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Bevezetés

A tuberkulézis (vagy mas néven giimékor) a torténelem soran az egyik legtobb
halalesetet okozd betegség volt. Ez egy olyan fert6zd betegség, amelyet a Mycobacterium
tuberculosis baktérium okoz, ¢és leggyakrabban a tiidét tamadja meg, de mas fontos szerveket
is karosithat (pl.: kdzponti idegrendszer). Ma mar gyogyithatd, de még mindig t6bb mint
kétmilliard ember fert6zott a bacilussal, 2006-ban példaul 1,9 milli6 ember halt meg miatta. A
baktérium hajlamos az antibiotikum-rezisztenciara, emiatt eléfordulasa az 1980-as évek ota
egyre emelkedik. A megoldast a betegség legydzésére mas jellegli, uj gyogyszerektdl varjak.

Az antibiotikumok tehat nem a legmegfelelobb gyogyszerek, hiszen csak id6 kérdése,
hogy rezisztens faj alakuljon ki veliik szemben. Megoldas lehet viszont a baktérium
létfontossagu enzimjeinek gatlasa, blokkolasa. Ilyen enzim lehet példaul a 3-izopropilmalat
dehidrogenaz (IPMDH), amely a leucin bioszintézisének egyik lépését katalizalja. A leucin
fontos aminosav, a fehérjék épitékove, igy amennyiben a baktérium nem tudja azt eldallitani,
akkor elpusztul. Viszont az emlésokben (igy az emberben) nem taldlhaté meg ez az enzim (a
leucin a taplalkozasunkban az egyik esszencidlis aminosav). Ebbdl adoddan a bakteridlis
enzim célzott gatlasa alkalmas modszernek igérkezik a betegség elleni kiizdelemben. Ahhoz
azonban, hogy az IPMDH-t specialisan gatlo szereket taldljunk, az enzim milkddeését kell
jobban megismerniink alapkutatas-szintli vizsgalatok soran. Az irodalomban fellelheté adatok
azonban foként mas forrasbol szdrmazé IPMDH-kra vonatkoznak €s csupan a hdmérsékleti
adaptacid problémakdrére szoritkoznak.

A fentiek alapjan didkkori munkdm soran olyan kutatdsba kapcsolodtam be a MTA
SZBK Enzimolégiai Intézetében, amelynek keretében a Mycobacterium tuberculosis
baktériumbdl szarmazd IPMDH enzim szerkezeti €s funkcionalis vizsgalatat tervezziik.

A munka jelenlegi stddiumaban a feladatom az volt, hogy a fehérjét tiszta formaban,
¢s a kisérletekhez sziikséges mennyiségben eldallitsam. Jelen esetben a bakteridlis expresszio
¢s a tisztitds sem volt egyszerl rutin feladat. Dolgozatomban bemutatom a munka kdzben

felmeriilt problémakat, és a lekiizdésiikre tett kisérleteket.



Irodalmi attekintés

Az IPMDH tulajdonsagai

Az izopropilmalat dehidrogenaz (IPMDH) szerepe

A LeuB gén altal kodolt 3-izopropilmalat dehidrogendz enzim (IPMDH, EC 1.1.1.85)
a 3-izopropil-malat (IPM) dekarboxilezédéssel egyiittjard oxidacidjat katalizalja NAD' és
Mn®" vagy Mg”" jelenlétében, mikdzben 2-oxo-izokapronsav keletkezik. A reakcié a leucin

bioszintézis anyagcserett egyik lépése.

) NAD" NADH ) co, )
IPMDH
OH (@] o
3-izopropil-malat intermedier (izopropil-oxalacetat) 2-oxo-izokapronsav
1. egyenlet

Az IPMDH molekula szerkezeti sajatossagai

Kristalyszerkezeti adatok alapjan eddig mar 6 féle baktériumbol szarmaz6 [PMDH
3-dimenzids szerkezete ismert nagy felbontasban (Thermus thermophilus [1-4], Thiobacillus
ferrooxidans [5], Thermotoga maritima (Joint Center for Structural Genomics, fehérje
adatbazisban valo elhelyezés: 2004.07.20.), Salmonella typhimurium [6], Escherichia coli [6]
€s Mycobacterium tuberculosis [7]). Kozos jellemzdjiik, hogy két azonos szerkezetii és
aminosav szekvencidju alegységbdl épiilnek fel, melyek szimmetrikusan kapcsolodnak a
dimerben. Egy alegység 300-400 aminosav-maradékot tartalmaz, és két doménbdl, azaz két
onallo globularis egységbodl all. Egy alegységen beliil 10 parhuzamos B-redd alkot hidrofob
magot, ebbdl 5 B-red6 az egyik, 5 pedig a masik doménben talalhatd (2.1. &bra). Szintén
jellemzd elem a karrégio, ami az alegység felszinén talalhatd €s két antiparalell B-reddt (K és
L jelli) tartalmaz. A homodimer Iétrejottekor a két karrégid Osszekapcsolodik, ezzel

stabilizalva a fehérjekomplexet.
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2.1. abra: Az IPMDH alegység sematikus topolégiaja (A) és térszerkezete (B)

Az A abran a korok az a-hélixeket, a nyilak a B-redéket jelképezik. A B abran 1évé szalagdiagram
mutatja a masodlagos szerkezeti elemek térbeli elrendezddését. [1]

A fehérjék flexibilitasanak, azaz a szerkezeti egységek egymashoz viszonyitott relativ
elmozdulasdnak sok esetben fontos szerepe van az enzimatikus katalizisben.
Rontgendiffrakcios analizisek azt mutattak, hogy a 7t IPMDH apoenzim, illetve a Mn®"-nal
alkotott komplex hasonld konformacioja, a két domén viszonylag tavol van egymdashoz
képest, un. ,nyitott” szerkezetlieck a fehérjemolekuldk [4]. Viszont a MnIPM ¢és MgIPM
komplex jelenlétében novesztett 77 [4] ill. 7f [S] IPMDH kristalyok molekuldiban a két domén
relative kozelebb van egymdéshoz, ezek un. ,zart” szerkezetliek. Feltételezhetd, hogy
oldatfazisban a nyitott és zart formak egyarant eldfordulnak, dinamikus egyensuly all fenn
kozottiik. A szubsztrat Mn- vagy Mg-IPM-mel alkotott komplexben az egyenstly a zart forma
felé tolodik el, és igy nagy valdszintiséggel a kristalyban is ez a forma jelenik meg. A masik
szubsztrattal a NAD -dal (illetve NADH-val) kristalyositott forma viszont lényegében nyitott
[4]. Tehat feltehetéen az IPM fémion komplexe felelds a doménzarddasért. Valdsziniileg
csupan a zart forma aktiv katalitikusan, ugyanis a modellezett zart terner komplexben a

szubsztratok a reakcid végbemeneteléhez mar optimalis kdzelségbe keriilnek (2.2. 4bra).

Domén 2 Domén 1

2.2. abra: Az IPMDH monomer terner komplexének modellezett szerkezete

A Mn®"-t narancssarga, az IPM-et piros, a NADH-t zold gombmodell, a MnIPM komplexet kotd
polipeptid lancat (zart) piros, a NADH kot6 polipeptid lancat (nyitott) pedig zold szalag modell jeldli.



Erdekes tulajdonsaga az IPMDH-nak a Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer
(FRET), melynek bekovetkezését eldszor Dean és mti. figyelték meg a 7t IPMDH-ban 1évd
Trp(ok) és a kotott NADH molekula kozott [8]. A FRET Iényege, hogy két megfeleld
pozicidéban 1év0 kromofor kozott energiatranszfer zajlik le, azaz a gerjesztett allapotban 1évo
donor molekula (jelen esetben Trp indol-vdza) atadja az energiat a hozzd megfeleld
pozicidban 1évé akceptornak (itt a NADH redukalt nikotinamid gytirtje).

A FRET a nativ térszerkezetti IPMDH tulajdonsdga. Fontos kritérium még, hogy ez a
jelenség csupan az enzim MnlIPM illetve MgIPM komplexben kdvetkezik be, azaz a fémion-
IPM szubsztrat kotodése altal eloidézett konformacido valtozas, azaz feltehetfen a
doménzarddas sziikséges ahhoz, hogy az enzim Trp oldallanca(i) és a kotott NADH megfeleld
relativ pozicidba keriiljon ahhoz, hogy a FRET kialakuljon [9].

A szubsztratokkal tortént rontgendiffrakcios kisérletekbdl részletes informacionk van a
szubsztratok kotddési hely€rol és a kotddés modjarol. A szubsztratkoté aminosavakrol
kideriilt, hogy azok konzervativak, azaz az adott szekvencidlis pozicioban kézel minden
IPMDH-ban megtalalhatoak. Ez a tény segiti a kiilonb6z6 eredetli IPMDH-k enzim-szubsztrat
komplexeinek Osszehasonlitasat. Kiilonleges tulajdonsaga az IPMDH-knak, hogy az IPM
kotésében mindkét alegység aminosavmaradékai részt vesznek (2.3. dbra), tehat teljes
szubsztratkoto hely csak a dimerben alakul ki, amibdl valoszinilinek latszik, hogy csak a dimer
forma aktiv. A feltételezés helyessége mellett szol az a tény, hogy eddig nem sikeriilt aktiv
monomert eléallitani. A NAD-kotd aminosavak viszont egy alegységen beliil, sét egy
doménben (domén 1, lasd 2.2. 4bra) taldlhatdoak. A szubsztratkdté aminosavmaradékok koziil
még pontosan nem ismerjiik, hogy melyek jatszhatnak dontd szerepet a fentebb emlitett

reakci6 katalizisében.

2.3. abra: Az aktiv centrum elhelyezkedése az IPMDH dimerben
A polipeptidlanc térbeli helyzetét az Ca-atomokat 6sszekotd vonalak jelzik. Az egyik alegységet piros,
a masikat zold szinnel tiintettem fel. Az aktiv centrumokban kdt6dé IPM molekulakat (palcika modell)
fekete szin jeloli. Az aktiv centrumokat alkot6 oldallancokat gomb-palcika modellel abrazoltam.



A Mycobacterium tuberculosis IPMDH szerkezete

A Myc IPMDH aminosav szekvencidja csupan 33-44%-0s egyezést mutat a tobbi
IPMDH-val. Tovabba polipeptidlanca 336 aminosav-maradékot tartalmaz, azaz valamivel
rovidebb, mint a tobbi IPMDH lanca.

A szubsztratmentes Myc IPMDH enzim szerkezete [7] meglepd modon legjobban a
Thioacillus ferrooxidans (Tf) illetve a Thermus thermophilus (Tt) IPMDH enzimek — zért
konformacioji IPM komplexeihez hasonlit. Az elébbi fejezet alapjan az IPMDH-k esetén
valoszinlinek latszik, hogy csak a szubsztratok kapcsolodasa indit el egy zarodasi folyamatot,
¢s az enzim konformacidja a terner komplex esetében lesz a legzartabb. A Myc IPMDH
szerkezete tehat latszolag ellentmond ennek a kovetkeztetésnek. Feltételezhetd, hogy Myc
IPMDH enzim esetén a kiilonboz0 mértékli zartsdgi allapotok kozott kicsi az
energiakiilonbség, ezért mar a kornyezetbeli hatasokra is konnyen valtozhat a molekula
konformacioja (pl. a kristdlyosodas folyamata alatt). A Myc IPMDH-r6l azonban ezen a
kristalyszerkezeten kiviill eddig még nincs az irodalomban mas kozolt adat, sem az
enzimreakcio kinetikai jellemzésére, sem pedig az oldott enzim fizikai kémiai tulajdonsagaira
vonatkozolag. A tobbi IPMDH-rdl jelentOsen eltérd primer szerkezete (szekvencidja) alapjan
(lasd Eredmények, 27. oldal) viszont nem zarhato ki, hogy léteznek ilyen kiilonbségek.

Mindezek alapjan célul tliztem ki a fehérje eldallitasat olyan mennyiségben, hogy
makroszkopikus méretekben vizsgalni lehessen, valamint alapvetd enzimkinetikai és fizikai
kémiai jellemzését is célomnak tekintettem.

Kontrolként dsszehasonlitd vizsgalatokat terveztem a rendelkezésemre allo Ec és Tt

IPMDH-kkal is, hogy az esetleges faj-specifikus kiilonbségeket felderitsem.

A fehérjek altalanos terszerkezeti jellemzdi és kialakulasanak elvei

Az emberi genomban 25-30 ezerre teheté azon gének szdma, melyek fehérjét
kodolnak. A fehérjék nélkiilozhetetlenek az €16 szervezet miikodéséhez. Az abban zajlo
szakiranyu feladat elldtasara a fehérjéknek jol meghatdrozott 3D-s szerkezettel kell
rendelkezniiik. A fehérjék szerkezete kiilonbozé szervezddési szintekre oszthatd. Az
elsddleges szerkezetet maga az aminosav szekvencia hatarozza meg, mely Anfinsen kisérlete
(lasd késobb) alapjan magaban hordozza az 6sszes sziikséges informaciot a végso térszerkezet
kialakitasahoz. A masodlagos szerkezet a polipeptid vaz lokalisan rendezett szerkezeti elemeit

foglalja magaban. Legismertebb formdi az o-hélix és a f-redd. Az ismert



fehérjeszerkezetekben megfigyelheté, hogy a masodlagos szerkezeti elemek bizonyos
kombinacioi kiilondsen gyakran fordulnak el6. Ezeket a gyakori szerkezeti motivumokat
szupermasodlagos elemeknek nevezik. Ilyen motivumokbol 30-40-et ismeriink pl. B-o-f
motivum, helikalis kotegek. A fehérjék harmadlagos szerkezete alatt a teljes polipeptidlanc
térbeli szerkezetét értjiik, melyet H-kotések, elektrosztatikus és hidrofob kolcsonhatasok
stabilizalnak. A tapasztalatok azt mutatjadk, hogy a kb. 100-150 aminosav-maradéknal
nagyobb fehérjék tobb, egymastol tobbé-kevésbe fliggetlen, térbelileg elkiiloniilé szerkezeti
egységekre, Un. doménekre bonthatéak. A domének tobb szempont alapjan 1is
meghatarozhatoak, elkiilonithetdek, igy beszélni lehet szerkezeti doménekrdl, ,folding”
doménekrél, illetve funkcionalis doménekrol. Ezek nem feltétleniil azonosak, de adott domén
akar mindharom kritériumnak is megfelelhet.

