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|. Bevezetés

A rendezetlen fehérjék szokatlan tulajdonsdgaira torténd utaldsok mar a ’80-as évek-
re visszamendéleg megtaldlhatéak a tudomanyos szakirodalom cikkeiben. Ezek utdn szdmos
munkdban olvashatunk a rendezetlen fehérjék vizsgalatardl, és felfedezésérdl, bar akkor még
a szerkezeti rendezetlenség nem volt ismert fogalom. 1998-ban definidltak a rendezetlenség
fogalmat. Ennek kdszonhetd, hogy e terilet felderitése szamottevGen felgyorsult. A rende-
zetlen fehérjék mindoéssze 10 éves multra tekintenek vissza, ezért biokémiai jellemzésiik,
illetve a funkcidik felderitése még nem széleskord. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy szamos
fehérjérél ismeretes annak rendezetlensége, de azok pontos funkcidi vagy a fehérjék mole-
kuldris mechanizmusai még nem ismertek. Ebben az értekezésben a rendezetlen fehérjék
egy eddig még kevéssé vizsgalt terlletét tanulmanyoztam, ez a dajka vagy mas néven
chaperone funkcid. Ehhez két rendezetlen névényi stresszfehérjét, illetve négy bakteridlis (E.
coli) riboszomadlis fehérjét vélasztottam ki. Mint a munkdmban részletesen is ismertetni fo-
gom, a novényi stresszfehérjék minimalis lokalis szerkezeti preferencian kivil teljesen rende-
zetlenek, mig a riboszémalis fehérjékrél mar szamos munkaban kimutattak, hogy a rendezet-
len és/vagy a molten globula szerkezeti osztélyba tartoznak. A tanulmanyomban részletes
eredményeket mutatok be a novényi stresszfehérjék biofizikai tulajdonséagairdl, illetve mind-

két fehérjecsaldd chaperone aktivitasanak vizsgalatairol.



Il. Irodalmi attekintés

1.1 A szerkezet-funkcio nézet fejlédése

A fehérjék szerkezete és funkcidja kozotti 6sszefliggésrdl alkotott nézeteink az elmdlt
tobb mint 100 év alatt folyamatosan valtoztak. Kezdetekben a jol meghatarozott 3D szerke-
zet és funkcid kozotti szoros Osszefliggés volt uralkodd. Ez kizarta az olyan fehérjék lehetGsé-
gét, amelyek stabil 3D szerkezet nélkil is oldhatdak és biokémiai funkciéval rendelkeznek. A
teljesen merev szerkezetet feltételez6 kezdeti nézetet a szerkezeti mozgékonysdgnak is
funkcionalis jelentdséget tulajdonité szemlélet véltotta fel. igy napjainkra eljutottunk annak
felismeréséig, hogy a fehérjék jelent6s része nativ kérilmények kozott nem rendelkezik jol
definidlhato konformacidval. Az ilyen tipusu fehérjék azonositasa, szerkezeti flexibilitdsanak
vizsgalata és funkciondlis jellemzése ujfajta kihivast jelent a biokémia és a szerkezeti bioké-

mia szamara.
11.1.1 Statikus szemlélet

A 80-90-as évekig a tudomdnyos koztudatban a jol meghatdrozott 3D szerkezet és
funkcidé 6sszefliggésének paradigmdja volt uralkodé. Ez az elképzelés 1894-bél ered, amikor
Fischer a sorélesztd invertaz enzim vizsgalata kézben arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az
enzim és a cukor ugy illenek egymashoz, mint a kulcs a zarhoz. 1936-ban Mirsky és Pauling
(Mirsky and Pauling 1936) szintén hasonld kovetkeztetésre jutottak, a pepszin denaturacidja
és az enzimaktivitas csokkenése kozotti 6sszefliggés vizsgdlata sordn. Munkajukbol azt a ko-
vetkeztetést vontak le, hogy a nativ, enzimaktivitdssal rendelkezé fehérjék sajatossaga a jol

meghatarozott térszerkezet, mig a denaturdlt fehérjékre ennek hianya jellemzé.

