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Bevezetés és célkitiizés

A nukleazok a nukleinsavak foszfodiészter kotéseinek hidrolitikus hasitasat elésegitd
enzimek. Ezen az élet szempontjabol nagy jelentdséggel biré folyamatban mind specifikus,
mind nem-specifikus nukleinsav-szekvenciakat felismeré enzimek részt vesznek a célnak
megfelelden. A rekombinans DNS technolégia felismerve a nukleazokban rejld lehetdségeket,
foleg a specifikus enzimeket alkalmazza, legelterjedtebben pl. a természetben is eléforduld
bakterialis restrikciés endonukleazokat. Ezen az enzimek segitségével szamos, rajuk jellemz6
DNS szekvencia célzott hasitasa valt lehetové. Hatranyuk azonban, hogy a célszekvenciak
viszonylag rovid DNS szakaszok, illetve nem valaszthatoak meg tetsz6legesen. Ily modon egy
nagyobb méretii DNS, mint pl. a huméan kromoszoéma célzott kezelésére, nem alkalmasak.
Tanulmanyozasuk azonban jo kiindul6pontot szolgaltatott olyan j mesterséges enzimek
tervezéséhez és létrehozasahoz, melyek altalunk meghatarozott szekvenciak felismerésére és

hasitasara képesek.

Az ilyen enzimek jelentésége a DNS, illetve gének modositasaban, hibas gének
javitasaban, azaz génterapias alkalmazasban rejlik, ami miatt a mesterséges nukledzok
fejlesztése a tudomanyos érdeklédés kozéppontjaban all. Kimutattak ugyanis, hogy a sejtek
DNS javité mechanizmusainak miikodése indukalhaté a DNS kettds szali hasitasa révén.
Amennyiben ez utobbi reakcio egy hibas szekvenciaval rendelkezé6 DNS szakaszon (6roklott
genetikai betegség, vagy rakos megbetegedést okozd génmodosulas) vagy annak kozelében
torténik, €s jelen van egy ép szekvenciaju DNS molekula is, akkor az un. homolog

rekombinacio révén a sejt a hibas szekvenciat kijavithatja.

Ilyen célra potencialisan alkalmas, un. kimer mesterséges nukleazt allitottak elé a Fokl
restrikciés endonukledz onalléan funkcionalé nukledz doménjébdl egy specifikus DNS
szekvenciat felismer6 Un. cink-ujj fehérjéhez fiizve azt. Ezek a cink-ujj nukleazok az elmult
15 évben szamos genetikai jellegii kisérlet alapjat képezték, melyek sikereinek kovetkeztében
a human terapias alkalmazasokig is eljutottak. Sajnos ebben a fazisban az cink-ujj nukleazok
nem valtottak be a hozzajuk fiizott reményeket, azaz hogy genetikai megbetegedések
kezelésében, ill. gybgyitasaban hatékonyan miikddhetnek. Ennek oka a kezelések utan egyes
esetekben kialakult rakos megbetegedésre emlékeztet tiinetek megjelenése volt, amit
valészinlileg a mellékreakcioként lejatsz6d6 nem  specifikus DNS  hasitasok
eredményezhettek.



Tovabbra is igény mutatkozik tehat olyan mesterséges nukleazok tervezésére, amely
biztonsagos human terapias alkalmazast tehet lehetévé, nem kivant mellékhatasok nélkiil.
Ehhez egy olyan uj nukleaz kialakitasa vezethet el, mely szabalyozott modon miikodik.
Tudjuk, hogy a természetes Fokl enzimben a nukleaz domén allosztérikus gatlas alatt all,
mely funkci6 a DNS-k6t6 domént cink-ujjakra cserélve megsziinik — igy magyarazhat6, hogy
a nukleaz domén képes lehet nemspecifikus DNS hasitasra is, ami a cink-ujj-részlet esetleges
sérillése  kovetkeztében egyre nagyobb gyakorisaggal jatszédhat le. Munkam
kiindulépontjaként ezért egy olyan uj nukleaz domént kerestem, mely az evolici6 soran jol
meg6érzodott, és a fenti hatranyos tulajdonsagoktél mentes. Ebb6l kiindulva doktori
értekezésemben egy olyan uj nukledz domén kivalasztasanak és részletes tanulmanyozasanak
folyamatat és eredményeit foglalom Ossze, amely alkalmas lehet biztonsagosan miikodd
mesterséges nukleazok alapjat képezni.

