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1. Bevezetés

Geéntechnoldgia szamara nagy kihivast jelent a DNS molekula kivalasztott szekvencianal
torténd hasitasa. Ezért kutatocsoportunk célja egy biztonsagos szabalyozasi mechanizmussal
rendelkez6 mesterséges cinkujj nukleaz eléallitasa. A cinkiont tartalmazé Colicin E7 nukleaz
doménje (NColIE7) alapjat képezheti egy ilyen mesterséges nukledznak, ugyanis a C- és N-
terminalis részek megfelel6 kozel kell elhelyezkedjenek ahhoz, hogy az enzim aktiv legyen.

Eddigi munkank soran harom aminosavat alaninra cseréltik (454T, 458K és a 464W) az
NCoIE7 N-termindlis részeén elhelyezkedé hurokban, hogy vizsgaljuk ennek a szakasznak a
szerepét az aktivitdshoz sziikséges szerkezet kialakitasdban. A CD spektroszkdpiai
vizsgalatok és izotermalis mikrokalorimetrias titralasok (ITC) mérések soran azt tapasztaltuk,
hogy a C-terminalis részen elhelyezked6 HNH motivum szerkezete jelentésen valtozik a
mutaciok hatasara, ezzel megsziintetve a preorganizalt fémkdtohelyet.

TDK munkam elsédleges célja annak meghatarozasa, hogy mely oldallancok hianya
okozhat ilyen jelent6s szerkezeti valtozasokat. A treonin és lizin hidrofil kdlcsonhatasokat
alakithat ki, mig a triptofan egy hidroféb zsebben helyezkedik el. Ezek alapjan sejtekben
kifejeztem a TK TW és W mutansokat (Mutaciok jel6lései: T: T454A, K. K458A, W:
W464A) majd HPLC-vel tisztitottam a fehérjeket. Ahhoz hogy meghatarozhassuk, mely
aminosavak okozzak ezeket a jelentGs szerkezeti valtozasokat, vizsgaltuk 1TC-vel a cinkion
affinitasukat és CD spektroszkopiaval a fehérjék oldatszerkezetét.

Az immunitasfehérje az NColE7 szubsztratkotd régiojaval alakit ki komplex
kolcsonhatasokat ezzel megsziintetve a nukleaz aktivitasat. CD spektroszkopiaval és ITC
mérésekkel vizsgaltuk az immunitasfehérje szerkezetre gyakorolt hatasat. A hdrom mutacio
hatdsara bekovetkezd szerkezeti valtozasok vizsgalatara molekuladinamikai szamitasokat

vegeztem.



2. lrodalmi 6sszefoglalo

2.1 Nukleaz enzimek

A nukledzok olyan enzimek, amelyek a DNS-ben és/vagy az RNS-ben a nukleotid
egységek kozotti foszfodiészter kdtések hidrolitikus hasitasat katalizaljak. Az exonukleazok a
terminalis, mig az endonukleazok a lanckozi kotéseket hidrolizaljak. Ismeriink nem-
specifikus és specifikus nukleazokat is. Utdbbiak csak adott DNS-szekvencia hasitasara
képesek, ilyenek pl. a restrikcios endonukleazok. A nukledzok szamos sejtfolyamatban
vesznek részt, mint a DNS-javitas, replikacid, restrikcio, rekombinacio [1]. A katalizis
mechanizmusa sokféle lehet, de a legtobb esetben fémion sziikséges hozza. Leggyakrabban
kétvegyértékii fémionok, pl. Mg®, Mn?, Zn®* vesznek részt. A fémion a kovetkezd
feladatokat lathatja el:

1) aktivalhat egy vizmolekulat, amely igy altalanos bazisként a hasad6 foszfat nukleofil
tamadasaért felel6s;

2) szerepet jatszhat a szubsztrat megkdtésében és annak elektrosztatikus aktivalasaban;

3) Lewis savként stabilizalhatja az Otértéki negativan toltott foszfordn atmeneti
allapotot;

4) a fémion altal kotott vizmolekula altalanos savként viselkedve protonalhatja a tdvozé

csoportot [2].

2.2 Génterépia céljaira tervezett cinkujj-nukledzok

A cinkujj-nukledzok olyan mesterséges fehérjék, melyek egy nem-specifikusan hasito
nukledz, és altalaban harom — a DNS célszekvencia felismerésére tervezett — cinkujj
doménbdl allnak. Egy ilyen fehérje specifikusan hasitja a DNS-t az &ltalunk kivalasztott
helyen. A sejtekben a DNS ilyen sérilése a javitbmechanizmusok miikodését indukalja.
Amennyiben a hasitas egy genetikai hiba kdzelében tortént és megfelelé szekvenciaju DNS
templat all rendelkezésre, az in. homoldg rekombinacio révén a hiba korrigalhatd. Tobbek

kozott ilyen célra fejlesztettéek ki a Fokl tartalmd cinkujj nukledzokat (2.1. &bra).



2.1. dbra. A DNS molekuldhoz specifikusan kotdd6 cinkujjakkal
dsszekapcsolt Fokl nukledz dimerként hasitja a DNS-t.

A cinkujjak olyan Bpa fehérjedomének, melyek szerkezetét egy cinkion stabilizalja.
Altalanos szekvencidjuk: (Tyr, Phe)-X-Cys-X;.4-Cys-X3-Phe-Xs-Leu-X,-His-Xz5-His. A

fémion a két-két megdrzott cisztein és hisztidin oldallancdhoz koordinalodik.

2.2. bra. Egy cinkujj-motivum DNS molekulaval kialakitott komplexe. A specifikus DNS-kotést biztositd
oldallancok az a-hélixrél iranyulnak a DNS nukleobazisai felé (PDB kéd: IMEY, [3]).

Az a-hélix a DNS nagyarkdban kotédik meg specifikusan. Egy cinkujj altalaban
harom egymas utani nukleobéazissal alakit ki kdlcsonhatast. A DNS szekvenciat, amelyhez a
fehérje kotodik, az a-hélix kezdetétdl szamitott -1, 1, 2, 3, 5 és 6 helyzetben 1év4 hat
aminosav hatarozza meg [4]. Ezen aminosavak valtoztatasaval, valamint a cinkujj-
motivumok sorbakapcsolasaval tetszéleges DNS szekvenciahoz felismerésére alkalmas
cinkujj-fehérje allithato eld.

A Fokl egy restrikcios enzim, ami negativ szabalyozas alatt all. A specifikus DNS-
kot6 rész hianyaban képes a DNS nem-specifikus hasitasara, és ezt hasznaljak ki a cinkujj-
nukleazokban.[5] 2.2. abran lathatd dimerként miikdo cinkujj nukleaz a DNS kettds szalat
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egyszerre hasitja el. Ez a fehérje azonban citotoxikus, aminek egyik oka lehet, hogy ha a
sejtben a fehérje megsériil, nem-specifikus modon is megkdtddhet a DNS-en. Amennyiben az
aktivitasat a sérulés okozta valtozasok ellenére sem vesziti el, a kromoszomalis DNS-t t6bb,
nem Kivant helyen is elhasithatja. Feltételezziik, hogy ennél biztonsdgosabb mesterséges
nukledz allithato el6 a Fokl helyett egy mddositott, allosztérikus szabalyozas alatt miikodo

colicin E7 nukleaz domén felhasznalasaval.

2.3 Acolicin E7 fehérje nukledz doménje

2.3.1 A colicin E7 bakteridlis toxin

Az Escherichia Coli baktérium colicin fehérjéket termel az idegen baktériumsejtekkel
szembeni védekezés céljabdl. Ezek a fehérjék membrankotd, membran transzlokacios és
citotoxikus doménekbdl allnak [6]. Az egyes colicinek kiilonbozé modon fejtik ki citotoxikus
hatasukat. Egyes tipusaik DN&z vagy RN&z funkcioval rendelkeznek, masok ionoférok. A
DNaz tipasu colicinek kozé a ColE2 [7], ColE7 [8], ColE8 [9], ColE9 [10] tartoznak. Ezek a
sejtbe jutva nem-specifikus hasitdsokat vegeznek a kromoszomalis DNS-en. A gazdasejtek
ugy védekeznek a nukledz hatds ellen, hogy egyidejileg egy an. immunitasfehérjét is
kifejeznek, amely gatolja a nukledz miikodését. A kiilonboz6 colicinek nukledz doménjében a
C-termindlis rész szekvencigjanak 80%-a megegyezik, mig az immunitasfehérjék
szekvencidjanak 50%-a azonos [11].

A colicin E7 nem-specifikus DNaz és RNaz aktivitassal rendelkezé fehérje [12]. A
gazdasejtbdl kijutva az idegen baktériumsejt kiilsé membranjan 1évé BtuB-receptoron
kotédik meg, és a transzlokacids domén segitségével, egy protedz altal lehasitva, a nukleéaz
domén (NCoIE7) bejut a sejtbe (2.3. abra.).
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2.3. &bra. A colicin E7 miikodésének sematikus abraja. Sarga szin a transzlokacios, zold a receptorkotd, a piros
a nukleaz domént jeldli [13]. A célsejtbe csak a nukledz domén jut be.



2.3.2 Az NColE7 szerkezete

Az irodalomban talalhatdé informaciok és kutatécsoportunk kordbbi eredményei [14]
alapjan a colicin E7 nukledz doménje (2.4. abra) alkalmasnak tiinik egy biztonsadgos
szabalyozasi mechanizmussal rendelkezd mesterséges nukleaz kialakitdsdra. A nukledz
domén C-terminalis részén egy HNH-motivum talalhaté [11], amely az EXHHX14NXgHX3H
konszenzus szekvencidval, és két antiparalell B-redébél, valamint egy a-hélixb6él alld
szerkezettel jellemezheté [2]. Fiziologias korilmények kozott valoszinileg egy cinkion
koordinalddik a fentiek kodzil harom hisztidinhez (H573, H569, H544) torzult tetraéderes
szerkezetben [15] [16]. A fémion negyedik koordinacids helyét betdltheti egy vizmolekula,

egy foszfat- vagy szulfation, vagy a DNS hasadé foszfatja.

