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|. BEVEZETES

A DNS elhasitasa egy tetszOleges szekvencia kozelében a géntechnologia ¢€s
génterapia egyik aktualis problémaja. A kromoszomalis DNS elhasitasa egy
betegséghez kapcsolodd génhiba kozelében ugyanis aktivalja a sejt sajat
javitomechanizmusait, ¢és ezt a betegség gyogyitasara lehet felhasznalni. A
nukleinsavak hasitisa egészséges sejtben is fontos része a sejtmiikodésnek, és ezt a
feladatot a nukledzok végzik el. Ezekkel az enzimekkel azonban csak kevés DNS
szekvencia célozhato meg, korlatozva a génterdpiai alkalmazast, melynek soran
pontosan a betegség altal meghatarozott DNS részlet felismerése sziikséges. Annak
érdekében, hogy lehetséges legyen a DNS elhasitasa egy tetszéleges szekvencia
mentén, uj nukleazok tervezésére van sziikség.

A fenti célokra elsésorban cinkujj-nukledzokat terveztek. Ezek egy nemspecifikus
katalitikus kézpontbol (a Fokl bakterialis enzim nukleaz doménjébdl) valamint egy
hangolhat6 DNS-felismeré doménbdl (harom vagy négy cinkujj motivumbol) allnak.
A cinkujjak azon aminosavainak mutacioja, melyek a nukleobazisokkal alakitanak ki
kolcsonhatasokat, megvaltoztatja a felismerési szekvenciat. Az ilyen enzimeket mar
széles korben alkalmaztak. A tapasztalt kismértéki citotoxicitas azonban korlatozza
bevezetésiiket a human terapiaba.

Jelen doktori értekezés egy Uj tipusu cinkujj-nukledz tervezését mutatja be. Ennek
soran a leggyakrabban alkalmazott FokI katalitikus kozpont helyett a colicin E7
fehérje nukleaz doménjét (NColE7) hasznaljuk. A valasztds alapja azon korabbi
kutatasi eredmény, mely szerint az N-terminalis végen roviditett NColE7 fehérje
inaktiv. Azt feltételeztiik, hogy az aktivitashoz sziikséges N-terminalis szekvenciat
felhasznalhatnank egy uj, allosztérikus szabalyozasi mechanizmus kialakitasara. Ezt
az elképzelést sikeresen megvalodsitottuk, és igy a Ph.D. munkdm soran elért
eredmények hozzajarulhatnak egy olyan uj tervezési stratégia kifejlesztéséhez, amely
altalanosan alkalmazhat6 a mesterséges nukleazok tervezésében.



Il. CELKITUZES

Jelen PhD értekezésben bemutatott kutatas célja olyan 1j cinkujj-nukleazok
tervezése, melyek szabalyozott médon miikddnek. Az épitdkdvek kozott egy harom
cinkujj-motivumbdl all6 fehérje és az NColE7 nemspecifikus bakteridlis nukleaz
szerepelnek. Ez a munka az els6 példa az NColE7 kimér mesterséges nukledz
részeként torténd alkalmazasra. Els6ként az NColE7 miikodésének jobb megértését
tlztik ki célul, amit a fehérje attervezése és az NColE7-alapu cinkujj-nukledzok
modelljének felépitése, végiil ezek kisérleti vizsgalata kovet. Az elképzelést az 1. abra
szemlélteti sematikusan. Ennek alapjan az NColE7 fehérje két kivalasztott részletét a
cinkujj-fehérje ellentétes végeihez fiizziik hozza. Ez a szerkezet biztositja a katalitikus
folyamat szabéalyozasat: az NCOIE7 részei Onallban nem miikodéképesek,
funkcidjukat csak akkor nyerik vissza, ha a cinkujj-fehérje DNS-hez torténd
specifikus kotédése révén egymashoz kozel keriilnek.

l.dabra Az NColE7-alapu szabalyozott
cinkujj-nukledaz tervezésének sematikus
dbrdja. A cinkujjak (kék) specifikus
modon kotédnek a DNS-hez, és a HNH-
motivum  (az NColE7  katalitikus
kozpontjia) a szabdalyozo N-termindlis

NColE7 véggel (z6ld) egyiitt felelds a hasitasért.

Az NColE7 tanulminyozisa pontmuticiok révén, Kkiilonos tekintettel az N-
terminalis vég szerepére és a fémion-kotésre.