Egy biztonsagos mesterséges nukle4az, mely a DNS lanc specifikus szekvenciajanak
felismerését kovetéen az adott helyen elhasitja azt, nagy jovobeli jelent6séggel bir,
génterapias tavlatokat nyitva meg. Az ilyen enzimek kialakitasara két fo stratégia ismert:
meglévd, specifikus szekvenciat felismerd enzimek iranyitott modositasa, vagy kimer
enzimek elballitasa specifikus DNS szekvenciat felismeré fehérjék és o6nallé funkcios
egységet kialakitd nukleaz domének Osszefiizése révén. A manapsag legelterjedtebben
hasznalatos mesterséges nuklazok egy specifikus szekvencia felismerésére alkalmas
fehérjébdl (cink-ujj fehérje) és a Fokl restrikciés endonukledz nukleaz doménjébdl allnak.
Mivel ezen enzimek a mellékreakcioként lejatsz6do nem specifikus hasitasok miatt
sejtmérgez0d hatassal is rendelkeznek, elengedhetetleniil fontos egy olyan mesterséges nukleaz
kifejlesztése, amely szabalyzott médon képes miikddni. Ezért doktori munkam céljaul tiztik
ki egy olyan 1j nukledz domén keresését, mely allosztérikus aktivalas alatt miikodhet, €és igy a
sejtekben lejatszodo esetleges degradacié kovetkeztében a nukleaz aktivitasat elveszitve nem
hasitana el a DNS szalat a célszekvenciatol eltéré helyeken. Egy ilyen nukle4z kialakitasara
talaltuk potencialisan alkalmasnak a HNH motivumot, mint jél megérzddott katalitikus
egységet, és igy az ilyen aktiv kozpontot a C-termindlis végén tartalmazé Colicin E7
metallonukleaz részletes tanulmanyozasat tiiztiik ki célul.

A fentick megvalositasa érdekében doktori munkam elsé 1épéseként a Colicin E7
bakterialis toxin fehérje nukleaz doménben (NColE7) talalhat6 aktiv kézpont eldallitasat és



vizsgalatat terveztik. E fehérjemolekula C-terminalis végén egy szamos enzimben jol
meg0rzott szerkezetli BPa-fémionkotd részlet, in. HNH motivum talalhaté. E motivumban
(HHX,sNXsHX;H) harom hisztidin oldallanchoz egy Zn**-ion koordinalodik. A megdrzott
szekvenciakhoz altalaban valamilyen fontos bioldgiai szerep rendelheté: a HNH motivum
nukleaz aktivitasért lehet felelés. Els6ként tehdt e 42 aminosavbél 4ll6 HNH motivum
elédllitasat, illetve tulajdonsdgainak vizsgdlatat tiiztiik ki célul, hogy vilaszt kapjunk

arra, vajon e fehérjerészlet 5nmagdban rendelkezik-e nukleaz aktivitdssal.

Mint azt az els6 pontban kitiizott vizsgalatok alapjan kimutattuk, a katalitikus aktivitas
létrejottéhez szitkkség lehet az NColE7 DNS-kotd szekvencigjara is. Munkam masodik
szakaszaban igy a minimalis méretii miikodoképes egység keresésére fektettiik a fo hangsulyt,
melyhez az NColE7 N-terminalis végen megroviditett fehérjemutansainak eloallitasan
keresztiil terveztiink eljutni. E mutansok tanulmanyozésan keresztiil a domén egészét €rintd
kolcsonhatasokat, szerkezeti 9sszefliggéseket probaltuk megismerni, melyek hatassal lehetnek
az aktivitasra, illetve az aktiv kozpontban torténd Zn®>*-kotésre, valamint a DNS, mint
szubsztrat megkotésére. Ehhez a AN69-NColE7, AN45-NColE7, AN25-NColE7 és AN4-
NColE7 fehérjék eldallitasat, valamint az utébbi két fehérje tisztitasat és fémion, illetve
DNS-koté tulajdonsagainak tanulményozdsat tiztilk ki célul gélelektroforézist,
tomegspektrometriat, cirkuliaris dikroizmus és fluoreszcencia spektroszkopiat
felhaszndlva. E vizsgdlatokb6l vilaszt reméltiink arra, hogy milyen molekulan beliili

kolcsonhatasok jatszanak fontos szerepet a nukleaz aktivitisban.

