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1 Bevezetés

A daganatos megbetegedések szama napjainkban is tobb milliora teheté. Ennek oka
visszavezethetd génmutaciokra, sejtekben Kifejezodott fehérjék hianyara, helytelen
miikodésére, vagy teljes inaktivitdsara. Napjainkban a daganatos betegségek kezelésére
elsésorban olyan vegyiileteket haszndlnak, amelyek nem specifikusak, és pusztan a rakos és
egészséges sejtek eltérd anyagcserefolyamatain alapul szelektivitdsuk (ciszplatin).
Fejlettebb megoldast jelenthetne a rakos sejtek célzott elpusztitasa erre a célra kifejlesztett
mesterséges nukledzokkal, ahol olyan DNS szakaszt hasitunk el specifikusan, amely csak a
daganatos sejtekben fordul el6. A ma ismert mesterséges nukleazok tobbsége azonban
valtozo mértékben citotoxikus az €16 szervezet szamara, ugyanis a fehérje degradacioja
nemspecifikus DNS-kotédést, ezaltal pedig nemkivant hasitasokat eredményezhet, ami
egészséges sejtekben is sejthalalhoz vezet.

A mesterséges nukleazok egy nagy csoportjat a cinkujj nukleazok alkotjak. A cinkujj
fehérjék a Zn**-ionok hatdsara kialakitott szerkezetiiknek kdszonhetden specifikus DNS-
szakaszokhoz kotédnek. A hasitas funkcidjat a cinkujj fehérjékhez kapcsolt nukleaz domén
végzi, példaul Fokl vagy Colicin E7. A nukleazok olyan molekulak, melyek a nukleotidok
kozotti foszfodiészter kotéseket hasitjak el. A kisérleteink soran ezzel szemben ATCUN-
motivumot alkalmazunk, amely redoxireakcid segitségével hasit, igy a daganatos sejt
Onjavitd mechanizmusai is nehezebben tudjak helyreallitani a DNS szekvenciat.

Ilyen mesterséges nukleazok tervezésénél a legfontosabb szempont a specifitas
elérése. A kutatocsoportunk célja egy ilyen szabalyozott miikodésii, nagy Katalitikus
aktivitasu enzim kifejlesztése. Az ATCUN-motivum kialakitasa olyan fehérjékben (pl.
cinkujj fehérje), melyek egy Aaltalunk kivalasztott szakaszon ismerik fel a DNS-t,
mesterséges nukleazok tervezésére ¢€s vizsgalatdra ad lehetdséget. Az igy kialakitott
nukledzokban a cinkujjak a specifikus szubsztrat-kotddést, mig az ATCUN-motivum a DNS
hasitasat biztositja. Az alkalmazott fehérje aminosav szekvencidjanak valtoztatasaval,
valamint a fehérjét €s a hasitasért felelds egységet 0sszekotd linker szakasz hosszanak

valtoztatasaval lehet6ségiink van finomhangolni az enzimek specifitasat és aktivitasat.



2 lrodalmi attekintés
2.1 Cinkujj fehérjék

Az €16 szervezetben (emldsok, hiillok, kétéltiiek) eldfordulod cinkujj fehérjék koziil a
Cys2His, tipusuakat mutattak ki el6szor [1], az afrikai karmosbékak transzkripcios
faktoraiban 1985-ben. A cinkujj fehérjék harom vagy tobb cinkujj-motivum segitségével
ismerik fel a DNS célszekvenciajukat. [2] Specifitasuk nagymértékben novelhetd, ha az
egyes motivumokat egymas utan kapcsoljuk, hiszen igy hosszabb nukleinsav szakaszokat
ismernek fel. [3] A cinkujj fehérjék mesterséges eldallitasat az teszi lehetévé, hogy a
felismerési szekvenciak valtoztathatok, ez pedig lehetdséget ad a génmoddositasra. [4] [5]

A természetes cinkujj fehérjék funkcidja sokféle, ahogyan szerkezetiik is: mara tobb
eltérd szerkezetet is azonositottak [6]. Egyvalami azonban mindegyikben azonos volt: Zn?*-
ion stabilizalta a szerkezetet, és hianyaban a fehérjék inaktivalodnak, annak ellenére, hogy
nem a Zn**-ion felelds a tényleges funkciokért. A Zn?*-ion szerkekezet stabilizalo szerepe
azon tulajdonsagainak koszonhetd, hogy redoxireakciokban nem vesz részt, atmeneti hard-
soft sajatsagu és tetraéderes geometridban erds koordinativ kotések kialakitasara képes [7].

A legelterjedtebb felépitésii cinkujj motivum ma a CysoHisy tipus, mely fejlett
eukaridta szervezetekben fordul elé. Az elsé cinkujj motivum felfedezésekor [1] az
aminosav-szekvenciaban kiilonlegességet véltek felfedezni: egy kilencszeresen ismétl6dé
aminosav-lanc mintat tartalmazott, amiben meghatarozott pozicioban helyezkedtek el
cisztein, hisztidin és hidrofob aminosavak. Egy monomer altalanos aminosav-szekvenciaja:
®-X-Cys-X2.5-Cys-X3-0-Xs5-O-Xo-His-Xo.5-His, ahol X barmilyen aminosav lehet, ® pedig
valamilyen hidrofob aminosav. [8] A két antiparallel B-red6 és egy a-hélix altal kialakitott
ujjszerii szerkezetet két-két cisztein és hisztidin oldallancaihoz kot6dd Zn?*-ion stabilizalja
[9]. A fehérje szerkezete egy ekvivalens Zn®'-ion bekotédése eldtt rendezetlen, amit

cirkularis dikroizmus és NMR spektroszkopias mérésekkel igazoltak. [10] [11]



1. abra: IMEY PDB koddal ellatott cinkujj fehérje N-terminalis cinkujj alegységének abrazolasa

PyMOL programban. A Zn?*-ion a sziirke szin{i gémb.

Az cinkujj fehérjék mesterséges nukleazként torténd elsé alkalmazasakor harom
cinkujj alegységet kapcsoltak 6ssze a Fokl enzim nukledz doménjével, amely a hasitasért
volt felelés. [12] A sikernek kdszonhetden tobb génmodositasi kisérlet kezd6dott [13],
tobbek kozott vizsgaltak a Hepatitis B virus DNS-ének mesterséges cinkujj-nukledzokkal
torténé kolcsonhatasat. [14]

A ma ismert cinkujj motivumokat 8 csoportba soroltdk a cink-kotd egységek
masodlagos szerkezete alapjan. Ezek koziil legismertebb a mar emlitett CysoHis; tipus, amit
tobb szakirodalom is csak C2H2-ként emlit, €z a legtdbbet vizsgalt és legjobban karakterizalt
motivum. Mivel a specifitas jelentds mértékben ndvelhetd tobb motivum egymas utan
kapcsolasaval, és a lehetdségek szama nagyon nagy, ma is széleskorli figyelem Gvezi a
CysoHis2 motivumokat. Zajlottak olyan kutatasok, melyekben a cinkujj fehérje domén DNS-
koto specifitasat probaltak meghatarozni, szamitasokkal alatamasztva. [15]

A cinkujj-motivumok tovabbi csoportjai a kovetkezOk: Gag-csukld, amit
Cys2HisCys szekvencianak is neveznek. Azonositasa els6ként a HIV virusban tortént. A
violinkulcs cinkujj motivumok két Zn?*-iont képesek megkotni. Ezt az N-terminalison
talahato B-hajtlikanyar két antiparallel B-reddje és a C-terminalison talalhato a-hélix két-két
ciszteinje teszi lehetévé. A legtdbb cinkujj fehérjében a cink-szalag motivumok talalhatok
meg, ezekben a Zn?*-ion kotddéséért a két B-hajtitkanyar altal kialakitott kotohely felel. A
Zn,/Cyss tipusban két Zn?*-ion koordinalédik hat cisztein aminosavhoz. A TAZ2-szerti
doménekben minden Zn?'-ion két antiparallel futdsti o-hélix kozott helyezkedik el.
Kovetkezd csoport a ,,rovid cinkkdtd hurkok™ tipusa, melyek foként nagyobb fehérjékben
talalhatok meg. Kozos szerkezeti elem ebben a csoportban, hogy legalabb 3 Zn(II)-k6td



ligandum nagyon kozel helyezkedik el egymdashoz, és nem rendezddnek egységesen

semelyik masodlagos szerkezeti elemnek megfelel6 rendszerbe. [6]

2.2 Cinkujj fehérjék Zn?*-ion kotohelyeinek vizsgalata

Amikor a cinkujj-fehérje kdlcsonhatasat vizsgaljuk Zn?*-ionokkal, tobb befolyasold
tényezot is figyelembe kell venniink, ilyenek a pH, a hdmérséklet, az ionerdsség. Ahhoz,
hogy mindezeket vizsgalni tudjak, egy modell-peptiddel, a CP-1-gyel (consensus peptide-1)
(2. abra) kisérleteztek, amit tobb, mint 25 éve terveztek, és hasznalnak, mint a CyszHis
cinkujj fehérje csaldd modellje. A peptid szekvencidjat 2015-ben feliilvizsgaltak azzal a
céllal, hogy pontosan megvizsgaljdk az aminosav sorrendet és Osszetételt. Kisebb
meglepetésre csak minimalis eltérést talaltak az 1991-ben leirt szekvenciahoz képest [16]
annak ellenére, hogy a ma ismert cinkujj fehérje szekvenciak szama — amiket a kiértékelés
soran hasznalhattak — a 10000-t is meghaladta. A peptid tehat, mint modell, megbizhatéan

nyujthat informaciot egy CyszHis. cinkujj részlet fémkotd sajatsagairol.

2. abra: A CP-1 modell-peptid Zn(I1)-k6t6helyének egyszerii abraja. Rozsaszinnel jeldlve azok az aminosavak,
melyekhez kétédik a Zn?*-ion. [16]

A Zn(ll)-affinitas vizsgalatakor meglepd eredmény sziiletett: nagyobb affinitas
hatarozhatdé meg a modell-peptidre, mint a természetben eléforduld cinkujj fehérjek
egységeire. Szamos vizsgalat és szamitas azt mutatja, hogy a kiilonb6z6 cinkujj fehérjék
Zn(I)-affinitas értékei széles skalan valtoznak (1. tablazat). Ennek okai kozé tartozik az,
hogy az egyes részegységeknek (pl. a-hélix és P-redok H-kotései) termodinamikai
hozzijarulasa még nem feltérképezett. Uj cinkujj fehérje tervezése esetén tehat nem
hagyatkozhatunk korabbi eredményekre, minden esetben sziikséges a termodinamikai

sajatsagok meghatarozasa.



