Részletes zarojelentés
az F67735 szamu fiatal kutatoi OTKA palyazathoz

(Alfa-hélix és béta-hordo fehérjék membranba agyazodasa)

1. Célkitiizések, a munka feltételei, valtozasok a munkatervhez képest

Jelen palyazatban célul tliztik ki béta-hordd ¢&s alfa-hélix fehérjék szerkezetének,
“hajtogatodasanak”, ¢és lipidmembranokba vald beépiilésének vizsgalatat. Valasztasunk
egyrészt a FomA nevii bakterialis fehérjére (béta-hordod), masrészt a V-ATPaz ¢ alegységére
(alfa-hélix) esett. Laboratoriumunkban az elmult évek soran sikeresen alkalmaztuk a
rendelkezésiinkre all6 biofizikai modszereket lipidmembranok, fehérjék, és lipid-fehérje
kolcsonhatasok tanulmanyozasa soran, igy a valasztott objektumok vizsgalata is igen
igéretesnek mutatkozott. Sajnos a V-ATPaz ¢ alegységét a palyazat futamideje alatt nem
sikerlilt megfeleld6 mennyiségben, tisztan kinyerni természetes membranokbol, igy a ¢
alegység transzmembran szegmenseivel analdg szintetikus polipeptideken végeztiink
vizsgalatokat (lasd 2. pont). A béta-hordd fehérjét Németorszagbol kaptuk. Mivel ott is voltak
fennakadasok a tisztitasban, és felmeriiltek mintasorozatok kozti eltérések, illetve a denaturald
szerekkel kapcsolatos problémdk is, a vartndl nehezebben haladtunk elére a projekt
megvalositasaban. Ehhez hozzijarult az is, hogy mind az ESR, mind a fluoreszcencia
spektrométeriink meghibasodott iddkozben, és szervizben voltak tobb honapig. Mindezen

koriilmények mellett is igyekeztiink elérehaladni a palyazatban megjelolt célkitiizések fele.

2. A V-ATPaz c alegysége

A V-ATPaz szadmos sejtorganellumban és bizonyos sejtek esetén a plazmamebranban is
megtalalhat6. Funkcidja az, hogy az ATP hidrolizisébdl nyert kémiai energiat mechanikai
energiava alakitja, és ezt felhasznalva protonokat pumpal a citoplazméb6l a membran tulsé
felére. Két doménbdl all. A V, domén a membranban helyezkedik el, és 5 kiilonb6z6

alegységet tartalmaz. Ezek koziil a ¢ alegységek rendkiviil hidroféb proteolipidek, melyek 4,



illetve 5 transzmembran hélixszel rendelkeznek. A ¢ alegységnek fontos szerepet
tulajdonitanak a protontranszportban.

