7,5 kémhatasu oldatahoz két
ekvivalens Zn®*-iont adva, kismértékii véaltozas figyelhetd meg a CD spektrumban pH =
7,5-nél, ami arra utal, hogy ilyen koriilmények kozott valtozds tortént a fehérje

masodlagos szerkezetében a fémion hatasara (5.1.8.2. abra).

0.0 1

X

S

% HNH, pH 7,5

8 -2.0 - HNH, pH 3,5

S

s

w

'4.0 T T T 1

180 200 220 240 260

Alnm

5.1.8.2. abra: A HNH motivum SRCD spektrumai. A pH hatasa (pH = 3,5 ill. pH = 7,5) a peptid

ey

Ez j6 visszaigazolasa annak, hogy az Ub-HNH esetében tapasztalt valtozasok
valoban a HNH részlet szerkezeti valtozasabol erednek, azaz az ubikvitin fzids rész
zavar6 hatasa elhanyagolhato. A CDPro programcsomag [92] segitségével végzett
szamitasok szerint a nagyobb mértékben rendezett szerkezeti elemek, mint az a-hélix,
illetve a B-red6 ardnyainak novekedése tapasztalhaté a fémion koordidncidjakor vizes
oldatban 20% TFE (trifluoro-etanol) jelenlétében (5.1.8.1. tablazat). Ugyanakkor 80 %
TFE jelenlétében, ahol a HNH fehérje foként a-helikalis szerkezetet vesz fel, fémion
hozzaadasara e masodlagos szerkezeti elem aranyanak csokkenése tapasztalhato a f3-
redok javara. Ezek alapjan valoszinlsithetd, hogy fiiggetleniil az olddszertdl, fémion
hozzadadasara a  kristalyszerkezethez kozelit6  oldatszerkezet kialakulasa a

kedvezményezett [53,55,75,78].
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5.1.8.1. tablazat: A CDPro programcsomag segitségével [92] masodlagos szerkezeti elemek szamitott

aranya szazalékban kifejezve.

puffer 209% TFE 80% TFE
Zn- Zn- Zn-
HNH HNH HNH HNH HNH HNH

a-hélix 6.0 7.0 16.0 21.0 40.0 34.0
B-redé  16.0 28.0 20.0 23.0 11.0 17.0
kanyar  23.0 24.0 23.0 22.0 22.0 20.0

egyéb  55.0 41.0 41.0 34.0 27.0 29.0

Fluoreszcencia spektroszkopias méréseket is végeztiink, hogy kideritsiik vajon a
HNH fehérje képes-e versenyezni a TFLZn fluoreszcens festékkel a Zn**-ion
megkotésében. Amennyiben a Zn(TFLZn), komplexb6l a HNH képes elvonni a
fémiont, annak fluoreszcencia intenzitasa csokken. A Zn:TFLZn:HNH 1:2:2 aranya

rendszerben a fehérje jelenléte Kismértekii floureszcencia csokkenést eredményezett.

(5.1.8.3. abra)

200
160 +
120 +

80 -

40 ~

Fluoreszcencia intenzitas

0 T T T 1
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A/ nm

5.1.8.3. abra: A HNH motivum hatasa a Zn—-TFLZn rendszer fluoreszcencia spektrumara. A TFLZn
oldatahoz fél ekvivalens Zn®*-iont adtunk egy ekvivalens HNH fehérje jelenlétében (kék), illetve

hianyaban (piros).
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5.1.9. A HNH motivum DNS kotése és nukleaz aktivitasa

A pHUE-HNH plazmidbél kifejezett és megtisztitott HNH fehérjét Zn?*-ion
jelenlétében és hidnyaban DNS-sel inkubdlva kiilonb6zd kortilményeket alkalmazva,

nem tapasztaltunk DNS kotést, ill. nukleaz aktivitast (5.1.9.1. abra).

24 6ra, 0 °C 2¢0ra,0°C

< <
zZ

a Qo
+ +
T T
zZ Z
I I
& &
[ =
N N
— —
— N

20:1 Zn?*:HNH + DNA
1:1 Zn2*:HNH + DNA
2:1 Zn?*:HNH + DNA
20:1 Zn2*:HNH + DNA

EcoRI + DNA

Elhasitott linearis DNS

Szuperhelikalis DNS

5.1.9.1. abra: A HNH motivum (0,05M Tris-HCI, pH = 7,5) DNS koétésének és nukleaz aktivitasanak
vizsgalata kiilonb6z6é koriilmények kozott agardz gélelektroforézis segitségével. Szubsztratként pUCI8
szuperhelikalis DNS-t hasznaltunk, melynek savja az abran lathaté szuperhelikalis DNS-sel megegyezd
helyen volt detektalhato.
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5.1.10. Az eredmények targyalasa

A colicin E7 aktiv kozpontjat alkot6 HNH motivumtol azt vartuk, hogy mint az
evolucio sordn jol megorzott szerkezeti egység nemspecifikus nukleazként mitkddhet.
fgy specifikus DNS szekvenciat felismeré fehérjékkel dsszefiizve, a kés6bbiekben egy
ujfajta mesterséges metallonukledz alapjat képezheti. Egy ilyen fehérje kifejezése
potencidlis citotoxikus hatds miatt gondos koriiltekintést igényel. Kisérleteink soran
végiil nem a nukleaz aktivitds, hanem a 42 aminosavas HNH motivum kis mérete miatt
adddtak nehézségeink. Ezeket lekiizdve keriild uton jutottunk el a fehérje fuzids
fehérjeként torténd kifejezéséig (5.1.5.1. abra). Az, hogy az Ub-HNH fehérjét nagy
mennyiségben sikeriilt kifejezniink egyben azt is jelenti, hogy e fehérjének nincs
nukledz aktivitasa. Az aktivitds hidnyanak egyik valdsziniisithetd oka a fémion-kotés
hidnya volt, ezért els6ként a fehérje-Zn2+-ion kolcsonhatast vizsgaltuk meg ESI-MS,
CD és fluorimetrias modszerekkel.

Irodalmi adatok alapjan a colicin E7 fehérjével nagy szekvenciaazonossagot
mutatd colicin E9 fehérje nukleaz doménjének ESI-MS spektruman kettds toltottségi
allapot jelenléte figyelheté meg [58], azaz két kiillonb6zdé konformacidban létezhet a
fehérje. A fémion hozzdadasa kompaktabb konformacioba torténd atalakulast indukalt.
Ezzel ellentétben az Ub-HNH fehérjénél nem tapasztaltunk hasonld jelenséget, ami arra
utal, hogy az ubikvitin fuzids rész nincs kolcsonhatdsban a HNH résszel sem Zn*-ion
jelenlétében, sem pedig hianyaban. Ezt tamasztjak ala az 5.1.6.1. abran, illetve az
5.1.6.2. abran lathatd6 ESI-MS tomegspektrumok. Az irodalomban olvashatunk [57]
olyan szerkezetre vonatkoz6 feltevést, miszerint a colicin nukledzok katalitikus doménje
N-terminalis részének szerepe lehet a fémion megkdtésben. Az ubikvitin fuzids rész
nem tolt be szerepet a fuzids fehérjében. Mivel az ubikvitin jol definidlt szerkezete
intenziv CD jelet eredményez eltavolitdsa a HNH fehérje szerkezetének megvaltozasat
Zn**-ion hozzéadasara kovethetévé teszi CD spektroszkopias modszerrel. Az 5.1.8.2.
abran hasonld pozitiv irdnyu valtozasok tapasztalhatok, mint az Ub-HNH fehérje
esetében az 5.1.6.3. abran, de a relativ valtozas joval nagyobb mértékii a spektrumban.
Ezeket szerkezeti valtozasokat a 5.1.8.1. tablazatban foglaltuk Ossze, ami alapjan
elmondhatjuk, hogy a kristalyszerkezet alapjan vart szerkezet részben kialakul vizes
oldatban is. [53,55,75,78].

Az 5.1.6.1. abran lathat6é tomegspektrumok nyomnyi mennyiségii kétmagvh

Zn**-komplex jelenlétét is igazoltak, egy masodik, gyengébb fémkoté-helynek
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megfelelden a HNH motivumban. Ez Osszevethetd azzal az irodalmi adattal, mely
szerint Zn**-felesleg jelenlétében megsziinik a ColE7 fehérje nukleaz aktivitasa. Ennek
ugyanis valoszinilileg az az oka, hogy a HNH motivumban 1év6 negyedik hisztidinhez
koordinal6d6 masodik fémion megakadalyozza, hogy az altalanos bazisként betdltse
szerepét a katalizisben. [72]

A fluoreszcencia  spektroszkopids mérések (5.1.8.3. 4bra) alapjan
megallapitottuk, hogy a HNH motivum a fémion belsé koordinécids szférajat nem tolti
be, a negyedik koordinacios hely szabadon marad, ahova példaul egy vizmolekula vagy
a szubsztrat kotddhet be.

A fentiek alapjan sem az Ub-HNH sem pedig a HNH motivum nem mutat az
irodalomban olvasott [75] nagy affinitast a Zn**-ion megkétése soran. Ennek oka a
HNH fehérje szerkezeti felépitésében keresendd. Mind a DNS-kotést illetd, mind pedig
a nukledz aktivitasra (5.1.9.1. abra) vonatkozd negativ eredmények mégis nehezen
magyarazhatéak pusztin a Zn?*-ion gyenge kotédésével. Ugyanis még akkor is van
Zn**-HNH komplex az oldatban, ha feltételezhetden annak kialakuldsa nem 100%-0S.
Eszerint a katalitikus aktivitas hidnya nagy valoszinliséggel a DNS-k6td rész hianyanak

tudhato be.
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5.2. Kiilonb6z6 NColE7 mutansok eldallitasa és vizsgalata

A C-terminalis HNH motivum 6nmagaban nem mutatott nukledz aktivitast, ezért
az N-terminalis vég felé haladva tobb Iépésben épitettiik vissza a ColE7 nukleaz domént
azzal a céllal, hogy megtaldljuk a nukledz aktivitasért felelds minimalis méretii
fehérjerészletet. A HNH motivum, a mar meglévé NColE7 szerkezet alapjan mindig
egy-egy nagyobb szerkezeti egységgel boviilt a kiilonb6z6 mutansokban. Az 5.2.1.
abran az eldéallitott mutansok szekvencidja és kristalyszerkezetek alapjan feltételezett
szerkezete lathatdo. A szerkezet az egyes részletek hianyaban természetesen a
valosagban mas lehet, igy az 4bra csak a nagyobb szerkezeti egységek visszaépitésének
szemléltetését szolgalja.

AN4-NColE7 AN25-NColE7 AN45-NColE7
— —) —)
KRNKPGKATGKGKPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFKSFDDFRKKFWEEVSKDPELSKQFS

RNNNDRMKVGKAPKTRTQDVSGKRTSFELHHEKPISONGGVYDMDNISVVTPKRHIDIHRGK
AN69-NColE7

ANG69-NColE7 AN45-NColE7 AN25-NColE7 AN4-NColE7

5.2.1. abra: A kiilonb6z6 NColE7 mutansok aminosav szekvencidja és a hozzajuk tartozd feltételezett

szerkezet.

5.2.1. tablazat: Az N-terminalis NColE7 mutansok génjeinek eldallitasahoz felhasznalt primerek.
Aldhuzva az EcoRl (GAATTC), Xhol (CTCGAG) restrikcios endonukleazok felismerési helyeit
abrazoltuk. (Az NColE7 fehérje DNS szekvencidja az F.7. abran lathato.)

ANG9-NColE7 GCGAATTCAGGAACAATAATGATCGAATGAAGG
AN45-NColE7 GCGAATTCAGTTTCGATGATTTTCGTAAGAAATTC
AN25-NColE7 GGAATTCGACTTAGGTTCTCCTGTTCCA
AN4-NColE7  GGAATTCCCAGGGAAGGCAACAGGTA

ColE7 inverz ~ GCCGCTCGAGCTATTTACCTCGGTGAATATCAATATGC
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A mutans fehérjék génjeit polimerdz lancreakcidval allitottuk eld az altalunk
tervezett primerekkel (5.2.1. tablazat), majd az eldallitott génszakszokat pGEX-6P-1
vektorba ligaltuk. A vektor tartalmazza a glutation-S-transzferaz (GST) fehérje génjét,
amely a késObbi elvalasztds megkonnyitését szolgalja. Ezen fehérje C-termindlis
végéhez hozzaflizve a mutans fehérjéket, GST-fuzios fehérjék allithatok eld. A mutans
fehérjék génjét tartalmazo plazmidokat klonozas céljabol E. coli (DH10B vagy Mach1l)
baktériumsejtekbe jutattuk. DNS szekvenalas segitségével (Japanban, témavezetom
altal elvégzett kisérletek soran) ellendriztiik az N-termindlis részen végrehajtott
modositasokat. A pozitiv szekvenalasi eredmények utdn megkezdtiik e mutans fehérjék
BL21(DE3) E. coli baktériumokban torténd kifejezését. Amennyiben a képz6dé fehérje
rendelkezik az NColE7 altal is képviselt nukledz aktivitassal, a fehérjekifejezés
indukalasa (IPTG) utan a baktériumok elpusztulnak, a tapoldat optikai stirtisége (ODgop)
csokken. A nukleaz aktivitdssal rendelkezdé fehérje toxikus hatasa, a baktériumsejtek
szamanak, azaz ODgyo csOkkenését okozza. Mint az az 5.2.2. abran lathato, nukleaz
aktivitdst nem tapasztaltunk mindaddig, amig a teljes nukledz domént vissza nem
épitettiik, tehat még a AN4-NColE7 mutansbol elhagyott négy N-terminalis aminosav

jelenléte is sziikséges az enzim miikodéséhez.
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5.2.2. abra: A GST-fuzios fehérjeként eléallitott NColE7 mutansok toxicitasanak vizsgalata az ODggg
valtozasan keresztill a fehérjekifejezés indukalasa utan. A GST fehérjét dnmagéaban, negativ (nem
toxikus) Osszehasonlitdo kisérletben hasznaltuk fel. Lathatd, hogy a GST-AN25-NCoIE7, GST-AN4-
NColE7 mutans ezen, nem toxikus fehérjéhez hasonloan viselkedik, mig a toxikus GST-NColE7 fehérje

kifejezodése esetén drasztikusan lecsokkent a baktériumok szama.
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A fenti eredmények fényében megallapithatjuk, hogy az N-terminalis
aminosavak jelenléte elengedhetetleniil sziikséges a nukleaz aktivitds meglétéhez, még
abban az esetben is, ha a fehérje mar a sejten beliil talalhato [82]. Ez a megallapitas egy
olyan jovObeli mesterséges metallonukledz fejlesztésére nyujt lehetdséget, amely
pozitiv allosztérikus szabalyozas mellett képes miikodni, tehat ha a fehérje sejten beliili
degradacio révén barmilyen sériilést szenved, elvesziti aktivitdsat. Amennyiben a C-, és
az N-terminalis rész megfeleld térbeli elrendezddése biztositja az aktivitast, a kozbiilsd
lehetségessé. Egy ilyen enzim megtervezéséhez elsé 1épésként az N-termindlis
aminosavak szerepét kell tisztaznunk: az N-terminalis aminosavak hidnyaban van-e és
ha van milyen mértékii a szerkezet valtozasa? A DNS kotés erdssége hogyan valtozik az
N-termindlis mutéciok hatdsara? A katalitikus hatas kifejtéséhez elengedhetetleniil
szlikséges fémion megkotését a C-termindlis aktiv kdzpontban befolyédsolja-e az N-
terminalis végen végrehajtott valtoztatas? E kérdések megvalaszolasara a tovabbiakban
a AN25-NColE7, AN4-NColE7 mutans fehérjék eldallitasanak és tisztitasanak

optimalizalasara és tulajdonsagaik vizsgalatara 6sszpontositottunk.