446 -KRNKPGCGKATGKGKPV
NNKWLNNAGKDLGSPVPD
RIANKLRDKEFKSFDDFRK
KFWEEVSKDPELSKQFSR
NNNDRMetKVGKAPKTRTQ
DVSGKRTSFELHHEKPISO
NGGVYDMetDNISVVTPKR
HIDIHRGK-577

2.4. dbra. Az NCoIE7 szerkezete (PDB kdd: 1MO08, [11]) és aminosav-szekvencigja. Kékkel az N-terminlis,
mig piros szinnel a C-termindlis szakaszt jeldltik. A vildgoskék gomb a cinkiont és a zold szin a
foszfatcsoportot jel6li. Az aminosav-szekvencia szamozasa megegyezik az NColE7 szamozasaval

Az N-terminalis részen 1év6 25 aminosavbol allo részlet masodik helyén egy arginin (R447)
talalhatd, aminek az oldallanca az aktiv kdzpont irdnyaba mutat. Az N-terminalis négy
aminosav (446K, 447R, 448N, 449K) eltavolitasa a fehérje aktivitasanak megsziinéséhez
vezetett annak ellenére, hogy a HNH-motivum ettél tavol, a C-terminalis vegen talalhatd. A
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fehérje miikodéséhez tehat elengedhetetlenek az aminosav-szekvencidban tavoli részek
kolcsonhatasai. Ez a tulajdonsag hasznalhato ki egy intramolekularis allosztérikus aktivalas

kialakitasara.

2.3.3 Az NColE7 immunitasfehérjével alkotott komplexe

Az immunitasfehérje (Im7) az NColE7 szubsztratkoté helyéhez kapcsolodik [17]. Az
Im7 szerkezete stabilis, négy a-hélixbdl all, amit 3 hurok kot dssze. A NColE7/Im7 komplex
kialakulasakor egyik fehérje szerkezete sem valtozik jelentésen. A kristalyszerkezet képe a
2.5. &bran lathato.

2.5. dbra. Az NColE7/Im7 komplex szerkezete (balra) és a kolcsonhatasi feliillet részlete (jobbra, pdb
kéd:1MZ8 [2]). Z6ld szinnel az Im7, barndval az NColE7 fehérjét, mig lilaval az NColE7 aktiv kdzpontjat
jeldltem. A hidrogénkéotéseket szaggatott vonal jelzi, a mellettiik elhelyezked$ szdm a kotések hosszat mutatja
A-ben. Piros gombok a vizmolekulakat szemléltetik.

A két fehérje kozo6tt nagy szamu kolcsonhatas alakul ki: 16 kozvetlen hidrogénkotés, 6
sohid és 11 vizmolekuldk altal kozvetitett hidrogénkdtés A két fehérje kozott 1évo
vizmolekulak kozil 8 teljesen megkdzelithetetlen az olddszer szamara, igy ezek is részt

vehetnek a komplementer szerkezet kialakitasaban [11].



2.3.4 Az NColE7 kblcsdnhatasa a szubsztrat DNS molekulaval

Az NColE7 nem-specifikus moédon koétédik a DNS molekulahoz az a-hélix részek

révén a nagyarokban, mig a HNH-motivum a DNS molekula kisarkaba kerdl (2.6. &bra) [12].

XKS

2.6. dbra. NColE7 DNS molekulaval alkotott komplexe (PDB kéd: 21VH [18])

A DNS-NColE7 komplex kialakuldsa soran a DNS elhajlik és a nagyarok kiszélesedik, azaz a
DNS hasitast. NColE7 szerkezete nem valtozik jelentdsen a komplex kialakulasa soran. Egy
8 bazisparos DNS és az NColE7 kozott 14 hidrogénkotés és harom Van der Waals
kolcsonhatas alakul ki. Ezek kozul a legtobb kdlcsonhatas aminosav oldallancok és a
foszfatgerinc kozott jon Iétre. A NColE7 kevés kdlcsdnhatast alakit ki a DNS bazisaival, ami
magyarazza a nem-specifikus hasitdst [12]. Az irodalomban az NColE7
bazisspecifikussdganak vizsgalata soran kiderllt, hogy kismértékii szekvencia-preferencia
tapasztalhatd az NCoIE7 esetében. A hasitas legnagyobb valoszinséggel a 3’0 oldalon
(41,2%-ban) timin utan torténik meg [19]. Ennek oka az lehet, hogy a DNS kdnnyebben
deformalhat6 az A-T bazisparok mentén, mint a G-C paroknal.

2.3.5 Feltételezett reakciomechanizmus cinkion jelenlétében

Az NColE7 molekula hidrolitikusan hasitja a DNS foszfodiészter kotéseit. A

feltételezett reakciomechanizmus a 2.7. abran lathat6 [20].
9
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2.7. &bra. Az NColE7 feltételezett miikodési mechanizmusa [20]

Els6 1épésben a H545 altalanos bazisként elésegiti egy vizmolekula deprotonalédasat. Az igy
képz8d hidroxidion nukleofil timadast indit a hasadd foszfodiészter-csoportra. A Zn**-ion
ez utobbi csoporthoz kotédve azt elektrosztatikusan aktivalja, valamint stabilizalja a reakcio
atmeneti allapotaban 1étrejovo pentakovalens foszforvegyuletet. A hidrolitikus reakciokban
szilkség van még egy altalanos savra, amely protont szolgaltat a tdvozd csoport 3’-
oxigénjének. A Mg**-tartalmi nukledzoknal ezt a funkciét a hat koordinaciés hellyel
rendelkezdé fémionhoz k6tddd vizmolekula 1atja el. Azonban ebben a fehérjében a Zn**-ion
tetraéderes koordinécids szféraval rendelkezik: harom hisztidin és szubsztrat koordinalodik
hozza. Emiatt a mechanizmus ezen a ponton még bizonytalan. Tébb lehetéség is kinalkozik
arra vonatkozéan, hogy mi latja el az &ltalanos sav szerepét. (i) A Zn**-ionhoz az 6todik
koordinéacios helyen [2] kotédhet egy vizmolekula [12]. (ii) Feltételezték egy protoncsatorna
(iii) Egy tovabbi lehet6ség, hogy a HNH-motivum kozelében megjelend megérz6dott R447

oldallanca szerepel protonszallité reaktansként.

10



2.4 A Zn*-ion szerepe az NCoIE7 nukleazban

Az NCoIE7 aktiv kdézpontjaban természetes koriilmények kozétt Zn**-ion talalhat6
[16], ami a DNS koteéshez nem, de a Katalitikus aktivitds kifejtésehez szikséges [22]. A
fémkotohely valoszintileg preorganizalt, a fehérjén bellli kolcsonhatasok stabilizaljak a
szerkezetét. Erre utal, hogy a fémk6té HNH motivum 6nmagaban csak nagyon gyengén koti
a Zn**-iont [23]. Az NColE7 DNS-sel alkotott komplexéb8l a Zn**-iont a kristalyositas soran
EDTA-hozzdadaséval eltavolitva a fehérje szerkezete nem valtozott jelentdsen. A harom
fémkotd hisztidin koziil ketté megérizte eredeti konformaciojat a Zn**-ion tavollétében is.
Minddssze a harmadik oldallanc orientécioja valtozott meg [11].

Az Kkatalitikus folyamat lejatszodasanak feltétele a HNH nukleazokban egy
kétvegyértéki fémion jelenléte az aktiv kozpontban [12], [22]. EDTA jelenlétében az
aktivitds megsziinik. A Zn®*-ion mellett Ni**, Mn®*, Cu?* és Co®" is elésegithetik a katalitikus
folyamatot, az eredmények azonban ellentmondasosak az irodalomban. A fenti fémionok
kozill a Zn®*-ion kotédik legerésebben az NColE7 aktiv kdzpontjaban. Ugyanakkor az enzim
Ni**-ion jelenlétében a legaktivabb, mig a Mn**-ionok csékkentik az aktivitast [16]. A Zn?*
és a Cu”-tartalmd enzim a legkevéshé aktiv, és ezek az ionok csak a DNS molekula
szuperhelikélis formabél nyilt-cirkularis formaba torténd atalakulasat segitik el [22]. Mg*'-
ion jelenlétében a fehérje aktivitasa a Mn®**-NCoIE7 aktivitaséhoz hasonld, annak ellenére,
hogy a Mg®*-ion hard jellege miatt feltehetleg nem kotédik meg a hisztidin oldallancok altal
kialakitott aktiv kézpontban. Mg?* [22] és Mn?*-ionok [2] csak nagy feleslegben adagolva, a
néhany mM koncentracio-tartomanyban novelték az NColE7 aktivitasat. Ezek alapjan azt
feltételezték, hogy az NCoIE7 tartalmazhat egy mésodik fémkoté helyet a Mg -ion szamara,
amely csak DNS jelenlétében kotédik meg [2]. Kbdzvetlen bizonyitékot azonban erre nézve

nem mutattak be.

2.5 Irodalomban kozolt kristalyszerkezetek

A protein adatbank (Protein Data Bank - PDB) adatbazisban [25] eddig 13

kristalyszerkezetet kdzoltek az NColE7 molekulardl (2.1. tablazat). Ezek legtdbbje mutéaciot

11



tartalmaz a C-terminalis aktiv kdzpontban, és az immunitasfehérjével vagy a DNS-el alakit ki

komplexet.