1. tablazat: Cinkujj motivum-Zn(ll)-kolcsénhatasokhoz rendelhetd I1gB’ értékek; DT: spektroszkopids direkt
titralas; RT: UV-Vis spektroszkopidval kdvetett reverz titralas; PAR: PAR kompetitor jelenlétében végrehajtott

spektroszkopias titralas; CDc: Titralas kompetitorokkal CD-vel kovetve; ITC: Izoterm kalorimetrias titralas;

cITC: Titralas kompetitorokkal ITC-vel kovetve; TRT: harom 1épéses spektroszkopias reverz titralas.

Cinkujj motivum

Koriilmények

lg8’ pH = 7,4 |Hivatkozés

CP1

100 mM HEPES (pH = 7,0); 50 mM NaCl

12,5 (RT)*  |[18]

12,0 (RT*  |[19]

50 mM MOPS (pH = 7,0); 100 mM KClI

15,7 (CDc)* |[20]

TFINA-2 20 mM HEPES (pH = 7,0); 50 mM NaCl 94 (RTY*  [[21]
MTF1-1 50 mM HEPES (pH = 7,0); 100 mM NaClO, 12,4 (CDc)* |[22]
50 mM HEPES (pH = 7,4); 100 mM NaClO, 11,4 (PAR)  |[23]

100 mM HEPES (pH = 7,0); 50 mM NaCl 11,3 (RT)  |[24]

WT1-3 50 mM HEPES-HCI (pH = 6,5) 10,5 (ITC)*  |[25]
WT1-4 20 mM MES (pH = 5,3); 100 mM KCI 89 (DT)*  |[26]
Sp1-3 50 mM HEPES (pH = 7,4); 100 mM NaClO, 12,7(CDc)  |[22]
50 mM HEPES (pH = 7,0) 100 mM NaCl 100 RT)* |[27]

500 mM Tris (pH = 7,4) 76 (ITC)  |[29]

82 (rITC)  [[28]

50 mM Tris (pH = 7,0) 10,4 RT)* |[28]

ZF133-11 50 mM HEPES (pH = 7,4); 100 mM NaClO, 12,5(CDc)  |[22]
100 mM KNOs 125 (Pot)  |[22]

ZF278-1 50 mM HEPES (pH = 7,4); 100 mM NaClO, 13,0 (TRT) |[22]

* pH = 7,4-re atszamolva Kluska és mtsai. [29]

Tovabba ezek a Zn(I1)-megkdtd helyek néhany toxikus fémnek célpontot jelentenek:
a Zn%*-ion kiszoritasaval felborithatjék a fehérje szerkezetét, esetleg elhasithatjék azt, ezaltal
megakadalyozhatjak a génexpressziot. [17]
2.3 Cinkujj fehérjék DNS felismerése

A cinkujj fehérjék (féként a CyszHisz tipusuak) az egyik leggyakrabban el6forduld
DNS-ko6té motivumok az eukaridtdkban. A DNS-szekvencidk nagyon széles skalajat ismerik
fel, specifitasuk nagymértékben novelhetd. A felismerés/DNS-k6tédés megértéséhez, ami
csak Zn(I)-vel telitett formaban valosul meg, elsésorban a Zif268 cinkujj fehérje-DNS
komplex vizsgalata jarult hozza nagymértékben. A kutatdsok sordn megallapitottak, hogy a
Zif268 cinkujj fehérje mindegyik cinkujj alegysége egy harom bazisparbdl allo oldalon
alakit ki specifikus kolcsonhatast a DNS nagyarkaban. (3. abra) [30]



3. dbra: A Zif268-DNS komplex szerkezete. A peptid els6 cinkujj motivuma pirossal, a masodik sargaval, a

harmadik lildval jelslve. A DNS kék szinii, a Zn?*-ionok vildgoskék gémbok. [31]

T6bb cinkujj alegység egymads utan kapcsoldsaval a masodik alegység a kovetkezo
bazisharmast ismeri fel. Elméletben barmely bazisharmas felismertetése megcélozhatd a
cinkujj motivumban megtaldlhat6 aminosavak valtoztatdsaval, azonban ehhez még nem all
rendelkezésre az Osszes cinkujj alegység ismerete. Ha ez az azonositds megtorténne, a
fehérje milkodése még nem garantdlt: a specifitashoz legalabb harom cinkujj alegység
Osszekapcsolasara van sziikség. Ezek az alegységek rendszerint peptid linkerekkel vannak
Osszekotve. A linker egységek hosszaval és a felépitd aminosavak mindségével is tudjuk
befolyasolni a DNS-kotés erdsségét. [32] [33] [34] A cinkujj alegységek leghatékonyabban
az 5’-GNNGNNGNN-3’ nukleotid szekvenciat ismerik fel, ahol N tetszéleges nukleotidot
jelol, idedlis esetben guanint.

2.4  ATCUN-motivum és DNS hasitasa

Az ATCUN-motivum (Amino Terminal Cu(ll)- and Ni(ll)-binding) t6bb, mint 50
éve bioszervetlen- és biokémiai kutatasok fontos targya. El6szor albuminban azonositottak
a motivumot. Lévén, hogy két, gyakran vizsgalt és a szervezetben is eléforduld fémiont
képes nagy stabilitdssal megkotni, napjainkban is tanulmanyozzadk ezek tulajdonségait,
valamint keresnek olyan fehérjéket, amelyekben eléfordulhatnak ilyen motivumok. A Cu(II)
transzportjaért felelés albumin koti meg a szervezetben eléforduld Cu(Il) 5-10 %-at, mig a
tobbi ceruloplazminhoz, vagy hisztidin-tartalmt peptidekhez kotédve van jelen. [35]
Ellenben a Ni(ll) 95 %-a albuminhoz kétédve fordul eld, és csak a maradék 5 % talalhato
meg hisztidin-komplexben. [36] Ezalatt az 50 év alatt az ATCUN-motivumot tobb eukaridta
szervezet fehérjéiben megtalaltak, tobbek kozott az emberében is. Bebizonyitottak, hogy

linker segitségével fehérjéhez kapcsolva, nem specifikus DNS-hasitasi képessége van (ez a



nem specifikus hasitasi képesség akkor is fennall, ha az ATCUN-motivumot nem kapcsoljuk
fehérjéhez). Mérsékelt specifitas érhetd el, ha DNS-felismerd egységgel, példaul cinkujj
fehérjével kapcsoljuk 6ssze az ATCUN-motivumot, ami ATCUN-motivumot tartalmazé
mesterséges nukleazok fejlesztésére ad lehetéséget. [37]

Ahhoz, hogy ATCUN-motivum létrejohessen, a kovetkezd feltételeknek kell
teljesiilnitik: (i) szabad aminocsoport az N-terminalis végen, (ii) az N-terminalistol szamitott
harmadik pozicioban hisztidin aminosav és (iii) két kozbensd, deprotonalhatd peptid-
nitrogén. [38] Olyan fajok albuminfehérjéiben, melyekben nem talalhatdé meg az N-
terminalis végtdl harmadik pozicidban hisztidin, nem alakul ki a motivum. Az ATCUN-
motivum Cu(II)-t és Ni(II)-t specifikusan kot meg, de alkalmas ligandumok jelenléte mellett
a fémionok felszabadulhatnak, ez magyardzza az albuminokban betoltott transzport szerepét.
[38]

Az ATCUN-motivum szerkezetét tobbek kozott NMR, UV-Vis spektroszkopias [39]
¢és rontgen krisztallografias [40] mérések is bizonyitottak: a Ni(Il) és Cu(Il) jelenlétében
siknégyzetes szerkezetli komplex alakul ki. Az ATCUN-motivum Ni(II) és Cu(Il)
kotéserossége nagymértékben fligg a pH-tol. A Cu(Il)-GlyGlyHis rendszerben el6szor a
CuLH komplex jelenik meg pH = 3 koril. [41] Ebben a Cu(ll) a hisztidin imidazol
oldallancahoz koordinalédik. pH = 6 koriil mar kozel teljes egészében a siknégyzetes
geometriaji CuLH.>-forma van jelen, amit az erre a komplexre jellemzé UV-Vis csucs
intenzitasanak pH = 6-nal meglévd maximuma jeldl. A koztes allapotok csak kis szazalékban
fordulnak eld. Ha a rendszert Ni(II)-vel vizsgaljuk, a NiLH-forma kialakulasa pH = 4 koriil
kezdddik meg, mig a NiLH-> komplex kozel 100 %-ban pH = 8 koriil alakul ki. (4. abra)

a, b,
1,0 - 1,0 -
| —Ni(ll)
0,8 —cu(ll 0.8 .
:E —cuL E —NiL
e 0.6 1 —CuLH E 0.6 —NiLH
= —CuLH_ —_ i
S04 1 uth-a S04 NiLH_,
3 —CuLH_, =
0,2 0,2 A
0,0 1 . : . . . 00 : A . .
2 3 4 50 6 7 8 9 2 3 4 5 on 6 7 8 9

4. abra: a, Cu(ll) és b,: Ni(Il) GlyGlyHis komplexek eloszlasi diagrammja. {c(Cu(ll)) =1 mM;
c(Ni(1)) =1 mM; c(GlyGlyHis=L) =1 mM } [41]



Az ATCUN-motivum fémkomplexei redoxi reakcidkat képesek katalizalni, amikben
reaktiv hidroxilgyokok képzddnek, melyek bizonyitottan roncsoljdk a DNS-t. Az aszkorbat-
Cu(Il) rendszer hatékony gyokképzd, nem specifikusan roncsolja a DNS-t. Az aszorbat-
Cu(Il) rendszer gyokképzése a kovetkezd mechanizmus szerint torténik:

aszkorbat + 2Cu?* — dehidroaszkorbinsav + 2Cu* + 2H*

u2+
aszkorbat + 0, — dehidroaszkorbinsav + H,0,

H,0, + Cut - Cu?* + OH™ + 'OH

A nikkel oxidacids szama ATCUN-motivumhoz kétédve +2 és +3 k6zott valtozik, a
Ni(I) nem kedvezményezett. Aszkorbat jelenlétében nem torténik DNS hasitas, azonban
oxidaloszerek hatasdra mar képzddhetnek gyokok. Leggyakrabban haszndlt vegyiilet a
kalium-hidrogénperoxo-monoszulfat (KHSOs), de lejatszodik a gyokképzés -igy a hasitas-
H20: jelenlétében is. Az eltéré oxidaloszerek eltérd sebességili reaktivitast eredményeznek.
Az alkalmazott reagens mindségétdl fiiggetleniil a reakcidiit minden esetben azonos: az
oxidaloszer hatdsara a komplexben jelenlévd Ni(Ill) megkot egy hidroxilgyokot vagy egy
oxidiont, ekkor az eredetileg siknégyzetes geometria oktaéderessé alakul. Ezutan az aktivalt
metallopeptid a dezoxirib6z negyedik szénatomjarol egy hidrogént hasit le. A mechanizmus
zarasaként két ut valosulhat meg. [42]
2.5 ATCUN-motivum kialakitasa fehérjékben

A fémionok legnagyobb része elengedhetetlen az emberi szervezet szdmara, de
vannak olyan fémionok, melyeknek eddig csak toxikus hatasa ismert (Hg(II)). A nikkel és
vegyiiletei is kifejthetnek toxikus hatast. Az ATCUN-motivum Ni(I)-k6t6 tulajdonsédgainak
felismerése utan tobb kutatas iranyult olyan fehérjékre, melyek tartalmaznak ilyen
szekvenciat.