5.2.1. A AN25-NColE7 és AN4-NColE7 fehérjék eloallitasa és tisztitasa

A mutansok génjét tartalmazd6 PGEX-6P-1 plazmidot fehérje termelésre
alkalmas BL21(DE3) E. coli torzsbe jutattuk, majd indukaldszer hozzaadasaval fejeztiik
ki a fehérjeket, melyek jelenlétét SDS-PAGE segitségével ellendriztik. A
fehérjekifejezést mindkét fehérje esetében optimalizaltuk, hogy ki tudjuk valasztani a
legjobb kitermelést nyujto koriilményt. Az 5.2.1.1. abran a GST-AN25-NColE7 mutans
kifejezésének optimalizalasaval kapcsolatos SDS-PAGE képet mutatjuk be.

Lathat6, hogy a 30 °C-on, 16 6ran at tartd fehérjekifejezés sordn az Osszes
mutans fehérje kicsapddik (az oldhatatlan fazisban detektalhatd), ami jelentOsen
neheziti a tisztitdsat. Ezen eredmények alapjan az elsé koriilményt talaltuk

megfeleldnek, igy a tovabbiakban 3 6ran keresztiil 30 °C-on tortént a fehérjekifejezés.
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3 6ra, 30°C 16 6ra, 30°C 16 6ra, 20 °C
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5.2.1.1. abra: A GST-AN25-NColE7 mutans fehérje kifejezésének optimalizalasara vonatkozé SDS-
PAGE kép E. coli sejtekben kiilonbdzé homérsékletek, idotartamok alkalmazasaval, de ugyanazon IPTG
koncentraci6 jelenlétében 50 ml LB tapoldatban. R betii jeloli minden esetben az ultrahangos roncsolast
kovetden kapott szuszpenzidt. S betiivel a centrifugalds utan kapott feliilliszo frakciot, azaz az oldhatod
fazisban maradt fehérjéket jeloltiik, amelybdl a célfehérje megtisztithatd. P betii jeldli a centrifugalas utan

kapott sejttormeléket, amelyben az oldhatatlan fehérjék talalhatoak.

A megfeleld fehérjekifejezési koriilmény alkalmazédsaval eldallitott nagyobb
mennyiségli oldhatd fazisban maradt célfehérjék megtisztitasa, azaz elvéalasztidsa a
baktérium sajat fehérjéitél nem egyszerli feladat. Tobb 1épéses kromatografias
elvalasztast igényel, melyeket szintén optimalizélni kellett. Esetiinkben a mésodik
lépésben alkalmazott ioncserés elvalasztds megfeleld koriilményeinek megtaldlasa
utkozott nehézségekbe. A baktériumsejtekbdl a kisérleti részben leirtak alapjan
Kinyertik az oldhatoé fehérjéket. A tisztitasi folyamat elsé 1épése GST-affinitas
kromatografia volt (5.2.1.2. abra, 5.2.1.3. abra).
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5.2.1.2. abra: A GST-AN25-NCoIE7 fehérje (M, = 39,5 kDa) tisztitasa GST-affinitds kromatografiaval.
Bal oldalon a kromatogram, jobb oldalon pedig a frakciok fehérjetartalmanak ellenérzésére végrehajtott
SDS-PAGE képe lathatd. Az utobbin az oszlopok szamozasa megegyezik a kromatogram X tengelye
felett feltiintetett frakciok sorszamaval. A 280 nm-en detektalt kromatogram 1-17 frakcidja a baktérium
Osszes olyan fehérjéjét tartalmazza, melyek GST-fuzids rész hidnyaban nem képesek megkdtddni az
oszlopon. A szamunkra fontos GST-AN25-NCoIE7 fehérje az elicio soran gylijtott 28-46 frakciokban

talalhato. A redukalt glutation megjelenését az eluensben sziirke fiiggéleges vonal jelzi a kromatogramon.
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5.2.1.3. abra: A GST-AN4-NColE7 fehérje GST-affinitas oszlopon végrehajtott tisztitdsanak eredménye.
A kromatogram 1-16 frakci6i az atfolyo fehérjéket, 26-36 frakciok az elualt GST-AN4-NCoIE7 fehérjét
(M; = 40,5 kDa) tartalmazzak. A bal és a jobb oldali képek azonositasa megegyezik az el6z6 abranal
leirtakkal.

Az SDS-PAGE képeken jo latszik, hogy mar az elsd lépésben a szennyezd
fehérjék tobbségét sikeriilt eltavolitanunk. Az igy megtisztitott GST-AN25-NCoIE7,
GST-AN4-NCoIE7 fehérjékrol egy specifikus (GST-3C) proteaz hasitassal a GST rész
eltavolithatd. A protedzt mar ismert eljards szerint allitottuk el és szintén GST

oszlopon tisztitottuk. (5.2.1.4. abra)

mAU

1500

1000

.....

fehérje, a fehérje:protedz 7:1 molaris ardnyban adtuk a GST fuziés fehérjékhez.

Fuzios fehérjéinket a GST lehasitdsa utan, szintén GST affinitds oszlop
segitségével kiilonitettiik el a lehasitott GST fehérjétdl, valamint magatol a GST-
proteaztol. A célfehérjéket ez esetben az atfolyo frakcioban gytjtottik. Az igy kapott
AN4-NColE7 (5.2.1.5. abra) és AN25-NColE7 (5.2.1.6. abra) fehérjék tovabbi
tisztitast igényeltek, ezért a kovetkezd lépésben kationcserélé oszlopon tisztitottuk,

majd SDS-PAGE segitségével ellendriztiik a kiilonboz6 frakciok tisztasagat.
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5.2.1.5. abra: AN4-NColE7 fehérje tisztitasa ioncsere kromatografiaval: a kromatogram célfehérje

frakciohoz tartozo kisebb cstcs a célfehérjénél kisebb méretli, valosziniileg részben lebomlott fehérje. 85-

89 frakciok a megtisztitott AN4-NColE7 fehérjét (M, = 15,4 kDa) tartalmazzak.
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5.2.1.6. abra: AN25-NColE7 fehérje (M, = 13,9 kDa) ioncsere kromatogramjan lathat6, hogy a fehérjét
gradiens elucidt alkalmazva valasztottuk el a szennyezddésektdl. Jobb oldalon a kromatogram frakcidinak

SDS-poliakrilamid gél képe lathato.

5.2.2. Fehérje-Zn** kolcsonhatas vizsgalata tomegspektrometriaval

Az ioncsere kromatografidval torténd elvalasztas utdn az egyes frakciokat SDS-
PAGE ellendrizve, alatdmasztottuk az egyes fehérjék tisztasdgat majd MS mérésekkel
egyértelmiien azonositottuk oket. A AN25-NColE7 fehérje esetében az apo fehérjére
szamitott és mért molekulatdomeg jo egyezést mutatott, vagyis a tisztitott fehérje nem
tartalmaz Zn”*-iont. A tovabbiakban a fehérje oldatat Zn**-ionok oldataval titraltuk. 1-
20 ekvivalensnyi Zn?*-ion hozzaadasa kozben kovettiik a holo-fehérje megjelnését. E
vizsgalatok alapjan a fehérje mintegy 50%-a képes megkdtni a fémiont 10x, és ~ 80%-a

20x Zn**-felesleg jelenlétében (5.2.2.1. dbra)
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5.2.2.1. dbra: Novekvé Zn®* -koncentracié mellett tapasztalt apo-, és holo-fehérje arany valtozasa a
AN25-NColE7 fehérje tomegspektruma alapjan. A holo-fehérje aranya folyamatosan névekszik a Zn®*-
ionok hozzaadasanak hatasara, azonban még huszszoros fémion-felesleg jelenlétében sem kvantitativ a
képzédése. (A AN25-NCOIE7 szamolt molekulatomege Zn?*-ion tavollétében 13123,7 Da, Zn**-ion
jelenlétében pedig 13189,08 Da).

Ugyanakkor a AN4-NColE7 mutéans fehérje (4 N-terminalis aminosav hiany) a
tisztitasi folyamatok soran is képes volt a Zn?*-iont kétésben tartani (5.2.2.2. abra). Ez
annal inkabb figyelemreméltd, mivel a GST oszloprél 15 mM redukalt glutation
jelenlétében — mely tiolcsoportja révén jo fémionkdtd sajatsaggal bir — is a fehérjéhez
kétve maradt a Zn?*-ion. Eszerint a AN25-NColE7 fehérje gyengébb fémkotd
tulajdonsaggal rendelkezik, mint a AN4-NColE7.

16251,90
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5.2.2.2. abra: AN4-NColE7 fehérje tisztitas utan mért tomegspektruma. Az apo AN4-NColE7 szamitott
molekulatdmege 16188,0 Da, a Zn**-ionokat is tartalmazé holo fehérjére vonatkozo szamitott érték Zn**-

ion jelenlétében pedig 16253,5 Da (A molekulatomegekre vonatkoz6 magyarazat 1d. a kovetkezd
fejezetben).
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A AN4-NColE7 fehérje 5.2.1. abran feltiintetett szekvencidja alapjan vart
molekulatomege 15258,2 Da. Viszont a Zn**-ion nélkiili fehérje mért molekulatomege
16188,1 Da volt. Ennek magyarazata, hogy a C-termindlis végen nem vart muticio
jelent meg (5.2.2.3. abra). Ez a mellékreakcié a PCR soran jatszodott le egy hibas

ColE7 inverz (Id. 5.2.1. tablazat) oligonukleotid molekula hibridizacioja soran.

Mivel annak a valdszintisége, hogy a gyarto (Hokkaido System Science Co.,
Ltd., Japéan) altal forgalmazott primer frakciéban hibas oligonukleotidok Iehetnek
nagyon kicsi, azt kell feltételeziink, hogy a transzformalas soran azok az E.coli
baktériumok, melyek a hibatlan GST-AN4-NColE7 gént tartalmaztdk, annak toxikus
hatasa miatt nem tudtak elszaporodni. Ez vezetett oda, hogy az életképes bakériumokbol
egy tovabbi mutacidt tartalmazd nem toxikus fehérjét izolaltunk. A hibas primer az
olvasasi keret eltolodasat eredményezte, igy a kifejezett fehéje C-termindlis vége a
PGEX-6P1 vektorban talalhatd els6 STOP kodon eléréséig meghosszabbodott. Az Uj
fehérje szekvencidja a vektor segitségével meghatarozhatd, aminek alapjan a szamitott
molekulatdomeg megegyezett a mért értékkel.
A fentiek igazolasara tobbféle baktériumsejtet is traszformaltunk a AN4-NColE7 fehérje
génjét tartalmzo pGEX-6P1 plazmiddal. Ezek koziil az XL10 Gold (Stratagene)
baktériumtorzsbdl sikeriilt izolalni a hibatlan gént, azonban ennek segitségével nem
sikeriilt a fehérjét kifejezni, ami aldtamasztotta annak citotxikus hatasat. Mivel a
munkanak ebben a fazisaban nagymennyiségii tisztitott fehérje allt rendelkezésiinkre és
a HNH motivumot, azaz a szdmunkra fontos aminosavakat nem érintette a mutacio, igy
feltételezésilink szerint ez nincs 1ényeges hatassal a fehérje fémion, ill. DNS-ko6tésére
nézve. Ezért a tovabbiakban ezen fehérjével dolgoztunk tovabb, és ezen szekvenciat
értem a AN4-NCoIE7-C* jel6lés alatt. A késdbbiekben a C-terminalis mutacié hatasara
is kitérek majd (5.3.3. fejezet).

GPLGSPEFPGKATGKGKPVNNKWLNNAGKDLGS PVPDRIANKLRDKEFK
AN4-NCOIE7-C*  gppDFRKKFWEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMKVGKAPKTRTQDVSGKRT
16188,1 Da SFELHHEKPISQNGGVYDMDNISVVTPKRHIDIH

GPLGSPEFPGKATGKGKPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFK
SFDDFRKKFWEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMKVGKAPKTRTQDVSGKRT
SFELHHEKPISQNGGVYDMDNISVVTPKRHIDIHRGK

AN4-NColE7
15285,2 Da

5.2.2.3. abra: A AN4-NColE7-C* mutins aminosav-szekvenciaja 6sszehasonlitva a vart szekvenciaval. A
C-terminalis végen fellépd mutaciot rozsaszinnel jeloltiik. Kékkel, a GST fuzids rész eltavolitasa utan a
protedaz felismerési helyet magaba foglalo maradvany szekvencia lathato. AN4-NColE7 jeloli a C-

terminalis mutacio nélkiili szekvenciat.
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5.2.3. Fehérje — Zn?* kélesonhatas tanulmanyozasa fluorimetras mérésekkel

A fehérje-fémion kdlcsonhatasara nézve kvalitativ informaciokhoz juthatunk a

490 nm-nél mért maximalis fluoreszcencia intenzitas vizsgalataval.

