OTKA K60694 zarojelentés

A szekurin-szeparaz rendszer szerkezeti-funkcionalis jellemzése

A tervezett munka a rendezetlen fehérjék szerkezet-funkcio 0Osszefliggéseire kivant
ravilagitani, a sejtciklus szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo szekurin-szeparaz rendszer
részletes funkcionalis-szerkezeti jellemzésén keresztiil. A vizsgalatokat egyrészt a szekruin
szerkezeti rendezetlensége, masrészt evollcids variabilitasa indokolta, amik latszolagos
ellentmondasban vannak a szekurin alapveté sejtbiologiai funkcidjaval. Tovabbi
érdekessége a rendszernek, hogy a szekurin szeparazra kifejtett hatasa szokatlan
kettdsséget mutat, amennyiben specifikusan gatolja és aktivalja is az enzimet (funkcionalis
promiszkuitas, ,,moonlighting”). A szekurin-szeparaz renszer vizsgalatanak fontossagat az is
alatamasztotta, hogy a szekurin hibas miikodése elégtelen kromoszomaszétvalast, és igy
aneuploidiat okoz, ami tobbféle rak kialakulasaban is kivaltd okként szerepel. A vizsgalatok
alapjan azt reméltiik, hogy kozelebb jutunk a szerkezeti rendezetlenség és funkcio kozotti
kapcsolat megértéséhez, egylttal hozzajarulunk a szekurin hibas mikodését korrigald
terapias beavatkozas lehetdségeinek kidolgozasahoz is. A tervezett kutatas céljai tételesen

az alabbiak voltak:

1) A szeparaz enzim katalitikus aktivitasanak jellemzése.
2) Human szekurin részletes szerkezeti jellemzése, és harom fajbol (élesztd, muslica,
ember) szarmazo szekurinok osszehasonlito vizsgalata.

3) A szekurin-szeparaz kolcsonhatas részletes jellemzése.

Az elvégzett munka soran a terveket szamos ponton sikeriilt megvalositanunk, néhol
azonban eltértiink azoktol, illetve sokféle egyéb vizsgalatot is folytattunk. Az eltérés oka
elsésorban az volt, hogy a szeparaz enzimet nem sikeriilt aktiv formaban el6allitanunk, az
erre iranyulo kisérleteket nemzetkozi egylittmiikodésben folytatjuk. Az eredményeket az

alabbiakban részletezziik.

1) Sikeresen megvalositottuk a rendezetlen human szekurin klonozasat, és NMR
segitségével torténd részletes szerkezeti jellemzését, ami a fehérje teljes rezonancia-
meghatarozasat, részletes elemzését [18]. Ezen megfigyelésekbdl részletes szerkezeti
modellt allitottunk fel a szekurin-szeparaz kolcsonhatas molekularis mechanizmusara is. A

szekurin jellemzését egy alapvetéen Ujszeri NMR technika (H-start) kidolgozasa is



elésegitette. Ennek lényege, hogy a kiindulasi polarizacids forrast az 'H magok képviselik,
amely soran lényeges érzékenységnovekedés érhetd el a heternuklearis kémiai eltolodasok
frekvencia-jelolésébdl és a karbonil szén rezonanciak latszolagos szétkapcsolasabol. A

modszert kiilon metodikai cikkben publikaltunk [19].

2) Ezzel parhuzamosan elkésziilt tobbféle szekurin (S. cerevisiae, D. melanogaster és
human) Osszehasonlitd szerkezeti vizsgalata is. Ennek soran azt kivantuk megallapitani,
hogy a szekurinok kozotti kétségtelen funkcionalis analogia és a rendkiviili szekvencialis
diverzitas miképp egyeztethetd 0Ossze. Ezt kiilonboz6 szerkezeti technikak (CD, gél-
filtralas, nativ/8M urea 2D elektroforézis, limitalt proteolizis), valamint bioinformatikai
megkozelitések (konzervalt motivumok keresése, rendezetlenségi-rendezettségi mintazat
elemzése, exon/intron szerkezet konzervaltsaganak megfigyelése) alkalmazasaval, a
hasonldsagok és kiilonbségek szambavételével kivantuk megkozeliteni. Arra jutottunk, hogy
a funkcié valoszinlileg Ggy 6rz6dott meg, hogy a molekularis felismerés szempontjabol
fontos rovid motivumok megmaradtak, ezeket valtozo hosszisagu, rendezetlenségiiket
megorzd, de szekvencialisan teljesen eltéré szakaszok kotik Gssze, és a konzervaltsag az
exon/intron szerkezetben is felismerhet6. Eredményeinkbdl kozlemény elkészitése

folyamatban van.