Céljaink kozott szerepelt az, hogy kidolgozzunk egy eljarast a nativ és hisztidinnel jelolt c
alegység tisztitdsara éleszté vakuolumbol, majd ezt a fehérjét tovabbi vizsgalatainkhoz
membranba épitsiik. Bar a V-ATPaz csoportunk egyik kiemelt kutatasi objektumava valt az
utobbi években, a fehérje tisztitdsaval laboratoriumunkban csak nem régéta foglalkozunk, €s
mivel kordbban nem voltak ilyen irdnyu tapasztalataink, a mddszer kidolgozasa, a tisztitasi
Iépések optimalizalasa rendkiviil sok id6t vett igénybe. A membranfehérjék tisztitdsa
egyébként is sokkal bonyolultabb és nehezebb feladat, mint a vizoldékony fehérjéké. Az
atomszerkezet (Rontgen szdrassal torténd) meghatarozasanak feltétele a tisztitott &és
kristalyositott fehérje eldallitasa. Mindezidaig azonban ez senkinek nem sikertlt, sem a ¢, sem
az a alegység esetében. Mostanra azonban mar rutinszeriien tudunk éleszté vakudlumot
izolalni, és abbdol magas V-ATPaz aktivitdssal bir6 vezikuldkat késziteni. A vakudlum
preparatumbol tovabb Iépve, a nativ V-ATPaz és maganak a c alegységnek a tisztitasat még
nem sikeriilt kidolgozni. Ezzel parhuzamosan probalkoztunk megfeleld vektor (DNS szakasz)
beszerzésével, mellyel hisztidinnel jelolt ¢ alegységet tudndnk izoldlni, de sajnos ezen
probalkozasunk sokdig sikertelen volt. Az elmult év végén egy francia kutatdcsoporttol
kaptunk egy pET-28a-HSV-16K nevii bakterialis expresszids plazmidot, melynek segitségével
Escherichia coli sejtekben a c alegységet elvileg tal lehet termeltetni. A plazmidot Rosetta2 E.
coli sejtekbe transzformaltuk, majd IPTG-vel indukaltuk a plazmid altal kodolt, patkanybol
szarmazo6 (Atp6vOc) c alegység termelddését. A fehérje N-termindlisdn His-tag-et tartalmaz,
igy Ni-NTA gyongyokkel (affinitds kromatografia) probaltuk specifikusan tisztitani. Ezzel a
modszerrel sikeriilt ¢ alegységet izolalni, melyet a tisztitas utan Western-blot technikaval ki
tudtunk mutatni. Ehhez a fehérje N-terminalisahoz kozeli HSV-tag-re specifikus, HRP-vel
konjugalt, elsddleges antitestet hasznaltunk. Sajnos azonban kideriilt, hogy a ¢ alegységet
nagy mennyiségben egy masik fehérje szennyezi, rdadasul a kitermelés hatasfoka sem
megfeleld még. Mint kidertilt, az emlitett francia kutatocsoport is hasonld problémakkal kiizd.
Mindenesetre a tisztitdson tovabbra is dolgozunk, és az eljarason probalunk javitani, illetve
mas kutatocsoportokkal is felvettiik a kapcsolatot (a vildgon nagyon kevés laboratériumban

probalkoznak a ¢ alegység tisztitdsaval).

Mivel a nativ ¢ alegység nem allt rendelkezésre tisztitott formdban, egy korabban megkezdett



projekt folytatdsaként, az éleszté V-ATPaz ¢ alegységének (Vma3p) transzmembran
szegmenseivel analdg szintetikus polipeptideken végzett kisérleteinket is folytattuk. Mivel
irodalmi adatok azt valoszintsitik, hogy a proton transzportban mind a ¢ alegységnek, mind
az a alegységnek (Vphlp) fontos szerepe van, vizsgaltuk az a alegység egyik transzmembran
hélixét is (melyen a kulcsfontossagu Arg talalhato) (1. abra).

Subunit ¢
(Vma3p)

Subunit a
(Vph1p)

1. abra A c és a alegység, ill. transzmembran hélixeiknek
sematikus abrazolasa.

A transzmembran szakaszok azonositdsa utan, a polipeptideket a Pepceuticals nevili cég
szintetizalta. Vizsgalatainkhoz a peptideket foszfolipid membranokba (DMPC, DPPC, DOPC,
DMPG, DOPG) épitettiik be, majd ESR (Elektronspin Rezonancia) és FTIR (Fourier
Transzforméacios Infravords) spektroszkopiaval vizsgaltuk a lipid-fehérje kolesonhatasokat, a
peptidek oligomerizacidjat, masodlagos szerkezetét és membranbeli orientacidjat. A spin-
jelzett lipidekkel végzett ESR méréseinkbdl, spektrum-kivonassal meghataroztuk a peptidek
altal immobilizalt lipidek hényadat. Ezen adatok azt mutattdk, hogy a peptidek a
lipidmembranokban oligomereket képeznek. Tovabba azt is kimutattuk, hogy a c alegység
negyedik hélixével analog peptid (TM4) és az a elegység hetedik hélixével analoég peptid
(TM7) kozott kolesonhatds van, amit alatamasztottak a polarizalt ATR (csillapitott teljes-
visszaverddéses) infravoros mérések is. Ez a megfigyelés megerdsitette azon korabbi
elképzeléseket, melyek az a és c alegység kolcsonhatdsara vonatkoztak. Az infravoros
spektrumok Amid I sévjanak analiziséb6l meghataroztuk a peptidek alfa-hélix €s béta-lemez
tartalmat. Kimutattuk, hogy a TM2, TM4, és TM7 peptidek dontden alfa-hélix masodlagos
szerkezettel rendelkeznek. A hélixek membranbeli orientacidjat is meghataroztuk a polarizalt
spektrumokbdl szdmolt dikroikus ardnyok segitségével. Ezzel parhuzamosan a lipidlancok

dolésszogét is kiszamoltuk. A kiilonbozé lipidekbdl készitett membranokon végzett mérések