2500

2000
u TFLNZn 0,5 ekv. fehérje
jelenlétében és hianyaban
1500
W +0,5 ekv. Zn?*

1000
u + 0,5 ekv. Znz*
+ 0,05 ekv. DNS

Fluoreszcencia intenzitas

500

i +0,5ekv. Zn?*
+0,05 ekv. DNS

0 Ll + EDTA felesleg

TFLN AN25-NCoIE7 AN4-NColE7-C*

5.2.3.1. abra: A TFLZn festék 490 nm-nél mérheté maximalis fluoreszcencidjanak intenzitasa kiilonbdzo

reaktansok jelen-, ill. tavollétében.

Az 5.2.3.1. abra els6 két oszlopa a TFLZn festék maximalis fluoreszcencia
intenzitisat mutatja Zn**-ion tavollétében, illetve fél ekvivalensnyi Zn?*-ion
hozzaadéasara. Lathato, hogy az intenzitds jelentésen megnd Zn**-ionok jelenlétében a
Zn(TFLZn), osszetételi komplex kialakulasanak kovetkeztében, majd visszatér az
eredeti allapotba EDTA hozzédadéasara. Ez utobbi reaktans multidentat ligandum révén
képes a fluoreszcens festéket kiszoritani a Zn?*-ion koordinacios szférajabol. A TFLZn
festéket tartalmaz6 oldatok fél ekvivalensnyi NColE7 mutans hozzaadasa utan
kiilonbozé viselkedést mutattak. AN25-NColE7 fehérje jelenléte nem okozott jelentds
valtozast a fluoreszcencidban, mig a AN4-NCoIE7-C* mutanst a festékhez hozzaadva
megndtt az intenzitas. Mindkét igy létrehozott oldathoz a fehérjével ekvivalens
mennyiségi Zn**-ionokat adva nétt az intenzitas. Ezek az eredmények a mar bemutatott
tdmegspektrumokkal jo egyezést mutatnak. Azaz a AN25-NColE7 fehérjét Zn?*-ion
nélkil sikeriilt tisztitanunk, és a hozzdadott fémiont is gyengén kotdtte. A Zn**-ion
koordinacids szférajabol nem képes a festékmolekulat (TFLZn) kiszoritani. Ebben az
esetben Zn(TFLZn), komplex képzddik, hasonldé modon, mint a Zn-TFLZn biner
rendszerben. Azonban a fluoreszcencia intenzitasa nagyobb a fehérje jelenlétében, mint

a biner rendszerben.
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A AN4-NColE7-C* fehérjérdl tudjuk, hogy 1 ekvivalens Zn**-iont kéthet meg,
mégis a fluoreszcencia intenzitdsdnak novekedését tapasztaltuk a fehérjét a TFLZn
festékhez hozzaadva. Magyarazat lehet erre, valamint a megndvekedett intenzitdsra a
AN25-NColE7 jelenlétében, hogy ezen fehérjékben a Zn**-ionnak csak 3 koordinacios
helyét toltheti ki a harom His oldallanca, igy a szabadon maradt hely(ek)re bekothet egy
festékmolekula, azaz Zn-fehérje-TFLZn terner komplex kialakuldsa is lehetséges.
Ebben ez esetben tovabbi Zn?**-ion hozzaadaséra az intenzitas tovabb novelhetd, mivel a
TFLZn proba feleslegben van az 2:1:1 oldatban.

EDTA felesleg hozzdadasa a fenti rendszerekhez minden esetben a fémion
nélkiili festékmolekula intenzitdsdhoz hasonld értékre csokkentette a fluoreszcenciat
csakugy, mint fehérje nélkiil ugyanebben az dsszeallitasban. Tehat az EDTA erésebben

kéti a Zn**-iont, mint a fehérjéink.

5.2.4. Cirkularis dikroizmus a fehérje-Zn2+-i0n kolcsonhatas vizsgalataban

Az NColE7 mutansainak a fémion megkotését Zn**-ionok, illetve EDTA
hozzéadasara bekovetkezO spektralis valtozasok alapjan vizsgaltuk egy szinkrotron
sugarzast alkalmazd CD spektroszkop segitségével. A AN4-NCoIE7-C* fehérje
spektrumait az 5.2.4.1. (A) abra mutatja.
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5.2.4.1. abra: A AN4-NColE7-C* (A) illetve a AN25-NCoIE7 (B) fehérjék SRCD spektrumai kiilonb6z6
koériimények kozott. A fehérjék vizes oldatinak spektrumat kék, egy ekvivalens Zn®*-ion jelenlétét a
fehérje mellett ciklamen szin jeldli. A GST-AN25-NCOIE7 fehérje esetében narancs szinnel 10x Zn**-
felesleg jelenlétében felvett spektrumot abrazoltuk. Zolddel jeloltiik azokat a spektrumokat, melyeket

EDTA-felesleg hozzaadasa utan rogzitettiink.

66



A AN4-NColE7-C* fehérje SRCD spektrumain jol lathatd, hogy nem torténik
szamottev valtozas Zn**-ionok hozzaadasa utan, de még 5x Zn**-felesleg jelenlétében
sem (utobbi nem szerepel az abran). Ez aldtamasztja a fentieket, miszerint AN4-
NCoIE7-C* fehérjét Zn**-komplexe forméjaban sikeriilt tisztitani. EDTA felesleg
hozzaadasa alig észrevehetd valtozast okoz a spektrumban. Ennek oka, hogy bar az
EDTA felesleg képes a fémiont elvonni a fehérjétdl, ez a mérési koriilményeink kozott
vagy nem valdsult meg teljes mértékben, vagy a fémion elvonasa nem okozott jelentds
szerkezetvaltozast.

A AN25-NColE7 fehérje viselkedése eltér a fentiektél. Az SRCD spektrumok
intenzitdsa és alakja folyamatosan valtozott a névekvé Zn**-ion koncentracié hatasara
egészen a 10x feleslegig. EDTA felesleg hozziadasakor jo kozelitéssel ugyanazt a
spektrumot mértiik, mint Zn**-ion hianyaban. Ez az eredmény ugyancsak alatdmasztja,
hogy a rovidebb AN25-NColE7 fehérje jelentdsen gyengébb fémkoto tulajdonsaggal
rendelkezik, mint a AN4-NCoIE7-C* fehérje. Azaz az N-terminalis 21 aminosavak
hianya hatast gyakorol a C-terminalis vég Zn**-kotésére. Ugyanakkor az is jol lathato,
hogy a AN25-NColE7 fehérje szerkezeti valtozast szenved a fémion hozzaadasara, azaz
fémion nélkiil nem képes a nativ szerkezetét megtartani. Ez a valtozds nagyrészt
valosziniileg a C-terminalis részen talalhatd aktiv kdzponthoz rendelhetd, amibdl arra

kovetkeztethetiink, hogy az N-terminalis rész befolyasolja az aktiv kozpont szerkezetét.

5.2.5. Fehérje-DNS kolcsonhatas vizsgalata SRCD spektroszkopiaval

Az SRCD  spektroszkopiat  felhasznéltuk  fehérje-DNS  kdlcsonhatés
tanulmanyozasara is. A DNS jelenlétében mért spektrumokat a 5.2.5.1. abra mutatja. A
komponensek spektrumait a mérési koriilményeknek megfelelé ardnyban Osszegezve
kiszamitottunk egy olyan spektrumot, mely a kolcsonhatas nélkiili keverékre jellemzd.

Ezt a szamitott spektrumot hasonlitottuk 6ssze a mért spektrummal.
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5.2.5.1. abra: AN4-NColE7-C* (A) és AN25-NColE7 (B) fehérjék SRCD spektrumai DNS jelenlétében.
Az abrakon kékkel jeloltik a komponensek spektrumai alapjan szamitott, ciklamennel pedig a mért

spektrumokat.

A AN4-NCoIE7-C* fehérje esetében a két spektrum jo egyezést mutat, ami
kéttéleképpen értelmezhetd: nincs szignifikdns szerkezetvaltozds a kolcsonhatés
kovetkeztében, vagy nincs kdlcsonhatas a molekuldk k6zott. EDTA hozzdadéasa ehhez a
rendszerhez sem okozott jelentés valtozast (nincs abrazolva), ami az els6 verziod
megvalosuldsa esetén arra utal, hogy a Zn?'-ion eltdvolitdsa nem von maga utan
szerkezetbeli valtozast, illetve nem hiusitja meg a DNS megkotését.

A AN25-NColE7 fehérje esetében eltérést tapasztaltunk a mért és a szamitott
spektrumok kozott. Eszerint a fehérje konformacidja kismértékben megvaltozik a DNS-
sel kialakitott kolcsonhatds sordn: valdszinlileg a mutans flexibilis szerkezete az
NColE7 szerkezetet kozelitve stabilizalodik. E valtozds azonban mindenképpen arra

utal, hogy a fehérje képes a DNS-hez kotddni.

5.2.6. G¢l mobilitas vizsgalatok

A colicin E7 nukledz doménjének (NColE7) nem-specifikus DNS kotése ¢€s
hasitasa ismert. Irodalmi adatok alapjan legaldbb 8 bp hosszisaga DNS molekula
jelenléte sziikséges a kotddéshez. Agardz gélben a fehérjéhez kotddott DNS molekula
mobilitasa megvaltozik, igy a kdlcsonhatasuk kovethetd. Az ilyen jellegi vizsgéalatokat
egy 196 bp ¢és 2700 bp hosszusagi DNS molekulakat tartalmazé DNS keverékkel
végeztik. A kisebb DNS fragmens, akar 20 fehérjemolekulat is megkothet, mig a
nagyobb molekula tobb mint 250 kotohelyet tartalmazhat. Kisérleteinkben kiilonb6z6
fehérje:DNS-kot6hely (ahol a DNS kotéhelyet a fentiek alapjan ~ 10 bp hosszusagunak
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tekintettlik) aranyokat vizsgéltunk 0,5:1 és 50:1 kozott. Kiilonbdzd sdkoncentracid
(NaCl), fesziiltség, puffer (PBS, Tris), festék, a glutation fizids rész meglétének vagy
hianyanak, illetve Zn?*-ionoknak a DNS-fehérje kolcsdnhatasra gyakorolt hataséat
vizsgaltuk. A kiilonbozé korilmények kozott elvégzett gélelektroforézis sordn nem
tapasztaltunk szignifikans valtozast a fehérjék okozta saveltolodasban. Az eredmények
alapjan a (GST)-AN4-NColE7-C* fehérje képes mind a révidebb, mind a hosszabb
DNS fragmens megkotésére (5.2.6.1. abra). Az itt megfigyelteknél joval kisebb
mértékll eltolodas tapasztalhaté az agar6z gélen, GST-AN25-NColE7 esetében. Kis
fehérje:DNS aranynal nem tapasztaltunk géleltolodast, a fehérje novekvo feleslegének
hatasara viszont (10:1) lathaté az eltolodds mértéke. A kotddés aspecifikussagat
elmaszatolodas jelzi az agaroz gélen, ahogy az az 5.2.6.1. (A) abran a 7-es oszlopban
jol lathatd. A fehérje feleslegének tovabbi ndvekedése (50:1), jelentds aggregaciod 1épett
fel megakadalyozva a migraciot a gélben (abran nincs feltiintetve).

(A) (B)

€—2700 bp

€ 196 bp

5.2.6.1. abra: Gél-mobilitas vizsgalatok a GST- fuzids fehérje-DNS kolcsonhatés felderitése céljabol.
Szubsztratként 100 ng emésztett SSTDNS-t hasznaltunk, amely két elkiiloniilt savot alkot a gélen, 196 bp
és egy 2700 bp méretben. A fehérje koncentracidja 0,4-2,0 mg/ml kozott valtozott a kiilonbdz6é mutansok
esetében. (A) Az oszlopok sorrendjében: (1) GST:DNS, ~ 1,5:1; (2) GST:DNS, ~ 15:1; (3) GST-AN25-
NCoIE7:DNS, ~ 0,7:1; (4) GST-AN25-NColE7:DNS, ~ 7:1; (5) DNS; (6) GST-AN4-NColE7-C* :DNS, ~
1:1; (7) GST-AN4-NColE7-C*: DNS, ~ 10:1. (B) Fehérje-DNS kolcsonhatds a GST flzids rész
eltavolitasa - PreScission proteazzal valdo emésztés - utan. A reakcio koriilményei megegyeztek az (A)
abran feltiintettekkel. A zsebek tartalma az oszlopok sorrendjében: (1) DNS; (2) GST-AN25-
NCoIE7:DNS, ~ 9:1; (3) AN25-NCoIE7:DNS, ~ 9:1 (4) GST-AN4-NColE7-C* :DNS, ~ 28:1; (5) AN4-
NColE7-C* :DNS, ~ 28:1.

A GST fuzios rész nélkiili fehérjemutansok DNS kotését is megvizsgaltuk.
Ehhez a megtisztitott fizidés fehérjéket PreScission protedzzal hasitottuk, majd a
megfeleld affinitds alapt kromatografias eljarast alkalmazva megtisztitottuk. A
kiilonb6z6 mutans fehérjék kolcsonhatasat DNS-sel ugyanolyan koriilmények kozott
vizsgaltuk, mint a fuzios részt tartalmazo fehérjék esetén. A gél-mobilitas valtozasokbol

lathato, hogy a GST-AN4-NColE7-C* fehérje (5.2.6.1. (A) abra 7. oszlop és 5.2.6.1.
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(B) abra 4. oszlop) erdsen kotddik a DNS molekulahoz. Az eltolodds mértéke ugyan a
GST-t tartalmazé fehérjéhez képest csokkent, ami ezen fuzids rész hianyabol adodd
méretcsokkenés kovetkezményeként magyardzhaté (5.2.6.1. (B) abra 4-es, 5-0s
oszlop). Kismértékli saveltolodds a GST-AN25-NColE7 mutdns esetében is
tapasztalhat6 (5.2.6.1. (B) abra 3-as oszlop).