A XX. szazad folyaman szamtalan tudomdanyos munkaban jelent meg a statikus 3D szer-
kezet, mint a fehérjeaktivitas alapvets feltétele. Ennek a szemléletnek a kialakuldsa megala-

pozott, mivel az akkori m(iszerezettséggel vizsgalt fehérjék valdban statikus képet mutattak.
11.1.2 Dinamikus szemlélet

A fehérjék dinamikus voltara utal6 elsé megfigyeléseket 1950-ben Karush tette, a szé-

rum albumin ligandkotShelyei vizsgdlata soran. Azt taldlta, hogy a kotShelyek egymdssal



egyensulyban 1év6, nagy szamu hasonld energiaju konformdciés allapottal rendelkeznek,
amelyek kozil a partner molekuldhoz legjobban illeszkedé szerkezet stabilizalodik (Karush
1950). Karush ezt konformdcids adaptdcionak nevezte el. Karush-tdl fuggetlenil Koshland is
felismerte ezt a jelenséget (Koshland et al. 1958), és indukdlt illeszkedésnek nevezte el.
Utdbbi - mar a nevébdl kdvetkezéleg - forditott ok-okozati rendet képvisel, ugyanis ebben az
esetben az szubsztrat, el6bbinél a random szerkezetvéltozas hatarozza meg a molekula szer-
kezetet. Ezek voltak az elsé felismerések, amelyek a fehérje funkcidt szerkezetvaltozdshoz

kototték.

A fehérje konformacio véltozasra utald elsé kisérleti bizonyiték 1978-ban kerilt napvi-
lagra, a hexokinaz kisszog(i rontgendiffrakcids vizsgalatai soran. A megfigyelések szerint az
enzim szerkezetében a szubsztrat (glikdz) nagy mérték(i domén mozgast idéz el (Bennett
and Steitz 1978). Ez Koshland indukalt illeszkedés modelljét igazolja, ami utdn szamos tovab-

bi bizonyiték is napvilagra kerilt a fehérjék konformacié valtozassal kapcsolt funkcidirdl.

A '80-as években a kutatdk felfigyeltek arra, hogy némely funkciondlisan aktiv fehérje
tulajdonsagai eltérnek az addig mas fehérjéknél megismert biofizikai jellemzdéktél. llyen tipu-
st fehérjék példaul:

e mikrotubulus asszicialt fehérje 2 (MAP2) (Hernandez et al. 1986) amely h&stabil, és
forralas hatasara sem vesziti el az aktivitasat,

e caldesmon, (Lynch et al. 1987) amely nyujtott flexibilis szerkezettel rendelkezik

e mielin bazikus fehérje (Sedzik and Kirschner 1992) erésen bazikus, nem kristalyosodd
fehérje

e sejt transzkripcids faktorainak nagy része (Sigler 1988) is emlithet8, amelyek tulnyo-
mo részben poldris toltott aminosavakbol éplilnek fel

Mindegyiklik a globularis fehérjéktdl eltérd tulajdonsagokkal rendelkeznek, ami kiemeli
Gket a tobbi fehérje kozll. Mint a késGbbiekben kiderlt, a fent felsorolt fehérjék mindegyike

részben vagy teljesen rendezetlen.

A mar bemutatott és ehhez hasonlé eredmények alapjan 1998-ban Dunker és munka-
tarsai definidltdk a szerkezeti rendezetlenség fogalmat (Dunker et al. 1998; Garner et al.
1998). Ezt kdvetben bioinformatikai szamitasokkal kimutattdk, hogy ennek a fehérjecsalad-
nak tébb ezer tagja taldlhaté meg a kilonb6z6 él6lények proteomjaban (Romero et al. 1998;

Garner et al. 1999), ami még inkabb a terilet jelentGségét.