A tobb polipeptidlancbol (alegységbdl) allo fehérjék és fehérjekomplexumok esetében
negyedleges szerkezetrél lehet beszélni, amely alatt az egyes alegységek relativ
elhelyezkedése révén létrejovo térbeli struktura értendd. Az egyes alegységek kozotti un.
kontakt-felszinen ugyanolyan kolcsonhatasok (H-hid, van der Waals- és ionos kapcsolatok)
miitkodnek, mint amelyek a masodlagos ¢s harmadlagos szerkezetet is Osszetartjak. Egyetlen
kiilonbség az, hogy az alegységek kozott nincs kovalens kapcsolat.

Az €16 szervezetben a DNS lanc alapjan torténd fehérjeszintézisnek a befejezd 1épése a
fehérje feltekeredése. Ennek ellentétérdl, a denaturalasrol 1929-ben Wu [10] ismerte fel, hogy
olyan konformaci6 valtozas, ami megfelel a térelemek felbomlasanak. 1932-ben Northrop
[11] és 1934-35-ben Anson ¢€s Mirsky [12, 13] publikaltdk az elsd sikeres renaturacidkat, azaz
denaturalt fehérjéket (hemoglobin, kimotripszinogén, tripszinogén) Ujra aktiv allapotba
hoztak. A renaturacid magyarazatara az elsd elméletet Kauzmann fogalmazta meg 1959-ben
[14], miszerint ebben a hidrofob effektusnak van jelentds szerepe.

Anfinsen 1937-es elmélete szerint a fehérjék feltekeredése az aminosav-szekvencidban
van kodolva. Allitasat ribonukledzzal végzett kisérletével igazolta, melyben a denaturalt és
redukalt (diszulfidhidakat felbontottdk) fehérje a denaturalo- €s a redukaldszer eltavolitasa
utan visszanyerte nativ szerkezetét, €s ezzel egyiitt az aktivitdsat. A fehérje térszerkezet
kialakulds mechanizmusa, a folyamatban szerepet jatszd tényezdk ekkor azonban még
ismeretlenek voltak.

Levinthal a kovetkezd gondolatkisérletet végezte el: ha egy 100 aminosavbdl allo
fehérje minden aminosava csak két konformaciot vehet fel, akkor az egész lancra 2'* darab
(ez koriilbeliil 10°°-on) konformacio létezik. Ha egy konformacios valtozas ideje 107

masodperc €s a fehérje a konformacidkat véletlenszertien veszi fel, akkor a nativ szerkezet



megtalalasdhoz 10'' év kellene. A valosagban a fehérje feltekeredése masodpercekben
(esetleg percben) mérhetd. Ezt az ellentmondast nevezik Levinthal-paradoxonnak.

A paradoxon felolddsara tobbféle elméletet dolgoztak ki. Eloszor azt figyelték meg,
hogy elobb a masodlagos, majd a harmadlagos szerkezet alakul ki, végiil az utols6 1épésben
az aktiv enzim. Eszerint a rovidtavi kolcsonhatasok fontosak a feltekeredés kezdetekor.
Kideriilt, hogy az alegységek egymastol fiiggetleniil is feltekeredhetnek, s6t a lancon beliil
kialakulhatnak mikrostruktirdk, melyek mar nativ szerkezetiick. Egyes vizsgélatok szerint a
hidrofob ,,06sszeomlas” a masodlagos strukturak kialakuldsaval egyidében zajlik, mig ijabb
technikédk alkalmazéisa esetén azt tapasztaltak, hogy valamivel megeldzheti a mésodlagos
szerkezeti elemek kialakuldsat. Olyan elmélet is sziiletett, mely szerint tobbféle reakciott van,
azaz tobb intermedier allapot is létezik.

Az utdbbi 10 évben egy 1) szemléletmod alakult ki, miszerint a feltekeredés folyamata
egy tolcsér alaku energiafeliilettel irhato le a legjobban, amelyen a tdlcsér alja felé haladva a
szabadentalpia csokken. A tolcsér peremén taldlhatdak a denaturélt allapotok, az aljan pedig a
nativ fehérje. A reakciout lefelé vezet a konformacids allapotok sokasagan at, de jol
meghatarozott és nem minden konformacidt érint. A tdlcsér falan taldlhatok lokalis

energiaminimumok, melyek az intermediereknek feleltethetdek meg.

Denaturalt allapot
\ Entrépia (AS) f

Intermedier
allapotok

Molten
globula

Szabad entalpia (AG)

Nativ allapot

2.4. abra: A térszerkezet kialakulasat szemlélteté tolcsérdiagram.

Az abran lathat6 a ,,molten globula” nevezetli koztitermék, melyet Ptitsyn [15] irt le
eldszor.

Az intermedierek szerkezetére vonatkozolag igen kevés adat all rendelkezésiinkre és
l1étezésiiket leginkabb kinetikai bizonyitékok tamasztjak ald. Azonban Ptitsyn és munkatarsai
leirtak egy specidlis intermediert - amit ,,molten globulanak™ neveztek el - amelynek 1étezését
kisérletekkel is bizonyitottak. Erre az jellemzd, hogy a masodlagos szerkezeti elemek nagy
részben mar kialakultak benne, de harmadlagos szerkezettel még nem rendelkezik. Szerkezete

kompaktabb, mint a denaturdlt fehérjéé, de kb. 30 %-kal nagyobb a térfogata a nativ



allapotithoz képest. A ,,molten globula” felszine hidrofob jellegli, igy konnyen megkoti a
szintén hidroféb tulajdonsagu anilin-naftalin-szulfonsav (ANS) jellegzetesen fluoreszcens
festéket. gy a kotott ANS fluoreszeencidjanak mérésével kimutathato az intermedier [16].

A szamos elmélet, amely a fehérjék kialakuldsat magyarazza, egyetért abban, hogy
minden fehérje a feltekeredés sordn egy meghatdrozott reakcidutat jar be, azaz nem
véletlenszertien alakul ki a nativ térszerkezet. Tehat nem kell a fehérjének minden lehetséges
konformacios allapotot végigjarnia a nativ térszerkezet eléréséhez, ez pedig feloldja a

Levinthal paradoxont.

A rekombinans fehérjetermelés médszerei és annak soran
felmeriil6 problémak

Rekombindns fehérjetermelés sordn az eldallitani kivant fehérje génjét tartalmazo
vektort juttatjak be, leggyakrabban az Escherichia coli (Ec) sejtekbe melyek konnyen
kezelhetéek, szaporitasuk olcsd6 ¢€s gyors. A fehérje termelés sordn a termelés
maximalizalasdhoz magas sejtkoncentracid elérése sziikséges. Mindehhez megfeleld
mennyiségll tapanyagra, illetve O,-re van sziikkség. Viszont ha a tapanyag-koncentracid tul
magas ¢s a megfeleld O, ellatas nem biztositott oxidacidos mellékreakciok indulnak be pl.: az
Ec sejtek esetében ecetsav keletkezik, mely gatolja a sejtek tovabbi novekedését, osztddasat.

Mindezek alapjan az Ec sejtek szaporitasa, és a fehérje termeltetése torténhet a
hagyomanyos razatott kultaraban, ahol csak a hOmérséklet és a keverés sebessége
szabalyozhat6, az O, szint viszont nem. {gy ezzel a modszerrel csak bizonyos sejtkoncentracio
érhetd el, melynek kovetkeztében kevesebb fehérje fog termelddni [17]. A nagyobb sejtszam,
illetve a termelés optimalizalasahoz olyan eljarasra van sziikség, ahol szabalyozhat6 az O,
szint, a pH, és a tdpanyag mennyisége is. Ezek a paraméterek az Gn. fermentor késziilékben —
mely egy zart rendszer — torténd termeltetés soran mar beallithatoak a kivant értékre.

A fermentorban torténd termeltetésnek két fo tipusa kiilonithetd el. A ,.fed-batch”
technika sordn a tapanyagot folyamatosan, meghatarozott sebességgel juttatjuk a rendszerbe,
annak elkeriilése érdekében, hogy tal nagy koncentracioban legyen jelen és emiatt nagy
mennyiségll karos melléktermék keletkezzen. A masik eljards soran az Un. ,.kemostat”
fermentor késziilékben a tapanyagot tartalmaz6 friss médium adagolasa szintén folyamatosan
torténik, de ezenkiviil a fermentlevet is folyamatosan elvezetik. A berendezés segitségével un.
egyensulyi allapot érhetd el, ugyanis mind a kiilsé paraméterek (T, pH, oldott O,

koncentraciéja), mind a sejtek novekedésének sebessége valamely allandé szinten



stabilizalodik. Ha kevesebb sejt van, mint aminek a tdpanyag elegendd, akkor a sejtek
szaporodasa is felgyorsul, ha pedig tul sok sejt van jelen, a tdpanyaghidny miatt lassul a sejtek
egy alland6 érték koriil fog kis mértékben ingadozni. Ennek eredményeképpen adott
tapanyag-koncentracio mellett, Ugy lesz maximalis a sejtek szdma, hogy nem alakul ki
tapanyaghiany [18].

Optimalis esetben a fentiekben ismertetett kolcsonhatdsokkal rendelkezd Un. nativ
fehérje szerkezete mar a fehérjeszintézis soran kialakul, azaz a baktériumokkal célzottan
végzett fehérjetermelés (bakterialis expresszid) alatt. Ilyen esetekben a kivant fehérje a sejtek
feltarasa utdn egyszertien kinyerhetd az oldatfazisbol.

Bizonyos esetekben azonban eldfordulhat, hogy a baktériumsejtek altal megtermelt és
elvileg oldhat6 fehérje mégsem megy oldatba a sejtek feltarasa sordn, hanem az oldhatatlan
sejtfrakcioban mutathatd ki. A rengeteg kiilsé hatas, példaul oldoszer, esetleges oldott
anyagok, levegd oxigénje stb. miatt lehetséges, hogy a fehérje nem képes kialakitani nativ
térszerkezetét. Az is lehetséges, hogy nem a teljes fehérje, hanem csak egy-egy domén,
esetleg alegység szerkezete veszi fel a nem nativ format. /n vivo koriilmények kozott
»dajkafehérjek” (chaperonok, melyek a feltekeredésben segitenek) segitségével a hibas
fehérjek képesek nativ térszerkezetet kialakitani. /n vitro kornyezetben azonban tobb hibas
fehérje molekula nagyobb valoszinliséggel kapcsoldodik Ossze, ezaltal aggregatumokat
képezhetnek [17].

Altalanossagban azért képzédnek aggregaciok, mert a fehérjetermelédés sebessége
nagyobb, mint a feltekeredésé (igy a feltekeredés €s az aggregéacid folyamata vetélkedni fog
egymassal). Ekkor az intermedierek felszinen 1évé hidrofob régidik révén konnyen
asszocialodhatnak. Az igy kialakult asszociatumot inkluzidés testnek (inclusion body)
nevezzik. Kialakulasa nagyon sok kornyezeti koriilménytdl fiigg. Szerkezeti elemei kozott
nativtol a hibasan feltekeredettig minden lehet.

Manapsag a fehérjék jelentds részénél a sejtes termelés soran inklizios test képzodését
tapasztaltak. Az inklazids testbdl az adott fehérje kivonas, oldatba vitele €és nativ allapotba
hozatala sajnos nem tekinthetd szokvanyos rutin feladatnak. Az oldatba vitelhez detergens,
vagy detergens hatdsu anyagokat kell alkalmaznunk. Mivel a detergensek egyidejlileg
denaturaljak is a fehérjét igy felmeriil a kérdés hogyan lehet az igy kinyert fehérjét

renaturalni, azaz nativ allapotba hozni?



Aktiv rekombinans fehérjék inkluzios testbol valo elballitasanak
maédszerei

A rekombindns fehérjéket sokszor inaktiv és a kozegben nem old6do formaban, azaz
inklizi6s testekben kapjuk meg. Az inklazios testek 0,2 — 1,5 mikron atmérdjliek, tomorek €s
enyhén porozusak. Nem hasonlitanak az amorf fehérje precipitatumokra, inkabb kristalyszerti
a szerkezetiik. Legkonnyebben félregombolyodott fehérjék aggregatumaként lehet elképzelni,
ami akar nativ szerkezetli részleteket is tartalmazhat. Az €16 sejtekben a dajkafehérjék
(chaperonok) kovetkeztében nem alakulnak ki ilyen szerkezetek, ugyanis ezek a hibdsan
feltekeredett fehérjemolekuldkkal addig reagalnak, mig az nativ térszerkezetlivé nem valik.
Ha gazdasejt segitségével torténik a fehérje expresszio, akkor a koriilmények (elsdsorban a
hémérséklet, de fontos a pH €s az ozmolaritds is) befolydsoljak a feltekeredés sikerességét.
Altalanossagban elmondhaté, hogy minél nagyobb a termeltetés sebessége, annal nagyobb az
es¢ly a hibas feltekeredésre, igy az inkluzios testek kialakuldséara [17].

