A fehérje-fehérje kolcsonhatas szerkezeti alapjai és biologiai szerepiik:
multidiszciplinaris megkozelités
(zarojelentés)
Az ELTE Biokémiai Tansz€ék tudoményos kutatdsainak tengelyében
évtizedek oOta a fehérjék szerkezetének, funkciojanak és a fehérjék kozotti
kolcsonhatasok szerkezeti hatterének €s biologiai jelentoségének felderitése
all. Valamennyi, az elmult négyéves palyazati ciklusban vallalt feladatunk
teljesitése a fenti célokat szolgalta. A vezetd kutatdé megitélése szerint a
palyazat timogatéasaval elért legkiemelkeddbb eredményeink, a vallalt témak
sorrendjében a kovetkezOk voltak: 1) Megallapitottuk, hogy a primata-
specifikus tripszin 4 egyik, feltehetden biologiai szubsztratja a mielin
bazikus fehérje és modellt dolgoztunk ki a human tripszinogén 4 asztroglia
sejteken beliili transzportjanak és aktivaciojanak kovetésére 2) Hazankban
els6ként allitottuk be a fagbemutatds modszerét, melynek segitségével az
eredetitdl eltérd specifitdsi proteaz inhibitorokat Aallitottunk eld. 3)
Megallapitottuk, hogy a miozin II motorfehérje regulacios képességének az
az eldfeltétele, hogy a proximalis kétlanct coiled-coil szerkezet instabil
legyen. 4) Felderitettik a miozin II specifikus inhibitoranak, a
blebbistatinnak a miikodésmechanizmusat. 5) Kifejlesztettiink egy uj
tranziens kinetikai moddszert, a ,temperature-jump/stopped flow”-t a

modszer alkalmazasahoz sziikséges berendezéssel egyiitt.

3.1.1 A Photorabdus rovarpatogén baktérium Proteaz-A (PrtA)
természetes szubsztratjainak és inhibitoranak vizsgalata

A serralysin-tipusu, Zn-metallo-proteazok koz¢ sorolhatd PrtA proteolitikus
rendszerét vizsgaltuk rovarok testfolyadékdban, a PrtA szubsztrat (PAS)
fehérjéit és a PrtA természetes inhibitorait (PAI). A PrtA-t nagy virulencigju



rovar patogén baktériumok szekretaljak. Tizenhat olyan fehérjét taldltunk,
melyeket a PrtA szelektiven hasit. Ezek koziil kilenc az N-terminélisat
hatdroztuk meg. Hatot adatbazisokbol azonositottunk. Ezek a kovetkezok:
scolexin A ¢€s B, serpin-1, serin proteindz homolog-3 (SPH-3), B1,3-gliikdn
felismerd fehérje 2, hemocita aggregacid inhibitor protein. Mindegyik
mikddése i1mmunfolyamatokkal kapcsolatos, aldtdmasztva azt a
hipotézisiinket, hogy a PrtA résztvehet az immunszuppresszioban. A nem
azonositott fehérjék koziil kettd N-terminalis szekvencidi nagyon hasonloak
egymashoz. Tekintve, hogy ezek a PAS fehérjék (PAS-90 és -110)
bizonyultak a legérzékenyebb PrtA szubsztratoknak, ezek kloénozasat
kiséreltiik meg. Nagyszam, kiilonb6zd probalkozas utan belattuk azonban,
hogy a rendelkezésre 4ll6 szekvencia informdcido ehhez nem elegendd. A
sikeres klonozdshoz egy bels0 aminosavszekvenciat is meg kell
hataroznunk. Ez a munka folyamatban van. A serpin-1 tizenkét varidnsa
fordul eld a rovarok testfolyadékaban. Mindegyiket tisztitottuk a heterolog
expresszios rendszerbdl. Hét olyan varidnst talaltunk, melyeket a PrtA
elhasit. A PrtA proteolitikus rendszert az inhibitorok oldalarol vizsgalva,
heterolog expresszioval eldallitottuk és tisztitottuk a C-terminalison His-
taggal megtoldott, 12 kiilonb6z6 Manduca serpin-1 varidnst ¢€s
megallapitottuk, hogy melyiket hasitja a PrtA. Az egyik PrtA inhibitor
(PAI) klonozésa arra az egyértelmli eredményre vezetett, hogy PAI egy
immunindukalhaté fehérjével, a lebocinnal 4ll kozeli szerkezeti
rokonsdgban. A PAI heteroldg expresszidjat ennek az ismeretnek az alapjan

Ujra terveztik.