Tobb peptid vizsgalataval kimutattak tovabba, hogy az Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa-
Baa aminosav-szekvenciat a Ni?*-ion hidrolitikusan képes elhasitani a Naa és Ser/Thr
aminosavak kozott. (Baa barmilyen aminosav, Naa és Xaa prolit kivéve barmilyen
aminosav, Zaa cisztein kivételével barmilyen aminosav.) [43] Megallapitottak, hogy
amennyiben a Baa, Xaa és Zaa helyeken hidrofob oldallancokkal rendelkezd aminosavak
vannak, azok novelik a reakciosebességet. Ugyanilyen kedvezd hatast mutat a hdmérséklet
és a pH novelése is. A reakcié mechanizmusa (Sn2) a kdvetkezé: a Ni2*-peptid komplex
kialakulasa utdn mar pH = 4 koriil NiHL 0Osszetételi forma jon 1étre. pH = 8 felett a
siknégyzetes NiH,L komplex a kedvezményezett. A mechanizmus Cu?'-ionokkal is

hasonlo, de itt a hidrolizishez sziikséges komplex mar kisebb pH-n kialakul. Az elsé
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1épésben az Naa-(Ser/Thr) peptidkotés nitrogénatomja és a (Ser/Thr) hidroxilcsoportja
kozott N-O acilvandorlds megy végbe. Az instabil észter koztitermék ezutan két peptidre
esik szét. [44] A kétlépéses reakcio sztochiometrikus, irreverzibilis. Megfelelé6 aminosav
szekvencia megléte esetén a végtermék egy ATCUN-motivumot tartalmazo peptid. Ezt
kihasznalva a Ser/Thr-Xaa-His szekvenciat specifikus DNS-felismero fehérjékbe (pl. cinkuyjj

fehérje) mesterséges nukleazok tervezésére és vizsgalatara nyilik tt. [45]
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3 Célkitiizés

Kutatocsoportunkban az elmult években in-vitro fehérje-DNS kolcsonhatas vizsgalatot
folytattak egy 1MEY-alapu cinkujjakbol, melyek egy mesterséges DNS-szakaszt ismertek fel:
5’ -GAGGCAGAA-3’. Az IMEY# cinkujj fehérje N-termindlis végén egy ATCUN motivum
volt felelés a potencialis nukledz aktivitasért, és ezzel a fehérjével sikeriilt detektalni DNS

hasitast, de a fehérje szelektivitasa és aktivitasa nem volt kimagaslo.

TDK dolgozatomban célul tiiztem ki:

1) A korabban vizsgalt IMEY# cinkujj fehérje olyan moédositott verzidit allitom el6,
amelyekben a DNS-felismer6 és a nukleaz domén kozti linker szakasz hosszat és
Osszetételét valtoztatom.

2) Az eldallitott fehérjék elsédleges, masodlagos szerkezetét, illetve a cinkujj
alegységek és az ATCUN motivum fémkotésének jellemzését.

3) A korabbi IMEY# fehérjével végzett vizsgalatokat alapul véve alaposabban
korbejarom az N-terminalis ATCUN-motivumban taldlhaté Ni?*-ion Cu?*-ionra
torténd cseréjének lehetéségét, a Cu(ll)-komplex stabilitasat.

4) Megkezdem az eldallitott fehérjék Ni(ll) és Cu(ll) komplexének nukleaz aktivitas
vizsgalatat. Tanulmanyozom, a  fehérjék  kolcsonhatasat ~ DNS-sel,

oxidalo/redukaldszer jelenlétében is, illetve a reakcio pH és az ionerésség fliggését.
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4 Kisérleti anyagok és modszerek
4.1 Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A fehérjék szinte valamennyi bioldgia/biokémiai folyamatban kulcsszerepet
jatszanak. Ezt a sokszinliségiiket nagyon valtozatos térszerkezetiik teszik lehetové. Ahhoz,
hogy megértsiik az egyes, mindségiikben eltérd fehérjék valtozatos funkcidjat,
elengedhetetlen a térszerkezetiikk alapos ismerete. Vizsgalatukra szamos fizikai-kémiai
modszer hasznalhatd. Rontgen-diffrakcioval a pontos haromdimenzids szerkezet
hatarozhatd meg, ehhez azonban szilard mintara van sziikség. NMR-rel ugyan vizsgalhatok
oldatban a fehérjék, de a modszer csak viszonylag kis méretli fehérjékre alkalmazhato, a
mérés pedig nagyon iddigényes.

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopidval hig oldatokbdl is konnyen
meghatarozhatdé a fehérjék szerkezete: tavoli UV-tartomanyban (180-260 nm) torténd
vizsgalattal a masodlagos szerkezeti elemek (o-hélix, B-szerkezet, rendezetlen szakasz)
meglétérél és aranyairol, mig kozeli UV-tartomanyban (260-320 nm) a harmadlagos
szerkezetrdl kaphatunk informaciot.

Két olyan sikban polarizalt sugar, amelyek amplituddja és energidja egyenld, de
polarizacios iranyuk egymasra merdleges ¢€s faziskiilonbségiik 90°, egy cirkularisan
polarizalt sugdrrd kombindlodik. A sikban polarizdlt fény is felbonthatdé két azonos
intenzitasu, ellentétesen cirkularisan polarizalt sugarra. Ha ez a fénysugar optikailag aktiv
kozegen halad at, kiilonb6z6 mértékben nyelddik el a két alkotd. Ekkor az athaladt fény
amplitidoja kiilonbozni fog a belépotdl, ez a cirkuléris dikroizmus jelensége. Az amplitidok
kozott fellépd kiilonbség elliptikus polarizacidhoz vezet, az ellipszis alakjat az ellipcitassal
(0) jellemezhetjiik: 6 = arc tg b/a, ahol a az ellipszis nagy, b a kis tengelye. Az els6dlegesen
mért érték a balra és jobbra cirkuldrisan polarizalt fénysugarak abszorbancidjanak
kiilonbsége: AA = AL-Ar. A két mértékegység kozotti atvaltas az alabbi 6sszefiiggés alapjan
torténik: 0 = 32,98xAA [46]

5. abra: Sikban polarizalt (balra) és cirkularisan polarizalt (jobbra) fény.
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A mért CD-spektrumokbdl ellendrizhetjiik a méasodlagos szerkezeti elemek meglétét,
és szamitogépes programokkal meghatarozhatjuk azok aranyat. Ehhez gyakran at kell
valtsuk az ellipcitast delta epszilonba (Ag). Ez a kovetkezo képlet segitségével lehetséges:

O[mfok]

Cfehérje[mek]_ .
1000000 " teml

, ahol n a fehérjét felépité aminosavak szama, | a kiivetta hossza.

4.2 Fehérjék kifejezése

Ae =

32982 -

A fehérjék eldallitasahoz a gének mar rendelkezésiinkre alltak (a kutatdcsoportunk
tagjai allitottak el6 korabbiakban), ,,glycerol stock” formajaban, ennek koszonhetéen a
transzformalés 1épése kimaradt, egyszeriien a stock kikenése kovetkezett petricsészére.
kanamycin antibiotikumot tartalmaztak. Ezzel a szelektivitast értiik el, ugyanis az altalunk
sokszorositani kivant plazmidok olyan régioval rendelkeznek, amely kodolja az tartalmazott
antibiotikum rezisztenciat biztosito fehérjék. Ebben az esetben azok a baktériumok, amelyek
ezt nem tartalmazzak, elpusztulnak. Egy éjszakan at, 37°C-on inkubaltuk a sejtkulturakat,
majd egy baktériumtelepet kivalasztva, atoltottuk azt egy 5 mL-es kanamycint tartalmazo
LB-tapoldatba. 8 6ran keresztiil, 37°C-on, 150 rpm-en razattuk (ODesoo ~1,0 érték eléréséig).
Ezt elérve 25-25 pL baktérium tenyészetet atoltottunk 250-250 mL kanamicint tartalmazé
friss LB-tapoldatba. 32°C-on, 250 rpm-en, egy éjszakan at (16 o6ra) inkubaltuk (OD600 ~2,0
érték eléréséig).
B-d-1-tiogalaktopiranozid) indukaltuk (1 mM végkoncentracid), 7 ora, 25°C-os inkubalas
mellett. Az IPTG allolaktozt utinzo kémiai reagens, amely eltavolitja a represszort a lac
operonbol, ezaltal indukalva az expressziot. Amennyiben nincs IPTG a tapoldatban, a
represszor a promoéterhez kotédik, és a transzkripcié nem indul el. IPTG hozzaadasaval az a
represszorhoz kot, felszabaditja azt a lac operonbdl, helyet adva az RNS polimeraz
kotédésének. Igy lejatszodhat a transzkripeio, majd a fehérje termel8dés.
4.3 Fehérjék tisztitasa

A sejteket 4000xg-n, 4°C-on, 30 perc centrifugdldssal iilepitettiik. A 250 mL
tapoldatbdl atlagosan ~1,5 g nedves tomegli sejtet nyertiink ki. A sejtek felszuszpendélasa 5
mM imidazol, 0,1% Triton X-100 detergens, 500 mM NaCl, 100 mM HEPES (pH = 8,2)

cre
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oldatot adtunk annak érdekében, hogy a fehérjék cink-kotd helyei telitddjenek, ezzel
megakadalyozva a ciszteinek lehetséges oxidacidjat cisztinné.

A sejtek feltdrasa szonikalassal tortént, 50% amplitidoval, 10x30 masodperc
ciklusokban. A teljes sejtkultara (12,5 mL) 4000xg-n, 4°C-on torténé 35 perces
centrifugédldsadval elvalasztottuk az oldhatdo fazist a sejttdrmeléktdl. Ez utobbi
ujraszuszpendaldsa 12,5 mL ’Binding Buffer’-rel tortént.