Osszehasonlitasabol megallapitottuk, hogy a peptidek negativan toltott lipidekkel erdsebb
kolesonhatast mutatnak, mint az ikerionos (nulla eredd toltéssel rendelkez6) lipidekkel. Mivel
korabbi kutatdsok alapjan feltélezhetd, hogy bizonyos V-ATPaz inhibitorok célpontja a V,
domén, igy egy jol ismert, természetes alapti (Concanamycin A), és egy nemrég
mesterségesen eldallitott (INDOLO) inhibitornak a peptidekkel vald kolcsonhatasat is
megvizsgaltuk lipidmembranokban. Kimutattuk, hogy elobbi a TM4 és TM7 peptiddel is,
mig utobbi a TM4 peptiddel mutat er6sebb kolcsonhatést, igy valdszintisithetd, hogy a V,
domén 'forgd' és 'statikus' elemei is tartalmaznak inhibitorspecifikus kotohelyeket.

A polipeptideken végzett vizsgalatainkat egy rangos folydiratban publikaltuk.

3. A FomA fehérjén végzett vizsgalatok

Gram-negativ baktériumok kiils6é membranjaban nagy szdmban fordulnak el6 transzmembran
béta-hordd fehérjék, melyek némelyikérdl kimutattdk, hogy képesek spontan modon
feltekeredni detergens micelldkban és lipid kettdsrétegekben. Tulajdonsagaikbdl adoddan ezek
a fehérjék jol hasznalhatok modellként is fehérjék stabilitdsanak, ki- és betekeredésének
vizsgélatahoz.

A béta-hordo fehérjék kozil mi a Fusobacterium nucleatum kiils6 membranjabol szarmazo
FomA nevii fehérjét valasztottuk. Ez egy fesziiltségfiiggd porin fehérje, mely jelenlegi
tudasunk szerint 14 vagy 16 béta-lemezt tartalmaz. A fehérjét vizsgalatainkhoz
Németorszagbol (Konstanz, Jorg Helmut Kleinschmidt laboratériuma) kaptuk tisztitott
formaban, LDAO detergens micellakban “feltekert” allapotban. Bar a fehérje “tekeredésének”™
vizsgalatara az irodalomban lehetett mar taldlni kisérleteket, termikus stabilitasara kordbban
nem volt adat, igy mi eldszor a homérséklet okozta kitekeredéshez tartozd 4atmenet
hémérsékletét és hovaltozasat tanulmanyoztuk differencia pasztazé kalorimetriaval (DSC).
Vizsgaltuk tovabba denaturalé agensek (pl. urea) hatasat is erre a folyamatra. Mivel korabban
még nem dolgoztunk ilyen denaturdlé szerekkel, a kis mintatérfogat és a meglehetdsen magas
reagens koncentracidé (5-8 M) miatt magat a mintaelokészitést is ki kellett dolgozni, ill.
optimalizalni. Az els6 mérések alapjan ugy tint, hogy a kitekeredés rendkiviil magas
hoémérsekleten, 100 °C koril megy végbe, €s hogy az urea az atmenet homérsékletét

alacsonyabb hdmérsékletek felé tolja el. Mikor Németorszagbol tovabbi, Gjabb izolalasokbol