3.1.2. A human 4 tripszin természetes szubsztratjainak és funkciojanak
felderitése

A primata specifikus szerin protedzt, a human tripszin 4-et munkacsoportunk
konozta ¢és fejezte ki el6szor heterolog rendszerben. Az aktiv enzim
kristalyszerkezetét is mi hatdroztuk meg eldszor. A jelen palyazat egyik
célkitlizése a human tripszinogén 4 aktivacidjanak, az aktivalt protedz
természetes szubsztratjainak a kutatdsa, és ezzel 0sszefiiggésben a bioldgiai
funkcio felderitése volt. Az MTA-SE munkacsoportjaval kollaboraciéban
post mortem human agymintakban elvégzett in Situ hibridizacios és
immunhisztokémiai festések eredménye azt mutatta, hogy a human
tripszinogén 4 a kozponti idegrendszerben elsdsorban asztroglia sejtekben
fejezddik ki. A human tripszonogén 4 asztroglia sejtekben betoltott
szerepének €s lehetséges természetes szubsztratjainak felderitésére ezeért egér
primer asztroglia sejtek tenyészeteit hasznaltuk. A C-terminalison GFP
fehérjével kapcsolt, az N-termindlison pedig 28 (B izoforma), illetve 72
aminosavbol allo (A izoforma) vezetd (leader) peptidszakaszt tartalmazo
human tripszinogén 4 izoformakat jsziilott egerek eléagyabol nyert primer
asztroglia sejtekben Lipofectamine 2000 transzfekcioval fejeztettiik ki. A
GFP jel alapjan a glia sejtekben mind az A-, mind B izoforma kifejez6dott,
de a B izoforma expresszidja viszonylagosan alacsony szintli volt. A B
izoforma megjelenése mindenesetre jelezte, hogy az izoforma leucint kédold
elsé kodonja egér asztroglia sejtekben is képes start kodonként funkcionalni.
Amikor a B izoforma eredeti, Leu start kodonjat ATG kodonra cseréltiik, az
expresszio mértéke jelentdsen novekedett. Ezek az eredmények a kordbban
az U887 human glidma sejtvonalban tapasztaltakkal megegyeztek, ezért a
tovabbi vizsgéalatokban a rovidebb, 28 aminosavnyi vezetd peptiddel

rendelkez6 B izoforma lokalizaciojanak vizsgélatakor is az ATG start



kodont tartalmazo konstrukciot hasznaltuk. Az izoformak kifejezddését a
GFP jel mikroszképos detektdlasa mellett a révid (p28), illetve a hosszu
vezetd peptidre (p40) specifikus, a Pécsi Tudomanyegyetem Immunoldgiai
¢s Biotechnologiai Intézetében kifejlesztett ellenanyagokkal is ellendriztiik.
Immuncitokémiai  vizsgélataink alapjan a transzfektdlt sejtekben
megfigyelhetd GFP jel a p28, illetve a p40 vezetd peptid ellen termeltetett
ellenanyaggal teljes mértékben atfedett. A hibridoma feliiluszok koziil kettd
a Western blot detektalasra is kivaldan alkalmas volt. Asztroglia sejtekben a
két izoforma expresszidés mintazata hasonld volt: a citoplazmas GFP jel
mellett gyakran tapasztaltunk kisebb-nagyobb, fehérjeaggregatumra
emlékeztetd strukturdkat is, amelyek gyakran irdnyitottan, sugar-irdnyban
vagy a membran kozelében helyezkedtek el. Fluoreszcensen jelzett
phalloidinnel elvégzett immunfestéseink alapjan a GFP-vel jelolt huméan
tripszinogén 4 izoformdk a filamentaris aktin citoszkeleton mentén
rendezddtek el, a mikrotubularis halozattal azonban nem estek egybe. A
humén tripszin 4 a kdzponti idegrendszer egyes patologias folyamataiban,
igy pl. a demielinizaci6 kialakulasdban is valdsziniisithetd szerepet jatszik.
Extracellularis protedzok aktivalodasat mas kozponti 1degrendszeri
patologids folyamatok (pl. ischemia vagy hipoxia) sordn is leirtdk. A human
tripszinogén 4 izoformak patologias folyamatok hatasara torténd aktivaciojat
egér asztroglia tenyészetekben vizsgaltuk.