A fehérjéket Ni(II)-NTA affinitds gyanta (His-Bind Novagen) segitségével
tisztitottuk. 1 oran at 4°C-on torténd lassu rotalast 2 perces, 4°C-on torténd 3000 rpm-€s
centrifugalas kovetett, ezzel valasztottuk el a gyantat a feliiliszotol. A gyantat 3x4
gyantatérfogat 50 mM imidazolt (a nemspecifikusan k6t6do fehérjék eltavolitasa céljabol),
500 mM NaCl-t, 100 mM HEPES-t (pH = 8,2) tartalmazé Gn. "Wash Buffer 1’ pufferrel
mostuk. 3000 rpm-en, 2 percig, 4°C-on torténd centrifugalassal valasztottuk el a gyantat a
feliiliszatol, majd 3x4 gyantatérfogat 60 mM imidazolt, 150 mM NaCl-t, 100 mM HEPES-
t (pH = 8,2) tartalmazdé *Wash Buffer 2’ pufferrel mostuk. A gyanta elvalasztasa a
feliiluszotol 3000 rpm-en, 2 percig, 4°C-on torténd centrifugalassal tortént.

A desumolizaci6 a fehérjetisztitas kdzben valosult meg. A gyantara kotott cinkujj
fehérje és a protezaz (ULP1) 6sszekeverésre keriilt, majd egy ¢éjszakan at (~12 éra) 16 °C-
cinkujj alegységek biztos telitddése miatt volt sziikséges, ezzel védve a ciszteineket az
esetleges oxidaciotol. A hasitds utan a szuszpenzidt 4x gyantatérfogatra higitottuk 100 mM
Ezutén az elegyet 16 °C-on 1 6raig rotaltuk, ezzel biztositva, hogy a HIS-SUMO-1MEY#
hidrolizise soran felszabaduld C-teminalis holo-1MEY# a feliiliszoba keriiljon, mig az N-
terminalis His-SUMO fragmens, valamint az ULP1 proteaz a gyantahoz kétédve maradjon.
4.4  Gélelektroforézis

Azt a jelenséget, mikor toltott részecskék (ionok, feliileti toltéssel birod részecskeék)
elektromos erdtér hatdsara vandorolnak egy olyan kdzegben, amelyben elvalaszthatok
egymastol, elektroforézisnek nevezziikk. Amennyiben az elvélasztdo kozeg gél (agardz,
poliakrilamid), gélelektroforézisrdl beszélink. A modszert makromolekuldk, elsésorban
fehérje vagy DNS molekulak elvalasztasara hasznaljak. Az elektroforézis soran a pozitiv
toltésti toltésti ionok a katdd, a negativ toltéstieck az andd felé vandorolnak. Vandorlasi

sebességiiket a gél slirlisége, az alkalmazott fesziiltség, az elvalasztandé makromolekulak
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toltésstlirlisége, alakja, mérete befolydsolja. A nagy toltéssiirliséggel rendelkezd, kis méretii

¢s gdmb alaku (cirkularis) molekulak vandorolnak leggyorsabban a gélben.

4.4.1 Agaroz gélelektroforézis

Az agardz gélelektroforézis a DNS-fragmensek elvalasztasara, azonositasara ¢€s
tisztitasara legaltalanosabban hasznalt modszer. A technika egyszerli, gyors, kevés mintat
igényel. A DNS-molekulak a foszfodiészter csoportjaikon negativ toltést hordoznak, ezért
az anod felé vandorolnak. Haladési sebességiik forditottan aranyos molekulasulyuk tizes
alapt logaritmusaval.

Szerkezetiik alapjan a plazmid DNS-ek harom formajat kiilonboztetjiilk meg:
a linearis, a cirkularis és a szuperhelikalis format. Ez utobbi egy feltekeredett cirkularis DNS;
a plazmid DNS-ek leggyakrabban ebben a kompakt formaban fordulnak eld, a gélben a
legkdnnyebben képes haladni. A szuperhelikalis forma egyszala hasitasa cirkularis, kétszalt
hasitasa linearis DNS-t eredményez.

A DNS a gélben fluoreszcens jel616 molekulaval (etidium-bromid) tehetd 1athatova,
amely interkalalodik a kettés hélix szerkezetbe. Ez UV-fény hatisara lathaté fénnyel
lumineszkal.

Munkank soran 1 m/V %-os agaréz gélt hasznaltunk. A gél készitése a
kovetkezOképp tortént: 1,2 g agardzt oldottunk 70 mL MilliQ-vizben, majd addig
melegitettiik a keveréket, mig a teljes agar6z mennyiség fel nem oldddott. 50 mL MilliQ-viz
hozzaadasa utan megvartuk, mig az oldat 50 °C ala hilt. Ezutan 2,4 mL 50x TAE puffert
(Tris-jégecet-EDTA), végiil 120 pL etidium-bromidot adtunk az oldathoz. Formaba ontés
utan a zsebek kialakitasdhoz fésiiket hasznaltunk; a gél 20 perc utdn hasznalhato volt.

A gélre az 5 pL felvitt DNS minta mellé 1 pL festékoldatot (6x Loading Dye) adtunk.
Ez konnyli mintafelvételt biztosit, valamint a festék segitségével nyomon tudtuk kovetni az
elektroforézis elérehaladasat. A mintakkal parhuzamosan markert (ismert méreti DNS-ek
elegye) is vittiink fel, melyek segitségével a DNS-ek mérete becsiilhetd. A futtatasokat
horizontalis elrendezésii Cleaver Scientific futtatbkddban 100 V-on 45 percig végeztiik, a

DNS savokat UV atvilagito segitségével tettiik lathatova.

4.4.2 Poliakrilamid gélelektroforézis
Az akrilamid vizes oldatban, megfeleld inicidtor (ammonium-peroxo-monoszulfat)
és katalizator (N, N, N’, N’-tetrametil-etilén-diamin) jelenlétében hajlamos gyokds

polimerizacidra, a reakcio soran poliakrilamid keletkezik. A polimerizacio soran akrilamid
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€s bisz-akrilamid 19:1 aranyu elegyével dolgoztunk. A bisz-akrilamidra azért volt sziikség,
mert biztositotta a poliakrilamid lancok kozotti ,,hidak™ 1étrejottét, ezzel a térhalos szerkezet
kialakulasat. Ez alkalmas fehérjék, valamint kisebb méreti DNS-ek elvalasztasara.
Kiilonbséget tesziink nativ poliakrilamid és natrium-dodecil-szulfatos (SDS) poliakrilamid
gélek kozott.

Amennyiben a fehérjéket nativ koriilmények kozott vizsgaljuk, altalaban az
izoelektromos pontnal magasabb pH-n dolgozunk. Ekkor a fehérjék negativ toltésiiek, tehat
az anod felé vandorolnak. Nativ gélben a fehérje eldrehaladasa az alaktol is fiigg az
oldallancainak toltése mellett.

Az SDS egy anionos detergens, amellyel a fehérjét kezelve, megfelel6 redukéloszer
jelenléte mellett (B-merkaptoetanol), azok denaturalddnak, azaz szerkezetiik felbomlik. Az
SDS mintegy kitekeri a fehérjéket, azok egységes ,,szivar” alakot vesznek fel. Az igy kezelt
fehérjék relativ toltése kozel azonos lesz, ugyanis az aminosavak oldallancaihoz
koordinal6d6é SDS mennyisége a lanc hosszaval, vagyis a fehérjék molekulatomegével lesz
aranyos. Mivel a szeparalast a relativ toltés, alak és a méret befolyasolja, esetiinkben az elsd
ketté minden fehérjénél azonos, végsd soron az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis soran
méret szerinti elvalasztas torténik. A makromolekulak tomege pedig ardnyos a méretiikkel,
tehat a végeredményiink molekulatomeg alapjan torténd szeparacio.

A vizsgalt mintdkkal parhuzamosan ismert molekulatomegli fehérjék elegyét
(marker) futtatva a gélen, becsiilhetjiik a vizsgalt makromolekuldink tomegét. Kutatasunk
soran Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker-t hasznaltunk. A gélt
megfestéssel tettiik 1athatdva: erre a célra a Coomaisse Brilliant Blue festéket hasznaltuk,
ami csak a fehérjéhez kotodik a gélben, igy feleslege az un. ,,Unstaining Solution”-nel
eltavolithato.

45 Tomegspektrometria

A tomegspektrometria szerves és szervetlen anyagok mindségi (kvalitativ) és
mennyiségi (kvantitativ) elemzésére egyarant alkalmas. A mddszer azon alapszik, hogy a
gazallapoti 1ionizalt molekuldk és fragmenseik elektromagneses tér hatdsara m/z
(tomeg/toltés) hanyadosuk alapjan eltérd ido alatt érik el a detektort. Az analitikai eljarasok
kozott az egyik legéltalanosabban hasznalhaté modszer, nagyon jo kimutatasi képességekkel
bir (1078 g) és specifikus. Alkalmazasanak korlatja, hogy csak olyan vegyiiletek mérheték

vele, amelyek gizhalmazallapotiak vagy a miiszerben azzad alakithatok. Eldénye, hogy
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elvalasztastechnikai modszerekkel kombinalhatd: gazkromatografiaval (GC-MS),
folyadékkromatografiaval (HPLC-MS).

A tomegspektrometrias mérés a kovetkezOképpen torténik: a vizsgalandd vegytilet
gazallapotba hozasa, majd ionizacioja/fragmentacioja. A legismertebb ionizald6 modszerek
kozé tartozik az elektroniitkOztetéses ionizacid, a kémiai ionizacio, valamint a kutatasunk
soran hasznalt elektrospray ionizaci6. Kovetkezd 1€pés a keletkezett ionok felgyorsitasa
elektromos tér segitségével, végiil az elektromagneses térben megtorténik a tomeg/toltés
szerinti szeparacio. A detektor leggyakrabban elektronsokszorozd. A spektrumokat
szamitogépes programok segitségével (pl. FreeStyle) értékeljiik ki.

Az elektrospray ionizacié (ESI) technika az elmult évtizedekben terjedt el. Az
ionizacio ezen formajat -1évén, hogy lagyionizaciés technikar6l van sz6- foként érzékeny
szerves makromolekuldk ionizacidjdra hasznaljak. A vizsgalandd vegyiiletet illékony
oldoszerben oldjak, majd ezt a mintaoldatot nagyfesziiltségii kapillarison keresztiil juttatjak
a légtérbe. Az elektrosztatikus tér hatasara toltéstobblet keletkezik a kapillaris végén 1évo
folyadék felszinén, igy az kupszerlien kicsucsosodik, majd errdl a csucsrol toltéssel
rendelkezd folyadékcseppek szakadnak le.

