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Szakmai zaroéjelentés az F49222 szamu “Fehérjek eléallitdsa kémiai modszerekkel szerkezeti

és funkcionalis vizsgélatok céljara” cimi OTKA palyazathoz

A palyazatban megfogalmazott kutatas célja olyan a fehérjék minél szélesebb kdrében alkalmazhato
szintézismodszer kidolgozasa volt, amely lehetéveé teszi mutagenezissel nem elérhet6, kovalens
szerkezetlikben specifikusan maodositott fehérjék eléallitasat kémiai modszerek segitségével. A
maodszer kulcslépése a C-terminalis végen tioészter funkciot, illetve az N-terminalis végen tiol

funkciot hordozd peptid vagy fehérje szegmensek kozotti nativ kémiai ligacios reakcio:
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A reakciok optimalizalasat és validalasat eredetileg az M.Sss.l. citozin specifikus C-5

metiltranszferdz enzim (EC 2.1.1.37) eloallitdsan keresztil terveztem megvalositani. A modell
fehérjét azonban megvaltoztattam, mivel intézeten bellli egyuttmiikodés keretében hozzajutottam
egy masik fehérje, az E. coli maltoz-kots fehérje (MBP) expresszios rendszeréhez. igy médomban
allt egy még Altalanosabb félszintetikus maddszert kidolgozni, amely nem pusztan szintetikus
oligopeptidek kémiai ligacidjan alapul, hanem lehet6vé teszi rekombinans fehérje szegmensek
alkalmazésat is a kémiai ligacios reakcidkban. Ez utébbi azért nagyon fontos, mert meggyorsitja
olyan fehérjeszarmazékok eléallitasat, ahol csak egy rovidebb szekvencia szakasz kulonbozik a
nativ szekvenciatol. Vagyis a célfehéerje nativ és modositott szegmensekre bonthatd, amelyek
célszertien rekombinéns és szintetikus modszerekkel allithatok elo.

Els6 1épésként megteremtettem laboratériumunkban a bakteridlis munkakhoz sziikséges steril
korilményeket, bedllitottam a nukleinsavak vizsgalatdhoz sziikséges DNS preparalasi és agardz
gélelektroforézis, valamint a fehérjék vizsgalatdhoz sziikséges poliakrilamid gélelektroforézis
technikakat a MBP el6allitasan keresztil. A fehérjét C-terminalis végen mutélt Mxe GyrA inteinnel
és Bac.circulans WL-12 kitinaz kitin-kété domenjével kdzos fuzioként expresszaltam E. coliban.
Az ehhez sziikséges plazmidot Welker Ervin bocsatotta rendelkezésemre. A plazmidot BL21-
goldDE3 torzsbe transzformaltam, majd szekvenalassal ellenériztem a plazmid valtozatlansagat. A
sejtek feltarasa utan a flziés fehérjét a konstrukcié Kitin-kété6 doménjének felhasznalasaval
affinitdskromatografia segitségével kitin-agar6z fazison tisztitottam. A Kitin agardz fazisra kotott
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intein fUzidbal ditiotreitol segitségével C-terminalis karboxil funkcidval (Met-Met-MBP-COOH),
mig natrium-2-merkapto-etanszulfonat alkalmazasaval C-termindlis tioészter szarmazékként (Met-
Met-MBP-COSR) hasitottam a MBP-t. Mivel a félszintetikus mddszer kulcslépése a C-termindlis
végen tioészter funkciot, illetve az N-terminalis végen tiol funkciot (Cys) hordozd peptid vagy
fehérje szegmensek kozotti kémiai ligacids reakcid, ezért ketténél tobb szegmens lépésenkeénti
ligacioja megkoveteli minden koztes szegmens N-termindlis védelmét. Az N-terminélis Met-Met
dipeptid szolgél a Cys atmeneti védelmére, amelyet egy mutans metionin aminopeptidaz (Met AP 1)
alkalmazésaval tavolitok el. A szilkséges M329A/Q356A S. cerevisiae MetAP | mutans enzimet
glutation S-transzferdzzal fuzioban E. coli BL21 sejtekben expresszaltam, majd affinitas
kromatogréfiaval tisztitottam. Az enzim proteolitikus aktivitasat kilonb6zé szekvencidja, N-
termindlis Met-t tartalmazé peptidek emésztésével vizsgaltam. Sikerllt olyan reduktiv
korilményeket talalni, ahol a metalloprotedz Met AP | mutans a modell peptidek N-terminalis Met
aminosavait kvantitativan és szelektiven emészti, ugyanakkor a szubsztrat és termék Cys tartalmu
peptidek nem oxidalddnak diszulfidokka. Kiderilt tovabb, hogy a glutation S-transzferaz fazidban
expresszalt mutans Met AP | jelentés enzimaktivitast mutat kdzvetlenil az affinitdskromatografias
tisztitast kovetéen glutation-szefar6z hordozohoz koétve is, igy kvazi-immobilizalt enzimként
hasznalhatd. Ez leegyszerisiti alkalmazasat, hiszen az enzimatikus emeésztés utan egyszeri
szliréssel 100%-ban eltdvolithatd és igy nem okoz mellékreakcidt a ligacios reakciolépésben. Ez
lehet6vé tette, hogy a MBP N-termindlis irdnyd modositasadt modellezzem. A fehérje N-termindlis
szekvencidjanak megfelelé6 Met-Met-Cys-Lys-Ala-Ser-Asn-Met-Gly-NH, nonapeptid N-terminalis
Met-jait leemésztve a kapott heptapeptidet 4-merkapto-fenil ecetsav jelenlétében kvantitativan
ligaltam 4 h alatt a Lys(biotin)-Asp-Glu-Gly-Asp-Gly-COS-(CH;),-CONH-lle-NH, peptid-
tioészterrel. Az utébbi peptid-tioésztert azért terveztem, hogy egy olyan, vizes kézegben nagyon jol
oldddo, biotinnal jelzett szarmazékot kapjak, amellyel a konszekutiv ligacios reakciok soran
foloslegben maradd tiol komponenst avidin affinitaskromatogréafia alkalmazasaval eltavolithatom
(analdg a szilard fazist peptidszintézis capping lépésével), és ezaltal a hianyos szekvenciak
kialakuléséat kikiiszobolhetem.