A primér asztrogliatenyészeteket GFP-vel fuzionaltatott A- és B
izoforma, valamint a vezetd peptid nélkiili tripszinogén 4 konstrukcidkkal
transzfektaltuk, majd a transzfekciot kovetd 23. ordban a sejteket 1 oran at
hipoxiads koriilmények kozott tartottuk. A tenyészetekben a hipoxiat az un.
oxigén-glikdéz deprivacid6 (OGD) kezeléssel értiik el: a tenyészetek

tapfolyadékat 16ran at 2mM KCN és 10mM Deoxigliikoz oldatra cseréltiik



(pH 7,2 és 300 mOsm; 10 mM Hepes, 145mM NaCl, 3mM KCIl, I1mM
MgCl,, 2mM CaCl,), majd a kezelést kovetden a sejteket fixaltuk. A GFP-
vel jelzett konstrukciok eloszlasdit a szokasos immuncitokémiai
modszerekkel és Olympus FV500 konfokalis mikroszkdppal elemeztiik. A
OGD kezelésre adott valaszreakciokat ,live cell imaging” technikaval is
megvizsgaltuk, igy a folyamatok idObeliségérdl is informécidt kaptunk.
,Live cell imaging” vizsgélataink alapjan az OGD-kezelést kovetd 15-20.
percben a GFP-vel jelzett A- ¢és B izoforma fluoreszcens jele a
plazmamembran kozelében erdsen megndvekedett, de a vezetd peptid
nélkiili, GFP-vel kapcsolt tripszinogén formanal ilyen mintdzatot nem
lattunk. Immuncitokémiai vizsgdlataink alapjan a plazmamembran kozeli
GFP fluoreszcencia a kortikdlis aktinhdl6zat mellett volt megfigyelhetd.
Erdekes modon a human tripszinogén 4 vezetd peptidjeire specifikus
ellenanyagokkal (p24, p40) végzett immunfestések OGD kezelés esetén csak
rendkiviil gyenge plazmamembran kozeli kolokalizaciét mutattak. Az
eredmények alapjan  feltételezhetd, hogy a plazmamembranhoz
transzlokalodo, leader peptidet tartalmazd tripszinogén 4 izoformdk vagy
aktiv tripszinné alakulnak, mely a vezetd szekvencia levadgddasaval jar
egyiitt, vagy az ellenanyagok altal detektalt epitopok OGD kezelésre
elfedédnek. Az utobbi lehetdség kapcsan elképzelhetd, hogy a vezetd
szekvencia esetleg magaba a plazmamembranba agyazodhat. A kérdés
eldontésére az asztroglia sejteket olyan tripszinogén 4 konstrukcidval
transzfektaltuk, amelyben a GFP fehérjét a vezetd peptid elé, az N-terminalis
szakaszhoz fizionaltuk. Igy a tripszinogén aktivalodasa, azaz a vezetd
szekvencia lehasitasa a GFP jel lehasitasaval is egyiitt jar. Mivel a
plazmamembran-kozeli GFP jel az OGD kezelést kovetden is detektalhatod