Ma mar leszogezhetjiik, hogy a rendezetlen fehérjékben nem alakul ki stabil kompakt
fehérjeszerkezet, a harmadlagos szerkezeti elemek nagyon lazak, vagy teljesen hidanyoznak
bel6liik, tovabba a masodlagos szerkezeti elemek is szamos esetben csak atmeneti jelleggel
alakulnak ki. A rendezetlen fehérjék szerkezete fehérje-fehérje kolcsonhatas kialakulasa koz-
ben lokalisan stabilizalédhat, amely a klasszikus kdlcsonhatasoktdl merében eltérd tulajdon-
sagokkal rendelkezd kolcsonhatds kialakuldsat teszi lehetévé (lasd 11.2.5 fejezet). Ez a fajta
szerkezeti stabilizacid figyelhet6 meg a PKlo. (Hauer et al. 1999), p53 (Kussie et al. 1996),
riboszémalis fehérjék (Ban et al. 2000), p21 W3 /CPY/SEL (riwacki et al. 1996), p27¥°! (Russo et
al. 1996) és szamos mas fehérje esetében. A lac represszor DNS-k6t§ doménjének N-
terminalis részén is talalhaté egy 61 aminosavbdl all6 rendezetlen régid, amely az NMR vizs-
galatok alapjan a DNS kot6dés soran egy rendezetlenbél rendezett allapotba vald atalakula-
son megy keresztil (Slijper et al. 1997). A fentiek ebbdl a nézépontbdl még nem igazoljdk a
szerkezeti rendezetlenség szilkségességét a funkcid kialakulasdhoz, azonban megkovetelik a
statikus szemlélet Ujragondolasat, és kibGvitését a nagyobb fehérje-flexibilitas felé (lasd

11.2.4. fejezetet).
11.2 Rendezetlen fehérjék

A rendezetlen régidkat el6szor rontgenkrisztallografiai vizsgalatok soran azonositottak
szisztematikusan, mint a kristalyszerkezet lathatatlan régidit. Ezek a régidk nagy flexibiltassal
és szamos egymastdl nagy mértékben eltérd szerkezettel rendelekeznek a kristalyon belil is,
ezért azok lathatattlanok krisztallografias technikakkal. Késébb NMR segitségével is azonosi-
tottak szerkezet nélkili régiokat, majd olyan nativ fehérjéket is taldltak, amelyek teljes egé-
szlikben rendezetlenek voltak. Els6 megkozelitésben ezeket a fehérjéket a denaturalt

”

globularis fehérjék szerkezetével azonositottdk, amibdl a ,random coil” elnevezés is szarma-
zik. Ez a modell csak két fehérje allapotot kiilonbdztet meg: a rendezett globularis és a ren-
dezetlen denaturalt szerkezetet (Anfinsen 1973). Mara azonban mar szamos kisérleti ered-
mény igazolta, hogy a rendezetlen és rendezett allapotok k6zott uredban, vagy guanidinHCI-
ban részben feltekeredett intermedier allapotok is megfigyelheték, ami a rendezetlen fehér-
jék esetében is helytdllé (Kuwajima et al. 1976; Dolgikh et al. 1981) (részletesebben lasd

11.2.4 fejezetet).