2.1. tablazat. Irodalomban kdzolt NColE7 kristalyszerkezetek [14]

PDB kod NColE7 kation anion DNS Im7 Inaktivitas oka
1MO08 [17] K446M zn** PO, - - -
1MZ8[2] - zn** PO, - + -
1PT3[12] - - - 8bp - Fémion hiany
1ZNS [16] | K443M/H545E |  Zn* - 12bp - Mutacio
1ZNV[16] | K443M/H545E | Ni** PO, - + -
7CEI[11] - Zn** - - + -
2IVH[18] H545Q zZn** - 18bp - Mutacié
2JAZ[26] N560D Zn* PO, - + -
2JB0[26] H573A Zn* - - + -
2JBG[26] N560A Zn* S0~ - + -
3GJN [27] H545A Zn* - - mutans -
3GKL [27] H545A Zn* - - mutans -
3FBD[28] D493Q - - 18bp - Fémion hiany

*Az dsszes fehérjét immunitasfehérje jelenlétében fejezték ki. A 446-576 kozOtti aminosavvak altalanos

szekvencidja az itt felsorolt NColE7 krisztalyszerkezetekben MLDKES a 7CEIl kivételével, amelyben egy
hexahisztidin tag (MRGSHHHHHHGSES) kapcsolddik a 446-576-0s szekvencidhoz.

DNS vagy immunitasfehérje nélkil csak egyetlen, NColE7 kristalyszerkezet jelent meg
az irodalomban, amelynek a PDB kodja 1M08 [17]. Ennek az N-terminalis végen
kovetkez fejezetekben a relevans szerkezeteket részletesebben is targyaljuk. Ezek alapjan
részletes informaciot kapunk arrél, hogy mi az egyes mutalt oldallancok szerkezete az
NColE7/DNS/Zn?** vagy NCoIE7/Im7/Zn** komplexekben, azonban nem kapunk informaciot
arrol, hogy ezek milyen hatassal lennének a C-terminalis rész szerkezetére a szabad

fehérjében.
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2.6 Elézmények kutatdcsoportunk vizsgélatai alapjan

2.6.1 Allosztérikus szabalyozas kialakitiasanak lehetosége az NColE7-ben

Kutatocsoportunk mutécidanalizissel kimutatta, hogy az NColE7 C-terminalis részén
levo aktiv kdzpont, valamint az N-terminalis részen 1év6 pozitiv toltésti aminosavak (446-
KRNK-449 szekvenciarészlet) egyuttes jelenléte elengedhetetlen a fehérje aktivitdsahoz[14].
Ezek kozul az argininnek (R447) fontos szerepet tulajdonitanak a hasadd foszfatcsoport
megkotésében az erés elektrosztatikus kolcsonhatasok révén [29]. Mivel azonban a fenti négy
aminosav egy mozgékony hurok része, felmerul a kérdés, hogy milyen kélcsdnhatasok teszik

lehet6vé, hogy a C-terminalis rész kdzelébe kerllhessenek.

2.6.2 Mutdciokat tartalmazo gének elodllitisa

El6z6 TDK munkam soran a tervezett pontmutaciok helyének kivalasztasa egyrészt
az irodalomban kdzolt Rontgen-diffrakcios szerkezetek alapjan feltételezhet6 kolcsonhatasok
(2.8. abra), masrészt a tanszéken korabban elvégzett kvantumkémiai szdmitasok alapjan
tortént. Harom aminosavat valasztottunk ki. A 454-es treonint, a 458-as lizint és a 464-es
triptofant. A kivalasztott aminosavak alaninra torténé cseréjét kiilonb6z6 kombinaciokban
valositottuk meg. Osszesen hét fehérje génjét allitottunk eld: T, K, W, TK, TW, KW, TKW,
ahol az elnevezésekben: T = T454A, K = K458A és W = W464A.

2.8. dbra. A mutacié-analizishez kivalasztott T454, K458 és W 464 aminosavak kdlcsdnhatasai a
természetes NColE7 fehérjében
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Az egyszeres mutaciot tartalmazo fehérjék génjének eldallitasa sordn kideriilt, hogy a
mutécidt tartalmazé fehérjék citotoxikusak. Mivel a gének klonozasara felhasznélt pGEX-6P-
1 vektorrél az E.coli DH10B sejtekben kismértékii fehérjekifejez6dés torténik, a nukleaz
hatadst enzim elpusztitja azokat. Ezért a géneket a tovabbiakban az Im7 immunitasfehérje

génjével egyltt épitettiik be vektorba.

2.6.3 A TKW mutans vizsgéalata

Kutatocsoportunk elséként a haromszoros mutaciot tartalmazé (TKW) fehérjét
tanulmanyozta. Oldatbeli szerkezetét cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképiaval, Zn*'-
kotesét pedig mikrokalorimetrias titralasok segitségével. A TKW és az NColE7 szerkezete

oldatban jelent6sen eltér (2.9 abra).

20
——NColE7
&
9 ——TKW
£
—
9
O
() -
10 +
15 +
_20 : 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1
180 210 240 270 300

A/ nm
2.9. dbra. Az NColE7 (kék) és TKW (piros) CD spektruma.

A mikrokalorimetrias (Isothermal Titration Calorimetry - ITC) mérések sordn a TKW
esetében jelentés mértékben csokkent Zn**-affinitast tapasztaltunk az NCoIE7-hez képest.
Ezek alapjdn azt mondhatjuk, hogy a mutaciok hatasara az NColE7 aktiv kdzpontjanak
szerkezete is mddosult. DNS hasitasi vizsgalatok soran a TKW csokkent aktivitast mutatott
az NColE7-hez képest, azonban nem vesztette el teljesen a Kkatalitikus hatasat. CD
spektroszkopiai vizsgalatok soran kidertlt, hogy az ekvimolaris TKW/DNS rendszer
spektruma megegyezik az NCoIE7/DNS hasonlé elegyének spektrumaval. Ebbdl arra

kovetkeztettlink, hogy a DNS stabilizalja a fehérje aktiv konforméaciojat.
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3. Célkitiizés

Az NColE7 egy nem-specifikus DNS-hasitd enzim, amelynek aktiv kdzpontja egy HNH-
motivum. Tanulmanyoztak a HNH motivumaban 1évé aminosav oldallancok szerepét a
katalitikus folyamatban, a fémkdotésben és a funkcionalis szerkezet kialakitasaban. Ezek
azonban nem terjedtek ki az N-terminalis hurokban taldlhaté aminosavakra.
Kutatdcsoportunk eddigi eredményei alapjan a kovetkez6 kérdésekre kerestem valaszokat:

— Mely mutacio(k) okozzak a TKW mutans meglep6 tulajdonsagait?

— Lehetséges-e, hogy az N-terminalis szekvencia és a HNH-motivum kozotti

kolesonhatdsok stabilizalnak egy preorganizalt fémionk6td szerkezetet?
— Vissza lehet-e allitani az eredeti fehérjétdl eltérd szerkezetli mutansok miikodéképes

feltekeredési mintazatat?

Ezek alapjan a kovetkezoket tliztem ki célul:
— TW, W és TK muténs kifejezése és tisztitasa kromatografids mddszerekkel.
— A fehérjék szerkezetének CD spektroszképiai vizsgalata Zn>*-ion jelenlétében
és anelkul.
— Az immunitasfehérje hatasanak vizsgalata a mutaciokat tartalmazo fehérjék
szerkezetére CD spektroszkopiaval és izotermalis kalorimetrias titralassal.
— A mutansok nukleaz aktivitasanak vizsgalata.

— A szerkezeti valtozasok tanulmanyozasa molekuladinamikai szamitasokkal.
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4. Kisérleti modszerek

4.1 Agaroz gélelektroforézis

Az agar0z gélelektroforézis DNS fragmensek tisztitadsara, hosszanak és formajanak
(szuperhelikalis, lineéris, nyilt cirkularis) vizsgalatara szolgalé6 modszer. Elektromos térben a
DNS molekula a negativ toltéseinek kosznhet6en a pozitiv polus felé vandorol. A gél
Uregeiben az aramlas sebessége forditottan ardnyos a DNS méretével. Az elvélasztashoz
agaroz gélt hasznalunk, amely egy agarobioz diszacharid egységekbdl felépiilé poliszacharid.
Meleg TAE (trisz, ecetsav és EDTA-tartalmu) pufferoldatban feloldva, majd megfelel6
formaba éntve megszilardul, és egy tireges gél alakul ki. Altalaban 1 g/100 ml koncentréaci6ju
gélt allitunk elé. Az agar6z koncentracidjanak novelésével a gél Uregeinek mérete csokken,
ami lassitja a benne aramlé DNS molekulékat. Igy alkalmas koncentracié megvalasztasaval
elérhetd a vizsgalni kivant DNS molekuldk méret szerinti elvdlasa. A gélben a DNS pl.
fluoreszcens jel6lé molekulaval (etidium-bromid) teheté 1athatova, melynek a kétszali DNS
molekulaba interkalalédott formaja UV fénnyel gerjeszthetd, és a lathat6é fény tartomanyaban
emittal. A minta mellé¢ felvitt un. marker DNS kiilonb6z6, ismert hosszisagu linearis DNS
molekulakat tartalmaz. A s&vok helyét dsszevetve a marker savjaival becsiilheté a minta DNS
mérete ( 4.1.a. &bra). A plazmid DNS kiilonbozé konformacioja formai eltérd sebességgel

vandorolnak a gélben (4.b. abra).

a.) b.)

DNA Mass Base Pairs

(ng/5pi)
28 -—10,000
28 — 8,000
28 —6.000
28 -— 5,000
18 -— 4,000
92 — 3,000 - o
34 2500 | - nyilt cirkularis
34 —2000 Gmm
20 -— 1,500
o2 1000 s« — linearis
@ = \\szuperhelika'lis
30 -— 500

45 — 250

1 % TAE agarose gel

4.1. abra. a) A DNS minték agaréz gélelektroforézis alapjan torténé méretbecsléséhez hasznalt marker, és b)
példa a DNS térszerkezetének hatasara torténd elkiilonitésre.
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4.2 Poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

Az SDS-PAGE (natrium-dodecil-szulfatos poliakrilamid gélelektroforézis) a fehérjék
méret-szerinti elvélasztasara alkalmas modszer. A néatrium-dodecil-szulfat (SDS), mint
fellletaktiv anyag a fehérjemolekulat denaturdlja (a nemkovalens kotések megszintetése a
nativ szerkezet felbomlasat idézi el6), €s a polipeptidlancok feluletét a méretiikkel aranyos
mennyiségii negativ toltéssel korbevonja. Igy a fehérjék egyenaramu elektromos fesziiltség
hatasara egységesen a pozitiv pdlus felé vandorolnak, aminek sebesseégét a molekula mérete
szabja meg: a kisebb méretli fehérjék gyorsabban haladnak. A gél a kovetkezd
komponensekbdl all: akrilamid, bisz-akrilamid, natrium-dodecil-szulfat, trisz(hidroximetil)-
aminometan, HCI, amma&nium-peroxo-diszulfat (APS) és N,N,N,N-tetrametil-etiléndiamin
(TEMED). Az APS és a TEMED a vinil addicids polimerizacios folyamatok meginditaséaért
felelések. A bisz-akrilamid és az akrilamid molekuldk kozott keresztkotések jonnek létre,
aminek fontos szerepe van a porusszerkezet kialakulasaban. A fehérjék megjelenitése
festékekkel torténhet. Kiilonb6zd, de ismert méretli fehérjéket tartalmazd marker egyidejii

futtatasaval, a vizsgalt fehérje hozzavetdleges molekulatomege meghatarozhato.