Méréseink soran egy Orbitrap Elite™ (Thermo Scientific) Hybrid lon Trap-Orbitrap
Tomegspektrométert hasznaltunk, TriVersa NanoMate (Advion) chip-alapu elektrospray
ionforrassal (ESI) pozitiv médban mérve MH* részecskéket detektalva. A fragmentacios
(MS-MS) méréseket iitkdzés indukalt disszociacios technikaval (CID) valdsitottuk meg.
4.6 Ultrasziirés

Az ultrasziirés a membranszeparacid egy valtozata, melyben az elvalasztas
(esetenként tisztitas) egy féligateresztd membran segitségével torténik. A szilard és a nagy
molekulatdomegili anyagok a feliiliszoban maradnak vissza, mig a kis molekulatomegii oldott
anyagok athaladnak a membrénon és a sziirletben telitddnek. Az eljarast az iparban és
kutatasban hasznaljdk makromolekulas oldatok (10%-10° Da), féként fehérjeoldatok
tisztitasara.

Munkank soran 0,5 ml-es 3K Amicon ultraszliréket hasznaltunk, melyek 3 kDa-nal
nagyobb fehérjék visszatartdsara alkalmasak. Hasznalat el6tt kétszer a puffercsere soran
alkalmazott pufferrel (altaldban 10 mM HEPES, pH = 7,4) mostuk a sziirOket, ugyanis
glicerinnel vannak atitatva a tartositdsuk érdekében. A puffercsere miivelete a
kovetkezOképpen zajlott: a sziiréshez hasznalt csdveket egyensulyoztuk (eltérés maximum

+ 20 pL) a puffer segitségével, majd 5 percen keresztiil 15 °C-on, 14000 g-n centrifugaltuk,
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majd az 0j pufferrel gjra feltoltottiik. Az atfolyd ledntése utan a miveletet mindaddig
ismételtiik, amig a puffercsere meg nem tortént és a kivant koncentraciot el nem értiik. A
minta kinyeréséhez a sziirét fejjel lefelé egy tiszta Eppendorf-csébe helyeztiik ¢s 1000 g-n

centrifugaltuk.
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5 Eredmények
5.1 1MEY# cinkujj fehérje mutansok

Az IMEY# cinkujj fehérjében 15 aminosav hosszusagu peptidszekvencia (,,linker”)
kapcsolja 0ssze az N-terminalis ATCUN motivumot és az elsé cinkujj motivumot. Mivel
felmeriilt az igény, hogy tanulmanyozzuk a ,,linker” fehérje-DNS kolcsonhatsokra gyakorolt
szerepét, kutatocsoportunk tobb modositott cinkujj fehérje génjét tervezte meg (2. tablazat).
Az egyes verziok a linker hosszaban és a pozitiv oldallancot tartalmaz6 aminosavak
szamaban térnek el. A dolgozatban a tovabbiakban az eredeti IMEY# cinkujj fehérjét
1IMEY#.1-nek jelolom.

2. Tablazat: A kutatocsoportunk altal megtervezett IMEY# mutansok aminosavszekvenciaja. A linker szakaszt
alahuzas jeloli. Pozitiv toltésii oldallanccal rendelkezd aminosavakat pirossal, a negativakat kékkel jeloltik. A
Zn(ll)-hez koordinal6dd ciszteinek sarga, a hisztidinek vilagoskék hatteriiek. AA: Fehérjéket alkotd

aminosavak szama

AA Szekvencia
IMEY#1 101 SGHIEGRHMLEPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
IMEY#2 96 SGHILEPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
1IMEY#2R 96 SRHILEPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
1IMEY#.2RK 96 SRHILKPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
IMEY#3 90 SGHKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
1IMEY#.3R 90 SRHKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
IMEY#4 91 SGHKKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
IMEY#4R 91 SRHKKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
IMEY#5 91 SGHEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
IMEY#5R 91 SRHEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS
IMEY#.6E 92 SGHGEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...QRTHTGKKTS

5.2 Fehérjék tisztitasa

A fehérjék eldallitasa soran a korabbi IMEY#.1 fehérjére alkalmazott eljarasok
szerint jartunk el. Részletesen csak a 2. tdblazatban szerepld fehérjék koziil az IMEY#.3R,
IMEY#.4, IMEY#4R 1MEY#5 el6allitasat mutatom be BL21, — fehérjekifejezésre
optimalizalt — E.coli baktériumsejteket felhasznalva. A gének pETMI11 bakterialis
hordozokban voltak, ami lehetdséget biztositott arra, hogy IPTG segitségével
tultermeltethetd legyen a fehérje (1asd kisérleti modszerek 4.2. fejezete). A taltermelddés jol
lathato a 6. abran, ahol a fehérjetisztitds egyes részlépéseibdl vett mintdk fehérjetartalmat
poliakrilamid gélelektroforézis segitségével méret szerint szeparaltuk. A baktériumok

feltarasat (,,lizis”) kdvetden a sejttormelék rengeteg fehérjét tartalmazott, tovabba szamos
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oldhatatlan komponenst, aminek kovetkeztében elmosddasok is lathatok (6. abra a,). A
mintak lecentrifugdlasa utan vett ,,oldhatd fehérjefrakcidkban™ mar jol megfigyelhetd a
baktériumban megtalalhaté szdmos fehérje savja mellett, joval nagyobb intenzitassal a
célfehérjénk (6. abra b,) azonban nem a cinkujj fehérjéknek megfelelé ~ 10 kDa-0s
tomegtartomanyban. Erre az a magyarazat, hogy a célfehérjék nem dnmagukban fejezédtek
ki, a gének kialakitasanak koszonhetden a fehérjék N-terminalis végeihez egy hexahisztidin
¢s egy SUMO toldalék is kapcsolodott. Az egymas mellett elhelyezkedd hisztidinek révén
lehetéség volt a fehérjék Ni(Il)-affinitas tisztitasdra. Az agardz-gyantan immobilizalt
nitrilotriacetdt (NTA) ligandumok a Ni(II) koordinacids szférdjat nem telitik teljes
mértékben, a szabad helyekre a fehérjéhez kapcsolt haxahisztidin toldalék képes
koordinalddni, igy a célfehérjék a gyantara kotve elvalaszthatok a sejt tobbi komponensétol.
Ez a jelenség is jol lathato a tisztitdsokhoz tartozd gélképeken, ahol a gyantira kotést
kovetden a feliiluszobdl vett frakeiobol eltiintek a célfehérjékhez tartozod savok (6. abra d),
mig a Ni(II)-NTA gyantabol vett mintdban egy nagy intenzitdsu sav figyelhetd meg a
célfehérje mérettartomanydban (6. dbra ). Habar joval kisebb intenzitdssal, de tovabbi sdvok
is megfigyelhetdk a gyanta frakciojaban. Ennek az a magyarazata, hogy a baktérium eredeti
fehérjéi is tartalmaznak hisztidineket, ezek szintén képesek koordinalddni valtozo mértékben
a Ni(I)-NTA gyantahoz. Annak érdekében, hogy ezektdl a fehérjéktdl is szeparaljuk a
célfehérjénket, kihasznalhatjuk a kelateffektust. [47] Mivel az affinitastoldalékunkban
egymas mellett talalhatd tobb hisztidin, ezek tobbfogu ligandumokként nagyobb stabilitast
komplexeket képeznek a gyantahoz kotott Ni(I1)-vel, mint a sejt egyéb fehérjéi, amelyekben
statisztikusan nagyon kicsi a valdszinlisége, hogy egymds mellett tobb hisztidin
helyezkedjen el a fehérje felszinén. A megfeleld mosasi 1épést kovetden lathato, (6. abra f,
g) hogy minden fehérjefrakciot eltavolitottunk, amely nem a mi célfehérjénk. Az ULP1
protedzzal torténd hasitas utan a feliiluszot minta vételezve mar csak a célfehérjénk savja
jelent meg a gélen (6. abra h). Lathato, hogy a gyantan is maradt a célfehérjékbdl (6. abra i),
de ezen kisérletiink célja a tiszta, szennyez6désmentes fehérje eldallitasa volt. Tovabba
lathatok kis intenzitasu savok is, melyek a hasitas soran keletkeztek, és szintén megtalalhato
a gélen a lehasitott His-SUMO toldalék is valamint az ULP1 protedz, mindkettd a gyantahoz
kotodve.

Ezt kovetéen a mintakon 100 mM HEPES-sel (pH = 7,4) puffercserét hajtottunk
végre, mig az imidazol-koncentracié ~1 uM ald nem csokkent (kisérleti modszerek 4.6.

fejezete).
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6. abra: IMEY# mutansok tisztitisanak vizsgalata 16,5 % (m/v) Tricin-SDS-Poliakrilamid gélen. a: teljes
fehérjefrakcio; b: oldhato fehérjefrakcio; c: oldhatatlan fehérjefrakcio; d: felilluszo a Ni(II)-NTA gyantdhoz
vald kotédés utan; e: gyanta fehérjekotés utan; f: feliilliszo 1. mosasi 1épést kovetden; g: feliiliszo 4. mosasi
1épést kovetden ; h: feliilusz6 ULP1-gyel torténd hasitas utan; i: gyanta ULP1-gyel torténd hasitas utan;
Marker: 5 pl Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker

Az IMEY#.3R, 4, 4R ¢és 5 fehérjék mellett az IMEY#.2, 2R, 2RK, 3, 5R ¢és 6E

verziok eldallitasa is sikeres volt a Tricin-SDS-Poliakrilamid gélképek alapjan (7. abra).

TMEY#.

\Da 1] 2 |2R[2RK| 3 |5R|6E

] Marker
| Marker

14,4 -.'----
- - -

7. abra: Tovabbi IMEY# mutaansok tisztitast kovetéen 16,5 % (m/v) Tricin-SDS-Poliakrilamid gélen. Marker:
5 ul Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker
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5.3 Fehérjék vizsgalata

5.3.1 Fehérjék masodlagos szerkezetének vizsgalata
Miutén az el6z6 alfejezetben igazoltuk, hogy SDS-PAGE alapjén sikeriilt el6allitani
és kitisztitani az 1MEY#.1 cinkujj fehérje modositott verzioit, megvizsgaltuk ezek

masodlagos szerkezetét CD-spektroszkopiaval.

o

— 1MEY#.1
— 1MEY#.2
— 1MEY#.2R
—— 1MEY#.2RK
1MEY#.3
—— 1MEY#.6E

o N A O ©®

CD (mfok)
R

Hullémhzgossz (nm) 240 200
— 1IMEY#.1

1MEY#.3R

1MEY#.4
——1MEY#.4R

1MEY#.5

1MEY#.5R

S

CD (mfok)
é
f
|
i

180 , 220 260
Hullamhossz (nm)

8. abra: Modositott IMEY# fehérjék CD-spektrumai el6allitast kovetden Gsszehasonlitva az eredeti IMEY#.1
cinkujj fehérje CD spektrumaval. a, feltehetéen oxidalodott fehérjék; b, ép szerkezetii fehérjék CD spektrumai.
A mérések 18,8 uM fehérjekoncentraciora normaltak | = 0,02 cm (10 mM HEPES pH = 7,4).