Az NColE7 fehérjét széles korben tanulmanyoztdk az irodalomban, azonban az N-
terminalis vég lehetséges szabalyozo szerepét még nem irtak le. Mivel az NColE7 egy
fémion-tartalmt fehérje, terner komplexet képez a fémionnal és a DNS-szubsztrattal.
A mutaciok megvaltoztathatjak a fémion-ko6td tulajdonsagokat, igy a kutatds egy
Osszetett bioszervetlen kémiai problémahoz vezet. Mivel korabbi eredmények alapjan
az elsd négy aminosav (446-KRNK-449) elengedhetetlen a nukledz aktivitas
kifejtéséhez, ezek szerepét mutacioik révén terveztiik feltarni. A kovetkezd kérdésekre
kerestiik a valaszt:

- Héany pozitiv toltésii oldallanc sziikséges az N-terminalis végen a nukleaz
aktivitashoz?

- Megsziinik-e a nukleaz aktivitds, ha mindharom pozitiv toltésti oldallanc
hianyzik, de a fehérjegerinc jelen van?

- Képes-e a két lizin (K446 és K449) az R447 hianyaban a reakci6 eldsegitésére?



A legjobb lehetdség keresése az NColE7 szabalyozasara

Annak érdekében, hogy az N-terminalis szegmenst felhasznalhassuk az NColE7
szabalyozasara, fontos megérteni, hogy milyen médon tudjuk a HNH motivum, mint
katalitikus kozpont miikodését befolyasolni. Ehhez szamitogépes modellezés révén
hatarozzuk meg a 25 aminosav hosszii N-terminalis lanc szerkezeti stabilitasat
legnagyobb mértékben meghatarozo oldallancokat. Ezt kovetéen a Kivalasztott
aminosavakat alaninra cseréljiik, és kisérleti uton tanulmanyozzuk a mutaciok hatasat
a fehérje miikodésére.

A kovetkez6 kérdéseket tettiik fel:

- Mi a 25 aminosavbol all6 N-terminalis lanc szerepe? FelelGs-e ez a szegmens a
KRNK motivum megfeleld térallasaért?

- Hogyan befolyasoljak e latszolag érdektelen részben torténd mutaciok a nukleaz
aktivitast?

- Amennyiben az N-terminalis lanc kolcsonhatasainak mutacidja révén sikertil
csokkenteni annak kolcsonhatasat a fehérje tobbi részével, és ez befolyasolja a
katalitikus aktivitast is, van-e mod a funkcio6 visszanyerésére?

NColE7-alapu nukleazok tervezése szamitogépes modellezéssel

A kovetkez6 célkitlizés a cinkujj-NColE7 molekulak tervezése az el6z6 eredmények
alapjan. A tervezés a cinkujj-fehérje és az NColE7-fehérje DNS-sel alkotott
komplexeinek elérhetd kristalyszerkezeteib6l indul ki, és a kovetkezd elemeket
tartalmazza:

- Egy kezdeti modell megalkotasa, melynek soran az NCOIE7-et kozelitjiik a
cinkujjakhoz mikozben mindkét fehérje a DNS-molekuldhoz ko6t6dik.

- Az NColE7 felosztasa két részre: a C-terminalis Szegmens, mint inaktivalt
katalitikus domén és az N-terminalis szabalyozo elem kivalasztasa.

- Rovid linkerszekvenciak tervezése, melyek alkalmasak arra, hogy a valasztott
NColE7-részeket a cinkujj fehérjéhez kapcsoljak.

- Akialakitott modellek tanulmanyozasa MD szimulaciok révén.

A tervezett cinkujj-nukleazok kisérleti tanulmanyozasa

A jelen kutatds f6 célja a valasztott, tervezett mesterséges nukleazok kifejezése
baktériumsejtekben, melyet a fehérjék tisztitdsa és tanulmanyozasa kovet. Az
attervezés jelentésen befolyasolhatia a fehérjék szerkezetét, fémion-kotd
tulajdonsagait ¢és reaktivitasat, igy az 1j fehérjéket a kdvetkezd szempontok alapjan
terveztiik vizsgalni:



- Megtartjak-e a cinkujjak a specifikus DNS-koté képességiiket az NColE7
részekkel torténd dsszekapesolas utan?