4.3 A fehérjék kifejezése baktériumsejtekben

Az E.Coli BL21 (DE3) sejtek alkalmasak fehérje kifejezésére. Ezekbe a sejtekbe
transzformaléssal juttatjuk be a vizsgalni kivant fehérje génjét tartalmazé plazmid DNS-t. A
baktériumokat el6zéleg CaCly-al kezeljik. Hésokk hatasara a sejtfal a cirkularis DNS
szamara konnyen atjarhatova valik. A transzformalt baktériumok antibiotikumot tartalmazé
taptalajra kikenve szelektiven szaporithatok. Az antibiotikum rezisztenciaért felelés gént a
vektor tartalmazza, igy csak azok a sejtek maradnak életben, melyekbe a vektro bejutott. Egy
éjszakan &t 37°C-on inkubalva a tiptalajon baktériumtelepek nének.

Ezt kovetden egy teleprdl sejteket oltunk at ampicillin tartalmua LB-tapoldatba, amit 25
°C-on inkubalunk. Megfeleld szamu baktériumsejt elérese utan IPTG-vel (isopropil-p-D-
tiogalaktopiranozid, végkoncentracié 0,1 mM) indukaljuk a fehéerje termelést. A sejtek
szamat a 600 nm-en mért transzmittancia, - amely az ODggo-as értékkel jellemezheté —

alapjan becsuljik. Optimalisan ~ ODggo = 0,6-nal indukalhato a fehérjetermelés.
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Az altalunk hasznalt pGEX-6P-1 vektor tartalmazza a lac operon szenkevencigjat,
amelyhez a lac-represszor fehérje hozzakapcsoldédva gatolja az mRNS atirast és ezzel a
fehérje termelést. IPTG jelenlétében a lac-represszor levalik a plazmidrdl és ezzel
megkezd6dik az RNS, majd fehérje termelés. A fehérjekifejezést optimalizalt koriilmenyek
(hémérséklet, idétartam) kozotti inkubalassal folytattuk, majd a mintat centrifugaltuk,
Osszegyljtve a sejteket. A sejtek reszuszpendaldsa és ultrahangos roncsolasa soran a sejtfal

felhasad, igy hozzaférhet6vé valik a fehérje.

4.4 Fehérjék tisztitdsa HPLC-vel

A nagynyomasu, illetve nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfias eljaras (HPLC)
lehetdséget biztosit fehérjék elvalasztasara és tisztitasara kiilonbozo tulajdonsaguk (pl.:
toltéskilonbség, szubsztrat-ligandum kolcsonhatas) alapjan. A pGEX-6P-1  vektor
tartalmazza a Glutation-S-transzferaz fehérje (GST) kddjat, ezért a termékben a GST toldalék
a vizsgalni kivant fehérje N-terminalis végéhez fiiz6dik. A GSTrap oszlop toltete glutationt (a
GST szubsztratja) tartalmaz, ami a fazios célfehérje affinitas alapu tisztitasat teszi lehetové.
Az eljaras fobb 1épéseit a 4.2. sematikus abrdn mutatjuk be. A minta felvitele sordn a GST
toldalékot tartalmazd fehérje a toltethez kotédik. Tobbszori mosassal a sejt egyéb fehérjéi
eltavolithatok.

2. mosas

\
g glutatlon NCoIE7 ,,
- 3 glutatlon
NCoIE7 ,

4.2. dbra. GST oszlopon torténd tisztitas f6 1épései. 1. A mintafelvitel soran a GST hozzékapcsolddik a
szilard hordozon rogzitett szubsztratjahoz. 2. Moséssal eltavolitjuk a sejt egyéb fehérjéit. 3. Az elucid
sordn GSH kotédik a GST-hez, aminek kdvetkeztében a flzids fehérje a mozgéfazisba jut.

A GST-tartalma fehérjék eldcioja redukalt glutationt (GSH) tartalmazo oldat
adagolasaval torténik. Az igy kapott oldat GST fuzids fehérjét tartalmaz, melyrél a toldalékot
a GST-3C PreScission proteaz segitségével hasitjuk le. A 2.6.2 fejezetben emlitettem, hogy
az altalunk vizsgalt fehérjéket csak az Im7 fehérjével egyitt tudjuk kifejezni, igy az oldatban
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ez a feherje is jelen van. Ahhoz, hogy a késObbickben a célfehérje nukledz aktivitasat
vizsgalni tudjuk, az Im7 fehérjétél is meg kell szabadulnunk.

Az elsé tisztitasi 1épés utan tehat az NColE7, a GST, az Im7 és a GST-3C proteéz,
illetve az esetlegesen hasitatlan GST-NCoIE7 egyutt lesz egy redukalt glutationt tartalmazo
oldatban. Ezért egy masodik ioncsere kromatografias tisztitast végeztink. Itt az allofazis
szemcseéin 1évé ionos csoportokhoz az ellentétes toltésti fehérjemolekulak elektrosztatikus
kolcsonhatdsokkal kotédnek. A célfehérje az alkalmazott pH-n pozitiv t6ltésii (pl = 10.0),
ezért kationcseréld oszlopon tisztitottuk, amelynek tdltetén R-SO* csoportok talélhatéak. A
tisztitas harom f6 1épése: 1. A mintafeltoltés soran a pozitiv toltéssel rendelkezé fehérjék
reverzibilisen megkotédnek a toltet felilletén. 2. Az oszlopot pufferrel mossuk, amely soran
eltavolitjuk a nem ko6t6d6 fehérjéket és a szennyezddéseket. 3. A gradiens el(cid soran
fokozatosan ndveljik a NaCl koncentréciojat az eluensben, igy azok fokozatosan leszoritjak a
toltéssel rendelkezd fehérjéket.

Az NColE7/Im7 kolcsonhatas a legerdsebb fehérje-fehérje kdlcsonhatasok egyike, ezért
az elvalasztds soran ezt a két fehérjét csak egyutt tudnank tisztitani. A pH alkalmas
megvalasztasaval azonban lehetéség van e kolcsonhatds megsziintetésére. A Kkationcserét
ezert 20 mM GIy/HCI pufferben (pH = 3,0) végeztuk. A tisztitott fehérjét tartalmazé
frakciokat Osszegyijtottik, majd UFC900308 AMICON ULTRA 15ml 3K molekulasziird
segitségéevel tomeényitést, illetve puffercserét hajtottunk végre. A puffert 7.7 pH értékii 20
mM HEPES-re cseréltik, hogy a fehérjék a tarolas soran ne sériljenek.

45 lzotermalis mikrokalorimetrias titralasok

Fizikai vagy kémiai folyamatok hdeffektuson alapuld kovetését kalorimetrianak
nevezzlk. A kalorimetrias méréseknél alkalmazott miiszereknek harom tipusa van:
— Homérséklet valtozas mérésén alapul6 (adiabatikus vagy izoperibolikus)
— Hobvezetés mérésén alapuld
— lzotermalis
Az izoterméalis mikrokalorimetrias titralas (ITC; isotermal titration calorimetry)

alkalmazasaval lehetdség nyilik fehérje-ligandum kdlcsonhatasra vonatkozo termodinamikai
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paraméterek €s disszociacios allanddo meghatarozasara, alland6 homérsékleten és nyomdason.

A 4.3.A abran egy izotermalis kalorimetrias titraloberendezés lathato.

Al) = B.) C)
-+ Nyers adat )
" 0.051 Szamolt adatok
Fecskend§ — 1
O'VH r rrr quw I e
21 /
el -0.054 3
| 7 \ y | ‘ } 52
‘ 015 \ £ <— (n)
8-54 / Sztéchiometria
| -0.204 6 /
~ S - , 3= /
7

Referencia Mintatarto
cella cella

4.3. abra Az ITC mérések folyamata. A.) Egy ITC mérés soran alkalmazott méréberendezés
sematikus abraja. B.) Az ITC gobrbe kozvetlenil a mért hévaltozasokat abrazolja id6
fuggvényében. C.) A B.) adatsorbol szamitott hémennyiség valtozas.

Az izotermalis kalorimetrias titrdlasokban a mérécellaban 1évo oldatot titraljuk a ligandumot
tartalmazod oldattal, a miiszerbe épitett mikrofecskendd segitségével. Az injektald berendezés
automatikus, a fecskend6 a lapatszertien kiképzett végével biztositja az injektalas sorén a
komponensek gyors keveredését. A ligandum higulasa és a fehérje ligandum kolcsdnhatés
kialakuldsa sordn reakciohd szabadul fel vagy nyelédik el. A mintatartd6 hOmérséklet
szabalyzoja a referencia cellaban 1év6 oldat hdmérsékletéhez viszonyitva kompenzalja ezt a
hovaltozast, ezzel biztositva a minta dllandd hdmérsékletét mikozben méri a kompenzéacidhoz
sziikséges munkat. Mivel izoterm koriilmények kozott dolgozunk ez a munka egyenld a

héelnyeléssel, illetve a hdofejlodéssel.