3) A szeparaz enzim katalitikus aktivitasanak bizonyitasa, és szekurin altali gatlasanak
jellemzése csak részleges sikereket hozott. A katalitikus domén klonozasat megoldottuk,
nagyszamu konstrukcio késziilt, amelyek koziil tobb is oldhatd fehérjét eredményezett.
Ezek aktivitasat azonban nem tudtuk mérni, aminek kovetkeztében az enzim szekurin altali
gatlast sem tudtuk enzimoldgiailag jellemezni. A munkat folytatjuk, folyamatban van
egyrészt a fehérje kiilonb6zo korlilmények kozotti kifejezése, denaturacidja és
renaturacioja, és aktiv formaban valo eléallitasa, masrészt nemzetkozi egylittmiikodésben
Prof. Darren Hart-tal (EMBL Grenoble) az ESPRIT (Expression of Soluble Proteins by Random
Incremental Truncation) konyvtar-sz(irési technika alkalmazasa tovabbi oldhato,
remélhetdleg aktivitast is mutatd szeparaz konstrukcid létrehozasa. A kolcsOnhatas
vizsgalatara alkalmazni kivant megkozelitést azonban sikerrel hasznaltuk fel egy masik
enzim-inhibitor par, a kalpain-kalpaszattin rendszer részletes szerkezeti-funkcionalis
jellemzésére, amely soran elséként irtuk le az ihibitor nem-kotott allapotban
megfigyelhet6 rendezetlenségét, és lokalis tranziens rendezodését [13], valamint a kotott
allapotban torténé harom ponton megvaldsuld (tri-partite) lehorgonyzodast [14]. Bar az
elébbiek értelmében ezt szerkezetileg nem tudtuk bizonyitani, hasonld kotési modot

valoszinGsitettiink a szekurin-szeparaz rendszer esetében is [18], ami kalpain-kalpasztatin



rendszerrel Osszhangban egy Uj szerkezeti jelenség, a kotott allapotban is megmarado

rendezetlenség (bolyhossag, ,,fuzziness”) felismeréséhez is elvezetett [10].

4) A fehérjék szerkezeti rendezetlenségének vizsgalata ekozben szamos kapcsolodo
teriileten is hatékonyan folyt. Az adott id6szakban - és az OTKA tamogatas segitségével -
lényeges eredményeket értiink el bioinfomatikai eszk6zok fejlesztésében [7], majd fontos
megfigyeléseket, felismeréseket tettiink ezek alkalmazasaval. Megfigyeltilk példaul a
kolcsonhatasi halozatok csomodponti helyeit elfoglaldo fehérjék (hubok) kiemelked6
rendezetlenségét [1], az aktualisan kifejez6d6 gének (vagyis proteom) magas atlagos
szerkezeti rendezetlenségét [2], mikozben fontos elérelépést értiink el a domén koncepcio

rendezetlen allapotra valo kiterjesztében is [3, 15].

5) Ramutattunk, majd részletesen elemeztiik egy ujonnan felismert fehérje-fehérje
kolcsonhatasi elv (felismerés rovid felismeré motivumok, ,short linear motifs” altal) és a
rendezetlenség kapcsolatat [4], majd ezt kovetéen a kolcsonhatas molekularis
mechanizmusat is [5]. Megfigyeltilkk, hogy a fehérje-komplexek 0Osszeszerelédésében
kitlintetett szerepet jatszik az alegységek szerkezeti rendezetlensége [6]. Kolcsonhatasi
halozatok elemzésével azt is kimutattuk, hogy a rendezetlen fehérjéknek a sejtben nincs
sziikségiik chaperonok altali védelemre [11], és atlagos életidejiik sem tér el lényegesen a
rendezett fehérjékétol, vagyis a proteolitikus rendszerek szabalyozottsaga miatt nincsenek

kitéve gyors degradacionak in vivo [9].

6) A rendezetlen fehérjék altalunk javasolt chaperone funkci6javal kapcsolatban is
lényeges tovabbi felismeréseket tettiink, szerkezetileg és funkcionalisan részletesen
jellemeztiink egy rendezetlen, a kromatin szerkezet atrendezddéseit elbsegitd fehérjét
(Df31) [8], illetve két novényi stressz-fehérjét, amelyek chaperone aktivitasat elséként
sikeriilt igazolnunk [12, 16]. Igazoltuk a rendezetlenség kitlintetett szerepét transzkripcios

szabalyozasban is [17].

Mindezen vizsgalataink eredményeképp az OTKA K60694 palyazat tamogatasaval osszesen
19 publikacionk jelent meg, ezek Osszesitett impakt fatora 93.0, és az ISI szerint az elmult

néhany év alatt osszesen mar 360 hivatkozast kaptak.
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