Ha az expresszid soran a fehérje inkluzios testek forméjaban termelddott, akkor a
feltarasra csak specialis modszerek hasznalhatoak, ugyanis ez a fajta aggregacidé nagyon
ellenall6. A fehérjét tartalmazd oldatot célszerti lehiiteni, majd ugy centrifugalni. Ismételt
reszuszpenzidval, €s ujracentrifugalassal, akar 90 %-os tisztasag is elérhetd. A sejttormelék
mellett membranfehérjék is szennyezhetik az oldatot, ekkor szelektiv kémiai extrakcidval
(kelatképzd (EDTA), vagy detergens (Triton X), esetleg urea sziikséges kis koncentracidban)
ezeket is el lehet valasztani.

Az inklazids testek tehat elkiilonithetdek a sejtmaradvanyoktol, a DNS daraboktdl és a
sejt egyeb fehérjeitdl. A kovetkezd 1épés a termeltetett fehérje oldatba vitele. Ha a fehérje
szerkezete nem nagyon kiilonbdzik a nativétol, akkor esetleg NaCl oldatban is feloldhato. Ha
ez nem sikeres, akkor detergensekkel (sodium-dodecyl-sulphate (SDS), n-lauryl-sarcosine),
vagy kaotrép olddszerekkel (guanidin-hidroklorid (GuHCI), urea) esetleg extrém pH-val lehet
probalkozni. A hdmérséklet emelésével is lehet segiteni az oldést.

A fehérje feloldasa utan célszerli higitani az oldatot. Tul magas fehérjekoncentracié
esetén, ugyanis az oldddast segitd anyag elvondsaval az aggregacio kialakulasanak esélye
megndne. A higitast tobbféle modon lehet elvégezni. A reverz higitas soran az oldoszer
folyamatos adagolasa torténik, azonban ekkor a kritikus koncentracid elérésekor (amikor a
fehérjemolekuldt mar nem veszik koriil a segédanyag molekuldai) még til magas a
fehérjekoncentracio. Gyors higitds esetén az olddszert egyszerre adjuk a fehérjeoldathoz,

ekkor az aggregacio képzddés esélye valamelyest lecsokken. A legbiztosabb modszer azonban
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a csepphigitas, amikor a nagy mennyiségli olddszerhez cseppenként adjuk a fehérjeoldatot.
Léteznek aggregacio-csokkentd puffer adalékok is (pl: arginin, glicin, polietlén-glikol),
valamint ha kémiailag negativva tessziik az aminocsoportokat (citrakonildlas), akkor a
keletkezd polianion nem képes aggregalodni. A higitds végén célszerli pihentetni az oldatot.

A ciszteint tartalmazé fehérjék esetében a diszulfidhidaknak is ki kell alakulniuk. Az
Escherichia coli sejtekben redukald a kézeg, azaz a fehérjetermeltetés sordn a diszulfidhidak
nem alakulnak ki. Ezek kialakitdsara a legjobb moddszer, ha olyan kozeget alkalmazunk,
melyben redoxi reakciok konnyen lezajlanak. Ekkor, ha rossz diszulfid hid alakul ki, akkor az
konnyen elbomolhat, ha viszont a jo alakul ki, akkor az energiaminimum miatt nehezen
bomlik el, vagy ha mégis akkor konnyen visszaalakul. Ezt a jelenséget nevezik angolul
"disulfide shuffling"-nak (diszulfidcsere). Az alkalmas kozeg konnyen megvaldsithatod, ha a
redukaloszert tartalmazo oldatot a levegdn hagyjuk, vagy redox part alkalmazunk, esetleg
olyan enzimet, ami katalizélja a diszulfidcserét (példaul protein-diszulfid-izomeraz).

Ezt kdvetden kromatografids eljardssal lehet tisztitani a fehérjét. Ennek célja az oldas
soran alkalmazott segédanyagok ¢és egyéb, még megmaradt szennyezdk eltavolitasa, valamint
a koncentralas. Az eljards végén homogén aktiv fehérjét tartalmazo oldatot kaphatunk. [19,
20]

A tisztitds folyamatat az aktivitdisméréssel lehet kovetni, valamint krisztallografiai,

esetleg spektroszkdpiai mddszerekkel ellendrizhetd a termék.
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Célkitiizések

Munkdm soran célul tiztem ki a Mycobacterium tuberculosis IPMDH vizsgalatat,
melyhez el6szor a fehérjét kellett eldallitanom, és kidolgozni a szennyezdktdl valo
elvalasztasat. A tiszta enzimmel végzett vizsgalataim (lasd alabb) segitségével valaszt vartam
arra a kérdésre, hogy a Myc IPMDH enzimologiai és fehérje kémiai tulajdonsigaiban
mennyire hasonlit mas fajokbdl szdrmazé IPMDH-k viselkedésére, ezért eredményeimet

Osszevetettem kiillonbozo szervezetekbol szarmazd IPMDH-k adataival is.

Vizsgalataimhoz a kdvetkezo kisérleti megkozelitéseket hasznaltam:

e Meghataroztam az enzim kinetikai paramétereit (Km, Vmax, kcat) @ Szubsztrat telitési
gorbek felvételével.
e A FRET jelenség segitségével meghataroztam az IPM kotddésének disszociacios

allandojat (Ko).

crcr

crcr

aktivitds visszatérésének kovetésével is meghataroztam.

A Myc IPMDH jellemzésével ¢€s 0Osszehasonlitdsaval célom volt azon alapok
megteremtése, melyek segitségével a késdbbiekben meghatarozhatdak lesznek a katalizisben
és a doménzardédasban fontos oldallancok, illetve atomi szinten leirhaté lesz az
enzimmiikédés folyamata. Mindezek pedig hozzéasegithetnek olyan inhibitor molekuldk
tervezéséhez, melyek az IPMDH gatlasan keresztiil megakadalyozzak a baktériumok leucin

bioszintézisét, mely altal azok elpusztulnak, és nem lesznek képesek jarvanyokat okozni.
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Anyagok és modszerek

Anyagok

A mérésekhez hasznalt treo-DL-3-izopropil-malat a Wako Chemicals-t6l szarmazik. A
KCl, a KOH, a MnCl,, a NaCl, a NAD, az SDS, és az urea a Sigma, az imidazol a Serva cég
gyartmanya. Az IPTG a Fermentas, az EDTA, a KH,PO4, a MgCl,, a NADH, és a Na,HPO4 a
Reanal készitménye. Az Gsszes felhaszndlt vegyszer analitikai tisztasagu volt.

Bizonyos mérések soran sziikségem volt olyan oldatokra, melyek nem tartalmaznak
kétértékli fémionokat. Ezeket 0,2 g/mL Sigma Chelex® 100 gyantaval 2 6rén at kevertettem,

majd a gyantat iilepitve az oldat tisztdjat hasznaltam tovabb.

Modszerek

I. Myc IPMDH bakterialis expresszidja (termeltetése) és tisztitasa

A Mycobacterium IPMDH-t tartalmazd gént peT11 vektorba klonozva kaptam meg
Zavodszky Péter vezette munkacsoportjatol. A vektort a fehérjeldncok feltekeredését (azaz a
helyes térszerkezet kialakulasat) segitd GroEL €s GroES chaperont termelé BL21 (DE3) cc3
kompetens sejtbe transzformaltam az alabb leirtak szerint, majd a sejteket szaporitottam, és
fehérjét termeltettem velilk. A fehérjét a sejtek feltarasaval nyertem ki, igy egy olyan
szuszpenzidt kaptam, melynek a feliilliszojdban vartam a Myc IPMDH megjelenését, sok
egyeb fehérje mellett. Az IPMDH végsd tisztitdsara affinitds kromatogréafiai eljarast

alkalmaztam.

Kompetens sejtek gyartasa

A DNS-t tartalmazé vektor transzformaldshoz kompetens sejtekre volt sziikségem. A
sejtekhez kétértékl kationokat adtam, ezaltal atjarhatova tettem a membrant a plazmid DNS

szamara.
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Egy BL21 (DE3) cc3 Ec baktérium telepet oltottam 20 mL Luria-Bertani (LB: 5 g/L
NaCl, 10 g/L élesztdkivonat, 16 g/L tripton) tapoldatba, amely spectinomycint (50 pg/mL) €s
chloramphenicolt (17 pg/mL) tartalmazott és 37 °C-on 220 rpm-mel razatva ndvesztettem
¢jszaka. Masnap ebbdl a ,,pre”’kulturabol 200 pL-t 20 mL LB tapoldatba pipettaztam, majd a

kovetkezd miiveleteket végeztem el:

. 3-4 oran keresztiil 37 °C-on 220 rpm-es razassal novesztettem (mig az
ODgo €rtéke a kb. 0,8-at elérte)

o jégen hiitottem

. centrifugaltam 3000 rpm-mel 4 °C-on 5 percig

. a feliiluszot leontve a sejteket 5 ml Tfbl oldatban szuszpendaltam

. jégen 45 percig inkubaltam

. centrifugaltam 2000 rpm-mel 4 °C-on 5 percig

o a feliliszot ledontve a sejteket 2 ml Ttbll oldatban Ovatosan
szuszpendaltam

o 100 pL-es részletekben folyékony N,-ben lefagyasztottam

A sejteket -80 °C-on taroltam.

Transzformalas

100 pL. kompetens sejthez 1 pL plazmid DNS-t tartalmaz6 oldatot adtam. Jégen 20
percig inkubaltam, kdzben pipettaheggyel néha 6vatosan megkevertem.

A kovetkezd Iépés a hdsokk volt. 80 masodpercig 42 °C-on tartottam, majd rogton
jégre tettem. Mikor lehiilt szobahémérsékletiire, 800 puL LB oldatot adtam hozza. Ovatos
keverés utdn 45 percig 37 °C-on inkubdltam. Végiil 3000 rpm-mel masfél percig
centrifugaltam, a feliiliszo6t pipettdval leszivtam, majd a sejteket 200 pL LB-ben
szuszpendaltam, majd agaroz-alapu, tdpanyagokat tartalmazo LB-lemezre szélesztettem.

A lemezeket hasznalat eldtt, egy oran at 37 °C-on inkubaltam. A lemezek egyrészt 50
pug/mL koncentracioban kanamycint — mellyel szemben a transzformalt DNS vektorban van
egy rezisztencia gén — masrészt 50 pg/mL spectinomycint és 17 pg/mL koncentracioji
chloramphenicolt tartalmaztak. Ez utobbiakra azért volt sziikség, hogy csak azok a BL21

(DE3) cc3 sejtek ndjenek fel, melyek a chaperon fehérjéket is termelik. Az egyik lemezre 20,
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a masikra 180 pL szuszpenziot vittem fel. Egy éjszakan keresztiil 37 °C-on tartottam a

lemezeket.

A fehérje termelése

A legaltalanosabb modszer az, amikor a sejteket tdpoldatba juttatjuk, és a sejtek
szaporitasa, valamint az azt kovetd fehérjetermeltetés razogépben torténik. A Thermus
thermophilus IPMDH-t igy termeltiik. De hasznalhatunk fermentort is, ami altal az oxigén-, és
a tapanyag-koncentraciot kiilon-kiilon szabalyozhatjuk. Igy a fehérje termeltetésének

sebessége befolydsolhatd. A Myc IPMDH termelését mindkét modszerrel megprobaltuk.

Fehérje expresszio hagyomdnyos (razatott) kulturaban

A termelés napjat megeldz0 este egy, a lemezen felndtt, transzformalt telepet 20 mL
LB oldatba oltottam, amely kanamycint (50 pg/mL) spectinomycint (50 pg/mL) és
chloramphenicolt (17 pg/mL) tartalmazott és 37 °C-on 220 rpm-mel razatva ndvesztettem
¢jszaka (,,starter” kultira). A LB tapoldatot is elkészitettem €s kuktaban forralva sterilizaltam.
4 db. 2 L-es Erlenmayer-lombikot hdlégsterilizaloval sterilizaltam.

Masnap reggel a tapoldathoz hozzdadtam az antibiotikumokat (kanamycin 50 pg/mL,
spectinomycin 50 pg/mL és chloramphenicol 17 pg/mL). Egy Erlenmayer-lombikba 500 mL
tapoldat keriilt €és hozza 5 mL a starter kulturabol. 37 °C-on 220 rpm-mel razatva 3-4 6raig
szaporitottam a sejteket, mig az ODgop nm= 0,6 - 0,8 el nem érte. Ekkor 0,4 mM (96 mg/L)
IPTG-t adtam a rendszerhez (indukalas), és tovabbi 4 6ran at inkubaltam az elegyet, hogy a
fehérje termelését eldsegitsem. Ennek ellendrzésére termelés soran mintat (1asd alabb) vettem
indukalas eldtt és utan is.

A termelés végén 4 °C-on 4000 rpm-mel 15 percig centrifugaltam a szuszpenzidt. A
csapadékot 20 mL lizispufferben (10 mM imidazol, 50 mM Na-foszfat, 300 mM NaCl
pH=8,0) szuszpendaltam. A sejteket -80 °C-on taroltam.

Fehérje expresszio fermentorban

A fermentalas el6tt a minimal tapoldatot (KH,PO4 13,3 g/L, MgS04.H,0O 0,741 g/L,
glicerin 30 g/L, citromsavH,O 1.86 g/L, H3;BO; 3 mg/L, CoSO47H,O 2,985 mg/L,
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CuSO45H,0 2,2 mg/L, MnSO4H>0 17,5 mg/L, FeSO47H,0 114 mg/L, Na;MoO42H,0 2,5
mg/L, Zn(CH3COO), 10,87 mg/L, EDTA 8,4 mg/L) az etetboldatot (87% glicerin 81,25
V/V%, MgSO4H,0 4,96 g, H;BOs 5,1 mg/L, CoSO47H,0 5,07 mg/L, CuSO45H,0 3,74
mg/L, MnSO4sH,O 29,75 mg/L, FeSO47H,O 45,6 mg/L, NaMoO42H,O 4 mg/L,
Zn(CH;CO0O), 13,59 mg/L, EDTA 14,28 mg/L) ¢és az ¢lesztOkivonatot (320 g/L)
sterilizaltam, majd a minimal tapoldatba 400 g/L végkoncentracioban (NH4),HPO4s—ot adtam.
Mindhéarom oldathoz kihtilés utan antibiotikumokat adtam (50 mg/mL kanamycin 10 mg/mL
spectinomycin és 17 mg/mL chloramphenicol).