451 Mintaelokészités ITC mérésekhez

Fontos, hogy a titralandd oldat és a titrdléoldatban az old6szer azonos legyen, a
szolvatacios effektusok elkeruilése érdekeében. Ezért célszeri a teljes méréssorozathoz
elegend6 pufferoldatot egyszerre elkésziteni. A fehérjemolekula oldallancainak toltottsége, és
igy a koordinacios képességiik jelent6sen fiigg az oldat pH-jatol. Az oldoszer pH-janak

bedllitdsdhoz pH érzékeny Uvegelektrodot alkalmaztunk. A fehérjék esetében az olddszer
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cseréje dializissel tortént, amely soran a fehérjeoldat adott porusmérettel rendelkezd
membranon keresztll érintkezik az 0j pufferoldattal, esetinkben az 7 kDa-nal kénnyebb
fehérjék szdméra volt atjarhatd a membran (a TKW fehérje molekulatémege kb. 16 kDa) . A
makromolekulak méretiikb6l kifoly6lag nem jutnak at ezeken a porusokon, ellentétben a
kisméretli oldoszermolekuldkkal. A membran visszatartd képességét jellemzd érték a
molekulatdmeg metszet az Ugy nevezett MWCO (molecular weight cut-off). Ennek az értéke
megadja azt legkisebb molekula tdmeget az oldott anyagra daltonban, amely 90%-at a
membran visszatartja. A minta el6készitése sordn fontos figyelembe venni, hogy a
kiértékeléshez sziikseges a ligandum és a makromolekula pontos koncentracioja. A méreési
eredmények  kell6  pontossagh  kiértékeléséhez  sziikséges, hogy  megfeleld
fehérjekoncentraciot alkalmazzunk, ami a kovetkez6 egyenlet alapjan becsiilhetd:
10 < K, xC <50
Ahol a K, a fehérje/ligandum komplex asszocidciés éallanddja, C pedig a

mintatartoban 1év fehérje koncentracioja.

452 Az ITC mérések kivitelezése

A méréseket MicroCal Auto-iTC200 mikrokaloriméterrel végeztem Pragaban az
IOCB (Institute of Organic Chemistry and Biochemitry) kutatokézpontban Dr. Milan
Kozisek segitségével. A mérések soran a mérboldatot a miiszer adott id6ko6zonként, jelen
esetben 240 masodpercenként adagolja a titraland6 oldathoz. A hévaltozas hatasara éles
csucs jelenik meg a AH-nzn2+/Nfenarje gOrbén. Fontos, hogy két adagolas kozotti id6 tgy kell
bedllitani, hogy elég hosszi legyen ahhoz, hogy a gorbe visszatérjen az alapvonalhoz,
kiilonben a gorbe értelmezhetetlenné valik. A méréoldatban a ligandum koncentracioja ~ 12-
szer nagyobb, mint a titrAland6 oldatban a fehérjekoncentracid. A titralas sorén a ligandum
higul, ami hovaltozassal jar. Ezért minden meérésnél parhuzamosan titraljuk a ligandumot
tartalmaz6 mérdoldattal magat a pufferoldatot is, és ezt a titraldsi gorbét kivonjuk a
ligandum/feherje rendszer titralasi gorbéjébol. Emellett fontos, hogy taltitraljuk az oldatot,
hogy a szabad koordinacids helyek elfogyjanak, és igy a titralas soran a mért hovaltozas

megegyezzen a ligandum higulasabol szarmazo6 hévaltozassal, azaz telitést kapjunk.
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4.5.3 Az ITC meresi eredmények kiértékelese

A mérési adatok kiértékelését a MicroCal Origin 7.0 szoftverrel végeztik. Az el6zetes
mérések alapjan tudjuk, hogy a fehérje : Zn®* arény 1:1, ezért a ,,one site” kotddési modellt
alkalmaztuk. Az 4.3.C &bra lathat6 egy ITC titrdlasi gorbe integralt alakja. A szaggatott vonal
meredekségébdl leolvashatd a K, (asszociacids allandd), a gorbe inflexids pontja pedig
megadja a fehérjéhez kapcsolodo ligandumok szamat (n). A gorbérdl a koélcsonhatas AH

crer

nemlinearis regresszio segitségével hataroztuk meg K, értékeket.

4.6 CD spektroszkopia

Barmely linearisan polaros fény felbonthaté egy jobbra és egy balra cirkularisan
poléros fény 6sszegére. Cirkularis dikroizmusnak (CD) nevezzilk azt a jelenséget amely
soran e kétféle cirkuldrisan polaros fénysugar kiralis mintan athaladva eltéré mértékben
nyelddik el. A CD spektroszkopidban ezt az elnyeléskilonbséget merjik. A fehérjek
rendelkeznek olyan kiralis szerkezeti egységekkel (a-hélix, P-red6), melyek lehet6séget
nyujtanak a CD spektroszkopia alkalmazéséara. A tavoli UV-tartomanyban (180-260 nm) a
masodlagos szerkezetrél (4.4. abra), mig kozeli UV tartomanyban (260-310) a fehérjék

harmadlagos, esetleg negyedleges szerkezetérdl kaphatunk informaciot.

a-hélix: egy pozitiv csics ~190 nm-nél és ket
negativ cstcs ~208 és ~222nm-nél.
B-redé: egy pozitiv csucs ~195 nm-nél és egy

negativ csucs 218 nm-nél

o
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Egyeb: egy negativ csics ~196 nm-nél, és egy

)
=]

pozitiv ~218 nm-nél.
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4.4, abra. A fehérjék masodlagos szerkezeti elemeire jellemz6 CD spektrumok . A piros gérbe az

s e

CD spektrumat szemlélteti.
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5. Szamitasi médszerek

5.1 PDB fajlok elokészitése

A feheérje kiindulasi geometriajat a fehérje adatbankbol (Protein Data Bank) toltottem le
pdb fajlformatumban. Ez tartalmazza a 3D szerkezet koordinatait, a szerkezet
meghatarozasanak modjat és a szerzoket. A szerkezetet leggyakrabban Rontgen-diffrakcidval
vagy NMR mérésekkel hatarozzdk meg. A szerkezet megjelenitésére a Pymol [30] és a
VegaZZ [31] programokat hasznaltam. A Pymol segitségével tdbb molekula is egymasra
helyezhet6, és nagy felbontasu kép készitheté. A VegaZZ szoftverben modositottam az
aminosavakat a kisérleti mutacidknak megfelelden, és szamitottam a molekulak toltését,
valamint kialakitottam a sz&mitadsokhoz alkalmas modellt ionokkal és vizmolekulékkal
korilvéve. A hidrogénatomok elhelyezése soran, figyelembe kell venni az aminosav

oldallancok pKj, értékeit. A pK, értékek szamolasara a PROPKA programot hasznaltam [13].

5.2 Molekuladinamika

Molekuladinamika segitségével makromolekulak oldatbeli viselkedését modellezhetjiik.
A modszer lehetévé teszi a molekuldk mozgéasanak kovetését, figyelembe véve a
kotéshosszak, kotésszogek és diéderes szogek valtozasait. Az eljaras Iényege a Newton-féle

mozgasi egyenletek megoldasa N kdlcsénhatd atomra egy paraméter halmaz segitségével.

5.2.1 A Gromacs programcsomag molekuladinamikai algoritmusa

A szamitasokhoz meg kell adni a kezd6 feltételeket: a potencialis kolcsonhatasokat,
helykoordinatakat ¢és a kezdd sebességet. A topologia €s az erdterek statikusak, ezeket nem
modositjuk a szamitasok alatt. A doboz méretét, a koordinatakat és a sebességet minden
részecskére meg kell adni a kiindulaskor. A mozgasi egyenletekhez az an. leap-frog (ugro-
béka) algoritmust hasznaltunk, amely At idGintervallumonként frissiti a koordinatakat. A
szimulacio elinditasa érdekében a Boltzmann-eloszlas alapjan generalunk egy kiindulési

sebességet minden atomra.
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5.1. abra. A Gromacs programcsomag integratora a ,,leap Frog” algoritmus.

Ezutdn a program kiszamitja az er6ket minden egyes atomra, valamint a nemko6té atomok
kozotti kolcsonhatasokra jellemz6 kinetikus és potencialis energidkat. A kovetkezé 1épés

soran a mozgas newtoni egyenletét megoldja N-kdlcsénhatd atomra:

azr; ;
ml-lezFi i=1..N
A potencidl fliggvény negativ derivaltja az ero:

oV

Az e szamolas eredményként kapott paramétereket a program kezdéfeltételként felhasznalva
Ujabb iteracidkat hajt végre az altalunk megadott t ideig. Végeredményként az atomok
helyzetét, sebességét és a nyomast kapjuk meg. A 5.2. dbran a teljes molekuladinamikai
algoritmust mutatjuk be sematikusan.

2. Er6 szamitasa
- Eré kiszamitdsa minden egyes atomra

1. Input: Kiindulasi -Nemkoté atomok kozétti erék 3. Szerkezet frissitése 4. Output lépés
allapotok kiszdmitasa Atomok szimuldlasa a kiirni a helyzetet,
V: potencialis -Az er§ kiszamitasa kot kolcsonhatasok w newtoni * a sebességet,
kélcsénhatas kovetkeztében mozgasegyenlet energiat,
r: helykoordinata -Visszatarto és/vagy kiils6 erék megoldasdval nyomadst, ...stb.
v: sebesség kiszdmitasa

-Potencidlis és kinetikus energiak és
nyomas tenzor kiszamitasa

< 2., 3.és 4. lépés ismétlése

5.2. abra. A teljes molekuladinamikai algoritmus

Altalunk hasznalt feltételek

Az elsd 1épésben elékészitjiik a bemend fajlokat, amihez az AMBER99-AMBER9%4

ertereket hasznaltuk. A koordinata és topologiai fajlok megszerkesztését kovetden kijeloljiik
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a megfeleld méreti dobozt ¢és a vizmolekuldkat hozzaadjuk (jelen esetben TIP3P
vizmolekulakat) és a rendszert minimalizaljuk. A jelen dolgozatban bemutatott szamitasok
sorén a fehérje-DNS komplexet tartalmazé kocka alakd doboz éle 10,81x10,81 nm volt.