A AN25-NColE7,  AN4-NColE7-C*  mutansok = DNS-kot6  képességének
Osszehasonlitdsa céljabol tovabbi kisérleteket végeztiink. Egyre novekvd mennyiségii
fehérje jelenléte mellett vizsgaltuk a fehérje-DNS komplexek mobilitasat agar6z gélen
(400 bp hossziisagu DNS, 0,874 uM 5.2.6.2. abra). A AN25-NColE7 fehérjébdl tizszer
nagyobb fehérje-koncentraciot kellett alkalmaznunk, mint a AN4-NCoIE7-C* esetében,
az elébbi gyengébb kotddésének megfelelden.

(A) (8)

AN4-NColE7-C*
felesleg

AN25-NColE7
felesleg

200x%
DNS:fehérje 1:20 + Zn2*
15
DNS:fehérje 1:10 + EDTA

1%

32 5 — |
E 0o =

o
[N

=4
o
3

=3
=3
=3
)

04 06 0.8 10 12 14
[P] (x10° M)

5.2.6.2. abra (A) rész: A gél-mobilitas vizsgalatok gélelektroforézis képe: a AN25-NColE7 és AN4-
NCoIE7-C* fehérjék DNS kotésének tanulmanyozasa. Az elsé oszlop 1000 bp-0s marker DNS elegyet
tartalmaz. A masodik oszlopban a DNS minta lathaté fehérje tavollétében, a harmadik oszloptol kezdve
azonos mennyiségli DNS-t egyre ndvekvo mennyiségili fehérjével inkubaltunk. A AN25-NColE7 fehérjét
sorrendben 10, 20, 30, 50, 80, 100, 200-szoros a AN4-NColE7-C* fehérjét pedig rendre 1,3,5,8,10,20-
szoros mennyiségben alkalmaztuk a 10 bp hosszsagu DNS kotéhelyekre vetitve.

(B) rész: A AN4-NColE7-C* fehérje DNS-sel kialakitott kolcsonhatdsa kovetkezményeként
megfigyelhetd relativ géleltolodas mértékét abrazolja az egyensilyi fehérjekoncentracio fliggvényében. A

gélen 1évo szabad DNS és a fehérjével telitett DNS savja kozotti tavolsagot egységnyinek tekintettiik.

Zn**-iont adva a AN25-NColE7 20-szoros feleslegét tartalmazd oldathoz, nem
tortént jelentds valtozas a sav helyzetében a Zn®*-iont nem tartalmazo azonos

Osszetételll elegy savjahoz képest. Ennek oka lehet az, ha a fehérje mar kotott fémiont

70



tartalmaz. Ez azonban ellentmondana az el6z6 eredményeinknek. Ebbdl kovetkezik,
hogy a Zn?*-ion kétése nem sziikséges a DNS kétéshez, hasonléan a NColE7-hez [73].
Ez utébbit igazolandé EDTA-felesleget adtunk a AN4-NColE7-C* — DNS rendszerhez,
ami szintén nem okozott valtozast a DNS sav helyzetében. A AN4-NCoIE7-C* fehérje
esetében egy kozelitd latszolagos disszocidcios allandd becsiilhetd a gél-mobilitas
vizsgalatok alapjan. Feltéve, hogy a fehérje 1:1 ardnyban alkot komplexet (P-DNS) a 10
bp hosszisagi DNS- szakaszokkal minden koétéhelyre fehérje kotédhet. Az 5.2.6.2. (B)
abran a gélmobilitds vizsgalatok alapjan a relativ saveltolodast éabrazoltuk az
egyensulyi fehérjekoncentracio [P] fliggvényében. Ez utdbbit [P] = cp — [P-DNS]
alapjan becsiiltiik meg, ahol cp a teljes fehérjekoncentracid és [P-DNS] a fehérje-DNS
egyensulyi koncentracidja, ami ardnyos a kotésben nem 1évé DNS-t6] mért géleltolodas
mértékével. Mivel Kp = ([P] x [DNS]) / [P-DNS], az inflexios pontban, a DNS 50 %-a
a fehérjével komplexet alkot ([DNS] = [P-DNS]), és igy [P] = Kp, ahol Kp a latszolagos
disszociacios allandé. Ennek a fentiek alapjan becsiilt értéke pedig ~ 5,0 uM (pKp ~
5,3) a AN4-NColE7-C* -DNS kotésére nézve.
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5.2.7. Eredmények és targyalasuk

Miutdan a HNH motivumrdl bebizonyitottuk, hogy nem rendelkezik nukelaz
aktivitassal, 4 kiilonb6z6 NCoIE7 N-terminalis részen roviditett mutanst fejeztiink ki a
citotoxikus hatds vizsgalata céljabol. Az 5.2.2. abran lathatd, hogy a mutans fehérjék
kifejezésének hatasara a baktériumsejtek nem pusztulnak el, azaz a fehérjék
valoszinlileg nem rendelkeztek nukledz aktivitdssal, mindaddig amig az utolsé 4 N-
terminalis aminosavat is vissza nem ¢épitettiik. Az, hogy a DNS kotésében szerepet
jatszd aminosav oldallancok visszaépitése soran sem sikeriilt visszanyerniink a nukledz
aktivitast, vdaratlan eredmény volt. Kovetkezésképpen a fehérje aminosav-
szekvenciajaban tavol esd szakaszok jelenléte sziikséges az enzimatikus aktivitas
kialakitasdhoz, ami eldre vetiti egy allosztérikus aktivalas lehetdségét. Ez nagy
jelentéséggel birhat egy mesterséges metallonukledz fejlesztésében. Eppen ezért a
tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy mi a szerepe az N-termindlis
aminosavaknak. Ehhez elsdként az N-termindlis végen 4, illetve 25 aminosavval
csonkitott mutdnsok vizsgélatat tliztiik ki célul, hogy megfigyeljiik, milyen valtozasokat
von maga utan az N-termindlis részek eltavolitasa. A fehérjekifejezés ¢€s tisztitas
optimalizalasa utan (5.2.1. fejezet) a tiszta fehérjck Zn?*-kotését vizsgaltuk meg
elséként, tudvan, hogy a HNH motivum gyengén kototte a Zn?*-ionokat. A AN4-
NColE7 mutans génje a pGEX-6P-1 vektorba ligalva a természetes NColE7-hez
hasonléan mérgezének bizonyult, igy a baktériumsejtekbdl egy C-terminalis
modositassal sikeriilt azt izolalni. Mivel ez a mddositéas fehérje funkcidja szempontjabol
lényeges aminosavakat nem érintette, ezzel a fehérjével a AN4-NCoOIE7-C* néven
foglalkoztunk tovabb. A AN4-NColE7-C* mutanst Zn**-kotott formaban detektaltuk a
tomegspektruma alapjan (5.2.2.2. abra), azaz a fehérje a tisztitasi folyamat soran végig
képes volt a fémiont kotésben tartani. Ugyanakkor a tisztitott AN25-NColE7 mutans
nem tartalmazott Zn**-iont. A tomegspektrumok alapjan még 20x Zn?*-felesleg
hozzaadésara is csak a fehérje 80%-a volt képes fémiont megkotni. Meglepd, hogy az
eltavolitott flexibilis hurokszerli N-terminalis fehérjerészlet milyen nagy hatéssal van a
C-termindlis végen torténd, jol megdrzétt HNH motivum Zn**-kotésére. Elképzelhetd,
hogy a két vég kozotti kdlcsonhatdsok, a HNH motivum ilyen mértékti szerkezetbeli
stabilitasat eredményezik? Erre nézve a két fehérje eltérd Zn*" -, és DNS-kotését, illetve

ezek szerkezetre gyakorolt hatasat CD spektroszkopias modszerrel is megvizsgaltuk

72



(5.2.4.1. abra). Kimutattuk, hogy a rovidebb mutans gyengébb fémion-kotd képessége
valdszintileg a szerkezet megvaltozasanak tudhato be.

Ahogy az mar a legelsé kisérleteinkbdl kideriilt, egyik mutans sem rendelkezett
nukleaz aktivitassal, de arrdl, hogy a DNS-sel kdlcsonhatasba 1épnek-e nem kaptunk
informacioét. Erre nézve tovabbi kisérleteket végeztiink (5.2.5.1. abra). A DNS és a
fehérje komponens CD spektrumokbol kiszamitottuk a kolcsonhatasmentes, kisérleti
koriilményeknek  megfelelé  Osszetételi elegy CD  spektrumat, amelyet
Osszehasonlitottunk a mért gorbével. A AN4-NColE7 muténs esetében a szamitott és a
mért érték nagyon jo egyezést mutatott (5.2.5.1. (A) abra), mig a AN25-NColE7-C*
mutdns esetén eltérések tapasztalhatok. Ezek alapjan gondolhatunk arra is, hogy a AN4-
NCoIE7-C* fehérje nem képes a DNS-hez kotddni. Valdjaban az irodalmi adatok arra
utalnak, hogy az NColE7 fehérje olyan stabil szerkezettel bir, hogy a DNS-hez valo
kotédése nem von maga utan szerkezet-valtozast. Ugyanakkor a AN25-NColE7
esetében a DNS kotddésekor szerkezet valtozast-detektaltunk. Tehat a AN25-NColE7
fehérje esetében az eltavolitott aminosavak egy rendezetlenebb szerkezetet
eredményeznek, amelyet a DNS-hez kotddés (részben) helyredllit. A fehérje-DNS
kolcsonhatést agardz gélelektroforézissel (5.2.6.2. abra) vizsgaltuk. A rovidebb mutans
esetétn még a 200x feleslegben alkalmazott fehérje sem tudta teliteni a DNS-
kotohelyeket, mig a AN4-NCoIE7-C* mutans esetében mar 15x fehérje feleslegnél
elértik a DNS telitését. Tehat a AN25-NColE7 fehérje esetén, az eltavolitott
aminosavak a Zn?*-, és a DNS-kotés mértékét is jelentésen csokkentették, ami az
eltavolitott rész fontos szerepére utal. Ugyanakkor a két mutans fehérje viselkedésében
megmutatkoz6 kiilonbség azt is sugallja, hogy az N-terminélis hurok szerkezete a AN4-
NColE7-C* mutansban az NColE7 fehérjében 1év szerkezethez hasonlo lehet.

Az azonban, hogy a AN4-NColE7-C* fehérje bar koti a fémiont, és DNS-t is, de
mégsem képes elhasitani ez utobbit, az N-termindlis pozitiv toltésii oldallancok
eltavolitasanak kovetkezménye lehet. E feltételezéseket a fehérje szerkezet

meghatarozasan keresztiil szandékoztunk igazolni.
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5.3. A AN4-NColE7 szerkezetmeghatarozas vizsgalatai

5.3.1. A fehérjék kristalyositasa

Hogy tisztazzuk az N-terminalis aminosavak, illetve azok hianyanak katalitikus
kozpontra gyakorolt hatasat, a fehérje pontos térszerkezetének meghatarozasat tiiztiik ki
célul. Elsé 1épésben kristalyositasi kisérleteket végeztiink. Ehhez sziikséges
nagymennyiségi, tiszta fehérjét allitottunk eld a AN25-NColE7 és AN4-NColE7-C*
mutansokbol. Szamos kristalyositasi koriilmény kiprobalasa utan, végil a JCSG+
screenben (F.8. tablazat) talaltunk olyan koriilményt, amely fehérje egykristalyt
eredményezett a AN4-NCOIE7-C* fehérje esetében (5.3.1.1. abra).

(A) (B)

5.3.1.1. abra: AN4-NColE7-C* fehérje egykristaly fényképe és a kristalyrol késziilt rontgen-
diffraktogram. A kristalyosito oldat tartalma: 0,2 M litium-szulfat, 0,1 M natrium-acetat pH = 4,5, 50 %
w/v, PEG 400, a fehérje-koncentracié 28 mg/ml. A kristaly mérete 500x50x50 um.

Ez a kristaly alkalmas volt rontgen-diffrakcios mérésre. A diffraktogram alapjan
a fehérje szerkezetének megfejtésében dan egyiittmiikodo partnereinkre timaszkodtunk.
A AN4-NCoIE7-C* fehérje P3,21 kristalytér szimmetriat mutat, ahol az elemi cella
méretei a = 55,3, b = 55,3, ¢ = 73,1 A. Ahogy, azt mar az 5.2.2. fejezetben emlitettiik, a
AN4-NColE7-C* fehérje szekvenciaja tovabbi aminosavakat tartalmaz az N-terminalis
végen, a GST-fuzios rész lehasitasa miatt, illetve a C-terminalis végen, a nem vart
mutacié miatt (5.2.2.3. abra). Az N-terminalis rész els6-, illetve a C-terminalis rész
utols6 9 aminosava nincs jelen a megfejtett szerkezetben, ezeknek a részeknek a
rendezetlensége miatt. Az aktiv kozpontban egy Zn**-ion és egy szulfation
elektronstirisége lathatd. A kristalyositashoz 0,2 M Li;SO4 oldatot hasznaltunk, igy az
NColE7 publikalt kristalyszerkezeteinek tobbségében jelenlévd foszfation helyett itt

szulfation épiilt be a kristalyositasi folyamat alatt. A fehérje hidrofob magjaban apolaros
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¢s aromas oldallancok jelenléte mutathat6 ki, mig a feliilet altaldban toltott vagy polaros

aminosavakkal fedett.

5.3.2. A colicin E7 nukleaz domén és a AN4-NColE7 szerkezetének
osszehasonlitasa

A colicin E7 nukldz doménjével (PDB kod: 1MO08) hasonlitottuk 0ssze a AN4-
NCoIE7-C* fehérje szerkezetét. Elsésorban arra voltunk kivancsiak, hogy az N-
terminalis végen megroviditett fehérje megorzi-e a szerkezetét a pozitiv toltési R és K
aminosavak elvesztése ellenére. Amint az az 5.3.2.1. abran lathat6 a k6z6s aminosavak
szuperpozicidja kis (0,359 A) rmsd értéket eredményezett, ami a két szerkezet jo
egyezésére utal, tehat a AN4-NCoIE7-C* nukleaz aktivitaisa nem egy jelentds
konformacio-valtozas kovetkeztében sziint meg. Mindossze a modosult C-terminalis
részen 1évo katalitikus kdzpontot nem érinté aminosavak helyzetében figyelhetd meg

szignifikans eltérés az NcolE7 fehérjéhez képest.

5.3.2.1. abra: A AN4-NCoIE7-C* fehérje szerkezete (zold), illetve a NColE7 (PDB kod: 1M08) fehérje

szerkezete (kék). A két szerkezet jO egyezést mutat, jelentOs kiilonbség csak a C-terminalis végen lathato.