A starter” kultirat az el6z0 leiras alapjan készitettem itt is. A berendezés
homérsekletét 30 °C-ra allitottam. A fermentor elinditdsa utdn az oxigénszint csdkkenni
kezdett, majd megugrott, kb. 17 ora elteltével. Ez jelezte a tapanyag elfogyasat a kultarabol.
Ezutén a glicerines tapoldattal etettem a sejteket egészen addig, mig az oxigénszint 15 % ala
csOkkent. Ekkor élesztokivonatot adtam hozzd, majd indukéaltam IPTG-vel. 15 percenként
ujabb ¢lesztokivonat-adagot adtam a rendszerhez 3 6réan keresztiil mik6zben a hdmérséklet 25
°C volt.

A termelés végén 4 °C-on 4000 rpm-mel 15 percig centrifugaltam a szuszpenzidt. A
csapadékot 20 mL lizispufferben (10 mM imidazol, 50 mM Na-foszfat, 300 mM NaCl
pH=8,0) szuszpendaltam. A sejteket -80 °C-on taroltam.

A sejtek feltarasa

A feltaras mindkét expresszids modszer esetén a kovetkezOképpen tortént. A -80 °C-
rol kivett sejteket kiolvadas utan 20 percen at jégen 25 s-os sziinetekkel szonikdltam. Ezutan
18000 rpm-mel 4 °C-on 30 percig centrifugaltam, és a feliiliszot ledntottem a kitilepedett

csapadekrol.

Mintavétel a fehérjetermelés ellen6rzésére

Egyszerii esetben a termelddott fehérje a szonikalas sordn a feliiluszoba keriil, melyet
kromatografids tisztitdas kovet. Ha azonban a fehérje inkluzids test formdjdban a
sejttormelékben marad, akkor a centrifugalas utan megmaradt csapadékbol a fehérjét csak

denaturaloszerben lehet feloldani, de ezutan még azt renaturalni is kell.
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A fehérjetermelés egyes lépéseit, illetve a kromatografia soran kapott frakciok
tisztasagat SDS gélelektroforézissel ellendriztem (lasd alabb).

Az indukalas eldtti és utani sejtszuszpenziobdl 1 mL mintat vettem és azt 13000 rpm-
mel 5 percig centrifugaltam. A csapadékot 100 pL. 25 mM-os MOPS pufferben (pH=7,6
KOH-dal beallitva) szuszpendaltam. A tovabbiakban ezt a puffert (melyet réviden MOPS
puffernek nevezek) hasznaltam a tisztitott fehérjével végzett kisérletekben 1s. A
sejtszuszpenziobol, a szonikalas utani feliiliszobol, a kromatografia soran atesd, valamint az
elicidos csticshoz kozeli frakciokbol 10-20 pl mintat vettem, majd pl-enként 1 pL
mintakoktélt (lasd alabb) adtam hozzajuk. Az SDS-PAGE gélre 5-10 pL-t vittem fel.

A szonikalas utani csapadékot MOPS pufferben szuszpendaltam, és a fentiek szerint

szintén SDS gélelektroforézissel analizaltam.

Poliakrilamid gélelektroforézis

A nativ allapotu fehérjék poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) segitségével
elvalaszthatoak egymastdl relativ toltésiik alapjdn, mivel az egységnyi tomegre jutd
toltésszam mas és mas. Raadésul a gél mintegy molekulasziir6ként viselkedik, azaz méret €s
alak szerint is elkiiloniilnek a fehérjek. Ugyanis az akrilamid vizes oldatban, megfeleld
katalizatorok (ammonium-peroxi-diszulfat, AMPER) €s iniciatorok (tetrametil-etilén-diamin,
TEMED) jelenlétében gyokos polimerizaciora képes. N,N-metilén-bisz-akrilamidot
alkalmazva, a polimer lancok koz6tt hidak képzddnek igy térhalds polimer jon 1étre.

Kisérleteim soran az un. “diszkontinuus” elektroforetikus technikat alkalmaztam, mely
soran a futtatd (azaz szeparald) gél (10 %-os) folé egy un. koncentrald gélt (5 %-os)
polimerizaltam. Valamint haromféle puffert hasznaltam. Az elvalaszté puffer 1,5 M TRIS-
HCI-t tartalmazott és pH-ja 8,8 volt. A toméritd puffer 0,5 M-os volt a TRIS-HCl-re nézve a
pH-ja pedig 6,8 volt. A futtatd puffer pH-ja 8,3 volt és 25 mM TRIS-HCI-t és 190 mM glicint
tartalmazott. A gélben lévOkben kloridion, a tank pufferben pedig glicinat ion volt az anion.

A koncentral6 gélben a molekulasziird hatdas még nem érvényesiil, ugyanis a pH értéke
6.5-6.8 kozé esik, azaz pufferben 1évd glicin ikerionos szerkezetli, igy mobilitasa lecsokken.
Azaz lokalisan csokken a toltéssel rendelkez6 molekuldk szama, ami megndveli az ellenallast.
Ohm torvénye miatt a térerd nd, tehat a fehérjék mozgasa felgyorsul. Egészen addig gyorsan
haladnak, mig el nem érik a kloridion frontot, ahol kicsi az ellenallas, igy a térerd is, azaz a
fehérjék sebessége lecsokken, igy Osszetorlodva vékony sdvban vandorolnak a futtatd gél

felszinéig.
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A futtato gélben a pH értéke 8.8-9.0 k6zott van, azaz glicindt anionok vannak jelen,
nem alakul ki toltéshiany, azaz a fehérjék fajlagos toltésiik alapjan eltérd sebességgel
vandorolnak.

Munk4im sordn mind a nativ, mint az SDS (sodium-dodecyl-sulphate)-, poliakrilamid

gélelektroforézist alkalmaztam:

e Nuativ PAGE

A nativ gélelektroforézis sordn nem denaturadltam a fehérjét, és nem kezeltem
SDS-sel sem, tehdt mind az alak, toltés és molekulaméret alapjan torténik a

fehérjek elvalasztasa.

e SDS-PAGE

Az SDS g¢lelektroforézis soran a fehérjéket egy a diszulfid hidakat bontani képes
redukaloszerrel (DTT, ditiotreitol), illetve SDS-sel kezeltem, mely (erds anionos
detergens lévén) apolaris részeivel hozzakotddik és fellazitja a fehérjek belsod
apolaris régioit, tonkretéve ezzel a nativ térszerkezetet. Mindemellett az SDS
negativ toltéssel latja el a fehérjéket, melynek mértéke egyenesen ardnyos a
polipeptidlanc hosszaval, igy a relativ toltése azonos lesz az egyes fehérjéknek.
Tehat az SDS gélelektroforézis soran a fehérjék toltése €s alakja megegyezik, és

csupan molekulaméret szerinti elvalasztas torténik.

A gélre felvitt fehérjemennyiségek fermentlére visszaszamolva egyenlok voltak. A
gélek festés¢hez Coomassie Brilliant Blue festéket hasznaltam 2-propanolos és ecetsavas

oldatban. Eléhivashoz pedig 7,5 %-os ecetsavoldatot hasznaltam.

Renaturalas

A szonikalas utan keletkezett csapadékot 15 mL 50mM imidazolt, 300 mM NaCl-ot és
1 % TRITONX-et tartalmazd 50 mM Na-foszfat (pH=8,0) pufferben szuszpendaltam. 3-szor
1 percig szonikaltam, majd 15 percen at 4 °C-on 8000 rpm-mel centrifugaltam. A

feliiluszobol mintat vettem, a csapadékot pedig TRITONX-mentes pufferben szuszpendaltam.
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8000 rpm-mel 15 percen at 4 °C-on centrifugiltam, majd megint szuszpendaltam ¢&s
hasonloképpen centrifugdltam. Ezzel a megismételt miivelettel lényegében a csapadék
feliiletén tapado feliiluszot kimostam. A csapadékot 15 mL 8,5 M-os ureéas pufferben (50mM
imidazol, 300 mM NaCl ¢és 50 mM Na-foszfat) szuszpendaltam, mely alatt a csapadék
fehérjéinek nagy része denaturalédva oldatba megy.

Ujabb centrifugalas utan a feliilluszot dializishartyaba toltottem, majd 1 M DTT
jelenlétében dializaltam az ureét a fehérjeoldatbol tigy, hogy fokozatosan, kétdéranként 1 M-rel
fehérjeoldatot 13000 rpm-mel 20 percig centrifugaltam. A feliiluszobol és csapadékbol is

mintat vettem.

Ni** affinitds kromatografia

A Ni-NTA Superflow affinitas kromatografia, az elvalasztando molekula egy specialis
tulajdonsagan alapul. Jelen esetben polipeptidlanc C-terminalis végén taldlhato 6 db hisztidin
aminosav koordindlodik az oszlopon 1évé nikkelionokhoz. Ezaltal az IPMDH enzim
elkiilonithetd a tobbi fehérjétdl €s az egyéb szennyezdanyagoktol.

A mosopuffer, melyet az oszlop egyensulyba hozataldhoz, valamint a minta
bemosasdhoz hasznaltam 50 mM Na-foszfat (pH=8,0) puffer volt, amely 300 mM NaCl-ot és
50 mM imidazolt is tartalmazott. Az elucidos 50 mM Na-foszfat (pH=8,0) puffer magas
koncentracidoju imidazolt és 300 mM NaCl-ot tartalmazott. Azért hasznaltam eluensként
imidazolt, mert az kiszoritja a hisztidin-lancon keresztiil kotott fehérjét a nikkelion melldl, és
nikkel-imidazol komplex alakul ki, igy a fehérje az allofazisbol a mozgoba keril. A
mozgo6fazis sebessége 1 mL/perc volt.

Eloszor 3-szoros oszloptérfogatu (3 x 9 mL) mosopufferrel egyensulyba hoztam az
oszlopot. A mintat felvittem, majd wjra 3-szoros oszloptérfogati mosopufferrel mosva
eltavolitottam az oszlopra nem kotodott szennyezd anyagokat. Ezutdn vagy kozvetleniil a 250
mM imidazolt tartalmazé elucios pufferrel, vagy linearis gradienst alkalmazva (50 és 250 mM
kozott, 50-50 ml térfogatban) elualtam a His-tag-n keresztiil kotott Myc IPMDH-t. A fehérje

mozgbfazisban valo megjelenését 280 nm-en detektaltam.
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Dializis

A Myc IPMDH-t tartalmazo frakciokat 6sszeontottem kb. 10-20 mL 6ssztérfogatban ,
¢s 1 L 1 mM DTT-t tartalmaz6 MOPS pufterrel egy €jszakan keresztiil dializaltam. Reggel
kicseréltem a dializislevet szintén 1 L friss DTT-s pufferre és még 2 oOran keresztiil

dializaltam.

Ill. Koncentraciék meghatarozasa

Fehérje-koncentracié meghatarozasa

Az IPMDH abszorpcios koefficiensét 280 nm-en az
£=5500-Trp +1490-Tyr +125-Cys — Cys  (diszulfid) képlet segitségével [21] hataroztam meg. A
monomer Myc IPMDH esetén: e= 15930 M'cm™ értéket kaptam. A méréseket Jasco V-550

tipusu spektrométerrel végeztem el 260 és 280 nm-en. A 260 nm-en mért adatot a tisztasag

crcr

crer

volt. Ennek kiszdmitasahoz az enzim moéltomegét kell ismerniink, amely a His-tag-t

tartalmazo alegységre szamitva: 38845 D.

"= rwz

A mérés alapja az, hogy a NAD esetében a fényelnyelés maximuma 260 nm-nél van
az ultraibolya tartomanyban. A NADH esetében egy masik elnyelési cstcs is megfigyelhetd
340 nm-nél. A fényelnyelést Jasco V-550 tipust spektrométerrel mértem, €és a koncentraciot
a Lambert-Beer torvény (A = ecl) alapjan szdmoltam. Az ¢ értéke NAD esetén 260 nm-en

18000 M cm™, mig a NADH esetén 340 nm-en 6220 M cm™.
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IPM és NAD koncentracié enzimatikus meghatarozasa

crcr

crcr

crcr

crcr

crcr

az enzimreakcidban teljesen atalakult IPM vagy NAD koncentraciojat.

Aktivitasmérés

Az IPMDH enzim az IPM-et kétértékli fémion jelenlétében dekarboxilezi és oxidalja,
ekdzben a NAD-ot redukélja és NADH keletkezik (1. egyenlet). igy a reakcié 340 nm-en
kovethetd, ugyanis itt csak a NADH-nak van elnyelése. A reakcio kezdeti, kozel lineéris
szakaszabol szdmolhato az 1 perc alatti fényabszorpcié valtozas, amely egyértelmiien
megadja az 1 perc alatt atalakult szubsztrat koncentracidt, azaz az enzimreakcidé kezdeti
sebességét (o).

A méréseket termosztattal ellatott Jasco V-550 tipusti spektrofotométerrel végeztem
20 °C-on MOPS pufferben. A reakcioelegyet ugy allitottam 0Ossze, hogy benne az IPM
végkoncentracidja 0,2 mM, a NAD-¢ 1,5 mM, mig a Mn”" ioné szintén 0,4 mM legyen. Ezek
az értekek a Thermus thermophilus IPMDH kinetikai adatai alapjan telitési szubsztrat-

koncentracidknak felelnek meg.