A kutatds kovetkezé fazisdban a peptidek es peptidszarmazékok segitségevel optimalizalt
korilményeket a rekombinans MBP szarmazékokra adoptaltam. Amig azonban a peptidek esetében
minden reakci6 elérehaladasat HPLC analizissel tudtam kovetni, addig a MBP szarmazékok
esetében az N-termindlis Met aminosavak emésztését kozvetlenil nem tudtam kdvetni, mivel a
Met-Met-MPB és MBP feherjék nem valaszthato el sem elektroforetikus mobilitds alapjan, sem
ioncsere-, illetve gélkromatografia alkalmazasaval. Ezért kbzvetett mddszert dolgoztam ki, amellyel
a fehérje N-terminalis Met aminosavainak emésztése kovethets. A Met-Met-MBP emesztési
elegyébdl kromatogréafias elvalasztassal izolaltam a Met-t, majd GITC szarmazékképzést kovetoen



meghataroztam a koncentraciéjat HPLC elvalasztast kdveté UV kromatogram analizissel. A fehérje
emésztesét szintén reduktiv kortlmények kozott kellett végezni, mert ellenkez6 esetben az emésztés
sordn dimerizéciot (Met-Met-MBP-COOH esetében), illetve oligomerizaciot (Met-Met-MBP-
COSR esetében) tapasztaltam. Kiderilt tovabba, hogy a kvazi-immobilizalt Met AP | enzim 2 M
karbamid jelenlétében is megérzi aktivitasat, vagyis mas, nehezen hozzaférheté N-terminalis véggel
rendelkezé fehérjék esetén ilymddon alkalmazhaté Met-Met hidrolizisre. Igy a Met-Met-MBP
fehérje emésztéséhez optimélis korilményeket allitottam be, majd Met-Met-MBP-COS-(CH,),-
SO3Na fehérje tioésztert ligaltam hozza. Az igy kapott, ismét N-terminalis Met-Met dipeptidet
tartalmazé fehérje dimert Gjra a kvazi-immobilizalt mutans Met AP | enzimmel emésztettem, majd
Lys(biotin)-Asp-Glu-Gly-Asp-Gly-COS-(CH,),-CONH-1le-NH, peptid-tioésztert ligaltam hozza. A
kapott félszintetikus fehérjét sztreptavidin affinitaskromatogréafia segitségével izolaltam.
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Megkiséreltem egy olyan, a fehérjemolekula C-terminalis végére ligalhatd affinitasvég
eléallitasat is, amellyel a C-termindlis fehérje szegmens szilard hordoz6hoz kétheté az C—N iranyd
ligacids reakciok idejere, és amely a szintézis vegén enzimatikus hidrolizissel (elasztaz)
eltavolithatd. Ehhez a Cys-COO-Ahx-Gly-Hisg-NH, hexahisztidin depszipeptid szarmazékot
allitottam el6 szilard fazisa szintézis segitségével. Ez a depszipeptid azonban a ligacio kortilményei
kdzott elhidrolizalt, igy nem tudtam sziléard fazisu lépésenkénti ligacidora alkalmazni.