szarmazd mintdkat kaptunk, a kitekeredés vizsgalatara irdnyuldé mérések eltérd
eredményekhez vezettek. Az eltérések okat probaltuk kideriteni. Vizsgalatainkbol kideriilt,
hogy az els0 mintasorozattal vagy az izolalassal probléma lehetett, valamint az is, hogy az
urea zavarja a DSC méréseket a 80-100 °C-os tartomanyban. A tovabbi izolalasokbol
szarmazd mintdk mérési eredményei mar reprodukalhatonak bizonyultak. Ezekbdl
meghataroztuk, hogy a fehérje kitekeredése 85 °C fok koriil zajlik, és hogy az atmenetet
megkozelitéen 120 kCal/mol entalpiavaltozas kiséri. Megallapitottuk, hogy ez a termikus
atalakulas irreverzibilis és valoszinlileg aggregéacioval végzddik. Az atmenethez tartozd
entalpiavaltozds Osszemérhetd mas béta-hordd, ill. alfa-hélix fehérjékre kapott irodalmi
értékekkel. Hogy az urea zavar6 hatasat elkeriiljiik, méréseinkhez egy masik széles korben
alkalmazott denaturald szert, a guanidin-hidrokloridot alkalmaztuk, mely az emlitett zavaro
atalakuldsadhoz tartozé homérséklet fokozatosan tolddik az alacsonyabb homérsékletek fel¢ (5

M esetén egészen 75 °C-ig), és az entalpiavaltozas is csokkend tendenciat mutat (2. abra).
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2. abra Normalt DSC termogrammok guanidin-hidroklorid
jelenlétében és anélkiil (FomA).

A denaturdld szer destabilizalja a fehérje szerkezetét és igy a kitekeredés konnyebben
végbemegy, a kitekeredési folyamat azonban irreverzibilis marad. (1 M guanidin koncentracio

esetén egy enyhe stabilizald effektus figyelhetd meg. Ennek magyardzatat még keressiik.)



Annak kideritésére, hogy a kitekeredés denaturald szer jelenlétében szobahdmérsékleten is
végbemegy-e, ill. hogy ennek a folyamatnak milyen a sebessége, inkubaciés méréseket
terveztiink.

Mivel a FomA fehérje tobb triptofant (Trp) is tartalmaz, lehetdség nyilik arra, hogy Trp-
fluoreszcenciaval is viszgaljuk a fehérje szerkezeti atalakulasait, ugyanis a Trp fluoreszcencia
jele fligg attél, hogy az aminosav milyen kornyezetben (hidrofob/hidrofil) talalhato.
Fluoreszcencia spektroszkopiaval viszgalva a fehérje hdstabilitasat, a DSC eredményekkel
tokéletesen Osszhangban 1€vé eredményre jutottunk, miszerint a denaturicids folyamatok a
80-90 °C tartomanyban zajlanak le. A kétféle mérési technikdbdl szarmazo egybehangzd
eredmények biztositottak minket arrol, hogy a fliggetlen modszerek adatait egymassal
Osszehasonlitasban, illetve egymas kiegészitéseként is alkalmazhatjuk. Ennek azért lehet
jelentdsége, mert a kétféle modszer adatainak kombinalasaval termodinamikai paraméterek
hatarozhatok meg. A guanidin-hidroklorid jelenlétében végzett fluoreszcencia mérésekbdl
azonban kideriilt, hogy ez a denaturald szer intenziv fluoreszcencia jelet ad a Trp emisszios
tartomanyaban a mérések kiértékelését nagymértékben bizonytalanna téve. Ezért ezekben a
kisérletekben vissza kellett térni a masik denaturdl6 agenshez, az uredhoz. (Ez sajnos némely
esetben megneheziti a DSC ¢és fluoreszcencia adatok Osszahasonlitdsat.) Az inkubdacios
mérésekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a fehérje rendkiviil stabil, még igen magas
urea koncentracio (8 M) mellett is csak nagyon lassan tekeredik ki 30 °C-on, ugyanis a Trp
emisszios savjanak eltolodasi gorbéje 24 ora alatt sem ért el telitést. Tovabba a Trp sav
eltolodasa joval kisebb mértékli a termikus stabilitdsi méréseknél megfigyelteknél, ami csak
részleges kitekeredésre utal az alkalmazott inkubacios koriilmények kozott.