Ill. Enzimkinetikai analizis

Az enzimek legfontosabb kinetika jellemz6i a szubsztrat telitési gorbe felvételével
hatarozhatoak meg. Az egységnyi enzimkoncentracional elérhetd maximalis reakcio-sebesség
(keat) az adott enzimkoncentracidondl meghatarozott maximalis reakcio-sebességbOl (Vimax)
szamithato ki. Mivel spektrofotometrias méréseknél a Vyax-t gyakran A4, /1d6 egységekben

kapjuk meg, Ggy a 2. egyenlet szerint kell azt kiszamitani, azaz osztjuk a termék molaris
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abszorpcios egylitthatojaval (exapn) €s a mérésnél alkalmazott enzimkoncentracioval (Cenzim).
A reakcidsebesség lényegében az iddegység alatt atalakitott szubsztrat molaris koncentracidja.

_ Ve 2. egyenlet

ENaDH " Cenzim

k

cat

A masik jellemzé paraméter a Michaelis allando (Ky), mely az a szubsztrat
koncentracio-érték, ahol a reakcidosebesség a Vmax felét éri el. Ez a konstans az enzim-
szubsztrat komplex katalitikus kdlcsonhatasara jellemzd paraméter. Minél kisebb ez az értek,
annal specifikusabb a kolcsonhatds. A Vyax €rtékeket a szubsztrat telitési gorbék végtelen
koncentracidra extrapolalt értékei adjak meg a 3. egyenlet értelmében. A szubsztrat telitési
gorbe meghatarozdsa soran kapott pontokra (adott szubsztrat koncentracional ([S]) mért
kezdeti reakcidosebesség (v)) a Michaelis Menten-egyenlettel (3.egyenlet) leirhatd gorbét

illesztve mind a Vi.x mind a Ky értéke meghatarozhato.

[s]

=V pax [S]T 3. egyenlet
M

v

Gyakran jellemzik még az enzimeket az elobbi két paraméter hanyadosaval (kca/Kn), €2
az un. katalitikus hatékonysag mérdszama.

Mivel az IPMDH tobbszubsztratos enzim, ezért az egyes szubsztratok telitési gorbéinek
meghatarozasakor az enzim aktivitdsat mértem az adott szubsztrat kiilonbozé koncentracioi

esetén, mig a tobbi szubsztrat telitési koncentracidban volt jelen.

IV. CD-spektroszképia

A cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval a fehérjék masodlagos és harmadlagos
szerkezetérdl nyerhetiink informaciot. Ugyanis a fehérjeék optikailag aktivak, azaz a polarizalt
fény sikjat elforgatjak, €és ez az elforgatas kiilonbozé mértékii a jobbra és balra cirkularisan
polarizalt fény esetén. Raadasul kiilonbdzé mértékben nyelik el a kétféle iranyban cirkularisan
polarizalt fényt. Igy elliptikusan polarizalt fény jon létre, azaz a térerésség vektorok egy
ellipszis mentén valtakoznak. Az abszorpcids koefficiensek kiilonbségére és az ellipticitasra

az alabbi 0sszefliggés vonatkozik:
Ejobbra-Ebalra = A& = (100 * arc tg (b/a)) / (c*1¥3298) [fok dm® / mol]

ahol b ¢€s a az ellipszis kis €s nagytengelye, ¢ a koncentracio / pedig a kiivetta hossza.

Az arc tg (b/a) kifejezés az ellipticitas (6).
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A Ac¢ értéke nagyon érzékeny a szerkezetre, ezaltal a pH valtozast, a denaturaciot és
esetleg a szubsztratok kotddését is kovetni lehet meghatarozéasaval. Tavoli UV tartomanyban
(180-260 nm) a masodlagos szerkezetrdl, kézeli UV tartomanyban (260-320 nm) pedig a
harmadlagos szerkezetrdl nyerhetiink informaciot.

A méréseket JASCO 720 spekropolariméteren végeztem 20 °C-on (Neslab RTE 111
termosztat) tavoli UV tartomdnyban. Az IPMDH koncentracid6 1 mg/ml (13,6 uM), a

cellahossz pedig 0,1 mm volt.

V. Fluoreszcencia spektroszkdpia

A fluoreszcencias mérések alapja az, hogy gerjesztés hatasdra az elektronok egy
magasabb energiaszintli palydra jutnak, majd a gerjesztés megsziintével Gjra alapallapotba
keriilnek, mikdzben kisugarozzék a 2 allapot kozotti energiakiilonbséget. A kisugarzott fényt
fluoriméter segitségével adott hulldmhosszon vagy hullamhossz tartomanyban Ilehet
detektalni. Mivel a megvilagitdé fény intenzitdsa tobb nagysagrenddel nagyobb, mint a
kisugarzott fluoreszcens fényé¢, az észlelés irdnya nem eshet egybe a megvilagitas irdnyaval,

erre alkalmas a kettés monokromatorral ellatott Spex Fluormax 3 spektrofluoriméter.

Fehérje fluoreszcencia

UV gerjesztés hatasara a fluorofor csoportot tartalmazé aminosavak (triptofan, tirozin,
fenilalanin) sajat (belsd) fluoreszcenciat mutatnak. A legkevésbé a fenilalanin gerjeszthetd,
ezért a tirozint és a triptofant szoktdk vizsgalni. 275 nm-en a két aminosav-maradék egyszerre
gerjeszthetd, mig 295 nm-en a triptofan szelektiven sugarozhatdé be. A megfigyelhetd
fluoreszcencia jellemz6it (abszorpcidés és emisszids maximum, relativ fluoreszcencia
intenzitas) az aminosavak kolcsonhatasai médosithatjak. E kdlcsonhatdsok fliggenek példaul
az aminosav-maradék fehérje szerkezetében valdé elhelyezkedésétdl, valamint az
intramolekularis  fluoreszcencia kioltokkal wvalé kapcsolatatdol, azaz a molekularis
kornyezettol.

A fluoreszcencia érzékeny a fehérje térszerkezetére, ezért vizsgalata alkalmas a fehérje

denaturacidjanak ¢€s renaturdciojanak kovetésére. Ezen folyamatok soran az emisszios
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maximum, ¢és a relativ intenzitdas idObeli valtozasat vizsgaltam Spex Fluoromax-3

spektrofluoriméter segitségével.

ANS-fluoreszcencia

Az ANS hidrofob jellegli fluoreszcens festéket sok esetben hasznaljadk a
fehérjemolekuldk felszini tulajdonsagainak jellemzésére, ami valtozhat pl. a szubsztratok
kotddesekor, de akkor i1s, amikor a fehérje szerkezete jelentésen megvaltozik, pl.
denaturdlodik. Az ANS-fluoreszcencia soran lényegében azt hasznaljuk ki, hogy az ANS nem
specifikus modon kotddik a molekuldk hidrofob felszinéhez, és ezt fluoreszcencia jel
valtozasa kiséri. Rendszerint a hidrofob felszinnel rendelkez0 denaturacios intermedierhez,
vagy magahoz a denaturdlt fehérj¢hez kotddik jol, majd a renaturacid soran a kotott ANS
kiszorul, ami fluoreszcencia intenzitas csokkenést okoz.

Az ANS-oldat koncentraciojat spektrométerrel 350 nm-en hatdroztam meg (&350=4954
M'em™). A fluorimetrids kisérletekben az ANS molekulat 350 nm-en gerjesztettem, és a

kisugarzott fényt 400 és 600 nm kozott detektaltam.

Fluoreszcencia rezonancia transzfer

Az IPMDH-nal korabban leirt FRET jelenség [8] Iényege, hogy a gerjesztett Trp olyan
hullamhosszasagu fényt bocsat ki (Amax=340 nm), mely gerjeszti a kotott NADH molekulat.
Ezaltal a fehérje fluoreszcens intenzitdsa lecsokken 340 nm-nél, a NADH emisszidja pedig
megnd 410 nm-nél. A FRET mértékét nagyban befolydsolja a Trp és a NADH tavolsaga és a
gylrtik orientacidja, azaz a fehérje térszerkezete. Ezért a FRET-jel csokkenését kovetve
iddben jol kovethetd a denaturacid.

A FRET azonban a nativ enzim tulajdonsagainak jellemzésére, példaul a szubsztrat
koteés erOsségének jellemzésére is alkalmazhato. Mivel az IPMDH-ndl a FRET jelensége csak
kotott MnIPM jelenlétében detektalhato (lasd fent) ezért a FRET mértékének kiilonb6zo IPM
koncentracional torténd meghatarozasaval a MnIPM kotddésének disszociacios allandoja (Kq)
is kiszamithato. Utobbi mérés azért eldnyds, mert nem aktivitason alapul (ugyanis az 1.
egyenlet végterméke, a NADH az egyik kromofor, tehat a mérés soran kémiai reakcié nem

zajlik), igy csak a mért szubsztrat koncentracidja valtozik. A szdmolas sordn a 410 nm-en
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mért intenzitast (/) az IPM koncentraciojanak ([cpm]) fliggvényében abrazoltam, és a
pontokra a 4. kotddési egyenlet alapjan gorbét illesztettem.

I=1 '[IJDE‘[;]A;[L/ 4. egyenlet

A FRET mérése soran 48 pg/ml nativ Myc IPMDH-hoz el6sz6r 2 mM koncentracidban
DTT-t, majd 12 uM NADH-t, 3 mM MgCl-ot, végiil pedig 0,3 mM IPM-et adtam (a Kq4
mérése esetén az IPM koncentracioja a 0,001 - 0,7 mM-os tartomdnyba esett). A Trp

oldallancok gerjesztése 295 nm-en tortént, az emisszios rések 4-4 nm-esek voltak.

VI. A denaturacié és a renaturacio kinetikajanak mérése

crcr

(bels6¢)  fluoreszcencia  valtozdsat meghatarozva  kovettem  Spex  Fluoromax-3
spektrofluoriméter segitségével, mely termosztalt mintatartoval (20°C) rendelkezik. A
folyamatokat a nativ, illetve a denaturdlt enzimnek kozvetleniil a fluoriméter kiivettajaban
1év6 denaturaloszer ill. pufferbe valo higitasaval inditottam el. A Myc IPMDH molekuldban
csak 1 db triptofan van, azaz 295 nm-es gerjesztés esetén harmad akkora jel alakulna ki, mint
a Tt IPMDH esetén, ezért a gerjesztés 275 nm-en tortént, ahol a triptofan mellett a tirozinok is
gerjesztddnek, tovabba toményebb fehérje oldatot hasznaltam a vizsgélatokhoz. A folyamatos
besugarzas hatdsat minimalizalva az emittalt fény spektrumat 2-, majd 5-percenként vettem
fel. Az extincidos ¢€s emisszids rések nagysaga 4-4 nm volt, ami pontatlanabb mérést
eredményezett, de novelte a cslicsintenzitast.

A Myc IPMDH denaturaciojanak mérése soran a fehérjét 8 M ureat tartalmazo MOPS
pufferbe kevertem, 24 pg/mL koncentracidban. A renaturacid mérése elétt egy oran keresztiil
szobahOomérsékleten 8 M uredt tartalmaz6 MOPS pufferben denaturaltam a 0,6 mg/ml
koncentracidju enzimet (az idOtartamot a denaturacios adatok alapjan allapitottam meg). A
renaturacid folyamatdnak inditasakor a fehérjét 60 pg/ml koncentraciéra higitottam a
kiivettdban 1évé 2 mM DTT-t tartalmazé MOPS pufferben, igy az urea koncentracidja 0,8 M
lett. A higitas €s az elegy 0sszekeverése 3-5 masodpercet vett igénybe.

A renaturéci6 1d6gorbéjét az enzimaktivitds visszatérésével is meghataroztam, melyhez
a 4. 1. fejezetben leirt spektrofotométeres modszert alkalmaztam. A denaturdlt IPMDH

renaturaciojat a spektrofotométer kiivettdjaban el0készitett aktivitasi elegybe valo higitassal

25



inditottam el €s a reaktivalodast folyamatosan regisztraltam 340 nm-nél (a mért abszorbancia-
1d6 gorbe 1d6 szerinti derivalasaval aktivitas-idé gorbét kaptam).

A renaturdci6 idObeli lefolyasdt ANS-fluoreszcenciaval, és FRET mérésével is
kovettem. EIObbi esetén a fentebb leirtak szerint a denaturdcios elegybdl 6 pg/ml-re
higitottam a fehérjét a kiivettaban 1évé 16 uM ANS-t tartalmaz6 MOPS pufferben . A
gerjesztés 350 nm-en tortént, az intenzitast 480 nm-en mértem, 2-4-es extincios €s emisszios
rések mellett. FRET mérése soran 60 pg/ml-re higitottam a fehérjét, és a kiivettaban 1évo
anyagok, valamint a mérési paraméterek pedig a fentebb leirtak szerint alakultak.

A denaturicié folyaméan a mérési pontok idégorbéje exponencidlis egyenlettel volt
leirhat6. Az 5. egyenlet Gsszeadast tartalmazd formaja idében névekvd gorbét ad, azaz a Trp
emisszids csucs valtozasanak kovetésére alkalmas, mig a kiilonbséget tartalmazo forma
1dében csokkend gorbét ad, azaz a fehérje-fluoreszcencia intenzitdsanak valtozasat irja le.