11.2.1 Szerkezetileg rendezetlen régidk detektdldsa, karakterizdldsa

A rendezetlen fehérjéket eltérd biofizikai tulajdonsdgaik kovetkeztében szamos méd-
szerrel lehet megkiilonboztetni a globularis fehérjéktdl. Szerkezetnélkiliségre utalhat példa-
ul a CD spektrum, az extrém proteolitikus érzékenység, rontgenkrisztallografia illetve szamos
nem muszeres vizsgalat is. A masodlagos szerkezeti elemek hianyara az NMR vagy a Fourier-
transzformalt infravords (FTIR) spektrumok utalhatnak. Ezek tobbségével a denaturdlt fehér-
jékre jellemzd tulajdonsagokat hatdrozzuk meg és ennek alapjan kovetkeztethetiink a fehér-
je rendezetlenségére. Ezeket a vizsgdlatokat azonban nem denaturdld kortlmények kozott
végezziik. Kiemelendd, hogy a rendezetlenség igazolasara nem elegend6 egy biofizikai mdd-
szert alkalmazni. Ennek oka, hogy szamos jél meghatarozott szerkezettel rendelkezé fehérje
is a rendezetlen fehérjékre jellemzd jellegzetességeket mutatja, egy-egy mérési mddszer
esetén (Tompa 2002). llyen fehérjék példaul a ,loopy” fehérjék (Liu et al. 2002), amelyek jol
meghatdrozott szerkezettel rendelkeznek, mégis a rendezetlen fehérjékre jellemz6 CD-
spektrumot adnak. A kovetkezékben olyan technikakat sorolok fel, amelyek koézil tobb
egyuttes alkalmazasa lehet6vé teszi a rendezetlen fehérjék, vagy rendezetlen régidk azonosi-
tasat:

1. SDS poliakrilamid gélelektroforézis sordn szamos rendezetlen fehérje esetén figyel-
tek meg anomalis mobilitast, amikor a tényleges molekulatémeghez képest nagyobb mole-
kulatémegnél jelenik meg a fehérje (Hernandez et al. 1986; Weinreb et al. 1996; Tompa
2002). Ez annak tulajdonithatd, hogy a rendezetlen fehérjékhez polaris aminosav Gsszetétele
kovetkeztében kevesebb natrium dodecilszulfat (SDS) kotédik, ami miatt alacsonyabb lesz a

fehérje nettd toltése, ezéltal az elektroforézis sordn a mobilitasa.

2. A hdéstabilitds a legtobb rendezetlen fehérje diagnosztikus tulajdonsaga, ami a kom-
pakt szerkezet hidanyaval, és a j6 szolubilitdssal magyarazhaté. Gyakorlatban ez a fehérje re-
zisztenciajat jelenti a héindukalt aggregacioval szemben, tehat forralds utén is az oldatfazis-
ban marad a fehérje. Ezen feliil a specifikus funkcidval rendelkezd fehérjék forralds utan sem
veszitik el aktivitasukat. Tovabba a rendezetlen fehérjéknek ez a tulajdonsdga el6segiti a

globularis fehérjéktdl torténd elvdlasztasukat is.

3. Maér az 1940-es évek végén felismerték a proteolitikus érzékenység és a fehérjeszer-

kezet kozotti 6sszefliggést. Fontana, Thorton és Hubbard (Fontana et al. 1986; Fontana et al.



1997) voltak azok, akik bizonyitottdk, hogy a proteolizis sebességét nem pusztan a felszini
fekvés (hozzéférhetGség) hatarozza meg, hanem a lehetséges hasitohelyek flexibilitasa is.
Egy strukturalt régionak tobb mint 10 aminosavnyi szakaszon kell letekerednie ahhoz, hogy

egy atlagos protedz el tudja hasitani. Ezaltal az emésztés sebességének az aranya (rendezet-

AG
len/rendezett) az ¢ RT kifejezéssel szamithatd, ahol a AG a szegmens letekeredésének sza-

badentalpiaja. Egy tipikus fehérje esetében a letekeredés szabadentalpiaja 7 és 10 kcal/mol
kéz6tt mozog, igy azt varhatjuk, hogy egy rendezetlen régié 10°-10"-szer gyorsabban hasad,
mint egy rendezett régié. A proteazokkal szembeni érzékenységgel kapcsolatban érdemes
azonban szem el6tt tartanunk, hogy a mddszer pozicio-specifikus informaciot ad, ezaltal a
protedz szekvencia szelektivitdsa nagyban behatérolja a rendezett régidk pontos azonosita-

sat.