Munkam harmadik szakaszaban AN4-NColE7 mutéans fehérje pontos térszerkezetének
meghatarozasat terveztilk. A rontgen-diffrakcio alapjan a fehérje kristalyszerkezetére, mig az
NMR spektrumokbdl a fehérje oldatbeli szerkezetére nézve nyerhetiink informaciét. A fehérje
egykristaly eldallitasa meglehetésen iddigényes €s bonyolult feladat: a fehérje kifejezésének
és tisztitasanak optimalizalasa mellett szamos kilonboz6 kristalyositasi koériilmény
kiprobalasa és ezek optimalizalasa tartozik ide. A szerkezet meghatarozasara szintén alkalmas
NMR mérésekhez ilyen célra megfeleld *C, "N izotépokkal dusitott fehérje eldallitasa és
tisztitasa sziikséges. Az el6z6 fejezetben elvégzett részletes vizsgialatok mélyebb
megértését a teljes szerkezet meghatirozisa teszi lehetévé. Ezért a AN25-NColE7 és
AN4-NColE7-C* fehérjék kristalyositisat és a AN4-NColE7* fehérje elallitasat tiiztiik
ki célul *C, **N izotépokkal disitva. A AN4-NColE7-C* fehérje sikeresen meghatirozott
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kristdlyszerkezetének elemzése az NColE7-re rendelkezésre 4116 szerkezetekkel torténé
osszehasonlitis révén informiciéval szolgdlhat a hidnyzé rész fontossiagardél, illetve
kolcsonhatdsainak jelent6ségérdl a Katalitikus aktivitds kialakitdsdban. Ezen ismeretek
reményeink szerint egy jovobeli mesterséges metallonuklaz tervezésének kiindulépontjaként

szolgalhatnak.

Alkalmazott moészerek:

A kilonbdz6 Colicin E7 mutans fehérjéket a rekombinans DNS technolégia moédszereit
alkalmazva allitottuk el6 baktériumsejtekben (PCR, agar6éz gélelektroforézis, bakterialis
hordozoba ligalas, baktériumsejt transzformalas). A fehérjék tisztitasat ioncsere-, affinitas- és
méretkizarasos kromatografias eljarasokkal végeztiikk, majd tisztasagukat gélelektroforézis,
illetve MS mérésekkel tamasztottuk ala. A fehérjék nukleaz aktivitasat, Zn*-, illetve DNS
kotését MS, CD, fluoreszcencia spektroszkopiaval, valamit a gélmobilitas meghatarozasanak
kovetésével vizsgaltuk. Az N-terminalis végen 4 aminosavval megroviditett mutans
térszerkezetének meghatarozasahoz fehérje egykristalyt allitottunk eld, majd annak rontgen
diffraktogramjan keresztiill meghatarozott szerkezetét elemeztik. °C, "N izotép-dusitott
fehérjét allitottunk el6, hogy NMR méréseken keresztiil a fehérje oldatbeli szerkezetére nézve

is informaciét nyerhessiink.



Uj tudomanyos eredmények

A HNH motivum eléallitasa és tulajdonsagainak vizsgalata

1. Ubikvitin-fuziés fehérjeként sikeresen eléallitottuk a vizsgalatainkhoz kivalasztott Colicin
E7 HNH motivumot. Erre a fehérjére 0j tisztitasi eljarast dolgoztunk ki, melynek
eredményeképpen 25 mg tiszta fehérjét kaptunk 1 L tapoldatbol.

2. Az Ub-HNH Zn”*kotése az MS és CD mérések alapjan viszonylag gyengének bizonyult.

Még nagy Zn®*-felesleg esetén sem képes a fehérje a fémion kvantitativ megkotésére.
g

3. Sikeresen eléallitottunk magat a HNH motivumot fuzids fehérje eltavolitasaval. Ezen
fehérje tisztitasara jabb eljarast dologztunk ki, mely 2,5 mg fehérjét eredményezett 1 L
tapoldatbol.