Az aktiv kozpontot vizsgalva a két szerkezetben a H573 imidazolgytirii kissé
kifordult helyzetében, illetve a hozza koordinalodo Zn**-ion helyzetében figyelheté meg
kiilonbség (5.3.2.2. abra). Hasonlo jelenség figyelhetd meg az inaktiv H545 mutans
fehérje aktiv kozpontjaban, ahol a H544 imidazolgylirijének kismértékli rotacioja
lathaté [55]. E megfigyelés alapjan a pozitiv toltésiit N-termindlis aminosavak
eltavolitasa, bar a fehérje egészének szerkezetét nem valtoztatja meg szignifikansan,
kihatassal van a C-termindlis aktiv kozpont fémion koriili szerkezetére. Az 5.2.
fejezetben részletezett masik, katalitikus aktivitassal nem rendelkezé mutansnal (AN25-
NColE7), ahol az utols6 25 N-termindlis aminosav keriilt eltdvolitasra, jelentésen

gyengébb fémion és DNS-kotést detektaltunk. Ez a tény szintén alatdmaszthatja, hogy
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az N-terminalis hurok az aktiv kozpont szerkezetére is befolyassal van. Az 5.3.2.2. abra
azt is mutatja, hogy ez az N-terminalis hurok, amely nem rendelkezik jol definialt
masodlagos szerkezeti elemekkel, szintén megtartja az NColE7-ben kialakitott
szerkezetet. Ez utdbbi fehérjében kézenfekvd lett volna a hurok megfeleld
szerkezetének stabilizalasat az N-terminélis végen 1évé pozitiv toltések és a Zn**-ionhoz
kotott negativ toltésii szubsztrat kolesonhatasanak tulajdonitani. A foszfation az 5.3.2.2.
abran lathatéan ugyanis hidként koti 6ssze a Zn**-iont és az R447 aminosavat. A AN4-
NCoIE7-C* fehérjében azonban a pozitiv t6ltésii N-terminalis aminosavak hidnya

ellenére az N-terminalis hurok az NColE7-ben megfigyelhet6 szerkezetet vesz fel.

(A) (B)

His544

3
HIS569 E

His573

His545

[ Argdd7

5.3.2.2. abra: A hisztidin oldallancok koordinacioja a Zn?*-ionhoz a AN4-NCoIE7-C*, illetve az NColE7
aktiv kozpontjaban. (A) A AN4-NColE7-C* (z6ld) és NColE7 (kék) fehérjék megdrzott hisztidinjeire
szamitott rmsd 0,439 A. (B) A H545 muténs (lila) és NColE7 (kék) fehérjék esetében az érték 0,303 A. A

fémiont gomb jelképezi, mig a szulfat/foszfat iont palcika modellel abrazoltuk. (Inaktiv NColE7 mutans

PDB kod: 2IVH)

Ha viszont nem az utolsé 4 N-terminélis aminosav jatszik fontos szerepet a két
vég egymashoz kozeli szerkezetében, akkor milyen molekulan beliili kdlcsonhatasok
segitik a AN4-NCoIE7-C* N-terminalis végén 1évé 35 aminosavat tartalmazo hurok
megfeleld feltekeredését? Ezen rész szerkezetét és a fehérje tobbi részéhez viszonyitott
térbeli helyzetét nem érinti a DNS, illetve az Im7 fehérje megkdtése a kiilonb6zo
NCOolE7 kristalyszerkezetekben. [75,53,55,60,78,77]. Ugyanigy azt is tapasztalhattuk az
5.2. fejezetben, hogy a AN4-NCoIE7-C* fehérje viszonylag erésen koti a DNS-t.
Tovabba a négy N-termindlis aminosav torlése nem befolyéasolta 1ényegesen az aktiv
kozpont Zn**-ion affinitasat: a AN4-NCOIE7-C* fehérje olyan erdsen koti a fémiont,

hogy a tisztitasi folyamatok soran az végig kdtve marad.
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Megvizsgaltuk tehat az N-termindlis hurok aminosavjait érintd kdlcsonhatasokat
a hidrogénkdotések helyzetén keresztiil a Hbonds PyMol (Queen’s University) program
segitségével (5.3.2.3. abra).

5.3.2.3. abra: AN4-NCoIE7-C* szerkezete. A fehérje N-terminalis részét kékkel jeldltiik, a HNH
motivumot pedig pirossal. Az N-terminalis hurok lehetséges hidrogénkotéseit fekete szaggatott
vonalakkal jeloltikk (Hbonds).

Lathat6, hogy az N-terminalis hurok térbeli szerkezetének stabilizacidja a
hidrogénkotések, polaris és hidrofob kolcsonhatasok révén valosul meg. A W464
aminosav hidrofoéb kolcsonhatést alakit ki a kozelben 1év6 hidrofob oldallancokkal és
hidrogénkotéseket az N-terminalis hurok aminosavaival (A természetes NColE7 fehérje
szerinti szamozas alapjan). A colicinek és piocinek szekvenciajanak dsszehasonlitasakor
lathatjuk, hogy W464 a jol megdrzott aminosavak kozott szerepel, rogzitett helyzete
fontos szerepet tolthet be az N-termindlis hurok szerkezetének kialakitasaban. Az N-
terminalis hurok kapcsolatot alakit tovabba ki a HNH motivumban 1év6 flexibilis
hurokkal és az egyik B redéjében 1évé aminosavakkal. Kolcsonhatasok a kdvetkezo
aminosavak kozott johetnek 1étre: T454-D557, T454-M558, V476-1561, S471-V563,
A468-T565 (5.3.2.3. abra). Fontos megemliteni, hogy a T454, D557 és V476 jol
meg0rzott aminosavak. A fentiek alapjan nyilvanvalo, hogy az N-termindlis hurok
jelenléte és kolcsonhatasai stabilizaljadk a HNH motivum szerkezetét, el0segitve ezzel a
Zn**-ion megkotését és a katalitikus aktivitas kifejtését. A 3.3.3. fejezetben mar
lathattuk, hogy a HNH motivumban 1évé N560 is meghataroz6 jelentdségii a HNH
motivum szerkezetének kialakitasaban. Ez a szerep a AN4-NCoIE7-C* mutansban is
megmaradt. Az N560 tobb hidrogénkdtést alakit ki a HNH motivum aminosavjaival
stabilizalva a HNH hurok szerkezetét. Ez biztositja azt is, hogy az egyik hisztidin

oldallanc, bazisként részt vehet a katalitikus folyamatban. Az N560 oldallanc mutacidja
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az aktivitas teljes elvesztéséhez vezet [78]. A kiterjedt kolcsonhatasok ellenére a
magasabb hémérsékleti faktorokat Osszehasonlitva a szomszédos fehérje egységgel, a

HNH motivum nagy flexibilitasat figyelhetjiik meg (5.3.2.4. abra).

5.3.2.4. abra: AN4-NCoIE7-C* fehérje szerkezete a hémérsékleti faktorok szerint abrazolva. Nagyobb
mértéki flexibiliats figyelhetd meg a végeken. Az N-terminalis utols6 aminosavak (piros) kiilondsen

mozgékonyak.

Az R447 szerepe

A colicinek és piocinek szekvenciainak dsszehasonlitasabol az is kideriil, hogy
az N-terminalis R447 szintén jol megérzott. Ezek a fehérjék szerkezeti felépitésiikben is
hasonlosagot mutatnak. Ahol megjelenik a kristalyszerkezetben, az R447 kozel keriil az

aktiv kozponthoz és kdlcsonhatast alakit ki a foszfationnal. (5.3.2.5. abra).

5.3.2.5. abra: Az N-termindlis argining (R447) lehetséges kolcsonhatasai és a ColE9 illetve ColE7 aktiv
kozpontjaban. NColE9 pirossal (1BXI), NColE7 kékkel (1M08). Mindkét kristalyszerkezetben lathatd a
fémionhoz koordinalodo foszfation. A Ni**-iont a ColE9 aktiv kozpontjaban kékkel, mig a Zn**-iont a

ColE7 aktiv kdzpontjaban sziirke szinnel jelltiik. Az rmsd a két fehérje dsszehasonlitdsanal 0,559 A.

Ezek alapjan az R447 arginin szerepe lehet az, hogy megkosse és a megfeleld
helyzetben tartsa, valamint elektrosztatikusan aktivalja a DNS hasad¢ foszfodiészter
csoportjat. Ez az N-termindlis rész stabilitasdt is maga utdn vonhatna. Ezzel a

feltevéssel ellentétes, hogy a DNS molekulat is tartalmazé kristalyszerkezetekben az N-
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terminalis aminosavak helyzetét nem tudtdk meghatarozni [53,77,55]. Egyetlen
kristalyszerkezet esetében lathatd az N-terminalis vég és a DNS, de ebben az esetben a
Zn**-iont tavolitottak el EDTA segitségével a D493Q muténs fehérjébdl [77]. Zn*-ion
hidnyaban az aktiv kozpont torzult szerkezettel rendelkezik. Az N-terminalis arginin az
elektrosztatikus kolcsonhatas mellett hidrogénkotéseket is létesit a DNS molekula
foszfodiészter csoportjaival, bar tul nagy flexibilitdssal rendelkezik a hdomérsékleti

faktorok alapjan (5.3.2.6. abra).

5.3.2.6. abra: A colicin E7 aktiv kdzpontjanak kristalyszerkeze DNS (sziirke) jelenlétében, kiemelve az
aktiv kézpontot Zn®*-ion tavollétében (3FBD). A DNS hasad6 foszfatcsoportjat narancssargaval jeldltiik.

A hémérsékleti faktor értékét tobbféle paraméter is befolyasolja, mint a kristaly
mindsége, a diffrakcidos kép felbontdsa, mérési zaj, intermolekularis kdlcsonhatasok a
kristdlyban. A terminalis aminosav oldallancok altalaban flexibilisebbek. Habar a
homérsékleti faktor értéke 60-70 A az R447 esetében magasnak tekinthetd,
Osszehasonlitva a molekula tobbi részével. Ha ezen aminosav oldallanc szerepe a DNS
kotés lenne, ugy azt varnank, hogy a helyzete sokkal inkabb rogzitetté valik DNS
jelenlétében. A Zn?* és Ni**-ionok er8s koordinativ kotést 1étesitenck a foszfationnal,
feltehetéleg a DNS hasadd foszfodiészter csoportjdnak megkdtése a kdzponti

fémionhoz rendelhet6, és az N-terminalis argininnek kisebb szerep tulajdonithato.

A tavozo csoport protonalasa

A colicin DN4z toxinok miikddési mechanizmusdnak érdekessége, hogy nem
ismert, mi szolgal altalanos savként. Egy vizmolekula vagy valamely aminosav
oldallanc felelés a tavozd csoport protonalasaért. A ColE9 és E2 esetében az R544,
E548 és H575 mig ColE7 esetében az R538, E542 és H569 aminosavak mutacioi

megsziintetik a nukleaz aktivitast, azaz ezeknek az aminosavaknak jelentGs szerep
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tulajdonithatd a miikddési mechanizmusban. Taldlunk olyan irodalmat, amely szerint
[95,96] ezek az aminosavak protoncsatornat alakithatnak ki, segitve a tdvozd csoport
protonalddasat. Mind az NColE7 kristalyszerkezet, mind pedig a AN4-NColE7-C*
szerkezet azt mutatja, hogy a H569 jelentés szerepet jatszik a Zn**-kotésben, illetve

. JORT S . + w7 r . L4 J4
ezen aminosav mutacidja csokkent Zn**-kotést és csokkent aktivitast eredményezett

(5.3.2.7. abra).

5.3.2.7. abra: Hidrogénkotések halozata a AN4-NCoIE7-C* kristalyban az R97, E101 és HI128
aminosavak kozott. A colicin E7 megfelelé aminosavjai rendre: R538, E542, H569.

A fémionhoz koordinal6dé imidazol oldallanc kisebb pKs értékkel rendelkezik,
a protonalddas nem kedvezményezett, €s a sztérikus helyzete sem megfeleld a tavozo
csoport protondlasdhoz. Az E542 hidrogénkotéseket alakit ki a H569, R538
aminosavvakkal rogzitve az E542 helyzetét. Ezeknek az aminosavaknak a szerepe a
H569 megfeleld térbeli elhelyezése a fémion-kotéshez. Az R538 a DNS-koté hurkon
helyezkedik el, ennek hidnydban a DNS felé hajlas, illetve a foszfodiészter kotés
hasadasa is kisebb mértékben jatszodik le (5.3.2.8. abra).

5.3.2.8. abra: A colicin E7 fehérje nukleaz doménjének DNS kotése 2IVH kristalyszerkezet alapjan, ahol
az R538 aminosav lathatd piros szinnel jelolve. Az abra jol mutatja a DNS kettOs spirdl torzulasat a

fehérjével kialakitott kolcsonhatas kovetkezményeként.
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Hogy alternativ protoncsatornakat talaljunk, az 6sszes lehetséges hidrogénkotést
szambavettiik a AN4-NCoIE7-C* és az NColE7 aktiv kézpontjaban (5.3.2.9. abra). Az
NColE7 esetében az R447 kapcsolatot alakit ki a foszfatcsoporttal és kozel keriil az
altalanos bazis H545 aminosavhoz. Igy lehetséges, hogy egy vizmolekula
kozremiikodésével hidrogénkotés 1étesiil kozottik. A AN4-NColE7-C*  fehérjében
ugyanez a kapcsolat lehetséges lenne, mivel a vizmolekula jelen van, viszont nincs az
eltavolitott N-terminalis Arg. Mas protonalhatd aminosavat, vagy hidrogénion-csatornat

nem talaltunk az aktiv kézpontban.

5.3.2.9. abra: Hidrogénkotések az NColE7 aktiv kdzpontjaban (kék), illetve AN4-NCoIE7-C* fehérjében
(z61d). A lehetséges hidrogénkotéseket 3,9 A-ig jeldltiik. Vizmolekulakat piros csillagok reprezentéljak.
Az ébra a Hbonds PyMol segitségével késziilt.