- Tapasztalunk-e mérhetd nukleaz aktivitast? Ha igen, ez specifikus-e, illetve
egyszalu vagy kétszalu hasitas torténik?

- Megfelel6-e a modell arra, hogy optimalizalas utin egy gyakorlatban is
alkalmazhato, szabalyozott mesterséges nukleazt alakithassunk ki?

Il. ELOZMENYEK

A jelen munkat megel6zéen az N-terminalis végen roviditett NColE7-fehérjéket
(AN4-NCoIE7 és AN25-NCoIE7) vizsgaltuk [6]. Ezek koziil egyik fehérje sem
rendelkezik nukleaz aktivitassal, ami felhivja a figyelmet az N-terminalis vég fontos
szerepére. A kisérleti és szamitasok eredményei azt mutattdk, hogy a AN4-NColE7
szerkezete és fémion-kotése valtozatlan, szemben a AN25-NCoIE7 fehérjével. Ezek az
eredmények inspiraltak az N-terminalis lanc tovabbi tanulmanyozasat.

IV. ALKALMAZOTT MODSZEREK

Az értekezés alapjat szolgdlé kutatdsban szdmos, a bioszervetlen kémia
targykoréhez  kapcsolddd  modszert  alkalmaztunk, amelyet szamitogépes
modellezéssel egészitettiink ki. A 2. abra szemlélteti a kutatds sémajat a modszerek
megjelolésével.

Fehérjetisztitas

»>Gének eléallitasa
»Fehérjekifejezés baktériumban
»HPLC, MS

Az NColE7 megértése

Biszervetlen kémiai kisérletek
»Titralas fémionokkal (ITC)

»Szerkezet (CD, LD, MS)
Az NColE7
Ujratervezése
Molekularis biolégia
eszkozei
»Elektroforetikus médszerek
Kisérlett_ek a Szamitégépes modellezés
tervezett cinkujj- »Molekuladinamika
nukleazokkal
»Szemiempirikus

kvantumkémiai szamitasok
»QM/MM szamitasok

2.abra A disszertdciohoz kapcsolodo kutatas munkamenete.



Kisérleti médszerek

A mutans és tervezett fehérjéket egyarant bakterialis kifejezés révén nyertiik. A
fehérjéket FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) segitségével tisztitottuk, majd
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) és ESI-
MS (Electrospray lonization Mass Spectrometry) segitségével azonositottuk.

A fehérjék fémion-k6tését ITC (Isothermal Titration Calorimetry) segitségével
hataroztuk meg. A fémionkdtéssel kapcsolatos szerkezeti valtozasokat SRCD
(Synchrotron Radiation Circular Dichroism) spektroszkopia és ESI-MS kisérletekben
vizsgaltuk.

A nukledz aktivitast és DNS-kotést gél elektroforézis kisérletekkel és FLD (Flow
Linear Dichroism) spektroszképia valamint AFM (Atomic Force Microscopy)
segitségével kovettiik. Az egyszalt hasitasok kimutatasara PCR-t (Polymerase Chain
Reaction) is alkalmaztunk.

A DNS- ¢és fémion-kotést tovabba egy NColE7 mutans DNS-sel egyiitt torténd
kristalyositasa, ¢s a kristalyszerkezetek megfejtése révén tanulmanyoztuk.

Szamitogépes modszerek

A fehérjék szerkezetét szemiempirikus kvantumkémiai szamitasok és
molekuladinamikai szimulaciok segitségével modelleztik. A DNS-ko6tést hibrid
QM/MM szamitasok segitségével is tanulmanyoztuk.

Az NColE7-alapt cinkujj-nukleazok kiindulasi modelljeit szerkezet alapt illesztés
segitségével alkottuk meg. A linkereket, amelyek az NColE7 egyes részeit a
cinkujjakhoz kapcsoljak, fehérjehurok adatbazisok segitségével terveztiik, mely soran
a fehérjestabilitast empirikus alapi modszerekkel becsiiltik. A négy Kivalasztott
modellt molekuladinamikai szimulacidkban tanulmanyoztuk részletesen.



V. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1.

NColE7 mint egy szabalyozott mesterséges nukleaz lehetséges alkotéeleme:
N-terminalis pontmutacidok

1.1. Az NColE7 és mutansainak génje a pGEX-6P-1 plazmidba torténd klonozas
soran citotoxicitast mutatott. A klonozas csak az Im7 inhibitor fehérje génjével
egyiitt volt sikeres. [4]

1.2.