I=1,+4-¢" 5. egyenlet

Ahol I a mért mennyiség, ¢ az id0, Iy a nativ fehérje fluoreszcencidja illetve a Trp
emisszids csucsanak maximuma, A4 pedig a nativ és a denaturdlt fehérje fluoreszcencia-
intenzitasadnak , illetve Trp csucsaik maximumanak kiilonbsége, azaz konstansok, mig k a

sebességi egyiitthatd, melybdl a 6. egyenlet szerint lehet a felezési 1d6t (¢, ) kiszdmolni.
2

1 =— 6. egyenlet

A renaturacio folyamata is exponencidlis gorbével jellemezhetd. A reaktivalodasi
gorbe derivaltjanak leirasara a 7. egyenlet alkalmas, mig az ANS-fluoreszcencia mérés
pontjaira illeszkedd gorbét a 8. egyenlet irja le.

y=a*(1-¢e*" 7. egyenlet
y = b*et 8. egyenlet
A kifejezésekben a €s b a fehérjére jellemz0d konstansok, y a mért mennyiség (aktivitas

illetve fluoreszcencia intenzitas), ¢ az 16 és k a sebességi egylitthato.
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Eredmények

Kiilonb6z6 baktériumokbdl szarmazo IPMDH-k szekvenciajanak
o6sszehasonlitasa

Az irodalomban a Myc IPMDH-ro6l kevés adat all rendelkezésre, viszont néhany, mas
baktérium altal termelt IPMDH-t jobban ismeriink. Kivalasztottam 5 mas baktériumbol
szarmaz6 IPMDH-t, melynek kristalyszerkezete ismert, és annak eldontésére, hogy milyen
foku hasonlosagot valoszintisithetiink a Myc IPMDH-val, 6sszehasonlitottam az aminosav-
szekvenciaikat.

Az egyes baktériumok altal termelt IPMDH fehérjék aminosav-szekvenciajat az alabbi

oldalrél értem el: http://www.uniprot.org/uniprot. A szekvenciakat a

http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/index.html  oldalon  taldlhatdé  algoritmussal

hasonlitottam 6ssze. A kapott eredményeket tabldzatban foglaltam 6ssze.

5.1. tablazat: A Myc IPMDH ¢és mas baktériumok altal termelt IPMDH-k
szekvenciajanak osszehasonlitasa. A hasonldosag alatt azokat az azonos helyen 1évd
aminosavakat érti a program, amelyek vagy azonosak, vagy kiilonboznek ugyan, de kémiai
sajatossagaik nagyon hasonlitanak egymasra. Hézagnak pedig azokat a helyeket nevezi a
program, ahol a szekvencia illesztés utan az egyik szekvenciaban 1évé aminosavnak a masik
szekvenciaban nincs megfeleltethetd.

Mpycobacterium tuberculosis IPMDH (hossz: 336)

Szarmazas Hossz Azonossag Hasonlosag Hézagok
0 g;fgzg‘l‘;us 345 | 146 (40,9 %) | 200 (56,0 %) 33(9.2)
5%322% 363 | 136(34,2%) | 200 (54,6 %) | 33 (9,0 %)
ESC};ZZCM @ 363 | 136 (37,3%) | 196 (53,7%) | 32 (8.8 %)
;ﬁ;ﬁiﬁ%ﬁ 358 | 142 (38,9%) | 198 (54,2%) | 36 (9,9 %)
T};fog;ff“ 354 | 136 (37,5%) | 196 (54,0%) | 36 (9,9 %)

A tablazatbol lathato, hogy a Myc IPMDH csupan 34-41 %-o0s egyezést mutat a tobbi
IPMDH-val, és legjobban a 7t IPMDH-ra hasonlit. Ezért kisérleti vizsgalataimat elsdsorban a

Tt IPMDH esetén végzett vizsgalatokhoz fogom hasonlitani. Emellett érdekessé valt a mezofil
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Myc IPMDH-nak a szintén mezofil Ec IPMDH-val torténd Osszehasonlitisa is, ezért

eredményeim kozott ezt is targyalni fogom.

5.2. tablazat: IPMDH szekvenciak paronkénti osszehasonlitasa. A tablazat a fentiekben
leirt mdédon szamitott azonossagi szazalékokat tartalmazza.

Mycobacterium | Thermotoga | Thiobacillus | Escherichia | Salmonella Thermus
tuberculosis maritima | ferrooxidans coli typhimurium | thermophilus
0 67; hnf;%szus 40,9 % 53,5 % 52,8 % 48,5 % 47,9 % 100 %
Salmonella o o 48.9 0 490 100 ©
typhimurium 34,2 % 55,2 % 8,9 % 94,2 % 00 %
Escherichia coli 37,3 % 55,5% 50,7 % 100 %
g’r‘;’;if;%i 38,9 % 50,8 % 100 %
7 ’;f;fl’g;ff“ 37,5 % 100 %
Mycobacteriym 100 %
tuberculosis
A kiilonboz6 szervezetekbdl szarmazdé IPMDH-k szekvencidjat paronként

Osszehasonlitva (lasd 2. tablazat) megallapitottam, hogy a tobbi IPMDH sokkal jobban

hasonlit egymasra, a Myc IPMDH esetén azonban lényegesen (4tlagosan 10 %-kal) kisebb a

hasonlosag.

A fentiek alapjan azt vartam, hogy a Myc IPMDH-nak nagy valoszinliséggel lesznek

eltérd tulajdonsagai a tobbi IPMDH-t6l. A kérdés az, hogy milyen jellegli és milyen mértéki

kiilonbségek lesznek észlelhetoek?

Myc IPMDH termelés hagyomanyos (razatott) kultaraban

Az Anyagok és modszerek cimili részben leirt LB-tdpoldatban, 37 °C-on, razatott

kultardban torténd termelés esetén a fehérje gyakorlatilag teljes egészében a csapadékban

maradt, nem sikeriilt azt a feliiliszoban kimutatnom (5.1. dbra).
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Szuszpenzié Felliluszo
Ms (kDa) MM szonikélas szonikélas
elott utan
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5.1. abra: A Myc IPMDH elsé termelési kisérletének ellenérzése SDS gélelektroforézis
segitségével. Az MM a molekulamarkert jeloli, eszerint fentrél a 3. hely kozelében van az
IPMDH.

A gélképen jol latszik, hogy nagy mennyiségli IPMDH fehérje termelddott, de a
feliiluszoba szinte semmi sem keriilt, azaz a fehérje csapadékban maradt.

A probléma oka lehetett a gyors fehérjetermelddés. Ezt eldszor ugy probaltam
kikiisz6bolni, hogy a termelést alacsonyabb homérsékleten (30 °C-on) ismételtem meg, igy
csOkkentve a reakciok sebességét. Az indukalas eldtt a 37 °C-os rendszert, fél ora alatt 30 °C-
ra hitottem. Az eljards soran mintat vettem indukalas eldtt és indukalas utan (1, 2, 3, 4
oraval), majd szonikaltam és centrifugaltam ezeket. Azért vettem mintat kiilonbozo
idépontokban, mert azt reméltem, hogy a fehérje termelés egy korabbi szakaszaban, amikor
még alacsonyabb a fehérje koncentracio, talan kisebb az esély az aggregaciora. Az SDS
gélelektroforézissel tortént analizisnél magéabol a sejtszuszpenzidbol valamint a szonikalas

utani feliiluszobol €s a csapadékbdl vittem fel (5.2. abra).

Sejtszuszpenzio
Ind. Indukalds utani ida
MM g5t (ora) Fellliszé Csapadék

S ESOE S [ e SR e L B

-—

Y - - -

IPMDH —2= - _“” ‘-".

-—

5.2. abra: A Myc IPMDH 30 °C-on torténd termelésének ellendrzése SDS
gélelektroforézis segitségével. Az MM a molekulamarkert jeloli, eszerint fentrél a 3. hely
kozelében van az IPMDH. A szdmok azt jelolik, hogy hany ora elteltével vettem a mintat.

A gélen jol latszik, hogy a mintdban és a csapadékban az id6 fliggvényében nd az
IPTG indukci6 hatasara keletkezd fehérje mennyisége. Azonban a feliiluszoban ez nem

tapasztalhatd, még az 1 6ra utdni mintanal sem, ahol a legkisebb volt a fehérjekoncentracio. A
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gélkép alapjan tehat itt is a csapadékban maradt a termék. Tehat kideriilt, hogy a termelés
homérsekletének ¢€s idejének valtoztatasa (azaz a keletkezd fehérje mennyiségének
szabalyozéasa) nincs hatdssal a feliiliszoban 1év0 fehérje mennyiségére, ugyanis hiaba vettiink
mintat kiilonb6zo6 idépontokban, a feliiliszoba egyik esetben sem keriilt fehérje.

Probatermeléseket végeztem ugy is, hogy kiilonb6z6 ODggo €rtékeknél indukaltam. Az
SDS PAGE analizis azonban ardnyaiban hasonlo lett a fentebb bemutatottal, kis eltérést csak
az 0sszes fehérje mennyiségében lehetett felfedezni (nincs bemutatva). Az ODgg értekek és a
g¢l alapjan azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a sikeres termelést nem segiti el6 az ODggo
valtoztatasa sem, ugyanis a fehérje minden esetben a csapadékban maradt.

A kovetkezd probatermelést Iényegesen alacsonyabb hdmérsékleten 16°C-on
végeztem, a fent leirtakhoz hasonldan, itt a kiilonb6zd ODgg €rtékeknél torténd indukalast két

sz¢lsOérték esetén vizsgaltam.

Indukalas utan Felluszo Csapadék
MM INDE 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

.

IPMDH —=> o ———
-

5.3. abra: A Myc IPMDH 16 °C-on torténd termelésének ellendrzése SDS
gélelektroforézis segitségével. Az MM a molekulamarkert jeloli, eszerint fentrél a 3. hely
kozelében van az IPMDH. A szdmok azt jelolik, hogy hany ora elteltével vettem a mintat.
A gélképen latszik, hogy az el6z6h6z hasonld képet kaptunk, a feliiliszoban ugyanugy
nincs fehérje. Eltérés annyi, hogy 16 °C-on lathatoan kevesebb fehérje termelddott (5.3. abra).
Osszefoglalva a razatott kultiraban torténd termeltetés a Myc IPMDH esetében nem
bizonyult olyan hatékonynak, mint a 7t IPMDH-nal, ahol a szonikdlds utdn a fehérje

mennyiségének kb. a fele a feliiluszoba keriilt.

Renaturacio

A sejtek feltarasa soran az IPMDH enzim a csapadékban maradt. A csapadékot
tomény (8 M) uredban lehetett oldatba vinni. A miivelet soran azonban a fehérje

denaturalodott. Azért, hogy a fehérjét nativ allapotba hozzam, azaz renaturaljam, az urea
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koncentracidjat az oldatban fokozatosan csokkentettem. Ezt gy értem el, hogy fokozatosan
csokkend koncentracioju urea oldattal dializaltam, és ennek tobbszori cseréjével tisztitottam
meg a fehérjét az ureatdl. A moddszernek az elvi elénye az, hogy kiméletesebb, mint az
azonnali urea mentes pufferrel vald dializis, ugyanis ily modon kisebb az esély az

aggregaciora.

1 2 3 4 5 8 7 8
MM  SZONE Fell  Fel2 Fel3 UREA  Feld csap.

[
e
—_—

—
IPMDH —=> [ ' .

—

ik J i

5.4. abra: A feltaras és a renaturacio soran vett mintak. Az MM a molekulamarkert jeloli,
eszerint fentrdl a 3. hely kézelében van az [IPMDH. A roviditések azt jelolik, hogy melyik
munkafazisbdl szarmazik a minta (lasd Mddszerek 15. oldal).

Lathato, hogy csak az ureas kezelés hatasdra jelentds mennyiségii fehérje keriilt a
feliiluszoba. A feliiliszot dializishartyaba ontve, és 2 M-lal higabb urea oldattal szemben
kezdtem dializdlni. A dializis 6 1épésben, kb. 2-3 oranként cserélve a dializdld oldatot
Osszesen 12 — 20 orat vett igénybe.

A dializis soran kivett oldattérfogatot renaturdcids pufferrel poétoltam, melybe
kiilonb6z6 adalékokat tettem. Mivel a Myc IPMDH ellentétben a 7t IPMDH-val tartalmaz
ciszteineket ezért ezek védelmére, illetve az esetleges inetermolekularis diszulfidhidak
kialakulasanak elkeriilése végett DTT-t tettem az oldatba. Probalkoztam azzal is, hogy a
renaturacios pufferbe NAD-ot is tettem, hatha elOsegiti a nativ térszerkezet kialakulasat. A
dializist kiilonbozé fehérjekoncentraciok mellett is megprobaltam. Probalkoztam azzal is,
hogy a dializis utan kapott fehérjeoldathoz szubsztratokat adtam, és jégen inkubaltam. Az
alkalmazott modszerek jellemzo6it az 5.3. tablazatban foglaltam Gssze.

A miivelet végére mindig tiszta oldatot kaptam, a fehérje nem csapodott ki a dializis
soran. Enzimaktivitast azonban egyik esetben sem kaptam, st egyes esetekben az aktivitas
mérés sordn a fehérje kicsapddasat tapasztaltam a kiivettaban. Tehat nem sikertilt renaturalni a

rézatott kultiraban megtermelt fehérjét.
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5.3. tablazat: A renaturacios Kkisérleteimet osszefoglalo tablazat. A szubsztratok
koncentraciéja minden esetben telitési volt (0,3 mM IPM; 2 mM NAD; 0,4 mM Mn2+), a
DTT-¢ pedig 2 mM.

Fehérjekoncentracio
Térfogat (mL) segédanyag megjegyzes
(mg/L)

5 20 DTT
0,2 20 DTT dializis
0,2 20 DTT, NAD
0,5 10 DTT, Mn™" A mar dializalt
0,5 10 DTT. NAD elegyet probaltam
0,5 0,3 DTT, IPM, Mn”" renaturdlni.

A hagyomanyos (razatott) kulturaban termelt fehérje szerkezeti
jellemzése

Els6ként a fehérje ¢és az ANS kolcsOnhatasat vizsgaltam meg. Az ANS egy
fluoreszcencids festék, melynek emisszios intenzitdsa akkor né meg, ha hidrofob, apolaris
elemekhez kotddik a fehérjén. Mivel a nativ fehérjékben ezek a részek beliil vannak, a nativ
fehérjék ANS-koto képessége altalaban csekély. Az IPMDH esetén ez egészen extrém modon
jelenik meg, a nativ IPMDH egyaltalan nem koti az ANS-t. A teljesen denaturélt forma sem
koti az ANS-t, mert ekkor nincs hidrofob mag [22]. Tehat az ANS jelének ndvekedése
egyediil az intermedier allapotok (pl.: a molten globula) esetén mutathaté ki, mert ekkor a

felszin hidrofob részeihez tud kotdédni az ANS.