Az IMEY#.1 fehérje spektrumanak X-tengelymetszete 197-198 nm-nél van, ami
kutatocsoportunk elézetes ismeretei alapjan ép szerkezeti fehérjére utal. A 2, 2R, 2RK, 3,
valamint 6E mutansok X-tengelymetszete 195-196 nm-nél lathato, alakjuk jelentésen eltér
210 nm-alatt a referencia IMEY#.1 fehérje CD spektrumatol (8. abra a,). Ez a fehérjék

szerkezetének nem teljes épségére utalhat, feltehetben néhany cisztein cisztinné vald
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oxidalasat jelzi a tisztitas soran. A 3R, 4, 4R, 5, 5R verziok X-tengelymetszete 198 nm-nél
magasabb hullamhossztartomanyba tolodott el, mig a CD spektrum alakja hasonlo a
kiindulasi IMEY#.1 fehérjéhez (8. dbra b,). Ez az eltérés mar jobban magyarazhato, mivel
a mutansok kialakitasakor az N-terminalis végen elhelyezkedo rendezetlen szerkezetii linker
szakasz hosszat roviditettiik, ezzel pedig szazalékosan noveltiik a cinkujj fehérje rendezett
részeinek aranyat. A C2H2 tipust cinkujj fehérjékre B-redd és a-hélix masodlagos szerkezeti
elemek jellemzoek, amelyek X-tengelymetszete a szakirodalmi adatok alapjan 210 és 200
nm kornyékén taldlhatd, mig a rendezetlen szerkezeti elemek ~210 nm alatt a negativ

tartomany felé toljak a jelintenzitast [48].

5.3.2 Fehérjék szerkezetének helyreallitasa

Azoknak a mutansoknak (2, 2R, 2RK, 3, 6E) a szerkezetét, amelyek CD-spektruma
alapjan cisztein = cisztin oxidaciot feltételeztiink, helyre kellett allitanunk a tovabbi
kisérletekhez. Ezt TCEP (trisz(2-karboxietil)foszfin) redukaloszerrel végeztiik el (9. abra).
A TCEP-t fehérjékben, peptidekben 1évé diszulfidkotések redukciojara hasznaljak. Elénye,
hogy széles pH-tartomanyban alkalmazhat6, stabil, nem illékony, valamint egyéb funkcios

csoportokkal nem reagal [49].

OH O
P ~ A OH 0
o7 ~""p OH , R._s. R MO 0
0 T gt OJ\/\FI’/\)LOH-I-QR—SH
O
OH
OH
TCEP

s

TCEP-vel kezeltiink 1,5 6ran at szobatdmérsékleten 100 uM Zn(II) jelenlétében 10 mM HEPES pH = 7.4
pufferben.

A fehérjemintakat 100 uM extra Zn(Il) jelenlétében kezeltik 900 uM TCEP-vel,
hogy telitsiik a redukalddott ciszteineket Zn(II)-vel és a diszulfid hidak ne alakulhassanak ki
ujbol. A mintdkat 1,5 o6ran at inkubaltuk szobahdmérsékleten annak érdekében, hogy a
redukcid biztosan végbemenjen. Ezt kdvetden ultrasziirés soran (kisérleti modszerek 4.6.
fejezet alapjan) a TCEP koncentraciot ~2 uM ala csokkentettiik 10 mM HEPES-sel (pH =
7,4). Erre azért volt sziikség, mert mind a CD-mérésnél, mind a tomegspektrometrias

analizisnél a TCEP tul nagy intenzitassal jelent volna meg, igy zavarta volna a méréseket.
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10. abra: Redukalt és Zn(l1)-vel telitett IMEY# cinkujj fehérje verziok CD-spektrumai. A kinagyitott részlet
az egyes fehérjespektrumok X-tengelymetszetét mutatja. Az abrafeliratok mogott az egyes fehérjék

aminosavszekvenciajanak hossza zarojelben talalhat6. A spektrumokat 18,8 uM fehérjekoncentraciora

normaltuk 1 = 0,02 cm (10 mM HEPES pH = 7,4).

Ahogyan a 10. abran lathato, a fehérjék szerkezetét sikeriilt helyreallitani a
redukalassal. A spektrumok alakja nagymértékben hasonlit az eredeti IMEY#.1 fehérje CD
spektrumahoz. A 197-201 nm hullamhossztartomanyt kinagyitva az X-tengelymetszet
mindegyik esetben a nagyobb hullamhosszak felé tolodott el a varakozasoknak megfelelden.
Habar a spektrumok zajszintje attdl fliggéen valtozik, hogy az intenzitas normalast
megeldzden mekkora volt a fehérjék koncentracioja, mégis megfigyelhetd egy tendencia,
hogy minél rovidebb egy fehérje, és ezzel egyiitt az N-terminalis végen elhelyezkedd
rendezetlen szerkezetii szakasz, annal nagyobb hullamhosszaknal van az X-tengelymetszet.
A tendenciatol csupan az IMEY#.2RK fehérje tér el, &m amint az abran is lathato ez a

spektrum kifejezetten zajos.

5.3.3 Masodlagos szerkezeti elemek aranyanak vizsgalata
A CD-spektrumok alapjan megkiséreltiik megbecsiilni a fehérjék masodlagos

szerkezeti elemeinek Osszetételét. A spektrumok kiértékeléséhez a BeStSel (Beta Structure
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Selection) programot hasznaltuk, amely a masodlagos szerkezeti elemek szazalékos aranyat
adja meg a fehérjékben. A spektrumok szoftveres kiértékelésébol nem sikeriilt egyértelmiien
megallapitani, hogy lenne Osszefiiggés a fehérjék hossza és azok rendezettsége kozott (3.
tablazat). Habar a program alapjan a fehérjék szerkezeti 6sszetétele hasonld (ami elvarhato),
azonban csak a masodlagos szerkezeti elemek 50-56%-at képes egyértelmiien hozzarendelni

a-hélixekhez, B-redékhoz, illetve B-kanyarokhoz.
3. tablazat: Cinkujj-fehérje mutansok masodlagos szerkezeti elemeinek szazalékos Osszetétele BeStSel

programban szimulalva a CD spektrumok 185-250 nm-es tartomanyait felhasznalva [50].

Aminosavak szama a-hélix B-red6 B-kanyar  Egyéb
IMEY#.1 101 15% 26% 15% 44%
1IMEY#.2 96 14% 25% 15% 46%
IMEY#2R 96 13% 26% 16% 45%
IMEY#.2RK 96 17% 25% 13% 45%
1IMEY#.3 90 16% 24% 14% 45%
IMEY#3R 90 14% 22% 15% 50%
IMEY#.4 91 13% 25% 15% 47%
IMEY#4R 91 15% 20% 16% 49%
IMEY#.5 91 14% 25% 14% 46%
IMEY#5R 91 16% 26% 14% 44%
IMEY#.6E 92 14% 20% 18% 49%

5.3.4 Tomegspektrometrias mérések eredményei

A CD-ben kovetett masodlagos szerkezeti vizsgalatok alapjan a fehérjékben talalhato
ciszteinek redukélt formaban vannak és Zn(Il)-t kotnek. Am errdl egyéb modszerrel is meg
akartunk bizonyosodni, igy ESI-MS méréseket hajtottunk végre. Egy MS vizsgalattal
emellett informacidét nyerhetiink a fehérjeszekvencia épségérdl, amennyiben vannak
fragmentumok, azok milyen aranyban vannak jelen az ép fehérjéhez viszonyitva. A fehérje
fémtelitettségét is igazolhatjuk, tovabba azt, hogy valoban a megtervezett fehérjeszekvenciat
sikeriilt-e el6allitanunk.

Mivel az MS méréseket zavarja a nagy sOkoncentracio, igy elsé 1épésben 50 mM
NH4HCO3 pH = 7,8 pufferre cseréltiik a korabbi 10 mM pH = 7,4 Hepest ultrasziirés
segitéségével (kisérleti modszer 4. 6.fejezet) A fehérjemintak mindegyikét kétféleképpen
vizsgaltuk a tomegspektrometrias modszerrel: elsé 1épésben a mintakat 0,1 %-0s hangyasav-
oldattal kezeltiik, ezzel a cinkujj-alegységekben kotott Zn?*-ionok eltavolitasa volt a cél. Igy
ellendriztiik a fehérjeszekvencia épségét. A masik mérés soran a mintakat sav hozzdadésa
nélkiil vizsgaltuk. Ebben az esetben a Zn?*- és Ni?*-fémionok a fehérjéhez koordinalodva

maradnak. A 11. abra az IMEY#.2 fehérje fémmentes és fémkotott formajanak
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dekonvolacié utan nyert tomegspektrumdt mutatja be. Amint az lathatd, a fehérjéhez
rendelhetd legintenzivebb csucs ~7,8-as pH-n a harom Zn(II)-t és egy Ni(Il)-t koté forma,
emellett detektalhato ~20%-o0s intenzitassal egy K*-addukt is, illetve 10-15%-ban Ni(ll)-
mentes forma. Igy egy esetleges nukleaz aktivitas vizsgalatot megelézéen a fehérjét extra
Ni(II) hozzaadasaval teliteni kell (11. abrab,). A mintaban savas koriillmények k6zott a fémet
nem tartalmazo IMEY#.2 fehérje csucsa van jelen a legnagyobb intenzitdssal, amely mellett
megfigyelhet6 kis intenzitassal csak Ni(II)-kotott forma is (11. abra a,). Azt, hogy a Ni(ll)-t
nehéz eltavolitani az ATCUN motivumbol kutatocsoportunk tagjai mar korabban is
megfigyeltek az eredeti IMEY#.1 fehérjét tanulmanyozva, mivel a Ni(II)-ATCUN komplex

nagy termodinamikai stabilitasa mellett kinetikailag is inert [51].

a, b,
1TMEY#.2 AMEY#.2 + 3 Zn(ll) + Ni(ll) -8 H*
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11. abra: a, apo-1MEY#.2; b, holo-1MEY#.2 fehérje ESI-MS-ben vizsgalva. c(LMEY#.2) = 2 uM; 8,2 mM
ABC (pH = 7,8). A tomegspektrumok dekonvolalt MH* értékek. A dekonvoluciot a FreeStyle 1.6 (Thermo
Scientific) programban hajtottuk végre.