1.3.

Sikeresen el6allitottuk az NCOIE7 fehérjét és négy mutansat, melyekben az
eredeti KRNK N-terminalis szekvenciat KGNK, KGNG, GGNK vagy GGNG-
re cseréltiik. ESI-MS mérések alapjan az eldallitott fehérjék molekulatémege
megfelel a vartnak, és képesek a cinkion kotésére. [1]

Vizsgaltuk az Gj mutdnsok nukleaz aktivitasat és az azt befolyasolo tényezdket.

1.3.1

1.3.2.

1.3.3.

1.3.4.

1.35.

1.3.6.

1.3.7.

A nukledz aktivitast agardz gélelektroforézis és aramlasos linedris
dikroizmus spektroszkopia segitségével kovettiik. Megallapitottuk, hogy
a mutans fehérjék nukledz aktivitasa alacsony ¢s a kovetkezd sorrendet
koveti: KRNK >> KGNK > KGNG ~ GGNK > GGNG. [1]

A CD-mérések szerint a mutaciok nem befolyasoljak jelent6sen a
fehérjék oldatszerkezetét. [1]

ITC mérések alapjan a Zn*-affinitas nem véltozott: az NCoIE7/Zn?"
komplexre jellemz6 Ky értékhez (16.6 £ 3.5 pM) hasonld allandokat
hataroztunk meg a mutans fehérjékre is (~13 + 3 pM). [1]

Az MD szimulaciok soran a fehérjék dinamikus sajatsagai Kismértékii
eltérést mutattak, és az eredmények azt sugalltak, hogy a K446 oldallanc
képes az R447 szerepének részleges ellatasara. [1]

A fehérjék PM6 szempiempirikus kvantumkémiai szinten optimalizalt
szerkezetében tapasztalt kismértékii valtozasok arra utaltak, hogy a
mutansok DNS-kotési modja eltérhet az NColE7-t61. [1]

Egy rovid, 13 bazisparos kétszalo DNS-sel végzett elektroforézis
kisérletek kimutattak, hogy a pozitiv toltésii oldallancok szamat
csokkentd mutaciok nem befolyasoltak jelentésen a fehérjék DNS-
affinitasat. [1]

A DNS-kotést hibrid QM/MM modszerrel modellezve kimutattuk, hogy
az R447 oldallanc hianya kismértékl valtozasokat okoz a DNS-
kotésben, melyek vezethetnek az aktivitas csokkenéséhez. Kimutattuk



1.4.

2.1.

2.2.

2.3.

annak lehetéségét, hogy a Zn®*-ionhoz egy vizmolekula is kotédhet,
optimalis helyzetben ahhoz, hogy részt vehessen a reakcioban. [2]

1.3.8. A KGNK fehérjét egy 18 bazisparos kétszala DNS-molekulaval egyiitt
kristalyositottuk. ~ Meghataroztuk a KGNK/DNS valamint a
KGNK/DNS/Zn?" komplexek szerkezetét.

1.3.9. A DNS-kétést hosszabb DNS molekulakkal (188, 306, 777 bazisparos)
is tanulmanyoztuk gél elektroforézis és AFM kisérletekben. Kimutattuk,
hogy az NColE7 kooperativ médon k6tddik a DNS-hez és ez a jelenség
a mutansok esetén kevésbé egyértelmii.

Az eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az N-termindlis vég
alkalmas arra, hogy egy szabalyzasi mechanizmust alakithassunk ki az NColE7-
ben. [1]

Az N-terminalis vég szerepe valtoztathaté: tovabbi mutaciok az N-
terminalis lincban

Szamitdgépes alanin teszt segitségével azonositottuk az N-terminalis lanc azon
aminosavait, melyeknek kitiintetett szerepe lehet a fehérje szerkezeti
stabilitasaban. Kisérleteinkhez a T454A, K458A ¢és W464A mutacidkat
valasztottuk ki. [3]

A fenti mutacidk kiilonbozé kombinacioi alapjan a TKW [3], TK, TW, és W
fehérjék génjeit allitottuk eld, majd kifejeztiik és tisztitottuk a fehérjéket. Az
SDS-PAGE ¢és ESI-MS kisérletek segitségével azonositottuk a fehérjéket.