ANS floureszcencia intenzitas

hullamhossz (nm)

5.5. abra: A ,,renaturalt” Myc IPMDH és az ANS kolcsonhatasanak vizsgalata. A mérés
soran az ANS koncentraciéja 1,69*10° M, mig az IPMDH-¢ 6 ug/mL volt, a gerjesztés 350
nm-en tortént, az emisszios rések 4-4 nm-esek voltak.
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A grafikonon j61 lathatd intenzitasndvekedés alapjan azt lehet allitani, hogy a termelt,
¢s renaturdcids eljarassal kezelt fehérje nem nativ, de nem is denaturdlt allapott, hanem
intermedier, valosziniileg molten globula-szerli szerkezet{i.

Felvettem a termelt €és a renaturdcionak alavetett Myc IPMDH CD-spektrumat tavoli
UV-tartomanyban, ugyanis kordbbrol ismert, hogy a Tt, Ec és Vibrio IPMDH esetén a
masodlagos szerkezet konzervativ volta kovetkeztében a spektrum hasonléan nézett ki. Jelen
esetben kontrollnak a 7t IPMDH a-hélix tartalmu fehérjékre jellemzd spektrumat hasznaltam.

Az 5.6 abran lathatd, hogy a Myc IPMDH spektrum alakja hasonlit a nativ allapotu 7t
IPMDH-hoz, azonban intenzitasban sokkal kisebb. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
masodlagos szerkezet csak részlegesen alakult ki a vizsgalt Myc IPMDH enzimben.

10

Myc IPMDH

Tt IPMDH

[6] (10%deg-dmol-cm?)

200 210 220 230 240 250 260
Hulldmhossz (nm)

5.6. abra: A renaturalt Myc IPMDH és a nativ 7t IPMDH CD spektruma. Mérési
kortilmények: ¢ (Tt IPMDH) = 7,88 uM, ¢ (Myc IPMDH) = 14,24 uM, 20 mM KH,PO4-KOH
(300 mM KCI) pH=7,6 puffer, 20°C-on.

Az enzimet nativ gélelektroforézissel is megfuttattam, 7t és Ec IPMDH-kat hasznalva

O0sszehasonlitasként. A B
Tt Myc Ec
Tt Myc Ec
-
—
R -
-
—

5.7. abra: A renaturalt Myc IPMDH szerkezetének ellenorzése nativ gélelektroforézissel.
A roviditések azt jelolik, hogy melyik baktériumbol szdrmazik az IPMDH. A Tt és Ec
IPMDH-k nativ szerkezetiiek, az A abran 1év6 Myc IPMDH a hagyomanyos (razatott)
kultaradban, mig a B dbran 1év6 fermentorban termelddott (lasd Modszerek c. fejezet).
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Az 5.7. A abran lathato, hogy a Myc IPMDH alig mozdult el a startvonalrél, tehat nem
nativ szerkezetli az enzim. Az intermedier allapot fellazult szerkezete, vagy egy esetleges
aggregacié okozhatta azt, hogy a fehérje nem indult el elektroforézis hatasara.

Osszességében kijelenthetd, hogy a renaturdcié soran, az enzim valamilyen
intermedier-allapotban maradt, nativ szerkezetét csak részlegesen nyerte vissza, azonban
enzimaktivitdst nem mutatott.

A sikertelen renaturaci6 alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy ha a termelési
moddszert valtoztatndm, azaz lassabba, jobban szabalyozotta tenném akkor vagy nativ, vagy

legalabb konnyen renaturalhaté fehérje képzodne.

Fermentorban végzett termelés

1 2 B 4 5 6 7 At Frakcidk Tisztitott fehérje
Mm S
A MM ET.E INDE INDU Fel Csap1Csap2 ( : ess 1 7 8 9 10 11 12 13 18 19 20 D MM &tess 05 1 3

IPMD

IPMDH

IPMDH

5.8. abra: A Myc IPMDH fermentorban tortént termelésének fobb szakaszai. Az SDS-
gélt abrazold A, C és D abran az MM a molekulamarkert jeloli, az A abran a masodik
oszlopon etetés eldtt, a harmadikon indukalas el6tt, a negyediken indukalas utan vett minta
lathat6, az 6tddik oszlopon a szonikalas utani feliiluszobol, mig a tobbi kettdn a csapadékbol
vett mintat futtattam. A B dbra a Ni-affinitds kromatografia UV rekorder altal rajzolt eliicios
képét mutatja. Az Anyagok és Modszerek c. fejezetben részletezett gradiens eluciot
alkalmaztam. Az atesé valamint a kromatografia egyes frakcioi a C abran lathatéak. A D abra
masodik oszlopan a kromatografids tisztitds soran az oszlopon atesé oldatrészbdl vett minta
talalhato, a tobbin pedig a tisztitott fehérjeoldat kiillonb6z6 mennyiségben.
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Az Anyagok ¢s mddszerek cimii részben leirtak alapjan fermentorban is megprobaltam
a fehérje termeltetését. A gél elektroforetikus kép (5.8. A 4bra) alapjan latszik, hogy itt a
fehérjének nagy mennyisége kertiilt a feliiliszoba, bar 6sszességében csak kevés termelodott
(A abra). A His-taggel rendelkezd fehérje tisztitasa Ni-NTA Superflow gyantaval toltott
oszlopon tortént, gradiens eliciot alkalmaztam (5.8. B dbra). Az elsd cslicsot a nem kotddo, a
masodikat pedig egyéb szennyezddések adtak, a harmadik cstcs volt a Myc IPMDH (5.8. B
abra). A cstlics azért ilyen kicsit, mert a Myc IPMDH-ban csak egy triptofan van. A harmadik
csticsot alkotod frakciokbol vett mintdkat is megfuttattam SDS-gélen. A tisztanak bizonyult
frakciokat (11, 12) dsszedntottem, dializaltam MOPS pufferben az imidazol eltavolitasara,
majd gélen megfuttattam. Az 5.8. C abran latszik, hogy tiszta fehérjeoldatot kaptam.

Az oldat 280 nm-en tortént abszorbancia mérésével, valamint az € = 15930 M em!
(monomerre szamolva) alapjan meghataroztam a fehérjekoncentraciot, ami 13,52 pM-nak
adddott. Monomer fehérjével szamolva (M = 38845 Da) a tomegkoncentracio 0,525 mg/mL-
nek adddott. Az oldatot 1,5 mL-re toményitve, Gjabb abszorbancia méréssel meghataroztam a
koncentraciot, amely ekkor 4,25 mg/mL volt. Azaz dsszesen csupan 6,375 mg oldhaté6 Myc
IPMDH-t eredményezett a termelés. A 280 nm-en és a 260 nm-en mért abszorbanciak aranya
0,757 volt, ami azt jelenti, hogy az enzimet NAD-mentesen kaptam meg.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a Myc IPMDH esetében nativ szerkezetii, aktiv
fehérjét csak fermentorban sikeriilt termelnem. Ebben kiilonbozik a csoport altal eddig
vizsgalt IPMDH-ktol, ugyanis azokat jo hatasfokkal lehetett hagyomanyos (razatott)
kultaraban termelni. A dolgozat tovabbi részében emlitett Myc IPMDH-k ennek megfeleléen

fermentoros termelés eredményei.

Enzimkinetikai vizsgalatok

Az enzim funkciondlis tulajdonsagainak meghatarozasahoz elvégeztem a Myc IPMDH
kinetikai analizisét, és Osszevetettem a kutatdcsoport altal régebb ota tanulmanyozott 7t
illetve Ec IPMDH adataival.

Mindhérom szubsztrat esetén meghatdroztam a telitési gorbét, azonos, standard
korilmények kozott (5.9. abra). A gorbéket a Michaelis-Menten (3. egyenlet) alapjan
illesztettem. A kapott kinetikai konstansokat tabldzatban foglaltam 6ssze (lasd 5.4. tablazat).
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5.9. abra: A Myc IPMDH és a Tt IPMDH szubsztrat telitési gorbéinek dsszehasonlitasa
A kisérletekben 1,54 uM Myc IPMDH-t (piros) és 0,32 uM Tt IPMDH-t (fekete) vizsgaltam.
Az A az IPM, a B a NAD, mig a C abran a Mn”" telitési gorbéje lathatd. A Mn® telitési gorbe
mérésekor Sigma Chelex® 100 gyantdval manganmentesitett MOPS puffert hasznaltam. A
Myc IPMDH vizsgalatakor 2 mM DTT is jelen volt a reakcidelegyben.

5.4. tablazat: A Myc IPMDH mért kinetikai paraméterei. Az adatokat a monomer enzimre
szdmoltam.

szubsztrat Vinax (mM s"l) Ky (mM) keat (min‘l)
IPM 0,3521+0,0065 0,0053+0,0003 36,6
NAD 0,3740+0,0071 0,1555+0,0121 38,9
Mn** 0,35060,0069 0,0029+0,0002 36,5
5.5. tablazat: A Kkiilonb6z6 baktériumokbdl szarmazé IPMDH-k Kkinetikai
paramétereinek osszehasonlitasa.

baktérim | K“;g“) | e (min) K,];W (M min™)

Myc 0,0053 0,1555 0,0029 37,4 7,06%10°

Tt 0,0174 0,2510 0,0130 235,0 1,35%10’

Ec 0,0049 0,1589 0,0176 4448 9,08*10’

A mérések jol korrelalnak, ugyanis a mért maximalis sebességek, és az ebbdl szamolt
specifikus aktivitdsok hibahataron beliil térnek el. A 7t IPMDH-nak 240 min™” koriil van a
specifikus aktivitdsa, azaz ehhez képest a Myc IPMDH joval gyengébben katalizalja a
folyamatot.

Osszehasonlitva a harom baktérium 4ltal termelt IPMDH-t megallapithatd, hogy a
katalitikus hatékonysagukban egy nagysagrenden beliil vannak egymashoz (lasd 5.5.
tablazat). A Myc IPMDH k. értéke a legkisebb, azaz ez az enzim katalizalja legkisebb
mértékben a folyamatot. A Ky értékek is a Myc IPMDH esetén a legkisebbek, azaz ennél az

enzimnél érik el a legkisebb szubsztrat koncentracié mellett a maximalis sebesség felét. Ebbdl
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arra lehet kovetkeztetni, hogy annak ellenére, hogy a Myc IPMDH k., értéke a legkisebb, a
szubsztratjaival alkotott katalitikus komplexben itt kotédnek a legerdsebben a szubsztratok.

fgy ez utobbi tulajdonsag javitja valamelyest a Myc IPMDH Kkatalitikus hatékonysagat.

FRET kialakulasa

Megfigyelték, hogy az IPMDH esetén tapasztalt a FRET jelenség kialakuldsahoz az
IPMDH A4ltal kotott NADH mellett a masik szubsztrat jelenléte is sziikséges. EDTA-oldatos
mérések segitségével laboratoriumunkban kimutattak, azt is, hogy az [IPM dnmagaban nem
elég, hanem kell mellé a kétértékii fémion is (Mn*" vagy Mg®") [23]. Feltehetéen az MgIPM

komplex altal okozott fehérje konformacid valtozas biztositja a kotott NADH nikotinamid és

crcr

NADH fluoreszcencia emissziés intenzitas

o

300 350 400 450 500 300 350 400 450 500
Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm)

5.10. abra: A nativ IPMDH-t jellemz6 FRET jelenség (A) Fluoriméter segitségével
rogzitett eredeti mérési eredményekbdl a puffer levonasaval kapott diagram. (B) Az eredeti
mérési eredményekbdl mar levonasra keriilt a puffer, ill. a NADH jele. A fehérje jelét
feketével, a NADH ¢és a fehérje egyiittes jelét pirossal, mig zdlddel az Osszes szubsztratot
tartalmazo elegyet jeloltem.

Mindkét abran jol latszik, hogy a fehérje emisszios csucsa IPM hatdsara lecsokkent,
mig a NADH emisszios intenzitasa megnott. Tehat a Myc IPMDH esetében is kialakul a
FRET jelenség. Azaz az egyetlen Trp aminosav (lasd 5.11. abra) sztérikusan a NADH (a
katalizis soran NAD) kozelében és megfeleld orientacidban helyezkedik el. Eme tulajdonsag
tekintetében tehat nem tér el a Mycobacterium tuberculosis éltal termelt enzim, a tobbi

IPMDH-t61.
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5.11. abra: A triptofan elhelyezkedése a Myc IPMDH 3D-s szerkezetében.
A Myc IPMDH lancat fekete szalagdiagram jeloli, az atomok szerint szinezett aminosav a
triptofan.

IPM koétédesi allandé meghatarozasa

Szintén elonyos tulajdonsaga a FRET-nek az, hogy mérés kozben nem zajlik a reakcio,
azaz az IPM koncentracidja nem csokken. Tehat ha abrazoljuk a FRET kovetkeztében 410
nm-en  kialakult  fluoreszcenciaintenzitds-novekedést az IPM  koncentracidjanak
fliggvényében, akkor egy telitéshez tartd6 gérbét kapunk, amire a 4. egyenlet szerint gorbét
illesztve ki lehet szdmolni a kotddési erdsséget (Kgq). A kotddési erdsség az IPM-fehérje

kolcsonhatast jellemzi, a tényleges katalizis megtorténte elott.

fluoreszcencia intenzitas valtozas 410 nm-en

00 0.2 04 06 08

IPM koncentracio (mM)

5.12. abra: Az IPM kotédési allandéjanak meghatiarozasa a nativ IPMDH-t jellemz6
FRET jelenség segitségével A spektrofluoriméter segitségével rogzitett eredeti mérési
eredményeket feketével jeloltem. Az eredeti mérési pontokat korrigdlva kaptam a pirossal
jelzett pontokat, melyekre gorbét illesztettem.