volt, valosziniisithetd, hogy a tripszinogén 4 aktivacidja a sejten beliil nem



kovetkezik be, de a fehérje valdsziniileg a membranhoz kapcsolodik. A
tripszinogén 4 izoformak sejten kiviili aktivaciojat BZiPAR (rhodamine 110
bis-(CBZ-L-isoleucyl-L-prolyl-L-arginine-amide) dihydrochloride fluoresz-
cens szubsztratmolekula segitségével elemeztik. A BZiPAR a tripszin
mesterséges szubsztratja, mely elhasitasat kovetden 496 nm-en gerjeszthetd
¢s fluoreszcenssé valik, igy a tripszin aktivacidja és aktivitdsa €16 sejtekben
1s kovethetd. Mivel az elhasitott BZiPAR fluoreszcencia emisszidja 520 nm
koriil van, a human tripszinogén izoformak konstrukcidit mCherry-jeloléssel
is eldallitottuk. Az A izoforma tripszinogén 4-mCherry konstrukcioval
transzfektalt asztroglia tenyészetekben kontroll koriilmények mellett €s
BZiPAR szubsztrat jelenlétében nem tapasztaltunk fluoreszcens jelet, azaz a
BZiPAR nem hasadt el. Az OGD-kezelt tenyészetekben ezzel szemben a
hipoxias kezelés alatt és azt kovetden is fokozott BZiPAR fluoreszcenciat
tapasztaltunk. A BZiPAR hasitasat jelzé fluoreszcens jelet elsdsorban a
transzfektalt asztrogliasejtek aljzathoz letapadt teriiletén, extracelluldrisan
detektaltuk, elsésorban ott, ahol a plazmamembranban az mCherry-vel
jelzett human tripszinogén 4 izoforma is felhalmozodott. Eredményeinbdl
azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy hipoxias allapotban a humén
tripszinogén A ¢és B izoformak a plazmamembran kozelében lokalizalodnak
¢s aktivacidjuk elsdsorban a sejtek kornyezetében, extracellularisan torténik
meg.

3.1.3 Saska-eredetii proteaz-inhibitorok specifitaisanak megvaltoztatasa
Az SGTI és SGCI nevil inhibitorokat sikeresen kifejeztiik miikoddképes
formaban M13 fagon. Létrehoztunk egy olyan SGTI/SGCI kiméra fag-
konyvtarat, amely tartalmazta az 6sszes lehetséges (tobb mint negyedmillid)
SGTI/SGCI  kimérat. Ebbol a populacidbol szelektaltunk emlds

kimotripszinen €s tripszinen, valamint izeltldba eredetli tripszinen. Sikertilt



olyan SGTI/SGCI kimerat azonositanunk, amely a szarvasmarha tripszint a
hasonl6 mértékben gatolja, mint a kecskerdk tripszint. Az egyes
szelekciokbol szarmazd klonok szekvencia analizisével kimutattuk, hogy az
SGTI molekula nagymérvii taxon-szelektivitasanak hatterében a molekula
belsé magjanak és egyik felszini kanyarjdnak - a protedz inhibitorok kérében
eddig nem tapasztalt -, funkcionalis kapcsoltsaga all. A kapcsoltsag
mibenlétét  feltard6  rontgenkrisztallografidas ¢és  NMR  vizsgélatok
befejezésiikhoz kozelednek.

3.1.4 Szerin proteinaz inhibitorok szerkezeti plaszticitaisanak specifitas
meghatarozo szerepe

Elvégeztik az 15N-jelolt SGCI NMR-titralasat jeldletlen szarvasmarha
kimotripszinnel. Az eredmények, a biokémiai mérésekkel Osszhangban,
lasst cserére, azaz szoros kotddésre utalnak. A komplex jelhozzarendelése
¢s a dinamikai mérések elvégzése utan megallapitottuk, hogy az eldzetes
varakozasokkal ellentétben a teljes SGCI-ben, a protedzzal kozvetleniil
érintkezd kotdhuroktdl tavoli részeken is észleliink valtozasokat, melyeket a
szabad ¢€s kotott térszerkezetek Osszevetése €s elemzése utan a gerinc torzids
szogek atlagértékeinek eltéréseire vezettiink vissza. A dinamikai vizsgélatok
elemzése azt mutatta, hogy a szabad allapotban jellemz6 dinamika bizonyos
vonasai a komplexalt formdban 1is megmaradnak. Kifejlesz-
tettiink egy gyors moédszert NMR-spektroszkopiai mérésekbdl szarmazo
tavolsag jellegli kényszerfeltételek ismert fehérjeszerlezetekkel valod
megfelelésének vizsgalatira (PRIDE-NMR). A modszer webszerverként

elérheto.