A tovabbi fehérjék tomegspektrumait nem tiintettiik fel kiilon, csupan a {6 detektalt
csticsokat gyujtottiik ki (4. tablazat) Savas kezeléssel minden esetben sikertilt eltavolitani a
kotott Zn®*-ionokat. A maximum eltérések a szimulalt és mért atlagos tomegek kozott (2
fehérje kivételével) 2 Da alatt mozognak. Az 1-2 Da eltérések a fehérjetomegekben a
ciszteinek oxidacidjara utalhatnanak, ennek azonban ellentmond, hogy a savval nem kezelt
fehérjék esetén szinte kivétel nélkiil tokéletes egyezést tapasztaltunk a mért is szimulalt
tomegek kozt, megfeleld mennyiségben kotottek Zn(11)-t is. Ebbdl adodoan feltételezhetjiik,
hogy a fehérjemintak épek, de mivel egyszerre tortént az dsszes fehérjeminta savas kezelése

mérést megelézden, igy a késobb sorra keriild fehérjekben mar megindulhatott a részleges
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cisztein oxidacid savas kozegben. Ettdl fiiggetleniil, ahol a fémet-k6té forma tdmege jonak
bizonyult azt a mintat elfogadtuk helyes szekvencidji, redukalt ciszteineket tartalmazo

fehérjének tekintettiik.

4. tablazat Tomegspektrometrias mérési eredmények oOsszefoglalasa (A: szimulalt legintenzivebb MH*
cstcshoz rendelhetd tomeg (Da); B: mért legintenzivebb MH* csticshoz rendelhet6 tomeg (Da)) Zold hattér:
0,5 Da-nal; s6tétzold hattér: 1 Da-nal; narancssarga hattér: 2 Da-nal kisebb eltérés a mért és szimulalt tomeg
kozott. Piros hattér 2 Da-nal nagyobb eltérés van a mért és szimulalt tdmeg kozott. A szimulaciot a FreeStlye

1.6 (Thermo Scientific) program segitségével hajtottuk végre.

Apo fehérje forma

3 Zn(ll)-es forma

3 Zn(I1) 1 Ni(l1)-es forma

Osszegképlet A

Osszegképlet A B

Osszegképlet A B

CygsH767N1570154S; 11486,53
Ca61H729N147014,5s 10875,26
Cye5H738N1500147S¢ 10974,34
Cye6H743N1510145Ss 10973,40

AMEY#.3 | C,,Hgs5N14101555; 10236,94

CazeHe92N14401375 10336,01

CagsH761N15701545,Zn3 11676,26
Ca61H723N147014756ZN3
Ca65H732N150014756ZNn3

CagsHyssN1s701545,Zn5Ni, 11733,18
CaerHy21N147014756Zn5Ni; 11122,92 [11121,98
C465H730N1500147562n3Ni1
C466H735N1510145562n3Ni1
CasHg77N141013,56Zn; 11426,67 | 11425,75 | C,.5,He7sN141045,5:ZnsNiy
C436H686N1440137sﬁzn3 10525’75 C436H684N1440137562n3Ni1

11065,00
11165,08
Cag6Hr37N151014556Zn3 11164,13 -

nem .
Ca3gHeosN14301385¢ 10365,03 Ca3gHegoN143013556Zn3 10554,77 detektalt Ca3gHes7N14301356Zn3Niy
1MEY#.4R nem .
- C442H704N146013856 10464111 C44ZH598N1460138562n3 10653185 detektalt C442H696N1460138562n3N|1
nem

C437H690N142014056 10365198 C437H584N1420140562n3 10555171 C437H682N1420140562n3Ni1

detektalt

Caa1HgosN1450140Ss 10465,06 Caa1Hgo3N145014056Zn3 10654,79
CazoHgo3N14301415s 10423,00 10422,02] C,3Hsg;N1450,4:56Zn; 10612,73

Ca41H691N145014056ZN3Niy
Ca39He85N1430141S6ZN3Niy

A legtobb fehérje ATCUN-motivuma Ni(ll)-vel volt telitve. Két fehérje-mutans, az
IMEY#.2R és IMEY#.3R esetében azt tapasztaltuk, hogy jol detektalhaté Ni(II)-mentes
fehérjecstics jelent meg, igy ezeknél a fehérjéknél tovabbi Ni(Il) sziikséges a teljes telitéshez.

Az IMEY#.2RK verzi6 esetében az apo (fémmentes) és fémet kotd formaban is 2
Da-nal nagyobb eltérés mutatott a mért és szimulalt tomegek kotott. Itt az értékelést
bonyolitja, hogy a fémkoté formaban tobb csucs is talalhaté egymastol 6 Da tavolsagra
(11224,11 Da és 11218,12 Da). Ezt nem lehet a ciszteinek oxidacidjaval magyarazni.
Amennyiben egy cisztin alakul ki a fémeket is kot formaban, detektalunk kellett volna csak
2 Zn(I1)-t kot6 format, ehelyett azonban a holo IMEY#.2RK fehérje tomege gy tért el
szisztematikusan hogy harom Zn(II) és egy Ni(Il) is kotve volt.
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12. abra: IMEY#.2RK fehérje MS2 fragmentacidja soran kapott cstcsok, és a hozza rendelhet6 fragmensek.
A vizsgalat soran a 784,00 m/z értéknél talalhatd csticsot valasztottuk ki, majd titk6zés indukalt disszociacios

modszerrel (CID) 30 eV {itkdzési energiaval fragmentaltuk.

Megkiséretiik fragmentalni a fehérjét annak érdeklében, hogy pontosabb képet
kaphassunk a fehérje szekvenciajarél. Utkozés indukalt disszociacios modszerrel (CID)
sikeriilt azonositanunk a fehérje N-termindlis végén talalhato elsé 10 aminosavbol allo
fragmensét, illetve a C-terminalis végen talalhat6 26 aminosavbdl felépiilé fragmentumot
(12. abra). Ezek tomegei megegyeztek az elméletileg vart fragmenstomegekkel, igy ezen
részei a fehérjéknek biztosan az elvart szekvenciat tartalmazzak, de elképzelhetd, hogy a
koztes régioban mutacid kovetkezett be. Ebben az esetben a fehérjét kodold gén
szekvenalasa soran hiba torténhetett, aminek azonban igen Kicsi a valdszintisége. Ez a
cinkujj fehérje verzi6 a nukleaz-aktivitasi kisérletekben nem hasznalhato fel, azonban a tobbi

10 fehérje alkalmas a tovabbi vizsgalatokra.
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5.4  Ni(ID-Cu(ll)-csere az ATCUN-motivumban

A DNS-hasitasi kisérletekhez meg kellett vizsgalnunk, hogy a fehérje képes-e stabil
komplex kialakitasara ugy, hogy az ATCUN-motivum Ni?*-ionjat Cu?*-ionra cseréljiik
mikdzben a cinkujj alegységek sértetlenek maradnak és tovabbra is Zn(II)-t kotnek meg.
Ehhez el6szor meg kellett gy6zddniink, hogy a komplex egyaltalan ki tud-e alakulni.

El6szor az IMEY#.1 fehérje ATCUN-motivumab6l 100 X EDTA felesleggel (1 mM
végkoncentracid) tavolitottuk el a Ni®*-iont. Mivel ezzel egyiitt a fehérje Zn?*-ionjai is
EDTA-komplexbe kertiltek, igy a kezelés soran 100 uM TCEP redukaloszer is jelen volt,
hogy a szabad ciszteineket megvédjiik az esetleges oxidaciotol [52]. A fehérjét 10 mM, pH
= 8,2 HEPES-pufferben 210 percig 50 °C-on inkubaltuk. A hosszi inkubacios id6t az tette
sziikségessé, hogy az ATCUN motivumban kotott Ni(II) nagy stabilitasa mellett kinetikailag
is inert, amint azt az el6z6 alfejezetben mar lathattuk. Ezt kovetden ultrasziiréssel az EDTA
koncentraciojat 1 uM-ra csokkentettik 10 mM HEPES puffer (pH = 7,4) segitségével,
mikdzben folyamatosan Zn?*-ionokkal telitettik a fehérjék Zn(II)-kétéhelyeit. Ennek
eredményeként a puffercsere végére Zn(Il)-telitett és majdnem Ni(Il)-mentes fehérjéket
kaptunk.

100- —MEY# 100 —AMEY# 100 —
] +37n(ll 1 +Ni(ll) +3 Zn(ll)
] 11676,35 ] 11733,20

75

-

o

|
1

50

£ 50 1MEY#
7 +Ni(ll) +3 Zn(ll
11732,22

] 1MEY#
25 +Ni(l) +3 Zn{ll
] 11733,27

Relativ intenzitas %

= =
0 ]
8 3
N

: g
£ 5] g
= =
g g
L] [ ]
14 14

0 : : 0 :
11700 11é00 119'00 11}"00 11800 11900 11700 11800 11900
miz miz miz

13. 4bra: a) EDTA-val kezelt, majd Zn(ll)-vel telitett IMEY#.1 fehérje- b) Ni**-ionnal telitett IMEY#.1
fehérje- ¢) Cu?*-ionnal telitett IMEY#.1 fehérje tomegspektrumai

A 13. abra alapjan megallapithatd, hogy az EDTA-val kezelt fehérjébdl nem teljesen
sikeriilt eltavolitani a Ni(I[)-t a kezelés végére (a)). Jol lathaté egy viszonylag nagy
intenzitasu csucs, amely ugyancsak megerdsiti, hogy az ATCUN-motivum Ni(IT)-komplexe
kinetikailag inert. Amennyiben tovabbi Ni?*-iont adunk a fehérjéhez csak egy csiics
figyelheté meg, ahol ujra 100%-ban kialakult az ATCUN-motivum Ni(Il)-komplexe, mig a
cinkujjakban kotott Zn?*-ionok sértetlenek maradtak (13. dbra b)).
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A Cu(ll)-telités soran a mar EDTA-val kezelt majd Zn(ll)-vel telitett IMEY#.1

fehérjéhez 0,8 ekvivalens Cu(ll)-oldatot adva sikertilt eldallitanunk a cinkujj fehérje-Cu(ll)

komplexét (13. abra €)). A tomegspektrum legintenzivebb csticsa ehhez rendelhet6. Emellett

azonban tovabbra is megfigyelheté a mintaban kis mennyiségii a Ni(ll) fehérje-komplex.

Mivel az elsddleges célunk az volt, hogy bizonyitsuk a Cu(Il) komplex kialakithatdsagat,

igy ebbdl a szempontbdl a részben jelenlévd Ni(Il)-kotott forma nem okoz gondot, de a

késobbiekben hosszabb inkubacidra vagy nagyobb EDTA feleslegre lehet sziikség, hogy

100%-ban eltavolitsuk a Ni(ll)-t egy nukleaz aktivitasi vizsgalatot megelézéen.