A kotédési erdsségre Kg = 0.0053+/-0.0004 mM adddott (lasd 5.12. &bra). Lathato,
hogy szinte pontosan ugyanazt az értéket kaptam vissza, mint a Ky esetén. Ebbdl azt a

kovetkeztetést lehet levonni, hogy a szubsztrat kotddése gyorsan bekovetkezik a reakciod
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végbemeneteléhez képest (gyors eldegyensuly). Azaz a ktédés nem a sebesség meghatarozo

lépés. Ez az eredmény egyezik a tobbi IPMDH-r61 kapottal.

Denaturacios vizsgalatok

A Myc IPMDH denaturacidjanak vizsgalatdhoz a fehérjét 8 M ureat tartalmazé6 MOPS
pufferben higitottam. A szerkezet valtozasa soran, valtozik a triptofan oldallancok helyzete,
kornyezete is, igy a denaturacidés folyamat kovethetd a triptofan fluoreszcencids jelének
valtozasaval.

El6szor kontroll kisérletben a 275 nm-es gerjesztés nativ fehérjére gyakorolt hatdsat
vizsgaltam. Ahogy az 5.13. dbran latszik besugéarzas hatdsdra a fehérje fluoreszcencias
intenzitdsa folyamatosan csokken. Mivel a csokkenés nem szabdlyos €és Osszehasonlithato
mértékli a denaturacié soran bekovetkezd valtozassal, igy korrekcioba vétele pontatlansagot
okozna (lasd 5.13. 4bra). Azt a kovetkeztetést kellett tehat levonnom, hogy a fehérje

denaturaciojanak sebessége folyamatos besugarzassal nem hatarozhatéo meg.

korrigalt

denaturalt

Trp fluoreszcencia emisszids intenzitas

p—

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
id6 (perc)

5.13. abra: A 275 nm-es gerjesztés hatasa a nativ fehérje (fekete) jelének intenzitasara. A
fehérjekoncentracio 24 pg/mL volt, a mérést 330 nm-en kovettem. Pirossal feltlintettem a
nyers denaturicios, valamint kékkel a nativ csokkenésével korrigalt denaturacios kinetikat.
Kb. 3 6ras denaturdcios folyamat végén a fehérje spektruma jelentésen kiilonbozik a
nativ fehérje spektrumatol (5.11. &bra). Egyrészt a maximalis intenzitdst adé hullimhossz
(Amax) @ magasabb hullamhosszak fel¢ tolddott (red shift), masrészt a maximalis intenzitas
csokkent. Hasonld eredményt kozoltek kordbban a 7t enzim denaturaciojanal is [24]. Ez a
spektralis valtozas bizonyitja, hogy a denaturacié valoban megtortént, annak ellenére, hogy a

besugarzas okozta intenzitascsokkenés miatt, annak id6gdrbéje nem volt meghatarozhato.
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5.14. abra : A nativ és a denaturalt Myc IPMDH spektruma és a kiilonbségspektrum. A
fehérjekoncentracio 24 pg/mL volt.

A besugarzas hatasanak csokkentésére a tovabbiakban a denaturacid folyamdn csak
meghatarozott id6kozonként vettem fel a fehérje spektrumat. Azaz a Ama.x 1dobeli valtozasat
kovetem a denaturacid soran. A spektrumfelvétel paramétereit ugy allitottam be, hogy minél
kevesebb ideig érje sugarzas a fehérjét.

Az eredmény lathat6 az 5.15. A abran, a maximalis intenzitast ado hullAimhossz (Amax)
alapjan, €és az 5.15. B dbran, ahol egy adott hullimhosszon (itt 330 nm, ahol a legnagyobb a
nativ és a denaturdlt fehérje intenzitdsa kozotti kiilonbség) mért fluoreszcencias intenzitas
1dObeli valtozasa lathato. Ugyanilyen ,,pontonkénti” mérést végeztem el urea nélkiili eleggyel

is és az igy kapott intenzitas csokkenéssel korrigaltam a denaturécids gorbét.

A B
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Trp fluoreszcencia emisszios intenzitas
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5.15. abra: A Myc IPMDH Trp emisszios csucsainak (Amax) elmozdulasa (A) és a Myc

IPMDH Trp intenzitasanak valtozasa (B) IPM-es és IPM nélkiili denaturacioé soran. A
piros adatsor mérésekor az IPM koncentracio 0,6 mM volt.

A mért pontok exponencialis gorbével leirhatd 1dogorbét adtak. Tehat a denaturdcid
latszolag egyetlen elsérendii folyamatként zajlott. A kapott sebességi allandobol pedig

meghataroztam a felezési 1d6t (6. egyenlet), azt az id6t, ami alatt az oldatban 1€vd nativ
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fehérje fele teljesen denaturdlodik. A mért adatokat és rendelkezésre allo egyéb IPMDH-k
adatait az 5.6-os tablazatban foglaltam 6ssze.

A Mycobacterium tuberculosis-hoz hasonléan mezofil Escerichia coli éaltal termelt
IPMDH enzimnél megfigyelték, hogy IPM jelenlétében jelentdsen lassul a denaturacio
sebessége. Ennek oka az IPM hatasara kialakulo kompaktabb szerkezet lehet. 1PM
jelenlétében is meghataroztam a felezési iddket és a kapott eredményeket az 5.6. tablazatban

tintettem fel.

5.6. tablazat: Az egyes baktériumok altal termelt IPMDH-k denaturacios sebességének
osszehasonlitasa. A tablazatban felezési idok szerepelnek

Baktérium Felezési id6 IPM nélkiil (min) Felezési id6 IPM-mel (min)
Myc 8,7 28,4
Tt 55,3 57,8
Ec 5,0 33,0

A tablazat alapjan latszik, hogy ahogy vérhat6 volt a Myc IPMDH sokkal gyorsabban
denaturalédik, mint a 7¢, de csak valamivel lassabban, mint az Ec IPMDH. Az IPM
denaturaciot lassitd hatdsa a Myc IPMDH esetében is megfigyelhetd. Tehat a denaturéaciot
tekintve a Myc IPMDH inkabb a szintén mezofil Ec IPMDH-ra hasonlit, és nem a 7t IPMDH-
ra. Ez az eredmény tehat alatdmasztja azt a korabbi megallapitast, hogy a hdstabilitasért

foként a kisebb denaturacios sebesség a felelds, nem pedig a gyorsabb renaturacio. [22]

Renaturacios vizsgalatok

A Myc IPMDH renaturdciojat a Moddszerekben leirtak szerint végeztem. ANS-
fluoreszcencia segitségével renaturacidos gorbéhez hasonld eredményt kaptam. A gyorsan
képz6do intermedier lathatoan kototte az ANS-t, és ahogy fokozatosan tovabbalakult a 480
nm-en tapasztalt intenzitasndvekedés lecsokkent. Az exponencialis illesztést kovetden a
sebességi egyiitthato k& = 0,294 min'-nek adédott. A jel azonban a tobbi IPMDH enzimnél

tapasztalthoz képest, meglehetdsen kicsi volt, ezért a mérés elég pontatlan (lasd 5.16. abra).
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ANS-fluoreszcencia emisszios intenzitas
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5.16.abra: A Myc IPMDH renaturaciojanak meghatarozasa ANS-fluoreszcencia alapjan.
Az abran pirossal a nyers adatok, feketével a 8. egyenlet szerint illesztett gorbe lathato.

A Myc IPMDH reaktivalédasat vizsgalva azt tapasztaltam, hogy a nativ
enzimaktivitdsnak csupan maximum 5-10 %-a tért vissza. Az abszorbancia valtozasat 340
nm-en kovettem (lasd 5.17. A abra), a kapott gorbét pedig pontonként derivaltam, azaz
meghataroztam a pillanatnyi aktivitasokat. Ezeket az i1d6 fliggvényében abrazoltam és
exponencialis illesztés utan kaptam az 5.17. B 4bran lathato gorbét. A sebességi egylitthato
értékére k = 0,174 min' adodott, ami nagysagrendileg egyezik az ANS segitségével
meghatarozott renaturacids sebességi egyiitthatoval. Azonban a mérés a kis aktivitadsok miatt
meglehetdsen pontatlan.

Az Ec és Tt IPMDH enzimek 50-60 %-ban renaturalodnak, sebességi egyiitthatojuk
pedig k= 0,7 min™. Tehat a Myc IPMDH renaturécidjanak sebessége nagysagrendileg nem tér

el, viszont kevesebb renaturalodik, mint mas IPMDH enzimekbol.
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5.17. abra: A Myc IPMDH renaturaciojanak meghatarozasa reaktivalodas alapjan. Az
A abran lilaval a renaturalodo, feketével pedig a nativ enzimre kapott abszorbancia — 1d6
gorbe lathat6. A B abran az A 4bran 1év0 lila gorbe pontonkénti derivaltja 1athatd, pirossal a 7.
egyenlet szerint illesztett gorbét jeloltem.
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A FRET létrejotte, a nativ enzimre jellemzd tulajdonsag, igy lehetdvé tette, hogy
késobbi méréseimben, ennek segitségével is megprobaljam kovetni a Myc IPMDH
renaturacidjat, ugyanis sem a denaturalt, sem az intermedier allapotu fehérje nem mutatott
FRET-et. De vizsgéalatok soran hasonléan a bels6é fluoreszcencia méréshez, sem FRET
méréssel nem sikeriilt kinetikat kimutatnom. Igaz ugyan, hogy a renaturacio elején mindig
tapasztaltam fluoreszcencia intenzitds novekedést, azonban a tovabbi novekedés helyett
inkdbb csokkenést figyeltem meg, a besugarzds okozta mellékhatids kovetkeztében. FRET
esetén maximum 10-20 % intenzitasndvekedést tapasztaltam a referenciaként hasznalt nativ

FRET-hez képest (5.18. abra).

Trp fluoreszcencia intenzitas

N

350 400 450 500
hulldamhossz (nm)

5.18. abra: A renaturacio kovetése FRET mérésével. Kékkel a nativ FRET, pirossal
pedig a fél, 6ra utdni FRET lathatd. A fekete egyenes vonal a FRET 0 pontja.

Osszességében megallapithatd, hogy a Myc IPMDH-t nem lehet teljesen renaturalni,
azonban elképzelhetd, hogy a renaturacié tobb 1€péses folyamat, és az egyik 1épés sebességi
egyltthatojat sikeriilt meghataroznom. Ezen eredmények tiikrében érthetd, hogy a bakterialis
expresszid sordn nem sikeriilt teljesen a renaturacid, és felértékelddik az a tény, hogy

fermentorban sikeriilt expresszaltatnom az aktiv és oldhat6 Myc IPMDH-t.
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Osszefoglalas

A leucin bioszintézisének egyik lépését katalizalo izopropilmalat-dehidrogendz
(IPMDH) enzim megtaldlhatd a tiidoglimokort okozd Mycobacterium tuberculosis
baktériumban. Az enzim célzott gatlasa Uj lehetdségeket nyithat a betegség elleni
kiizdelemben. Mivel eddig még senki sem vizsgalta a Myc IPMDH-t, kutatdsom célja ezen
enzim alapvetd szerkezeti és funkciondlis tulajdonsagainak jellemzése, valamint a mar ismert,

mas baktériumokt6l szarmazo IPMDH-kal vald dsszehasonlitasa volt.

Munkdm soran eldszor a fehérje eldallitasat, valamint a szennyezoktdl valo tisztitasat
kellett megoldanom. A jellemzés soran egyrészt az internetes adatbazisok alapjan
hasonlitottam 6ssze a kiilonb6zd szervezetekbdl szarmazo IPMDH-k aminosav-szekvenciajat.
Masrészt kisérletesen meghataroztam az enzim kinetikai paramétereit (Km, Vmax, kcat), tovabba
az IPM szubsztrat kotddési allandojat (K4). Fluorimetrias mérésekkel jellemeztem tovabba a

fehérje denaturacios és renaturacids készségét.

Az aminosav-szekvenciak Osszehasonlitdsabol kideriilt, hogy a Myc IPMDH jobban
kiilonbozik a tobbi IPMDH-t6l, mint azok egymastol. Ezzel 6sszhangban, ellentétben mas
IPMDH-kal, a hagyomanyos (rézatott) kulturdban termelddott Myc IPMDHT-t, csak
denaturalt formdban tudtam kinyerni a sejtekbdl, ezt viszont nem sikeriilt aktiv enzimmé
renaturdlnom, valoszinlileg a denaturacios intermedier molten globula-szerli szerkezetben
stabilizalodott. Végiil egy bonyolultabb modszerrel, fermentoros termeltetéssel sikertilt,
limitalt mennyiségben, aktiv fehérjét nyernem.

Enzimkinetikai vizsgélataimbol kideriilt, hogy a Myc IPMDH katalizalja
leggyengébben a folyamatot (k.. €rtéke a legkisebb), viszont a szubsztratokat ez a fehérje koti
a legersebben. {gy katalitikus hatékonysagban egy nagysagrenden beliil van a tobbi IPMDH-
hoz képest. Akarcsak a tobbi IPMDH esetén az IPM Ky értéke megegyezett a Ky értékkel,
azaz a katalizis mechanizmusa azonos. Denaturaciojaban a szintén mezofil Ec IPMDH-hoz
hasonlit, mind sebességi egyiitthatoban, mind pedig abban, hogy az IPM védo6 hatést gyakorol
a fehérjére a kaotrop agenssel szemben. Az izolalt fehérjét csak részlegesen sikeriilt

renaturalni, ami 6sszhangban van a kutatas elején felmertilt fehérjetermelési problémakkal.
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