3.2.1. Miozin homodimer coiled-coil domének szerkezet é¢s dinamika
vizsgalata

Rontgenkrisztallografiai, valamint CD spektroszképiai és kalorimetrias
vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a miozin-II motorfehérje
regulaciés  képességének (a  “kikapcsolt” szerkezetet 1étrejottének)
eldfeltétele, hogy a proximalis kétlancu coiled-coil szerkezet instabil legyen.
A dinamikus coiled-coil szerkezeti hatterének feltarasat harom kiilonb6z6
kristalyszerkezeti modell Osszehasonlitdsa segitette. A miozin-VI kordbban
coiled-coil szerkezetiinek prediktalt, sok toltdtt aminosavat tartalmazo farok
doménjérél megallapitottuk, hogy stabil egyszali a-hélix szerkezeti.
Kideritettiik, hogy ez az egyszali a-hélix szamos fehérjében megtalalhatod
szerkezeti elem, melynek elsdésorban mechanikai szerepe lehet, példaul
kiilonb6z6 miozinokban

3.2.2. A miozin motorok kargokotésének szerkezeti alapjai, eddig
ismeretlen kargok azonositasa

A miozin-V farok konnyl lanc (DLC) kotohelyét egy szerkezet nélkiili
régidban azonositottuk, s megallapitottuk, hogy a komplex kialakulasa soran
a kotdrégiot hatarold coiled-coil domeének stabilizdlédnak. A DLC egy
konzervativ eukaridta ,.hub protein”, amely tobb mint 60 kotdpartnerrel
rendelkezik (€lesztd kettds hibrid modszerrel jonnan felfedezett partner, az
ATMIN jellemzése folyamatban van), s a linearis DLC kétémotivum (-
MoRE) mindig egy szerkezet nélkiili doménben lokalizdlhato. A DLC
multifunkciondlis fehérje, amely eldsegiti a kdtdpartnerei dimerizacidjat és
allosztérikus moddon befolydsolja a szerkezetiikk stabilitdsat és/vagy
szabalyozza nagyobb fehérje komplexek Iétrejottét. Jellemeztik a DLC
komplexek kialakuldsat kinetikai és termodinamikai szempontbol, tobbek-

kozott NMR spektroszkdpidval.



3.2.3 A II-es Blebbistatin altali gatlasanak hatasmechanizmusa

Sikeriilt megfejteniink az elsé miozin II specifikus inhibitor (blebbistatin)
hatdsmechanizmusat. Ez egyuttal az inhibitor kotési  helyének
meghatarozasat jelentette. A 2003-ban felfedezett blebbistatin a
sejtosztodasi bardzda kialakuldsat gatolja anélkiil, hogy megszakitand a
mitozis egyéb folyamatait. Kimutattidk, hogy hatdsat nem az izomban
eléforduld miozin II gatlasaval éri el. Tovabbi kisérletek igazoltdk, hogy a
blebbistatin specifikusan a miozin II enzim csalad tagjait gatolja, mig mas
miozinokhoz nem, vagy csak gyengén kotédik. Kovacs Mihéllyal
kollaboracioban  kiterjedt  kinetikai  méréseket  végeztiink  annak
megallapitasara, hogy mi a blebbistatin hatds miozin Il iranti specifitdsanak
szerkezeti alapja. Megallapitottuk, hogy a blebbistatin nagy affinitassal a
miozinnak csak ahhoz az allapotahoz kotédik, amely a ,.switch 27 zart
helyzetével jellemezetd. Ezt az allapotot stabilizalja. Ennek kovetkezménye,
hogy a ciklus ebben az allapotban gyakorlatilag megall Ekkor az aktinhoz
csak gyengén kotddik a miozin, tehat a blebbistatin a rendszert relaxalt
allapotban tartja. In silico kisérletekkel modelleztiik a kotohelyet, azt a
szamitasi feltételt alkalmazva, hogy a blebbistatin a miozin II fehérjéhez
csak zart allapotban kotodik, mig mas miozinokhoz egyaltalan nem kotddik.
Szamitdsaink szerint a blebbistatin az aktink6td arok meélyeén kotédik. Egy
évvel késdbb Ivan Rayment laboratéoriuma meghatdrozta a miozin-
blebbistatin  komplex atomi szerkezetét ¢és ezzel megerdsitette
feltételezéseinket. Modelliink azonban az atomi szerkezetbdl nyerhetd
informacion tulmutatva azt is kimutatta, hogy a blebbistatin kotédése soran a
kotéstdl eltérd helyen torténik szerkezeti valtozas a miozinban. Ez a statikus
atomi szerkezetbdl nem olvashat6 ki. Egyeldre a blebbistatin a miozin csalad