5. tablazat: Az IMEY#.1 fehérje verzio kiillonboz6 fémekkel telitett modosulatainak MS-eredményei.

Osszegképlet Szimliéljzﬂltea;clagos Még j:éaggos

IMEY#.1 (fémmentes) CuagsH767N 157015457 11486,53 11486,57
3 Zn(Il)-es forma CagsH761N1570154S7Zn3 11676,26 11676,35

3 Zn(Il) 1 Ni(l1)-es forma | CagsH750N157015457Zn3Niy 11733,18 11733,27
320 L Cullyes | ¢ 00HosoN1s70154S7ZNaCuy 11738,18 11738,21

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy a komplex hasznalhat6 lesz a DNS-

hasitasi kisérletekben,

meg kellett gy6zOdnlink annak intenzitdsarol. Ezt CD-

spektroszkopiaval ellendriztilk. A mintat 72 6ran at inkubaltuk 37 °C-on, 24 orankénti

mintavételezéssel.

3.5 4

25 4

CD-jel (mfok)
(=]
(9]

-25 4

—1MEY#.1
—+Cu(ll0h

180

190 200 210 220 230 240 250

Hullamhossz (nm)

260

14. dbra: Az IMEY#.1-Cu(ll) (Creherie = 10 pM) komplex CD-spektrumai (puffer: 50 mM ABC pH: ~7,8)
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Kutatocsoportunk korabbi mérései alapjan amennyiben szabad Cu(Il) keriil
kolcsonhatasba a cinkujj fehérjével, akkor pillanatszeriien 6sszeomlik a fehérje méasodlagos
szerkezete mikozben a Zn(II) kiszorul a kot6helyérdl és a fehérjékben talalhatéd ciszteinek
cisztinné oxidalodnak Cu(Il)-hatasara. Az 14. abran lathato, a fehérje CD spektrumaban egy
kis mértékli intenzitdscsokkenés, de annak alakja a mérés zajszintje mellett adllandonak
tekinthetd, az X-tengelymetszet sem valtozik, igy kijelenthetjiik, hogy a fehérje szerkezete
nem omlott dssze 72 ora inkubalas utan sem. Id6vel a mi esetlinkben is szamitani lehet a
szerkezet 0sszeomlasara, mivel az ATCUN motivum Cu(Il)-komplexének nagy stabilitasa
ellenére szabad Cu(Il) kis mennyiségben mindig jelen van az oldatban, és ennek redoxi
reakcioja a ciszteinekkel eltolja az egyensulyt az ATCUN-Cu(Il) komplex szétesésének
iranyaba, de eredményeink alapjan ez jelen mérési koriilmények kozott 72 ora alatt nem
szamottevd, igy felhasznalhaté a cinkujj fehérje Cu(Il)-komplexe is a nukleaz aktivitasi
vizsgélatok soran, ahol a tipikus inkubalasi idok nem tartanak 3 napnal tovabb.

5.5 Nukleaz aktivitasi kisérletek
Ezt kovetdéen megkezdtiik a nukledz aktivitasi vizsgalatokat, elsdként a Ni(ll)-

komplexekkel.
“@ @@
A

5’ ~-GAGGCAGAATTCTGCCTC-3’
3’ -CTCCGTCTTAAGACGGAG-5"

15. abra: A pUC119AH+N-NO korkoros DNS hordozoba épitett IMEY# felismerési hely szekvencidja, és a

hozza ko6t6do cinkujj fehérjék sematikus abrazolasa.

Egy olyan pUC19-alapt bakterialis DNS hordozot alkalmaztunk a kisérletek soran,
amelybe kutatdécsoportunk tagjai beépitették az 1MEY-cinkujj fehérjék DNS-felismerési
helyét: 5’-GAGGCAGAA-3’, egymas utan kétszer palindrom modon (15. abra).
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+1IMEY#.
3 3R 4 4R 5 5R 6E

Ni(I) | Ni() | Ni(iy [ Ni() [ N [ ONaen [N | N | Nige

+1MEY#.

16. abra IMEY# mutansok nukleaz aktivitasi tesztje 1 m/V % agaroz gélen vizsgalva a, hozzaadott oxidaloszer
nélkiil; b: H207 jelenlétében. 100 ng/ul pUCT119AH+N-NO; 100 uM H202; 5 uM NiCly; 5 uM IMEY#.X 32
mM HEPES 150 mM NaCl pH = 82; 37 °C 24, 96 6ra. Marker: 1 kb Gene Ruler Plus. oc: nyilt cirkularis, sc:

szuperhelikalis, lin: linearis DNS konformacio.

Az eredmények alapjan 150 mM NaCl-tartalma pufferben nem sikeriilt DNS hasitéast
detektalnunk H2O: segédreagens jelenlétében és hianyaban sem. A cinkujj fehérjéket is
tartalmazod reakciodelegyekben szinte kivétel nélkiil csak a teljesen sértetlen szuperhelikalis
DNS konformécio jelenik meg 4 napos inkubalast kovetden, mig a kontrollként alkalmazott
csak hidrogén peroxidot és Ni(II)-t tartalmaz6é mintdkban az egyszali hasitds hatasara
Kialakult cirkularis és kétszala hasitas utani linearis konformacio is jelen van (16. abra). Ez
feltehetden annak tudhat6 be, hogy nagy ionerdsség mellett az ATCUN motivumok nukleaz
aktivitasa lecsokken, amint arra a szakirodalomban is talaltunk példat [53], igy a jovOben a

kisérleteket kissebb ioner6sség mellett folytatjuk.
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6 Osszefoglalas

Tudomanyos diakkori kutatdsaim soran fo feladatom volt a kutatdcsoportunk altal
megtervezett IMEY# fehérje modositott verzidinak eldallitasa, tisztitasa, és DNS-sel
kialakitott kdlcsonhatdsanak vizsgalata.

Eldszor a linker szakasz hosszaban €és az aminosav-szekvencia dsszetételében eltérd
IMEY# modosulatok eldallitasat végeztem el. Ehhez mar rendelkezésre alltak a fehérjék
génjei pETMI11 DNS hordozdoba épitve. A fehérjék hexahisztidin-SUMO-toldalékkal
fejez6dtek ki fehérjetermelésre optimalizalt E.coli sejtekben, amit IPTG segitségével
indukaltam. A fehérjéket Ni(ll)-affinitas alapu tisztitassal valasztottam el a sejt tobbi
fehérjéjétdl. A tisztitas kiilonboz6 fazisaiban vett mintakban SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel ellendriztem a célfehérje jelenlétét, a fehérjetisztitas sikerességét. A
gélképek alapjan sikerrel allitottam elé tiz modositott IMEY# verzidt, de a cirkularis
dikroizmus spektroszkopids mérések alapjan a tisztitott fehérjék egy részénél feltehetden
részlegesen oxidalodtak a cinkujj alegységek ciszteinjei. Ennek elkeriilése érdekében
modositottuk a fehérjetisztitasi eljarast, a jovoben a sejtek feltarasat Zn(Il)-tartalmu pufferrel
hajtjuk végre. Az oxidalt cinkujj fehérjéket TCEP segitségével redukaltam. Az ismételt CD
mérések alapjan az oxidalodott fehérjék szerkezetét sikerrel allitottuk helyre, a spektrumok
alakja hasonlonak bizonyult a kiindulasi IMEY#.1 fehérje spektrumahoz. A moddositott
fehérjék CD spektrumanak X tengelymetszete a 197-198 nm-es tartomanyban a nagyobb
hullamhosszak felé tolodott, ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a cinkujj alegységeket az
ATCUN motivummal 6sszekdtd aminosavszekvencia szerkezete rendezetlen, igy ezt a
szakaszt roviditve a fehérje rendezettsége no.

Az eldallitott fehérje modosulatokban a cinkujj alegységek Zn(ll)- és az ATCUN-
motivum  Ni(ll)-telitettségét elektrospray-ionizacios tomespektrometrids mérésekkel
igazoltam. A mért és szamitott tomegek jo egyezést mutattak a legtobb esetben. Emellett a
mintakat savanyitva eltavolitottam a fémionokat a fehérjékbol, majd szintén ESI-MS
méréssel ellendriztem a fehérjék elsodleges szerkezetét. Egyetlen verzio kivételével
(IMEY#.2RK) megallapitottam, hogy a modositott fehérjék elsddleges szerkezete
megegyezik az elvarasainkkal. Az IMEY#.2RK fehérjét megprobaltam MS-MS technikaval
fragmentdlni, hogy azonositsam az elméleti és mért tomegek kozott megfigyelt tobb Da
eltérés okat. Mivel sikeriilt a fehérje N- €s C-terminalis végébdl szarmazo olyan
fragmenseket azonositani, amelyek tomege megegyezett az elméleti értékekkel, igy

feltehetden a fehérje cinkujj alegységeinek szekvenciajaban kovetkezhetett be mutacié. Ezt
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a fehérjét a tovabbi kisérletekben nem hasznalhattuk fel, a jovében ujra kell ellendrizni a
fehérjét kodold gén DNS szekvenciajat.

Az 1IMEY#.1 fehérje ATCUN-motivumabol EDTA kelator segitségével
eltavolitottam a Ni?*-iont, majd sikeresen kicseréltem Cu?*-ionra, mikozben a cinkujj
alegységek szerkezete sértetlen maradt, ezt tomegspektrometrias méréssel igazoltam. CD-
spektroszkopiaval vizsgaltam fehérje Cu(Il)-komplexének intenzitasat és megallapitottam,
hogy minimalis intenzitdscsokkenés ugyan bekovetkezik a fehérje CD-spektrumaban, de
szerkezete nem omlik Ossze 72 6ras inkubacié soran. Igy hasznalhat6 DNS-hasitasi
kisérletekhez a potencialis nukleazok Cu(Il)-komplexe is.

Megkezdtem a  fehérje-DNS  kolcsonhatdsok — vizsgélatat, amit agardz
gélelektroforézissel kovettem. Az elsé eredmények alapjan 150 mM NaCl jelenlétében nem
sikeriilt nukleaz aktivitast kimutatnunk a Ni(II)-komplexeket felhasznalva. A tovabbiakban
foként DNS-hasitasi kisérletekre, a koriilmények optimalizasara fogok fokuszalni, kisebb
ionerdsségnél tervezem megismételni a kisérleteket, valamint megkezdem a méréseket a

cinkujj fehérjék Cu(II)-komplexeivel is aszkorbinsav segédreagens jelenlétében.
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