A masodik 1épésben a rendszert ellenionokkal semlegesitjik egy gyors erétér szamitas

alkalmazasaval, majd egy rogzitett minimalizalast hajtunk végre, amelyben csak a konny(
hidrogénatomok és az oldészermolekulék, ionok mozoghatnak. Ahhoz, hogy semlegesitsik a
fehérje-DNS komplex toltését 25 K* és 4 CI iont helyeztiink el a dobozban (5.1. tablazat).

A harmadik lépésben az elékészitett molekulat egy un. korlatozott dinamikéanak vetjik

ala. Ennek sordn a nehezatomokat rogzitjik, mikézben a hidrogénatomok szabadon
mozoghatnak és eligazodhatnak. Az atomok kiindulasi sebessége a Maxwell-Boltzmann
eloszlés szerint kerll Kiosztasra. Ezeket az értékeket véletlenszdm generalassal kapjuk meg.
Az NPV dinamika (allandé anyagmennyiség, nyomas és térfogat) sordn szolvatéljuk a
fehérjét és a ligandumot, valamint a vizmolekula-klaszterek k&zotti inhomogenitasokat
szlntetjik meg.

A negyedik lépésben a ,produktiv dinamikai” rész kovetkezik, mely soran NPT

sokasagot hasznaltunk. Az a tavolsag, amelyen belll a Van der Waals kdlcsonhatasokat még
szamitottuk 1,4 A volt, az ennél tavolabb 1évé atomok kozétti parpotencialt elhanyagoltuk.
Az elektrosztatikus kélcsonhatasokat a Coulomb torvény alapjan szamitottuk az 1,4 A-nél
kdzelebbi atomok kozott, mig ha a két atom kodzotti tdvolsag meghaladta ezt az értéket a
Particle Mesh Ewald 0sszefliggést [32] hasznéltuk a nagytavolsagu elektrosztatikus
kolcsonhatdsok szamitasara. A hémérséklet 300 K volt. Az elsé 200 ps un. egyensulyi

bedllasi periddust nem vettlk figyelembe a kiértékelés soran.

5.1. tdblazat. Az egyes fehérjék esetében hasznalt vizmolekuldk szdma, doboz mérete és az

ionok szama
Molekula Vizmolekulak Doboz éle lonok szama
DNS 41562 db 10.806 nm 38K " 4CI
TKW 35055 db 10,252 nm 8K", 24CI
TKW+DNS komplex 34207 db 10,282 nm 25 K", 7CI
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6. Eredmények és targyalasuk

6.1 A fehérjék eloallitasa

Munkam soran harom NColE7 mutans fehérjét fejeztem ki BL21-es sejtekben majd
tisztitottam meg: a TK, TW és W mutansokat. Ezenkivil az Im7 fehérjére, valamint a GST-
3C proteazra is szukségink volt kisérleteink soran. Mivel a kisérletek meglehetésen
nagymennyiségii fehérjét igényeltek, szamos 1épés optimalizalasarol kellett gondoskodnunk.
Elsoként egy liter LB tapoldatban az IPTG hozzéadasa utan 37°C-on 4 oOra inkubalast
alkalmaztunk. 4x15 s szonikalast kovetéen a fehérje nagy része az oldhatatlan frakcidban
maradt (6.1. A abra). Igy a tisztitas koriilményes lett volna. Masodik alkalommal 30 °C-on, 4
Oran at inkubaltuk a sejteket az IPTG hozzaadasat kovetéen. 8x15 masodpercig szonikaltuk,
majd a csapadékot Ujra felszuszpendaltuk és tovabbi 4x15 méasodpercig szonikaltuk. Ennek
soran a fehérjék sérlltek. Ez jol latszik a 6.1.B abran, ahol mar az els6 8x15 méasodpercig
tartd szonikalast kovetden a megjelentek a gélképen 1) savok, feltehetdleg a fehérje
roncsolodasa miatt (1. Teljes frakcid). Jol latszik azonban, hogy a hOmérséklet
csokkentésével a vizsgalni kivant fehérjét a felulisz6 joval nagyobb mennyiségben

tartalmazza, mint a csapadék.
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GST-NColE7 42kDa
GST 27kDa

NColE7 16kDa
— - Im7 11kDa

6.1. 4bra. A mutéciot tartalmaz6 fehérje kifejezés és aggregacié ellenérzése SDS-PAGE
mddszerrel. A) 37°C, 4 6ra indukalés. B) 30°C, 4 éra indukaléds. A B.) &bra tartalmazza a hasitas
ellenérzését is. (hasitott)
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A tovébbiakban két liter LB tapoldatbol indultunk ki, és az IPTG hozzéaadasa utan
25°C-on inkubdltuk a sejteket egy éjszakan at (16 oOra). Ezt kovetden lecentrifugaltuk, a
feltiluszot dekantéltuk és PBS pufferben felszuszpendaltuk a sejteket majd 4x15 mésodpercig
szonikaltuk és ismét centrifugaltuk. A felllllszo tartalmazza a nagymennyiségben kifejezett
fehérjéket Ezzel a modszerrel sikerilt a tovabbi kisérletekhez elegendé mennyiségii fehérjét

kifejezni, és elkertlni a szonikalas roncsold hatasat.

6.2 A fehérjék tisztitasa

A fehérjetisztitds els6 lépésében GSTrap oszlopon elvalasztottuk a mutéaciokat

tartalmazo fehérjéket a sejt sajat fehérjéitél. SDS-PAGE maddszerrel ellendriztik az

elvalasztés sikerességét (6.2. abra).
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6.2. &bra. GSTrap oszlopon torténd elvalasztas és ellendrzése SDS-PAGE kisérlettel. A)
Kromatogram, amelyen a minta 280 nm-en mért elnyelése lathat6. A piros szdmok az egyes
frakciok sorszamat jelentik. B) Az egyes frakcidkhoz tartozo gélkép.

Az igy megtisztitott oldatok tartalmazzak a GST fzids fehérjét, és az immunitasfehérjét.
Ezzel a modszerrel kifejeztik és tisztitottuk a GST HRV 3C proteazt, majd hozzaadtunk a
tisztitott mutans fehérjek oldatahoz, és 12 oras 4°C-on torténd inkubaltuk. A reakcio soran a
GST-toldalék lehasadt a célfehérjérdl. A hasitas sikerességét SDS-PAGE kiseérlettel

ellendriztiik (6.1.4bra B.).
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A tisztitds eredményeként egy keveréket kaptunk, ami a glutation tartalmu eluensben
tartalmazta a mutans NColE7-et, a lehasitott GST fehérjét, a GST-3C proteazt. Ahhoz, hogy
elvalasszuk a mutacidkat tartalmazo fehérjéket a tobbi komponenstdl, tovabb tisztitottuk
kationcserélé oszlopon pH = 3,0-on. A savas kdzeg hatdsara az Im7 és a mutaciot tartalmazo
NColE7 aminosav oldallancai protonalddnak, igy az Im7 és a celfehérje kozotti kdlcsdnhatas
megszinik. A kationcserélé oszlopon torténd elvalasztas kromatogramja a 6.3. dbran lathato.
A Kkisérlet soran gradiens eluciot alkalmaztunk az eluens ionkoncentraciojat (NacCl)
folyamatosan novelve 0,0 M és 2,0 M kozott.

mAU

200
150
100

50

6.3. dbra. A kationcserélé oszlopon torténd elvalasztas kromatogramja. A 280 nm-en mért
abszorbanciat a kék, a NaCl-gradienst a z6ld gérbe mutatja.

=z =7

frakciokban jelent meg. Az Im7 fehérje az oszlop 1xPBS-el torténé mosasakor tavozott az
oszloprol ~ 50 ml térfogatban, ami megfelel az irodalmi adatoknak [11]: az Im7 pH ~ 7,0
koral elualhaté. Ezt kovetéen a célfehérjét tartalmazd frakciokat Osszegylijtve
molekulasziirén tdmeényitettiik, és SDS-PAGE modszerrel ellenériztiik a minta tisztasagat
(6.4. &bra).
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6.4. abra. A hasitas és a kationcseréld oszlopont torténd elvéalasztas ellnérzése SDS-page ksérlettel

A fenti eljarassal sikeresen tisztitottuk a TK, TW és W mutansokat. Elektrospray-
ionizacios tomegspektrometridval kimutattuk, hogy a megfelelé méretii fehérjéket kaptuk
meg. A 6.5. abréan lathaté a TK mutans témegspektruma.
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6.5. abra. TK mutans tdmegspektruma
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6.3 A mutans feherjék oldatszerkezeti tulajdonsagai

A mutaciok szerkezetre gyakorolt hatasat CD spektroszkopidval tanulmanyoztuk.
Kivancsiak voltunk, mely aminosav(ak) felelések a C-terminalis rész szerkezeti valtozasaiért.
Vizsgéalataink sordn kidertlt, hogy a W464A mutaciot tartalmazé TW és W fehérje CD
spektruma a TKW fehérje spektrumahoz nagyon hasonlé (6.6.A abra)

B)

20

15 1 —TK

10 £ NColE7

CDJel / mdeg

CDjel/mdeg

—TKW
— W ST
—Ww

10 £

-15

180 200 220 240 260 280 300 180 210 240 270 300
A/nm A/nm

6.6. abra. A) A 8uM —os TKW, TW, W mutans fehérjék és B) a 16uM TK és NColE7 CD spektruma

Ugyanakkor a TK fehérje CD spektruma az NColE7 spektruméhoz hasonlé (6.6. B. abra).
Ezek alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy a W464 aminosavnak Kkitiintetett szerepe van a
fehérje  szerkezetének  kialakitdsaban. Az  irodalombdl ismerjuk a triptofan
szerkezetstabilizal6 hatasat,fehérjékben. Az NColE7-ben a 464-es triptofan oldallanca egy
hidrofob zsebben helyezkedik el. Emellett az aromas gyiiriijében 1évé nitrogén atomjaval

hidrogén kotést alakithat egy C-terminalis résszel kolcsonhatasban 1évé prolinnal.