egyediili specifikus inhibitora. A milkddésmechanizmus, tovabba az



inhibitor kotésekor bekovetkezé ,,induced fit” azonban mintaul
szolgaltathatnak 0 tipust €s specifitdsu inhibitorok tervezéséhez.

3.3. Amiloid-képzodés vizsgalata biofizikai modszerekkel

Kimutattuk, hogy a B,-mikroglobulin (2m) amiloid szalak hd hatisara
lebonthatoak. Ez egy reverzibilis, gyors egyensulyra vezetd folyamat. Magas
homérsekleten az amiloid szalakkal a monomer molekulak tartanak
egyensulyt. A hg altal indukalt depolimerizacid6 mechanizmusat két folyamat
hatdrozza meg, a szalvégekrdl torténd disszocidcid €és a szalak torése.
Felvetddott a kérdés, hogy a szalak torése vajjon végbemehet-e fiziologias
hémérsékleten 1s? Jol ismert, hogy az amiloidképzddés erdsen
nukleaciofiiggd, a tisztan monomereket tartalmazd oldat polimerizacidja
csak hosszll lag fazis utan indul el. Magok hozzaadasara azonban a f2m
késedelem nélkiil amiloid szalakat képez. Az irodalomban a spontan
nukledcio jelenségével magyardzzak a lag altal indukalt fazis végét jelentd
felgyorsult reakcidt. Egy masik lehetséges magyarazat a szalak torése és igy
polimerizaciora képes 1 szalvégek keletkezése. Hipotézisiinket a reakcid
kinetikajanak fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalataval €s
elektronmikroszkopos felvételekkel bizonyitottuk. Kimutattuk, hogy a
szalak érzékenyek a mechanikai behatasokra is. Eredményeink arra utalnak,
hogy a szalak torése in Vivo szerepet jatszhat a betegség idobeli lefutasaban
¢s akdr egyetlen B2m amiloid szal kialakuldsa is elindithatja a betegség
kifejlodését.