A W464A mutansok (TKW [3], TW és W) csokkent nukledz aktivitassal
rendelkeznek. Ennek okait részletesen tanulmanyoztuk.

2.3.1. A CD-spektroszkopiai mérések alapjan a nukledz aktivitas csokkenése a
fehérjeszerkezet valtozasaval parosult. [3]

2.32. A megvaltozott  szerkezetli  fehériek  Zn?*-affinitdésa  harom
nagysagrenddel csokkent az NColE7-hez képest. Ez azt mutatja, hogy a
fémkot6hely, a HNH-motivum szerkezete is megvaltozott. [3]

2.3.3. A mutansok oldatszerkezete visszanyerhetd a DNS-szubsztrattal vagy az
Im7 fehérjével valo kolcsonhatas révén. [3]

2.3.4. Az indukalt szerkezettel bird fehérjék (Im7 jelenlétében) visszanyerik
Zn* ko6 képességiiket. Ezzel bebizonyitottuk, hogy az NColE7
fémionkotd helye oldatszerkezetben preorganizalt.



2.4.

3.2.

3.3.

4.2.

43.

4.4,

Az eredmények alapjan megértettiikk, hogyan tudjuk az NColE7 fehérje
aktivitasat és fémion-kotd képességét befolyasolni. [3]

Uj tipusii cinkujj-nukleazok tervezése szamitogépes modellezés segitségével

A kezdeti modelleket szerkezet alapu illesztés segitségével hoztuk 1étre a PyMol
programban. Ezek tartalmazzdk az NColE7 fehérjét, a cinkujj fehérjét (3
cinkujj-motivum), melyek egyarant egy k6z6s DNS-szubsztrathoz kotédnek. A
DNS molekula tartalmazza a cinkujj fehérje felismerési szekvenciajat. [4]

Fehérjehurok adatbazisok segitségével terveztiink olyan linker (8sszekotd)
szekvenciakat, amelyek az NColE7 valasztott pontjait a cinkujj fehérjéhez
kapcsoljak. A négy valasztott modell tartalmazza az NColE7 N-terminalis és C-
terminalis részeit (NX és NY, ahol X és Y az NColE7 modellben szerepld
aminosavainak szamat jelenti), valamint a cinkujj-fehérjét. Ilyen moédon harom
NX-ZF-CY tipusu modellt (N4-ZF-C105, N4-ZF-C45 és N46-ZF-C45), ill. egy
forditott, CY-ZF-NX tipust (C123-ZF-N7) modellt alakitottunk ki. [4]

Molekuladinamikai szimulaciok alapjan a négy modell koziil az N4-ZF-C105 és
a C123-ZF-N7 mutat a célnak leginkabb megfelel6 tulajdonsagokat. [4]

Az NX-ZF-CY tipusi tervezett cinkujj-nukleazok kisérleti tanulmanyozasa

Eldallitottuk a tervezett fehérjék génjeit, majd azok alapjan baktériumsejtekben
kifejeztiik a fehérjéket és FPLC segitségével tisztitottuk 6ket. Az ESI-MS
mérések megerdsitették, hogy a fehérjék molekulatomege pontos. [5]

Elektroforetikus mozgékonysag kisérletek alapjan a harom viszgalt fehérje nagy
affinitassal és specifikusan kotddik a cinkujjak felismerési szekvencidjanak
megfelel6 DNS-szubsztrathoz. [5]

DNS-hasitasi kisérleteket végeztiink egy olyan plazmid DNS mintaval, melybe
elézetesen beillesztettiik a cinkujj fehérje felismerési szekvenciajat. Egyszalu
hasitast tapasztaltunk, és primer-meghosszabbitasi kisérletek segitségével
bizonyitottuk, hogy ez a hasitds a szamitogépes modellnek megfeleld
szekvencianal és lancon kovetkezik be. [5]

Kialakitottunk egy uj stratégiat, amelynek segitségével NColE7-alapt
mesterséges nukleazok tervezhet6k. Ezek a fehérjék barmely Kivalasztott DNS
szekvencia hasitasara alkalmazhatok. Az itt bemutatott eljaras 0j utat nyithat a
génterapias célokra tervezett biztonsagos nukledzok fejlesztésében.
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