6.4 A mutans fehérjék Zn*-koté tulajdonsagai

A fehérjék Zn?*-k6td képességét izotermalis mikrokalorimetrias titralassal hataroztuk
meg, ZnCl, oldattal titralva az NColE7, TKW, TK, TW, W fehérjéket (6.7. abra). A fehérje-
Zn**-ion disszociéci6s allanddk a 6.1. tablazatban talalhatok. Az NColE7 és a TKW fehérjék
esetén sikerult jol reprodukalni korabbi eredményeinket. Ezek szerint a TKW mutans harom
nagysagrenddel gyengébben kéti a Zn®*-iont, mint az NCoIE7. A CD spektroszképiai
vizsgalatok szerint a TKW spektruma jelentésen eltér az NColE7 spektrumatol, ami a
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szerkezet szignifikans megvaltozasara utal. A cs6kkent fémion-affinitas valosziniileg ennek

tulajdonithato
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6.7. abra. A TK, TW és W mutansok izotermalis kalorimetrias titralasa Zn*-ionnal.

6.1. tAblazat. Az ITC mérések alapjan meghatarozott fehérje-
Zn**-komplexek disszociaci6s allanddi.

fehérjék K,
NColE7 17+4nM
TKW 11+1uM

TK 230+40nM
W 645uM
W 5.6+0.3uM

A TW és W mutans cinkionnal torténd titralas soran kapott disszociacios allando értéke kb.
harom nagysagrenddel tér el az NColE7 esetében kapott értéktél. Ezek alapjan azt
mondhatjuk, hogy a W464A tavoli mutacié 6nmagaban is jelentdsen modositja a HNH

motivum szerkezetét és jelentdsen csokkenti a cinkion affinitast.
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A TK, TW es W mutansok fémionkoté képességét CD spektroszkopiaval is

tanulmanyoztuk. A Zn**-ion jelenlétében mért spektrumokat a 6.8. dbra mutatja.

40 T
30 30 7 ——5xcinkion W
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6.8. abra. A TK (balra) és a 32uM W (jobbra) CD spektrumanak valtozasa Zn**-ion
adagoléasénak hatasara.

A Zn**-ion hatésdra a TK CD spektrumaban az NCoIE7 esetében mérthez hasonlo,
kismértékii eltolodas figyelheté meg. A W mutans spektruma a Zn**-ion hozzaadasra
nagyobb mértékii véltozéast mutat. A CD jel alakja Zn**-ion jelenlétében jobban hasonlit az
NColE7 spektruméhoz, mint az apo fehérje CD spektruma. Az ITC mérések soran kapott Kq
értékek alapjan, tudjuk, hogy a W mutans kevésbé kéti a Zn?*-iont. A kotésdisszociacios
allandok alapjan 1-5x Zn**-ion jelenlétében a fehérjének csak egy része van disszocialt
forméaban. Azaz a CD mérés soran egy kevert spektrumot kapunk, amely tartalmazza a Zn?*-
ionhoz k6t6d6 fehérje és a Zn®*-ion nélkiili fehérje CD spektrumét. Az apo W és az NCoIE7
spektrumokat megfelel konstanssal szorozva (rendre 0,55 és 0,45 az NColE7 és W esetén) a
linearis kombinaciojuk kiadja a Zn®**-ion mellett mért W spektrumét (6.9. &bra). Ez azt
jelentheti, hogy a Zn?*-ion jelentSs szerkezeti véltozasokat okoz a muténs fehérjében,

stabilizalni képes annak szerkezetét.
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6.9. dbra. A W fehérje 5x mennyiségii Zn®*-ion jelenlétében mért CD spektruma az apo W
fehérje és az NColE7 spektrumanak linearis kombinacidjaként szamithato.

6.5 A W mutans szerkezetének stabilizalasa az Im7 fehérjével

A CD mérések eredményei alapjan felmerdlt, hogy a TKW, TW, W mutansok megvaltozott szerkezete
megvaltozott szerkezete helyrehozhaté. Pl. a Zn%**-ion lathatéan részlegesen megjavitva a funkcionalis fehérje
funkciondlis fehérje iranyaba mddositotta a szerkezetet. Az Im7 fehérje az NColE7 természetes komplexképzé
természetes komplexképz6é inhibitora, amely a szubsztratkoté hely elfedése révén akadidlyozza meg a nukleaz
akadalyozza meg a nukledz aktivitast, ugy, hogy a nukledzzal erés kolesonhatast alakit ki. A W/Im7 komplex CD
W/Im7 komplex CD spektrumanak rogzitése utdn kivontuk beléle az Im7 spektrumat. A 6.10
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6.. abran jol latszik, hogy visszakaptuk az NColE7 spektrumat. Mivel feltételezhetjik,
hogy az Im7 szerkezete nem valtozik a kotddés soran (ezt az irodalomban kozolt
kristalyszerkezetek igazoljék), ez azt jelenti, hogy a W muténs konformacioja a komplexben
hasonlé az NCoIE7 spektrumé&hoz. Azaz az immunitasfehérje kotddése indukalja a W

funkcionalis masodlagos és harmadlagos szerkezetének kialakulasat.

1) 2)
8
6 = \W-Im7 komplexbdl a W
4 NColE7
fehérje K
330 2 J d (fehérje/Im7) d (fehérje)
©
£ 0 NColE7-Im7 61+18 nM 9.6+3.2nM
= -2
9 4 TKW-Im7 33+23nM 11+1puM
8 . W-Im7 55 + 25 nM 5.6+ 0.3 uM
8 Im7 - Nincs
o ' ' ' kélcsonhatas
180 200 220 240 260

A/nm

6.10. bra. Balra: A W/Im7 komplex és az Im7 CD spektrumainak kildnbsége dsszehasonlitva az NColE7 CD
spektruméval. Jobbra: A Zn®*-ionnal torténd izotermélis kalorimetriés titralasokbol szamitott fémion-affinitasra
vonatkoz6 Ky értékek a fehérjék, illetve a fehérje/Im7 komplexek esetében.

Az ITC mérések alapjan a fehérjék fémion-affinitdsara szamitott Ky értékek az Im7
jelenlétében azonos nagysagrendiiek az NColE7, illetve a W464 mutéciét tartalmazé fehérjék
esetében, mig az Im7 fehérje tavollétében ez a mutécié mintegy harom nagyséagrendnyi
ndvekedést okozott a disszociacios allandoban. Ezek meger6sitik, hogy az Im7 stabilizalni
képes a fehérje szerkezetét, és ezzel egy preorganizalt fémkotohely kialakulasat idézi el6. A
fentiek egyértelmiien bizonyitjak, hogy az N-terminalis lancban bevezetett W464A mutécio
hatassal van a fémkoté hely, azaz a HNH-motivum szerkezetére annak ellenére, hogy a
szekvencidban attdl tavol talalhato.

Eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy a fehérjemolekulak szerkezetében
egyetlen mutécio is jelentds valtozast okozhat. Szamos mutans NColE7 szerkezetet kozoltek

pl. az Im7 fehérjével vagy DNS-molekulaval komplexben (6.10. 2. abra). Ezen mutansok
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szerkezete megegyezett a szabad NCoIE7 szerkezetével. Felmerul azonban a kérdés, hogy a
szerkezeti egyezés az Im7 molekulaval torténé kolcsonhatas eredménye-e, vagy a szabad
fehérje is megtartja a helyes szerkezetet? Az ilyen kérdések megvalaszoldsara a szabad

fehérje kristalyositdsa mellett a CD-spektroszkopia alkalmas és egyszer(i modszer.

6.6 Szerkezeti valtozasok tanulméanyozasa molekuladinamikéaval

A fehérjék dinamikus szerkezeti tulajdonsagainak tovabbi tanulmanyozésa érdekeben
molekuladinamikai szimul&cidkkal tanulmanyoztuk a TKW szerkezetét DNS jelenlétében és
anélkul. Ennek soran azt kaptuk, hogy a 15-20 ns id6 elteltével a HNH motivum szerkezete

jelent6sen valtozik ( 6.11.A abra) a szabad TKW-fehérjében.
A) B)

6.11. abra. A) A TKW szerkezete 10 (fehér), 15 (narancssarga) és 20 ns szamitas utan (lila) és a
kristalyszerkezeti kép (sarga). B) A TKW szerkezet DNS molekulaval komplexben (kék) és anélkil (z6ld) 20ns

szamitas utan.

A szamitasok sordn azt kaptuk, hogy DNS jelenlétében a szerkezet jelentdsen valtozik,
legnagyobb mértékben a W464A mutacional és a HNH motivumban. Osszehasonlitottuk az
NCoIE7 kristalyszerkezeti képével a TKW szimulacidjabol kapott 20 ns-nal vett szerkezetet.
Mivel a szabad TKW szerkezetét az NCoIE7 szerkezet alapjan kezdtik szamitani,

szerkezetlik hasonld0 maradt, azonban méar a szimul&ciok rovid, 20 ns-os iddskalajan is
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megindulnak a valtozasok, amelyek feltehetbleg a szerkezet elvesztéséhez vezetnének (6.11.
A abra). A DNS molekula jelenlétében azonban (6.11. B abra) ezek a valtozadsok nem
kezdddnek el, a HNH motivum szerkezete sokkal stabilabb. Ez arra utal, hogy az
immunitasfehérjéhez hasonléan a DNS szubsztrat megkotése is stabilizalhatja a fehérje

szerkezetét.
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7. Osszefoglalas

Munkam soran a TK, TW, W mutans NColE7 fehérjék eldallitasaval és vizsgalataval
foglalkoztam. Arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a korabban vizsgélt TKW fehérjébol, mely
aminosav(ak) okozzak a fehérje jelentOs szerkezeti valtozasait. Az irodalomban tobb, a C-termindlis
részen mutaciokat tartalmazé NColE7 kristalyszerkezeti abraja megtalalhatd, azonban ezeket mindig
Im7 vagy DNS jelenlétében kristalyositottak. igy nem kapunk informaciot a mutaciok szerkezetre
gyakorolt hatasardl.