In vitro, semleges pH értéken a f2m csak adalékanyagok hatasara
képez amiloid szalakat. Kozponti kérdés, hogy in vivo milyen tényezok
jatszanak szerepet a fehérje polimerizacidjaban és lerakodasaban. Korabban
kimutattuk, hogy a natrium-dodecil-szulfat (SDS) semleges pH mellett
amiloidképzddést indukal. Ebbdl kiindulva megvizsgaltuk az SDS-hez
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hasonlo felépitésti, fiziologidsan eldfordulod lizofoszfolipidek szerepét a B2m
polimerizacidjaban. A monomerek szerkezetére €s stabilitdsdra gyakorolt
hatdst CD spektroszkopiaval és kalorimetridval vizsgaltuk, az amiloid
szalakat  fluorimetridas mérésekkel, illetve elektronmikroszkdpidval
detektaltuk. Megmutattuk, hogy a lizofoszfatidsav (LPA), egy a vérben
jelenlévo lizofoszfolipid, képes specialis kolcsonhatasba 1épni a fehérjével.
Az LPA a nativ, monomer fehérje szerkezetét destabilizalja, illetve magok
jelenlétében eldsegiti az amiloidszalak képzodését. Ez felveti az LPA ¢és a
hozz4d hasonld lipidek szerepét a vesedializishez kotott amiloiddzis
kialakulasdban. Az eredményeket tobb nemzetkdzi €s hazai konferencian
mutattuk be, illetve a bekiildott kézirat revizio alatt all. In silico dokkolas
segitségével feltérképeztik P2m amiloidképzdédését eldsegitdé SDS
valdszintisithetd kotohelyét. Kimutattuk, hogy a lizofoszfatidsav, amely
eredményeink alapjan hasonlé specifikus hatdssal rendelkezik, ugyanazt a
kotéhelyet preferdlja a f2m molekula felszinén. Limitalt proteolizissel
vizsgéltuk, hogy az SDS ¢és LPA hatdsara fellazul6 monomer B2m
molekuldban milyen hasitohelyek exponalddnak. Ezeket
tomegspektrometridval azonositottuk, és megallapitottuk, hogy a megjosolt
SDS-kotohely kozelében helyezkednek el. Az eredmények alapjan tervezett,
célzott fehérjemutansok segitségével kivanjuk bizonyitani a kélcsonhatasban
részt vevd érintett aminosavak szerepét. A mutagenezis munka folyamatban
van.
4. Metodikai fejlesztés

Fejlesztési programunk keretében vallalt feladataink tulnyomo részét
teljesitettiik. Tanszékiink hazankban egyediilalld fehérje- és peptidanalitikai
laboratoriummal (Ko6zponti Bio-Analitikai Labor) rendelkezik, melyet a

palyazati ciklusban is tovabb fejlesztettiink. Kisérletek torténtek a Tap
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(Tandem Affinity Purification) modszer bevezetésére. A projekt keretében
megterveztiink €s szintetizdltunk egy olyan keresztkoté reagenst, amely
egyrészt a célfehérjék oldallanc jeldlésére alkalmas, masrészt tartalmaz egy
fotoaktivalhat6 csoportot, amely a célfehérjével kolcsonhatd fehérjével
képes reagalni.A tranziens Kinetikai modszereket illetben az utdbbi
¢vekben egy alapvetden Uj gyors kinetikai modszert, illetve eszkozt
fejlesztettiink ki: az un. ,temperature-jump/stopped flow”-t A moédszer
lényege az, hogy a ,,stopped flow”-ban a reaktansok szubmilliszekundum
alatt torténd keverésével egy idében a reakcido elegy homérsékletét
gyakorlatilag tetszéleges mértékben emeljiik. A keverés ¢és a
homérsekletugras ugyanolyan gyorsan, egyidejiileg torténik. A rendszer
tovabbi eldnye, hogy a homérséklet szenzitiv reaktdns (pl. az enzim) a
homérsekletugras elott végig nativ hOmeérsékleten van, ugyanakkor a
kevésbé homérséklet szenzitiv reaktdns (pl. a szubsztrat) is csak néhany
masodpercig van magas homérsékleten a keverés €s a hOmérsékletugras
elétt. A modszer alkalmazédsa széleskorii. Az egyik legizgalmasabb
alkalmazasi lehet0ség az, hogy az enzimreakciot az enzim denaturacios
homérseklete folott vizsgaljuk. Ebben a kisérletben minden olyan
enzimreakcio 1épést tudunk kovetni, amelynek sebességi allanddja nagyobb,
mint a denaturacioé. Ujabban miozin motor domén W501+ konstrukcidn
végeztlink ilyen iranyu kisérleteket. Kiilonbozd reakcidlépéseket tudtunk
tanulmdnyozni joval a miozin denaturacidés hdmérséklete felett. A modszer
tovabbi fontos alkalmazasi lehet6sége, hogy human fehérjék in vitro
kinetikajat fiziologiai hdmérsékleten is tudjuk tanulmanyozni. A legtobb
human enzim 37°C-on instabil, ezért enzimkinetikai paramétereik csak 20°C
koriili homeérsékleten ismertek. Emiatt pedig ezek a paraméterek csak