Altalunk feltételezett mechanizmus

Ezen eredmények alapjan felmeriil, hogy az R447 lehet felelds a bazikus tdvozo
csoport protonalasaért. Az Arg oldallanc ezutdn nagyon gyorsan ujraprotonalédhat a
protonalt H545 aminosavtol protont atvéve a kozottik 1évé  vizmolekula
kozremiikodésével. H545, mint altalanos bazis ezutdn deprotondlja a kozelében 1évo
masik vizmolekulat, majd az igy képzddott hidroxidion nukleofil timadast hajt végre a
parcialis pozitiv toltéssel rendelkez6 foszforatomon, €s a katalitikus ciklus ismétlddhet.
Az R447 tehat egy flexibilis proton-szallito szerepet lathat el a H545 aminosav és a
DNS molekula kozott. Habar az Arg oldalanc ritkan viselkedik savként, bioldgiai
rendszerekben ez a mechanizmus elképzelhetd, hiszen a szénhidrat rész 3°-
alkoholatcsoportja még az argininnél is erdsebb bazis. Amint azt a kdvetkez6 fejezetben
latni fogjuk, az N-terminalis pozitiv toltéssel rendelkezd oldallancnak nem sziikséges

egy rogzitett pontban elhelyezkednie a katalitikus aktivitas 1étrejottéhez.
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5.3.3. 13C és N izotépokkal dusitott fehérje eldallitisa NMR mérések céljabol

A AN4-NColE7-C* fehérje N-terminalis végén 8, nem a természetes
szekvenciabol szarmazé aminosav jelenlétével kell szamolni a GST fuzidés rész
proteazzal torténd lehasitasa utan. Tovabba, mint azt mar emlitettiik, nem vart mutacio
1épett fel a C-termindlis végen, ahol az utolsé 3 aminosav helyett 12 aminosav épiilt be
(5.2.2.3. abra). A helyes szekvencia elGallitasa, illetve a jovében tervezett NMR
mérések érdekében, GST fuzios rész nélkiil probaltuk meg eldallitani a fehérjét. Erre a
célra a pET21a vektort valasztottuk, mivel a klénoz6 régidjaban talalhatd restrikcids
endonukledz hasitasi helyek a pGEX-6P-1 vektorhoz hasonld elrendezést mutattak. A
AN4-NColE7 fehérje génjét az EcoRI, Xhol hasitasi helyeket hasznalva iiltettiik at a
pET21a vektorba (F.9. abra), azonban ezt a fehérjét nem tudtuk kifejzeni, mivel a
sejtek mar a taptalajon elpusztultak. E klonozas eredményeként 16 N-terminalis
aminosavval boviilt a szekvencia, ahol az 6todik helyen 1évé aminosav éppen egy Arg
(5.3.3.1. abra). Ez a természetes NColE7 szekvenciahoz viszonyitva, két aminosavnyi
eltolodast jelent az N-terminalis irdnyba. Igy bar nem az NColE7 szekvencia szerint
rogzitett helyen, de annak kozelében 1évd Arg elegenddnek bizonyult a nukleaz

aktivitas visszanyeréséhez.

PGKATGKGKPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFK
R*-AN4-NColE7 SFDDFRKKFWEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMKVGKAPKTRTQDVSGKRTSFELHHEK
PISQNGGVYDMDNISVVTPKRHIDIHRGK

5.3.3.1. abra: AN4-NColE7 fehérje aminosav-szekvencidgja a pET2la vektorban az EcoRI/Xhol
restrikcids hasitasi helyek kozé illesztett génszekvencia alapjan. A vektor altal hordozott szekvencia
sziirkével jelolve a fehérje N-termindlis végéhez flizve. A jelentds szereppel bird Arg aminosavat

ciklamennel jeloltiik.

Hasonlo citotoxicitast figyeltiink meg akkor, amikor a GST-AN4-NColE7
fehérjét, azaz a C-termindlis részen mutaciot nem tartalmazo fehérjét probaltuk meg
kifejezni (5.2. fejezet). Ezek alapjan valdszinisitheté, hogy a GST fuzios fehérje

feliiletén talalhaté szamos pozitiv toltésii aminosav oldallanc valamelyike hasonldan
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elésegiti a GST-AN4-NColE7 fehérje nukleaz aktivitasat, mig a GST-AN4-NColE7-C*

mutansban ezt a megvaltozott C-terminalis szekvencia sztérikusan gatolja.

A fenti tapasztalatok alapjan a kovetkezd kisérletben az Ndel, Xhol hasitasi
helyek koz¢ klonoztuk be a fehérje génjét, igy az 5.3.3.2. abran lathato, tobblet
aminosavakat nem tartalmazo AN4-NColE7* fehérjét tudtuk kifejezni. E fehérje mar
nem mutatott sejtmérgezé hatast LB tapoldatban ami alatamasztja, hogy a AN4-
NCoIE7-C* fehérje GST flzios rész nélkiil nem a C-terminalis mutacidé miatt inaktiv. A
fehérjék tisztitdsanak kidolgozasaban a kordbban GST-fuzids rendszer ioncsere
kromatografiaban alkalmazott koriilményei szolgaltak kiindulasi alapul, hiszen ott mar a
fzios résztél megszabaditott, hasonld fehérjeszekvencidkat tisztitottuk. Igy a fehérjét
elsé 1épésben egy Sepharose Fast Flow ioncseréld oszlopon (5.3.3.3. abra), majd a
GST-fuzidés rendszer masodik Iépéseként is alkalmazott Source 30S kolonnan

tisztitottuk meg (5.3.3.4. abra).

PGKATGKGKPVNNKWLNNAGKDLGSPVPDRIANKLRDKEFK
SFDDFRKKFWEEVSKDPELSKQFSRNNNDRMKVGKAPKTRTQDVSGKRT
SFELHHEKPISQNGGVYDMDNISVVTPKRHIDIHRGK

AN4-NColE7*
14500,3 Da

5.3.3.2. abra: AN4-NColE7* fehérje szekvenciaja tdbblet aminosavak nélkiil.

mAU
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5.3.3.3. abra: AN4-NCoIE7* fehérje tisztitisa HPLC eljarassal Sepharose Fast Flow ioncsere oszlopon.
Az abran a kromatogram részlete lathatd. Zold vonallal az elucios oldat gradiensét jeloltiik. Az elualt
frakciokhoz tartozd gélelektroforézis képe jobb oldalon lathaté ( M, = 14,5 kDa) . Az E7-G2 frakciokat
gyljtottiik és masodik 1épésben tovabb tisztitottuk.
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5.3.3.4. abra: AN4-NColE7* fehérje tisztitisa HPLC-s eljarassal Source 30S ioncsere oszlopon. Az abran
a gradiens eltciohoz tartozé (zold vonal) kromatogram részlete lathato, illetve az elualt frakciokhoz

tartozo gélelektroforézis képe (M, = 14,5 kDa).

A késobbi NMR mérések olyan Gn. minimal-tapoldatban (M9 osszetétel: F.2.
tablazat) torténd fehérjekifejezést igényelnek, mely elkészitéséhez N, és *C-tartalmi
vegyiiletek sziikségesek. Ebbe a tdpoldatba nem tettiink Zn**, vagy egyéb fémiont, igy a
baktérium azt nem is tudta beépiteni a képz6dé fehérjébe. A AN4-NColE7*
tomegspektrometrias mérése is alatimasztotta a fehérje tisztasagat, illetve azt, hogy a
tisztitott fehérje fémion nélkiili formaban van jelen. Ugyanezt a fehérjét LB tapoldatban
névesztett sejtekben is kifejeztiik. Mivel itt lehetéség volt Zn**-ion felvételére a fehérjét
Zn?* -komplexe forméjaban sikeriilt kinyerniink (5.3.3.5. abra). Amennyiben az M9
tapoldatbol kifejezett és tisztitott AN4-NColE7* oldatahoz egy ekvivalensnyi Zn**-iont

adtunk, a Zn?* -komplexnek megfeleld molekulatomeget nyertiink az MS mérésekbél.

AN4-NColE7* - M9 AN4-NColE7* - LB
14563,0
o 14501,0 .
| 620
| 147400
'} e S SO o . ly -

10000 14000 15000 10000 12600 14000 falon
Tomeg (Da) Tomeg (Da)

5.3.3.5. abra: AN4-NColE7* fehérje M9 és LB tapoldatbol tortént tisztitdsanak tomegspektrumai. Az M9
minimal tapoldathoz nem adtunk fémiont, igy a tisztitott fehérje nem tartalmazott fémiont (a szamitott
molekulatémeg M, = 145003 Da). Az LB tapoldatbol megtisztitott AN4-NCoIE7* fehérje Zn*'-

komplexeként detektalhatd, amelynek szamitott molekulatomege: M, = 14565,3 Da.
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Ezek alapjan valoban az M9 tapoldat osszetételébdl adddott a fémion hianya a
tisztitott fehérjében. Ugyanakkor érdemes itt megjegyezni, hogy az 5.2. és 5.3.1.
fejezetekben vizsgalt C-terminalis mutaciot tartalmazé fehérje (AN4-NColE7-C*) Zn?*.
kotésében nem mutatott szdmotevo kiilonbséget a AN4-NColE7* fehérjéhez képest. Ez
arra utal, hogy a C-terminalis mutacionak nem volt 1ényeges hatasa a fémionnal

kialakitott kolcsOnhatasra.

A AN4-NColE7* M9 minimal tapoldatbol torténd kifejezésének és tisztitasanak
optimalizalasa utan e folyamatokat *3C* és N* tartalma tapoldatbol (M9*) is
megismételtik NMR mérésekre alkalmas fehérje eldallitisa céljabol. gy 2,7 mg

13C,>"N-AN4-NColE7* fehérjét sikeriilt tisztitani 500 ml jelzett M9* tapoldatbol.

Az elsé PN-HSQC NMR mérések Zn**-ion hidnyaban és jelenlétében (5.3.3.6. abra) jo
egyez¢ést mutattak, ami mar a Zn**-ion megkotése elbtt is rendezett szerkezet
kialakuldasara enged kovetkeztetni. Ez szintén az N-termindlis hurok szerkezet-
stabilizal6 hatésat, illetve a fehérje két vége kozotti kdlcsonhatast tamasztja ala. Ahhoz,
hogy pontosabb kovetkeztetéseket tudjunk levonni, az NMR spektrumokban
bekovetkezett valtozasokrdl a jelek hozzarendelésére van sziikség, amit a jovObeni

kutatdsaink sordn terveziink megvaldsitani.
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5.3.3.6. abra: A *C,”®"N-AN4-NColE7* jelzett fehérje > N-HSQC NMR spektruma Zn**-ion hianyaban
(piros) és jelenlétében (kék).
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5.3.4. Eredmények és targyalasuk

A AN4-NColE7-C* ¢és az NColE7 (1IMO08) kristalyszerkezetének
Osszehasonlitasa jO egyezést mutat (5.3.2.1. abra) ami arra utal, hogy a négy N-
termindlis aminosav eltavolitaisa nem okoz jelentds konformacid-valtozast, azaz az
aktivitds megsziinése nem ennek kovetkezménye. Lathatd az is, hogy a jol definialt
masodlagos szerkezeti egységekkel nem rendelkezd N-terminalis hurok megtartja
helyzetét a mutacio ellenére is, ami azt jelenti, hogy nem a pozitiv toltésti aminosavak
jatszanak szerepet szerkezetének stabilizalasaban. A kristalyszerkezetbdl lathato, hogy
az N-termindlis hurok a C-terminalis HNH motivummal 0sszetett hidrogénkdotés
halézatot alakiti ki (5.3.2.3. abra), melyen keresztiil az N-terminalis hurok hozzéjéarul a
HNH motivum szerkezetének kialakitasahoz, a Zn?*-kétéshez. Ezt tdmasztja ald a 5.2.
fejezetben vizsgalt rovidebb mutans (AN25-NCoIE7), — amelyben ez az N-terminalis
hurok hianyzik — gyengébb Zn** és DNS-kotése is.

Az eltavolitott N-terminalis R447 arginin aktiv kdzponthoz kdzeli helyzete
feltételezésilink szerint, nem pusztdn a DNS kotés kovetkezménye. Ez a kdlcsonhatés
ugyanis rogzitené az arginin oldallancot. Ugyanakkor megfigyelheté, hogy a
rendelkezésiinkre all6 NColE7 a kristalyszerkezetek tobbségében ennek az
aminosavnak a helyzete nem hatarozhatd meg tal nagy flexibilitasa miatt. Ezen
tulajdonsaga révén viszont, mozgékony protonforrasként, a tdvozd csoportot
protonalhatja, azaz altalanos savként viselkedhet. A kozelében 1évo, az elsdé 1épésben
altalanos bazisként funkcionald protonalt H545 lehet felelés a leadott proton gyors
potlasaért. E javasolt mechanizmus alatdmasztisara tovabbi NMR vizsgalatokat
terveztiink. Az elézetes NMR mérések a AN4-NColE7 fehérje szerkezetének stabilitasat
igazoljak, mind Zn**-ion hiany4ban, mind jelenlétében (5.3.3.6. abra). Bar Zn**-ionok
hozzaadasara a szerkezetben kismértéki valtozasok detektalhatok, a rendezett szerkezet
mar enélkil is kialakul, ami szintén alatdmasztja az N-, és a C-terminalis végek kozotti

kolcsonhatasok jelentoségét.
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6. Osszefoglalas

Kutatocsoportunk tavlati célja egy szabalyozott moédon mikodé mesterséges
metallonukledz tervezése genetikai alkalmazasokhoz. PhD munkdm sordn e kutatdsok
elsd fazisdba kapcsolodtam be. Széleskorti irodalmazasi folyamat kovetkezményeként
tanulmanyaink célpontjaul a colicin E7 bakterialis toxint, illetve ennek nulkeaz
doménjét (NColE7) valasztottuk. Elséként e fehérje C-termindlis végén talalhato, az
evolucio soran jol megdérzodott, Zn*-ion jelenlétében stabilizal6do HNH motivummal —
mint nukledz aktivitasért felelds fehérjerészlettel — foglalkoztam. A 42 aminosavbdl allo
motivum eléallitasa kihivast jelentett, ugyanis megbizhatd szilard fazisi peptid-
szintézishez mérete mar talsdgosan nagy, mig a rekombindns DNS technologidban
kicsiny fehérjének szamit. Amint az kisérleteink soran be is igazolddott, az E. coli
sejtek e fehérjét lebontottak. Ezért a HNH motivumot keriild Gton, ubikvitin-fizids
fehérjeként allitottuk eld, tobb Iépésben tisztitva. A tdmegspektrometrids mérések
alapjan a tisztitott fehérje nem tartalmazott Zn**-iont, és a fémion hozzaadaséra is csak
gyenge kolcsonhatast tapasztaltunk: a fémion nagy feleslege mellett sem volt képes azt
kvantitativan megkdtni. A cirkularis dikroizmus spektroszkopias vizsgalatok alapjan
megallapitottuk, hogy a HNH motivum — publikalt kristalyszerkezetek alapjan — vart
szerkezete vizes oldatban csak részben alakul ki, amit a fémion koordinécidja segit. A
HNH motivum nem rendelkezik detektalhatdé DNS-kot6 képességgel, illetve nukleaz
aktivitassal.