Célkitiizéseink kozott szerepelt az is, hogy megvizsgaljuk a fehérje tulajdonsagait kiillonb6zo
Osszetételll lipidmembranokban is. Kleinschmidt és munkatarsai egy masik béta-hordo fehérje
esetén kimutattak, hogy a fehérje stabilitasa lipidmembranba épitve jelentdsen novekszik a
detergens micellakban 1év6 allapothoz képest. Mivel a fehérje egy rokon-fehérje, €s a vizsgalt
rendszer is hasonld, becsléseink szerint az altalunk vizsgalt FomA fehérje tranzicids
hémeérséklete 100-110 °C kornyékére varhatd lipidmembranokban, ami vizes mintakrol 1évén
sz0 eléggé megneheziti (vagy akar lehetetlenné is teszi) a fehérje vizsgalatat ilyen
kornyezetben. Részben ez is oka, hogy eldszor a konnyebben elérhetd és vizsgalhatdé forma
(detergens micella) tanulméanyozéasat helyeztik eldtérbe. Mindezek mellett is, a

lipidrendszerek tanulméanyozdsa még terveink kozott szerepel és az eldkisérletek mar



folyamatban vannak.

A projekt megvaldsitasa soran, technikai Ujitasként sikeriilt kiépiteni egy olyan mérési
elrendezést, melyben egyidejlleg tudjuk mérni egy minta ESR ¢€s fluoreszcencia spektrumat.
A méréshez a mintat kvarc kapillarisba toltjiik, majd az ESR késziilék rezonatoraba
helyezziik. A fluoreszcenciahoz sziikséges gerjesztd fényt és a minta altal emmitalt fényt egy-
egy optikai szallal vezetjiik a kapillarisba, illetve a kapillaristél a fluoriméter detektorahoz.
Ezzel az elrendezéssel, spin-jelzett lipideket beépitve a lipidmembranba 1j lehetOségek
nyilnak a fehérjék hajtogatodasanak vizsgéalatara is. (Sajnos a FomA fehérje esetén e modszer

lehetdségeit még nem tudtuk kiakndzni.)

A FomA fehérjével kapott eddigi eredményeket hamarosan egy nemzetkozi konferencian
mutatom be (14. ECSBM, 08.29. — 09.03., 2011, Coimbra, Portugal). A kisérleti adatokbol
ugyancsak el6késziiletben van egy kézirat, melyet (néhany kiegészitd mérés utidn) rangos

nemzetkozi folyodiratban szeretnénk publikalni.

4. Nagyobb valtozasok a koltségtervben

Az eredeti koltségtervben szerepelt egy hiitds termosztat vasarlasa, melyet az infravoros
spektrométer mintatartdjanak termosztalasara szerettiink volna hasznalni. Iddkozben felmeriilt
a lehetdség, hogy intézetiinkben az egyik meglehetdsen régi és gyakran gondokkal kiiszk6do
infravords spektrométert lecseréljiik egy ujra. Ez csak tobbféle anyagi forrds 0sszerakasaval
jOhetett 1étre, €s mivel csoportunk — beleértve magamat is — a legjelentdsebb felhasznalgja
ennek a modszernek, a termosztatra szant 0sszeget a spektrométer megvasarlasara forditottam
(természetesen az OTKA engedélyével). A hiitds termosztatot kozben sikeriilt mas forrasok
segitségével beszerezni/megépiteni. Ezen kiviil néhanyszor kellett kisebb atcsoportositasokat
kérnem az OTKA-t6l, elsdsorban a készletbeszerzés javara (pl. a megmaradt beruhazasi keret

terhére).

5. Egyéb



Bér a palyazatban kitlizott célokat csak részben sikeriilt teljesiteni (de azokbol egy kozlemény
sziiletett nivés folyoiratban €s egy masik eldkésziiletben van, ill. eredményeimet nemzetkdzi
konferencian is bemutatom poszteren), a projekt teljesitése sordn, mint fiatal kutatd, sok
hasznos ¢és 0j elméleti és gyakorlati ismeretre tettem szert (egy projekt menedzselésével
kapcsolatban is), amiket a tovabbiakban hasznositani tudok majd. A palyazat tamogatasat az

OTKA-nak ezaton is kdszonom!

Szeged, 2011.08.24.

Kota Zoltan témavezetd