4. Az 6nallé motivum Zn>*-kétését is megvizsgaltuk (CD, MS), melynek soran szintén
gyenge fém-kotést tapasztaltunk. Ez egyben bizonyitja azt is, hogy az Ub fuziés fehérje
zavar6 hatasa elhanyagolhato. A HNH motivum szerkezete valtozik a fémion-koordinacio
hatasara, de a CD spektrum ¢és a kristalyszerkezet dsszehasonlitas alapjan a vart szerkezet
csak részben alakul ki.

5. Kimutattuk, hogy a HNH motivum nem rendelkezik sem DNS-kotd, sem nukleaz
aktivitassal.

Kiil6nb6z6 Colicin E7 mutansok eldallitasa és tulajdonsagaik vizsgalata

6. A Colicin E7 nukleaz domén alapjan 4 kiulénbozé N-terminalsi végen roviditett mutans
fehérjét allitottunk eld, amelyekrdl bebizonyitottuk, hogy citotoxikus aktivitassal nem

rendelkeznek.

7. A mutans fehérjék kozill kettére (AN25-NColE7, AN4-NColE7) tisztitasi eljarast
dolgoztunk ki, melynek alapjan e fehérjéket nagymennyiségben allitottuk el és tisztitottuk 8
mg tiszta fehérje / 1 L tapoldat kitermeléssel.

8. Ezen két mutans Zn**-kotésében eltérést tapasztaltunk (MS, CD, Fluorimetria). A révidebb
mutans gyengeébben kototte a fémiont (AN25-NColE7), mig a hosszabb mutans (AN4-
NCoIE7-C*) még a tisztitas soran is végig képes kotésben tartani azt. Ez igazolta, hogy az N-
terminalis hurok stabilizdlja a C-terminalis katalitikus kozpont szerkezetét, azaz elésegiti a



Zn**-ion megkotését. Tovabba azt is bebizonyitotja, hogy az enzim endogén fémionja a Zn**-

ion.

9. A két mutans DNS kotésében is eltéréseket detektaltuk. A AN4-NColE7-C* fehérje erésebb
kolcsonhatas kialakitasara képes a DNS-sel azonban nem képes azt elhasitani a tesztcs6ben
kialakitott kialakitott koriilmények kozott sem. Ezen eredményekbdl kovetkezik az is, hogy a
Colicin E7 nukleaz doménjében az N-termindlis pozitiv toltésekkel rendelkezd
aminosavaknak kulcsszerepe van a C-terminalis részen zajlé katalitikus folyamatban. Ezt a
tulajdonséagot egy allosztérikus szabalyozas kialakitasara hasznalhatjuk fel egy mesterséges

metallonukleaz tervezése soran.

A AN4-NColE7-C* fehérje térszerkezetének meghataroza

10. Colicin E7 nukleaz domén altalunk eldallitott AN4-NColE7-C* N-terminalis mutansabol
egykristalyt elballitottunk el6. Ezen kristaly Rontgen-diffrakcija alapjan 1,6 A felbontéssal
megkaptuk a fehérje szerkezetét.

11. A kristalyszerkezet vizsgalata alapjan kimondhatjuk, hogy az N-terminalis aminosavak
szerkezet-stabilizal6 szereppel birnak, amelyek az aktiv kozpont HNH motivumaval kiterjedt
hidrogénkoétés rendszert alakitanak ki.

12. Az NcolE7 kristalyszerkezetével torténd dsszehasonlitas alapjan azt javasoljuk, hogy az
N-terminalis Arg valdsziniileg mozgékony protonforrasként vesz részt a katalizisben, azaz

altalanos savként protonalja a tavozo6 csoportot.

13. A AN4-NColE7 mutans elballitisara NMR mérések céljabol egy 1j fehérjekifejezési és
tisztitasi eljarast optimalizaltunk, majd 1 L erre alkalmas tapoldatbél 2,7 mg jelzett fehérjét
allitottunk eld.

14. A jelzett fehérje NMR spektrumainak mérése €s értelmezése folyamatban van.
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