nehezen vetheték 0Ossze a fizioldgiai kisérletek eredményeivel. A
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temperature-jump/stopped flow alkalmazasa ezt a problémat megoldja,
hiszen a mérés kdzben a human fehérjét a fecskenddben tarolhatjuk azon a
hémérsékleten, amelyen stabil, mig a mérést a hdmérsékletugrassal
fiziologias homérsékleten végezhetjiik el. A temperature-jump/stopped flow
egyik legfontosabb alkalmazési teriilete a fehérjék stabilitdsanak ¢és
unfoldingjanak vizsgalata lehet. A temperature-jump/stopped flow
kiilonosen  hasznos  olyan  fehérjék  unfolding  folyamatainak
termodinamikajanak vizsgéalataban, amelyek irreverzibilisen denaturdlddnak,
mert differencial pdsztazé kalorimetridval (DSC) ezek a mérések nem
végezhetok el. Szerkezet specifikus szignal (pl. egyedi triptofan)
alkalmazasaval a fehérjék egyes régidinak unfoldingjat is vizsgélni lehet
homérséklet indukalt denaturaci6 soran. Kimutattuk, hogy a kiilonb6z6
régiokban elhelyezett szignalok kiilonboz6 kinetikai profilt mutatnak a
hédenaturacié soran. Ezen kisérletek révén meghatdrozhat6 az a régio,
amely a leggyengébb ,,Jancszem”, ahol a h6denaturacio iniciadlodik. Ennek a
régionak a megtalaldsa azért fontos, mert leghatékonyabban ebben a
régioban elhelyezett valtoztatds révén stabilizdlhatunk egy fehérjét. A
temperature-jump/stopped flow mind elméleti, mind gyakorlati szempontbol
nagy lépést jelenthet fehérjék hdstabilitdsanak tervezésében.Valamennyi
tansz€ki  kutatasunk  fehérje-fehérje  kolcsonhatasokkal — kapcsolatos.
Vizsgélatainkat rendszeresen kiegészitjiik a kolcsohatdsok izotermikus
kalorimetrias titralassal torténd termodinamikai mérésével. A molekuléris
dinamikai és dokkolisos molekula modellezések is altalanos gyakorlatta
valtak. Az NMR spektroszkopiai fejlesztésekre a 3.1.4. feladat
teljesitésénél mar utaltunk. Nanobiotechnologiai vizsgalatokat Kellermayer
Miklossal (aki 1doékozben a SE Biofizikai Tanszékének vezetdje lett)

egylttmiikédve végeztink. A  peptidek és fehérjék iranyitott
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evolucidjahoz hazankban elsd izben allitottuk be a fagbemutatds modszerét.
Az elsd konkrét eredményekrél a 3.1.3. pontban szdmoltunk be. A
modszerrel kapcsolatban elmondhatd, hogy gyakorlatilag minden olyan
alapkutatasi kérdés megvalaszolasara és probléma megoldasara alkalmas,
amelyeket 4ltaldban a fehérjemérnokség korébe sorolunk. Kivaloan alkalmas
tovabba arra, hogy a természetben elé6 nem forduld, de ipari, vagy
orvosgyogyaszati szempontbol elonyds tulajdonsagokkal rendelkezd

fehérjék eldallitasara is felhasznaljuk.

5. A posztgradualis program aktualizalasa, uj kurzusok

A palyazati ciklusban, az elmult négy év soran valamennyi, a palyazatban
vallalt PhD kurzus, a Géntechnologia és PCR-t6] a Kombinatorikus
Molekularis Biologidig, megtartdsara sor keriilt. A felsorolastol itt
eltekintek (az ELTE TTK Biologia Doktori Iskola teljes képzési programja
megtalalhatdo az Iskola honlapjan), a targyszerliség kedvéért megemlitem,
hogy a zardjelentés irdsakor az 4ltalam vezetett Szerkezeti Biokémia Doktori
Program keretében Malnasi-Csizmadia Andras és Kovacs Mihaly Tranziens
Enzimkinetika és egy amerikai vendégeldadd, Michel Espinoza-Fonseca
Molecular simulations of the dynamics and stability of proteins c.

kurzusa van soron.

14