A TK, TW és W eloallitasat és HPLC modszerrel torténo tisztitasat kovetdoen CD
spektroszkopiai €s ITC méréseket végeztem. A TKW, TW és W fehérjék szerkezete és fémion-koto
tulajdonsagai hasonldak voltak, mig a TK inkabb a természetes NColE7-re hasonlit. Ezek alapjan
megallapithato, a W464 aminosavnak jelentds szerepe van a fehérje, és ezen belil C-terminlis rész
szerkezeti stabilizalasaban. A triptofan aromas oldallanca révén a fehérje hidrofob magjanak fontos
alapjan bebizonyosodott, hogy ez a valtozas érinti az aktiv kdzpontot, a HNH-motivumot is, amely a
természetes enzimben egy Zn**-ion szamara biztosit preorganizalt kotShelyet.

Az Im7 fehérje hozzaadasa révén sikerilt stabilizalni a W fehérje szerkezetét, melynek
eredményeképp a Zn* -affinitas is megnétt az NColE7-hez hasonlé mértékiire. CD spektroszkopiai
mérések alapjan a W mutans eredetileg torzult szerkezete az Im7 jelenlétében az NColE7-hez
hasonl6va alakult 4. Molekuladinamikai szimulacidink arra utalnak, hogy a DNS-szubsztrat jelenléte
is stabilizalhatja a fehérjék szerkezetét. Tovabbi terveim kozott szerepel ennek kisérleti igazolasa CD-
spektroszkopia segitségével.

Az NColE7 fehérje N-termindlis lanca tavol esik az aktiv kdzponttol. Ennek ellenére
eredményeink alapjan jelentés szerepet jatszik a fehérje szerkezetének stabilizalasaban, eldsegitve a
nukleaz aktivitast is. Sikerllt olyan valtozasokat létrehoznunk mutacidk révén, amelyek a szerkezet
megVvaltozasahoz vezettek, de a hibas szerkezetet fémion, immunitasfehérje vagy feltehet6leg akar a
szubsztrat jelenlétében részben vagy egészében tudjuk stabilizalni. Ezen dinamikus folyamatok
megértése alapjan olyan fontos informaciokhoz jutottunk, amelyek eldsegithetik egy intramolekularis
allosztérikus mddon szabélyozott nukledz tervezését. Ennek sordn az NColE7 azon tulajdonsagat
szeretnénk kihasznalni, hogy aktiv kdzpontja a C-terminalis végen talélhat6, azonban az N-terminélis

vég jelenléte sziikséges a nukledz funkcid kialakulaséhoz.

37



8. Hivatkozasok

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

N. C. Mishra, “Nucleases-molecular biology and applications,” John Wiley and Sons,
Hoboken, New Jersey, 2002.

M.-J. Sui et al., “Metal ions and phosphate binding in the H-N-H motif: crystal
structures of the nuclease domain of ColE7/Im7 in complex with a phosphate ion and
different divalent metal ions.,” Protein science, vol. 11, no. 12, pp. 2947-57, Dec.
2002.

C. A. Kim and J. M. Berg, “A 2.2 A resolution crystal structure of a designed zinc
finger protein bound to DNA,” Nat Struct Mol Biol, vol. 3, no. 11, pp. 940-945, Nov.
1996.

M. T. Shiraishi Y, Imanishi M and S. Y, “Swapping of the b-hairpin region between
Spl and GLI zinc fingers: significant role of the b-hairpin region in DNA binding
properties of C2H2-type zinc finger peptides.,” Biochemistry, no. 44, pp. 2523-2528,
2005.

S. Wah DA, Hirsch JA, Dorner LF and A. A. I, “Structure of the multimodular
endonuclease Fokl bound to DNA.,” Nature, no. 388, pp. 97-100, 1997.

R. James, C. Kleanthous, and G. R. Moore, “The biology of E colicins : paradigms and
paradoxes,” Microbiology, no. 1 & 996, pp. 1569-1580, 1996.

P. A. Cole ST, Saint-Joanis B, “Molecular characterisation of the colicin E2 operon
and identification of its products.,” Mol Gen Genet., pp. 198(3):465-72., 1985.

K. F. Chak, W. S. Kuo, F. M. Lu, and R. James, “Cloning and characterization of the
ColE7 plasmid.,” Journal of general microbiology, vol. 137, no. 1, pp. 91-100, Jan.
1991.

O. T. Toba M, Masaki H, “Colicin E8, a DNase which indicates an evolutionary
relationship between colicins E2 and E3.,” J Bacteriol., pp. 170(7):3237-42., 1988.

T. Eaton and R. James, “Complete nucleotide sequence of the colicin E9 (cei) gene,”
Nucleic Acids Research, vol. 17, no. 4, p. 3242, 1989.

T.-P. Ko, C.-C. Liao, W.-Y. Ku, K.-F. Chak, and H. S. Yuan, “The crystal structure of
the DNase domain of colicin E7 in complex with its inhibitor Im7 protein,” Structure,
vol. 7, no. 1, pp. 91-102, Jan. 1999.

K.-C. Hsia, K.-F. Chak, P.-H. Liang, Y.-S. Cheng, W.-Y. Ku, and H. S. Yuan, “DNA
binding and degradation by the HNH protein ColE7.,” Structure (1993), vol. 12, no. 2,
pp. 205-14, Feb. 2004.

38



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

C. Kleanthous and D. Walker, “Immunity proteins : enzyme inhibitors that avoid the
active site,” Trends in Biochemical Sciences, vol. 26, no. 10, pp. 624-631, 2001.

A. Czene et al., “The role of the N-terminal loop in the function of the colicin E7
nuclease domain.,” Journal of biological inorganic chemistry : JBIC : a publication of
the Society of Biological Inorganic Chemistry, vol. 18, no. 3, pp. 309-21, Mar. 2013.

C. K. Pommer, AJ., U.C. Kiihlmann, A. Cooper, A.M. Hemmings, G.R. Moore, R.
James, “Homing in on the Role of Transition Metals in the HNH Motif of Colicin
Endonucleases.,” Biological Chemistry, pp. 274(38): 27153-27160., 1999.

L. G. Doudeva et al., “Crystal structural analysis and metal-dependent stability and
activity studies of the ColE7 endonuclease domain in complex with DNA/Zn2+ or
inhibitor/Ni2+.,” Protein science : a publication of the Protein Society, vol. 15, no. 2,
pp. 269-80, Feb. 2006.

Y.-sheng Cheng, K.-chiang Hsia, L. G. Doudeva, K.-fu Chak, and H. S. Yuan, “The
Crystal Structure of the Nuclease Domain of Colicin E7 Suggests a Mechanism for
Binding to Double-stranded DNA by the H — N — H Endonucleases,” Journal of
Molecular Biology, vol. 2836, no. 2, pp. 227-236, 2002.

Y.-T. Wang, W.-J. Yang, C.-L. Li, L. G. Doudeva, and H. S. Yuan, “Structural basis
for sequence-dependent DNA cleavage by nonspecific endonucleases.,” Nucleic Acids
Researchcids research, vol. 35, no. 2, pp. 584-94, Jan. 2007.

Y.-ting Wang, W.-jen Yang, C.-lung Li, L. G. Doudeva, and H. S. Yuan, “Structural
basis for sequence-dependent DNA cleavage by nonspecific endonucleases,” Access,
vol. 35, no. 2, pp. 584-594, 2007.

K.-C. Hsia, C.-L. Li, and H. S. Yuan, “Structural and functional insight into sugar-
nonspecific nucleases in host defense,” Current Opinion in Structural Biology, pp.
126-134, 2005.

A.J. Pommer et al., “Mechanism and cleavage specificity of the H-N-H endonuclease
colicin E9.,” Journal of molecular biology, vol. 314, no. 4, pp. 735-49, Dec. 2001.

W. Ku et al., “The zinc ion in the HNH motif of the endonuclease domain of colicin
E7 is not required for DNA binding but is essential for DNA hydrolysis,” Nucleic
Acids Research, vol. 30, no. 7, pp. 1670-1678, 2002.

B. Gyurcsik et al., “Cloning, purification and metal binding of the HNH motif from
colicin E7.,” Protein expression and purification, vol. 89, no. 2, pp. 210-8, Jun. 2013.

K.-C. Hsia, K.-F. Chak, P.-H. Liang, Y.-S. Cheng, W.-Y. Ku, and H. S. Yuan, “DNA
binding and degradation by the HNH protein ColE7.,” Structure (1993), vol. 12, no. 2,
pp. 205-14, Feb. 2004.

39



[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

T. S. Diego and S. D. Supercomputer Center, “Protein Data Bank,” Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics. .

H. Huang and H. S. Yuan, “The conserved asparagine in the HNH motif serves an
important structural role in metal finger endonucleases.,” Journal of molecular

biology, vol. 368, no. 3, pp. 812-821, May 2007.

K. B. Levin et al., “Following evolutionary paths to protein-protein interactions with
high affinity and selectivity.,” Nature structural & molecular biology, vol. 16, no. 10,
pp. 1049-55, Oct. 20009.

C.Y.Wu, Y. C. Chen, and C. Lim, “A structural-alphabet-based strategy for finding
structural motifs across protein families.,” Nucleic acids research, vol. 38, no. 14, p.
e150, Aug. 2010.

Z. Shi, K.-F. Chak, and H. S. Yuan, “Identification of an essential cleavage site in
ColE7 required for import and killing of cells.,” The Journal of biological chemistry,
vol. 280, no. 26, pp. 24663-8, Jul. 2005.

I. Schrodinger, “No Title.” [Online]. Available: www.pymol.org.

“Vegazz.” [Online]. Available:
http://nova.disfarm.unimi.it/cms/index.php?Software_projects:VEGA_ZZ.

L. G. Essmann, U., L. Perera, M.L., Berkowitz, T., Darden, Lee, H., and Pedersen, “A

smooth particle mesh ewald potential,” Journal of Chemical Physics, vol. 103, pp.
8577-8592, 1995.

40