A nukledz aktivitasért felelds minimalis fehérjerészlet keresése érdekében 4
kiilonb6zé — N terminalis végen roviditett — NColE7 mutanst allitottunk el6. A AN69-,
AN45-, AN25-, és AN4-NColE7 mutansok (ANX-ben az X a 446-576 NColE7 fehérje
N-terminalis szekvencidjabol hianyz6 aminosavak szamat mutatja) mind kifejezhetéek
baktériumsejtekben, azaz nem rendelkeznek sejtmérgezd hatdssal, mint a természetes
szekvenciaji NColE7, melynek génjérél a legtobb vektorban a fehérjetermelés
indukaladsa nélkiil is minimalis mértékben kifejez6dd fehérje elpusztitja a transzformalt
baktériumokat. Ennek megfelelden a teljes nukledz doménnel citotoxikus aktivitast
tapasztaltunk. Ez arra utal, hogy az NCoIE7 C-terminalis katalitikus egységének
mikodoképességéhez mindenképpen sziikséges az N-termindlis végen megtalalhato
pozitiv toltésli oldallanccal rendelkez6 aminosavakban gazdag részlet. Az irodalomban
mar kozolt kristalyszerkezetek koziil néhdnyban meg is talalhaté egy olyan arginin

aminosav (R447), mely az aktiv kozpont kozelében helyezkedik el, és a szubsztrat-
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molekula hasad6 foszfodiészter kotése hidként koti 6ssze a HNH motivumban kotott
Zn**-ionnal. Ez a jelenség egy allosztérikus aktivalas lehet6ségét veti fel. Ezért a
tovabbiakban az N-terminalis részek szerepének tisztazasa érdekében a AN4-NColE7 és
AN25-NColE7 mutansok tulajdonsagait vizsgaltuk részletesebben. A AN4-NColE7
mutans génje a pGEX-6P-1 vektorba ligdlva (GST-fuzios fehérjeként kifejezve) a
természetes NColE7-hez hasonloan mérgezonek bizonyult, igy a baktériumsejtekbol
egy C-terminalis modositassal sikeriilt azt izolalni. Mivel ez a moddositas fehérje
funkcidja szempontjabol lényeges aminosavakat nem érintette, ezzel a fehérjével a
(GST faziés rész eltavolitasa utan) AN4-NCoIE7-C* néven foglalkoztunk tovabb. A
tisztitasi 1épések soran ez a fehérje megtartotta a kifejezés soran megkdtott Zn -iont,
mig a AN25-NColE7 fehérjét fémion nélkiil detektaltuk, és nagy fémion-felesleg mellett
is csak részben alakult ki a Zn®*-fehérje komplex. A cirkularis dikroizmus
spektroszkopias mérések soran a AN25-NColE7 muténs oldatdnak spektrumai a Zn*'-
ion adagolasanak hatasara folyamatos valtozast mutatnak, mig a AN4-NColE7-C*
szerkezete nem valtozott lényegesen a fémion koordinacidjanak hatasara, azaz a
katalitikus kozpont szerkezetét az N-terminalis végen jelenlévé hurok részlet
stabilizalta. Tovabba a AN25-NColE7 mutans sokkal gyengébb DNS-kotést mutatott,
mint a AN4-NCOIE7-C* fehérje. Az N-terminalis hurok eltavolitasa tehat, mind a Zn?*-,
mind pedig a DNS-ko6tés mértékét jelentésen csokkentették, ami az eltavolitott rész
fontos szerepére utal.

A AN4-NColE7-C* mutans annak ellenére sem képes a DNS kétszala
hasitasara, hogy mind a Zn*-iont, mind a DNS molekulat erésen koéti. Annak
megvalaszolasara, hogy a nukledz aktivitas elvesztése pontosan milyen Osszefliggésben
van az utols6 4 aminosav hidnyaval, a AN4-NCoIE7-C* térszerkezetének
meghatarozasat tliztiik ki célul. A nagymennyiségi tiszta fehérjébdl sikeriilt egykristalyt
noveszteniink, mely alkalmas volt rdntgen-diffrakcios mérések elvégzésére 1,6 A
felbontassal. A fehérje szerkezetének részletes vizsgalata igazolta, hogy a jol definialt
masodlagos szerkezeti elemekkel nem rendelkezé N-terminalis hurok aminosavjainak
helyzete megegyezik az NColE7 fehérjében tapasztaltakkal. Ez annyit jelent, hogy e
hurok helyzetét nem az N-termindlis pozitiv toltésli aminosavak kdolcsonhatésai
hatarozzék meg.

A szerkezetbdl az is kidertilt, hogy az N-, és C-terminalis vég kozott e mutans

fehérjében is kialakul egy hidrogénkotés halozat, amelyen keresztiil az N-terminalis vég
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hozzéjarul a C-terminalis aktiv kozpont szerkezetének stabilitdsdhoz. Ez a megfigyelés
megmagyarazza & AN25-NColE7 mutans C-terminalis aktiv kézpontjanak gyengébb
Zn**-kotését, rendezetlenebb szerkezetét. A rovidebb muténs fehérje gyengébb DNS-
kotésének oka szintén a szerkezeti instabilitasban keresendd, hiszen az irodalmi
adatokbol tudjuk, hogy az NCoIE7 fehérje szerkezete nem valtozik meg DNS kotés
hataséra, azaz a rendezett szerkezet alkalmas a DNS molekula megkotésére is.

A mutans fehérjéknél hidnyzé pozitiv toltésii R447 Arg aminosav jelenléte a
fentiek ellenére sziikséges a nukledz aktivitdshoz. Az eddig ismert kristalyszerkezetek
alapjan — mivel helyzete a legtobb esetben nem hatdrozhaté meg egyértelmiien —
feltehetdleg flexibilis altalanos savként a tdvozo csoport protondldsit végzi. Bar az
arginin meglehetésen bazikus tulajdonsagu, bioldgiai kdrnyezetben a deprotonalt 3’-
hidroxilcsoportnak atadott protonjat konnyen visszanyerheti kozvetleniil, vagy egy
vizmolekulan keresztiil kozvetett uton az elsd 1épésben bazisként viselkedd, protonalt
hisztidin-oldallancrél. Ezen hipotézis igazolasara a jovében tovabbi NMR méréseket
terveziink.

A fentiek alapjan az NColE7 képezheti egy pozitiv allosztérikus szabalyozas

alatt miikodo, biztonsagos mesterséges metallonukledz alapjat.

89



7. Summary

The aim of our research group is to design a well-controlled, artificial
metallonuclease for genetic purpuse. | joined this research project at its early stage. As a
result of reviewing the related papers, the nuclease domain of colicin E7 bacterial toxin
(NColE7) have been chosen as the target of our research. First | have performed the
examination of the C-terminal sequence of the colicin E7 protein, which is responsible
for nuclease activity containing a well conserved HNH motif stabilized by the presence
of Zn**-ion. The production of these 42 amino acids long protein was a challenge, since
it is too big for the solid phase peptide synthesis and too small for the recombinant
DNA technology. Indeed, based on our first experiences, this protein has been degraded
by the E. coli cells so we expressed it as the ubiquitin fusion protein. It was purified in
few chromatographic steps. According to the mass spectrometric measurements the
purified protein did not contain Zn**-ion. On addition of metal ion in an excessive
amount, weak interaction was detected but no quantitative binding was observed.
Circular dichroism (CD) spectroscopy provided information about the structure of the
HNH motif. From these measurements we concluded that the formation of the structure
— close to that predicted from the available NColE7 crystal structure — was supported by
the coordination of the metal ion. Neither nuclease activity nor DNA binding ability of
the HNH motif was detected.

To determine the minimal sequence responsible for the nuclease activity, four
different N-terminally truncated NColE7 mutants were expressed: ANG69-, AN45-,
AN25-, AN4-NCoIE7 protein (X in ANX-NColIE7 represents the missing amino acids at
the N-terminus of the 446-576 NColE7). All mutants can be expressed in E.coli cells,
which proves the lack of their nuclease activity, while even one molecule of the wild
type enzyme — expressed without the induction of protein production — is able to kill the
cell. Only the whole nuclease domain exposed citotoxic activity, which refers to the fact
that the N-terminal positively charged residues are necessary for the function of the C-
terminal catalytic unit. In a few among crystal structures of NColE7 published in the
literature, the N-terminal R447 residue has been found in the proximity of the C-
terminal acitve centre bridging the scissile phosphate of the substrate and the Zn**-ion
of the HNH motif. This phenomenon suggests the possibility of an allosteric activation
of the catalytic centre. Further examinations were carried out with AN4-NCoIE7, AN25-

NColE7 mutants to get deeper insight into the role of the N-terminal amino acids. The
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gene of the AN4-NColE7 mutant ligated into the pGEX-6P1 vector (expressed as GST-
fusion protein) had cytotoxic activity, just like the native NColE7. Therefore, a protein
with a C-terminal modification was identified. Since none of the functional residue have
been affected by this additional mutation (after the cleavage of the GST fusion part)
AN4-NColE7-C* was examined. This mutant was able to retain Zn**-ion during the
whole purification process, while AN25-NColE7 was detected without the metal ion.
Not even in the presence of an excess of Zn’*-ions the Zn**-protein complex was
quantitively formed. Small changes were observed in the circular dichroism (CD)
spectra of the AN25-NColE7 when we added Zn**-ion to the protein, while the Zn**-ion
did not cause significant structural changes in the AN4-NColE7-C* mutant. This
suggests that the N-terminal loop has a structure stabilization effect on the C-terminal
catalytic centre. Furthermore, the AN25-NColE7 mutant showed much weaker DNA
binding affinity than the AN4-NColE7-C* mutant. Thus, removal of the N-terminal
loop of the protein decreased the Zn** and DNA-binding ability, which points to the
importance of this structural element.

The AN4-NColE7-C* mutant is not able to cleave the DNA, despite the fact that
it is capable of binding both the Zn**-ion and the double stranded DNA. 3D-structure
determination of this protein may provide information about how the removal of the
four N-terminal amino acids is related to the missing nuclease activity. A protein single
crystal was grown from the purified protein, and X-ray diffraction measurements were
carried out up to a resolution of 1.6 A. The structure determination of this protein
proved that the steric arrangement of the flexible N-terminal loop — missing secondary-
structure elements — is the same as in the strucure of NColE7 native enzyme. That is the
position of the N-terminal loop is not determined by the interaction of the N-terminal
positively charged amino acids with the substrate or its analogue. According to the
determined structure of the mutant protein, an extensive hydrogen bond network is
formed between the C-, and the N-termini, which stabilizes the structure of the C-
terminal active centre. This observation explains the weaker Zn®*-binding ability of the
AN25-NColE7 mutant based on the less organised structure of its C-terminal active
centre. The reason of the weaker DNA binding ability of this protein lies also in the
strucutre instability, hence based on the literature the protein conformation does not
change when NCoIE7 binds to DNA, i.e. the well organised structure is capable of

strong DNA binding. Despite the above mentioned information the presence of the
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positively charged amino acids — missing from the mutant proteins — is necessary for the
nuclease activity. Based on the published crystal structures, where the determination of
the N-terminal Arg residue was not succesfull in most cases, its role as a general acid
may be the protonation the leaving group, due its flexibility. Although, arginine is
generally a basic residue, in biological systems it may donate its proton to the
deprotonated 3’-hydroxy group. The lost proton can be recovered either directly or in an
indirect way through a water molecule from the protonated His residue, which behaved
as a general base in the first step of the cleavage reaction. In order to prove this
hypothesis, further NMR measurments will be carried out.

Based on the above collected information, the NColE7 protein may become a
platform of a safe, artificial metallonuclease, which is able to work under positive

allosteric control.
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8. Roviditések jegyzéke

EcoRI, BamHl,
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MS

bp
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kan

DH10B, Mach 1,
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BL21(DE3)
ColE7

HNH motivum

A DNS hasitasat végzo bakterialis eredeti specifikus szekvenciat
felismerd restrikcios endonukledzok jelolése

RNS molekula hasitasat végzo fehérje

DNS molekula hasitasat végzo fehérje

colicin E7 fehérje nukledzdoménje

A colicinek immunitas-fehérjeinek jelolése

Sejtfelszini receptor
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Mass Spectromety

bazispar
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ampicillin antibiotikum

specifikus szekvenciat felismerd proteaz

Luria Broth tipust baktériumok tenyésztésére szolgald kozeg
kanamicin antibiotikum

E. coli torzs

E. coli torzs

E. coli torzs

colicin E7 fehérje, amelyet baktériumok allitanak eld sajat védelmiikre
Hisztidin, aszparagin, hisztidin aminosavakat meghatarozott sorrendben
tartalmazd, jol megdrzott 42 aminosavbol allo szerkezeti egység
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10. Fiiggelék

Nuclease-type toxins
Inhibitor

Target cell

[ 8<% ‘
| Restriction !
\enzyme

Host cell

Foreign DNA

Current Opinion in Structural Biology

F.1. abra: A nukleéaz tipust bakterialis toxinok hasitasi mechanizmusa, illete a colicinek kiilonb6z6
doménjeit szemlélteto abra [85].

F.2. tablazat: Baktériumok novesztésére szolgaltd tapoldatok elkészitéséhez sziikséges anyagokat
Osszefoglalo tablazat.