A rekombinans és/vagy szintetikus szegmensek konszekutiv ligaciojan alapuldé modszer
kifejlesztésén tul egy a prion fehérje szerkezetvizsgélatat eléseqité szarmazék elballitasat is
elkezdtem. Ennek célja, hogy a prion fehérjét a természetes allapotdnak megfelelé forméban,
sejmembranhoz koétotten lehessen vizsgalni. Ehhez egy olyan horgonymolekulat terveztem, amely a
C-terminalis végen Cys-nel meghosszabbitott prion fehérjéhez regioszelektiven kapcsolhatd és
amely stabilan integralddik sejtmembranokba. A membranba horgonyzast koleszterin segitségével
terveztem elérni, melyhez trisz-etilén-glikol linkeren keresztll maleimid funkciét kotok, amely a C-



terminalis végén Cys-nel meghosszabbitott prion fehérje megkétésére szolgal. A horgonymolekula
sejtmembranba vald beépilésének vizsgalatahoz fluoreszceinnel jelzett trisz-etilén-glikol
koleszterin-hemiszukcinat észtert allitottam elé, amelynek liposzoma membranba, illetve
sejtmembrannal toérténé faziot kovetéen sejtmembranba vald beépilését Welker Ervinnel
egyuttmikodve vizsgaltuk. Konfokalis mikroszképias vizsgalatok ramutattak, hogy a
fluoreszceinnel jelzett koleszterin-trisz-etilén-glikol szarmazék stabilan beagyazddik a liposzéma
membranba, s6t az igy jelzett liposzomak fuzionaltathatok egér Zpl idegsejtekkel. Vagyis a
horgonymimetikum alkalmas fehérjék liposzdma membranhoz horgonyzasara, majd sejtekkel

torténo fuzidt kovetden sejtmembranokhoz horgonyzasara.
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A nem kodolt aminosavak, fluoreszcens és izotdpos jelek, valamint poszttranszlacios
modositasok jol definidlt poziciokba torténd beépitése szintén fontos eleme kutatdbmunkamnak
Ehhez szlikségesek a megfelelé kismolekuldju peptideken végzett kisérletek. Sikeresen el6allitottam
egy stabil B-kanyar szerkezet mimetikumot, a 4-amino-1,2,4,5-tetrahidro-2-benzazepin-3-on
spirociklusos szarmazékat, amelyrél igazoltuk, hogy a Tyr-Pro-Phe-Phe és a Ser-Pro-Phe-Arg
szekvencidkba épitve is B-kanyar szerkezetet indukal és fokozza az egyébkent kisebb mértékben [3-
kanyar szerkezetet felvevé endomorfin-2 és substance P peptidek bioldgiai aktivitasat. Vagyis
ezekben az esetekben a kanyarszerkezet kikényszeritése elénydsen befolyasolta a receptor —
ligandum kdlcsénhatasokat. Egy Uj nem-természetes aminosav, a 3-metil-ciklohexilalanin Dmt-Tic-

Cha-Phe szekvenciaba épitésével szintén a biologiai aktivitas novelését értik el. Ezek a nem



természetes aminosavak a tovabbiakban alkalmasak fehérjemolekulak harmadlagos szerkezetének

befolyasolasara is.

Osszefoglalas

A sikeres genom projektek szikségszerii folytatasa az egyedi fehérjemolekulak szerkezeti szint
tanulméanyozésa. Az ehhez szilkséges specifikusan modositott fehérje szarmazékok elballitaséra a
rekombinans és szintetikus modszerek kombinécidja versenyképes megoldast jelent. A kémiai
szintézis ugyanis lehetéséget ad a riboszomalis fehérjeszintézis kereteinek kibovitésére, vagyis
olyan kémiai informéacioban gazdagitott, illetve funkcioban modositott fehérje szarmazékokhoz
juthatunk, amelyek a jelenlegi molekularis bioldgiai modszerekkel nem elérheték.

Kutatdsom soran félszintetikus fehérjék el6allitasat értem el rekombinans fehérjek és szintetikus
peptidek nativ kémiai ligacids kapcsolasaval. Mindezt olyan atmeneti védécsoport és enzimatikus
védocsoport eltavolitdo modszer alkalmazésaval, amely nem denaturdld koralmények kozott is
alkalmazhatd, vagyis funkcionalis fehérjék eléallitasat teszi lehetévé. A kidolgozott félszintetikus
maodszer méretndvelést kdvetéen alkalmas terminalis és koztes fehérjeszekvenciak helyspecifikus
modositasara. Ezen tulmenden megalapoztam a prion fehérje sejtmembranba integralhato

félszintetikus szarmazékanak eldallitasat is.