Tépoldat tipusa Osszetevok
11LB 10 g TRIP, 5 g éleszt6 kivonat,
(Luria Broth) tapoldat 10 g NaCl, 1 ml 1M NaOH, 11

dH,O
3,76 g Na;HPO4x2H,0, 1,59
0,51 M9 KH,POy4, 0,25 g NaCl, 0,5 g
(minimal) tapoldat NH4Cl, 1g gliikéz, 1 ml IM

MgSQy, 50 ul 1M CaCl,,
900 ml desztillalt vizhez, 12 g
(bacto) tripton, 24 g (bacto)
¢leszto kivonat, 5,66 g 87%

11TB
(Terrific Broth) tapoldat

F.3. tablazat: A rontgen diffrakcios adatgy(ijtés soran kapott krisztallografias adatok a A4N-ColE7-C*
fehérje egykristalyarol.

Wavelength / A 1.20

Space group P3,21

Unit-cell parameters

a=b/A 55.3
c/A 73.1
o, p/° 90.0
v/° 120.0
Total reflections 110182
Unique reflections 19723
Resolution range / A 29 - 1.9 (2.0-1.9)
Redundancy 5.6 (5.5)
Completeness / % 99.3 (98.0)
Rmerge T/ % 3.7 (14.3)
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F.4. abra: A pTZ57R klénozo vektor restrikcios térképét tartalmazo abra.

Dra Hig5118) . 3 _.-BseR 1(260)

ApaB §(798)
Pyu 4417)
Sgf l17)
Sma l4291) Miu Ig1114)
Bal I28)
Cia 1(4108;
N o BSIE 1295)

pET-26b(+)
(53600p)

PshA I(1958)
P111108 I(2001)
F3p 12195
Psp5 li2z21)

F.5. abra: A pET26b vektor sematikus dbraja a restrikcios hasitasi helyek feltiintetésével.

A Neol (5941) Sacll (279)
Xbal (5902) | BamHi (286)
Balll (5836) ATG-His(6) | EcoRI (292)
Sphl (5643) Sacl (298)
MCS| Kpnl (304)
Sall (310)
Notl (316)
lacl Hindlll (324)
pHUE |~ Pstl (1376)
5942 bp Amp®
ori
His(6)
<>'-| Ubiquitin or—
|
BTy Bglll Sacll  BamHI EcoRISacl Kpnl Sall Notl Hindll

AGCCATATGCAGATCTTC. . .CTCCGCGGTGG,
Met LR GGs efelgtvdaaas.
1 2 3 4 73 74 75 76

F.6. abra: Ubikvitin-HNH ftzids rész sematikus abraja a pHUE klonoz6 vektorbdl kiemelve
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F.7.abra:. NColE7 fehérje DNS szekvenciaja 5°—3’ iranyban abrazolva.

AAACGGAATAAGCCAGGGAAGGCAACAGGTAAAGGA
AAACCTGTCAATAATAAGTGGTTAAATAATGCAGGTAAAGACTTAGGTTCTCCTGTTCCA
GATCGTATAGCTAATAAACTACGTGATAAGGAGTTTAAAAGTTTCGATGATTTTCGTAAG
AAATTCTGGGAAGAAGTGTCAAAAGATCCTGAGTTAAGTAAACAATTTAGTAGGAACAAT
AATGATCGAATGAAGGTTGGAAAAGCGCCCAAGACTAGAACCCAGGATGTTTCAGGGAAG
AGAACTTCATTCGAGCTTCATCATGAGAAGCCGATCAGCCAAAATGGTGGTGTCTATGAT
ATGGATAACATCAGCGTGGTAACACCTAAAAGGCATATTGATATTCACCGAGGTAAATAA

F.8. tablazat: A fehérjekristalyositashoz hasznalt JSCG+ gyari screen Osszetétele, pirossal jelolve azt a
koriilményt, ahol a A4N-NColE7 fehérjét sikeriilt kikristalyositani

JCSG + MiCo4 room temp
AN4-NColE7 18mg ml DCTN#987
20 mM HEPES, 0.33 M NaCl
100 ul
0.3ul
well
(96-well plates)  salt Buffer Precipitant
AL 0,2 M Lithium sulfate 0,1 M Sodium acetate pH 4,5 50 %w/v PEG 400
A2 0,1 M tri-Sodium citrate pH 5,5 20 %w/v PEG 3000
A3 0,2 M di-Ammonium citrate pH 5.0 20 %w/v PEG 3350
A4 0,02 M Calcium chloride 0,1 M Sodium acetate pH 4,6 30 %viv MPD
AS 0,2 M Magnesium formate pH 5.9 20 %w/v PEG 3350
A6 0,2 M Lithium sulfate 0,1 M Phosphate-citrate pH 4,2 20 %w/v PEG 1000
A7 0,1 M CHES pH 9,5 20 %w/v PEG 8000
A8 0,2 M Ammonium formate pH 6.6 20 %w/v PEG 3350
A9 0,2 M Ammonium chloride pH 6.3 20 %w/v PEG 3350
A10 0,2 M Potassium formate pH 7.3 20 %w/v PEG 3350
A1l 0,2 M Ammonium phosphate 0,1 M TRIS pH 8,5 50 %Vviv MPD
A12 0,2 M Potassium nitrate pH 6.9 20 %w/v PEG 3350
B1 0,8 M Ammonium sulfate 0,1 M tri-Sodium citrate pH 4
B2 0,2 M Sodium thiocyanate pH 6.9 20 %w/v PEG 3350
B3 0,1 M BICINE pH 9 20 %w/v PEG 6000
B4 0,1 M HEPES pH 7,5 10 %w/v PEG 8000, 8 %v/v Ethylene glycol
BS 0,1 M Sodium cacodylate pH 6,5 40 %wviv MPD, 5 %w/v PEG 8000
B6 0,1 M Phosphate-citrate pH 4,2 40 %viv Ethanol, 5 %w/v PEG 1000
B7 0,1 M Sodium acetate pH 4,6 8 %w/v PEG 4000
B8 0,2 M Magnesium chloride 0,1 M TRIS pH 7 10 %w/v PEG 8000
B9 0,1 M tri-Sodium citrate pH 5 20 %w/v PEG 6000
B10 0,2 M Magnesium chloride 0,1 M Sodium cacodylate pH 6,5 50 %V/v PEG 200
B11 1,6 M tri-Sodium citrate
B12 0,2 M tri-Potassium citrate pH 8.3 20 %w/v PEG 3350
c1 0,2 M Sodium chioride 0,1 M Phosphate-citrate pH 4,2 20 %w/v PEG 8000
c2 1 M Lithium chloride 0,1 M tri-Sodium citrate pH 4 20 % /v PEG 6000
c3 0,2 M Ammonium nitrate pH 6.3 20 %w/v PEG 3350
ca 0,1 M HEPES pH 7 10 %w/v PEG 6000
cs 0,1 M HEPES pH 7.5 0,8 M Sodium phosphate, 0,8 M Potassium phos|
ce 0,1 M Phosphate-citrate pH 4,2 40 %viv PEG 300
c7 0,2 M Zinc acetate 0,1 M Sodium acetate pH 4,5 10 %w/v PEG 3000
cs 0,1 M TRIS pH 8,5 20 %v/v Ethanol
co 0,1 M Na/K phosphate pH 6,2 25 %viv 1,2 propandiol, 10 %w/v Glycerol
c10 0,1 M BICINE pH 9 10 %w/v PEG 20000, 2 %w/v Dioxane
c11 2 M Ammonium sulfate 0,1 M Sodium acetate pH 4,6
ci2 10 %w/v PEG 1000, 10% w/v PEG 8000
D1 24 %w/v PEG 1500, 20% w/v glycerol
D2 0,2 M Magnesium chioride 0,1 M HEPES pH 7.5 30 %wv PEG 400
D3 0,2 M Sodium chloride 0,1 M Na/K phosphate pH 6,2 50 %v/v PEG 200
D4 0,2 M Lithium sulfate 0,1 M Sodium acetate pH 4,5 30 %w/v PEG 8000
D5 0,2 M Magnesium chloride 0,1 M HEPES pH 7,5 70 %Vviv MPD
D6 0,1 M TRIS pH 8,5 20 %w/v PEG 8000
D7 0,2 M Lithium sulfate 0,1 M TRIS pH 8,5 40 %viv PEG 400
D8 0,1 M TRIS pH 8 40 %viv MPD
D9 0,17 M Ammonium sulfate 25,5 %w/v PEG 4000, 15 %V/v Glycerol
D10 0,2 M Calcium acetate 0,1 M Sodium cacodylate pH 6,5 40 %viv PEG 300
D11 0,14 M Calcium chloride 0,07 M Sodium acetate pH 4,6 14 %iv Isopropanol, 30 %wv Glycerol
D12 0,04 M Potassium phosphate 16 %w/v PEG 8000, 20 %V Glycerol
E1 1 M tri-Sodium citrate 0,1 M Sodium cacodylate pH 6,5
E2 0,2 M Sodium chloride 0,1 M Sodium cacodylate pH 6,5 2 M Ammonium sulfate
E3 0,2 M Sodium chloride 0,1 M HEPES pH 7.5 10 %/v Isopropanol
E4 0,2 M Lithium sulfate 0,1 M TRIS pH 8,5 1,26 M Ammonium sulfate
=] 0,1 M CAPS pH 10,5 40 %\viv MPD
E6 0,2 M Zinc acetate 0,1 M Imidazole pH 8 20 %w/v PEG 3000
E7 0,2 M Zinc acetate 0,1 M Sodium cacodylate pH 6,5 10 %/v Isopropanol
E8 1 M di-Ammonium phosphate 0,1 M Sodium acetate pH 4,5
E9 1,6 M Magnesium sulfate 0,1 M MES pH 6,5
E10 0,1 M BICINE pH 9 10 %w/v PEG 6000
E11 0,16 M Calcium acetate 0,08 M Sodium cacodylate pH 6,5 14,4 %w/v PEG 8000, 20 %V Glycerol
E12 0,1 M Imidazole pH 8 10 %w/v PEG 8000
F1 0,05 M Cesium chloride 0,1 M MES pH 6,5 30 %w/v Jeffamine M-600
F2 3,15 M Ammonium sulfate 0,1 M tri-Sodium citrate pH 5
F3 0,1 M TRIS pH 8 20 %viv MPD
Fa 0,1 M HEPES pH 6,5 20 %w/v Jeffamine M-600
F5 0,2 M Magnesium chioride 0,1 M TRIS pH 8,5 50 %viv Ethylene glycol
F6 0,1 M BICINE pH 9 10 %Viv MPD
F7 0,8 M Succinic acid pH 7.0
F8 2,1 M DL-Malic acid pH 7.0
F9 2,4 M Sodium malonate pH 7.0
F10 1,1 M Sodium malonate pH 7.0 0,1 M HEPES pH 7 0,5 %Wv/v Jeffamine ED-2001 pH 7.0
F11 1 M Succinic acid pH 7.0 0,1 M HEPES pH 7 1 %w/v PEG MME 2000
F12 0,1 M HEPES pH 7 30 %Wy Jeffamine M-600 pH 7.0
G1 0,1 M HEPES pH 7 30 %v/v Jeffamine ED-2001 pH 7.0
G2 0,02 M Magnesium chioride 0,1 M HEPES pH 7,5 22 %wlv Polyacrylic acid 5100 sodium salt
G3 0,1 M Cobalt chloride 0,1 M TRIS pH 8,5 20 %w/v Polyvinylpyrrolidone K15
G4 0,2 M Trimethylamine N-oxide 0,1 M TRIS pH 8,5 20 %w/v PEG MME 2000
G5 0,005 M Cobalt chloride 0,005 M Cadn 0,1 M HEPES pH 7,5 12 %w/v PEG 3350
G6 0,2 M Sodium malonate pH 7.0 20 %w/v PEG 3350
G7 0,1 M Succinic acid pH 7.0 15 %w/v PEG 3350
G8 0,15 M DL-Malic acid pH 7.0 20 %w/v PEG 3350
Go 0.1 M Potassium thiocyanate 30 %w/v PEG MME 2000
G10 0,15 M Potassium bromide 30 %w/v PEG MME 2000
G11 2 M Ammonium sulfate 0,1 M bis-TRIS pH 5,5
G12 3 M Sodium chloride 0,1 M bis-TRIS pH 5,5
H1 0,3 M Magnesium formate 0,1 M bis-TRIS pH 5,5
H2 1 M Ammonium sulfate 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 1 %w/v PEG 3350
H3 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 25 %w/v PEG 3350
Ha 0,2 M Calcium chloride 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 45 %v/v MPD
HS 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M bis-TRIS pH 5.5 45 %viv MPD
He 0.1 M Ammonium acetate 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 17 %w/v PEG 10,000
H7 0,2 M Ammonium sulfate 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 25 %w/v PEG 3350
H8 0,2 M Sodium chloride 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 25 %w/v PEG 3350
HY 0,2 M Lithium sulfate 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 25 %w/v PEG 3350
H10 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 25 %w/v PEG 3350
H11 0,2 M Magnesium chioride 0,1 M bis-TRIS pH 5,5 25 %w/v PEG 3350
H12 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M HEPES pH 7,5 45 %viv MPD
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T7 promoter primer #63348-3

Bglll T7 promoter lac operator Xbal tbs

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGEGEAAT TGTGAGCGEATAACAAT TCCCCTCTAGRAATAATT TTGT TTAACTTTAAGAABEAGA

B Eagl  Aval
Ndel Nhel  T7-Tag PET-210 pom1 EcoR| Sacl Sall Hindll _Notl  Xhol His-Tag
TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCEGATCCGAATTEGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCBAGLACCACCACCACCACCACTGA
HetAlaSerMetThrElyGI¥GInGInNetGlyArgEl ySerGluPheG luleuArgArgGinAlaCysGlyArgThrArghlaProProProProProleu

pET-210 .. GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGLCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
DET'21§ | ...G\YﬁrgﬂspProﬁsnSerSerSerUuIﬂspLysLeuAIQAIahluLepGIuHusH:sH\sHusH:sHusEnd
Neol
.. .TACCATGGCTAGC. . . pET-21c.d .. .GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCEGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
HetdlaSer. .. ... GlyArglleArgl leArghloProSerThrSerLeufArgProHisSerSerThrTheThrThrThrThrGlu
Bputoz| T7 terminator

GATCCGGLTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGLTGCTGCCACCOCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGRGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
-
T7 terminator primer #69337-3

pET-21a-d(+) cloning/expression region

F.9. abra: A pET21a vektor kiemelt klonozasi régidja
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