4. A cirkuldris dikroizmus (CD) spektroszkopia oldatfazisu fehérjék szerkezetének meg-
hatarozasdara alkalmas. A tdvoli UV CD spektrum jé becslést ad a masodlagos szerkezetek
mennyiségérdl (tobbek kozott a rendezetlen régidkrdl is), és alkalmas a rendezett és molten
globula éllapotok a random coil-tdl (11.2.4 fejezet) torténé megkilonboztetésére is. A kozeli
UV CD-vel az aromas csoportokat lehet vizsgdlni, amely alapjan jol elkilonitheték egymastol
a rendezett (éles aromas savok) illetve a molten globule és random coil allapotok (aromas
savok eltlinnek). A mddszer hidanyossaga, hogy csak fél-kvantitativ informaciét nyujt. A
globularis és rendezetlen régidkat is vegyesen tartalmazé fehérjék esetében a szerkezetvizs-
gdlat nehézkes, tovabba az egyes szerkezeti elemek hozzarendelése az aminosav szekvencia-

hoz nem lehetséges.

5. A Stoke’s sugdr meghatarozasaval is lehet jellemezni random coil fehérjéket. Gyak-
ran el6szor a hidrodinamikai viselkedése alapjan sikeril felfigyelni egy fehérje lehetséges
rendezetlenségére. Ezt kilonb6z6 mddszerekkel, pl. kisszogli rontgenszoras, gélsziirés vagy
ultracentrifugdlas segitségével lehet meghatérozni. Egy adott molekulastlyhoz tartozé szo-

katlanul nagy sugar a rendezetlenség erds bizonyitéka.

6. Az NMR spektroszkdpia alkalmas az oldatfazisban 1évé fehérjék 3D szerkezetének
meghatdrozasara és a fehérje dinamikajanak jellemzésére. A rendezetlen fehérjék vizsgala-
tdban ez a technika elsédleges fontossaguva valt, mivel a segitségével szekvencia-specifikus

informacidhoz juthatunk. Legalkalmasabb mdédszer a *°N - *H heteronukledris NOE, mely so-



ran a rendezett régiok pozitiv jelet adnak, mig a rendezetlen régidk negativat. Ugyanakkor a
molten globula szerkezetek meghatarozasa nehézkes NMR-rel, mivel a méréshez sziikséges
koncentracional a fehérjék aggregalddnak, illetve a fehérjelanc mozgasi idGintervalluma mi-
att kiszélesednek az NMR spektrum savjai. A NOE mddszeren kivil mas relaxaciés mérések is
alkalmasak a rendezetlen fehérjék vizsgalatdra, illetve a masodlagos kémiai eltolédds értékek
is diagnosztikusak. Erdekességképpen megjegyzendd, hogy a rendezetlen fehérjék egyik leg-
erésebb definicidja az NMR spektroszkdiahoz kapcsolddik. Eszerint az a régio tekinthet6 ren-
dezetlennek, aminek csucsai teljes mértékben atfednek egy, a régidval azonos 15 aminosav

hosszlsagu peptid cstcsaival (HSQC mérésnél).

7. Réntgenkrisztallogrdfia segitségével meghatarozott szerkezetvizsgalatok sordn
szamos fehérjeszerkezetben elektrondenzitas hianyt tapasztaltak, amely rendezetlen régiok-
ra utal. Dunker és munkatérsai az ilyen régidkat ,instrically disordered”-nek nevezték el

(Dunker et al. 1998).
11.2.2 A rendezetlen régidk kialakuldsanak alapja, az elsédleges szerkezet

Az Anfisen paradigma szerint a fehérje térszerkezetét az aminosav szekvencia hata-
rozza meg (Ellis 2003). Ez az elmélet helytallo a rendezetlen fehérjék esetében is, mivel azok
aminosav Osszetétele, illetve elsédleges szerkezetiik diagnosztikus, és egyben meghatédrozé a

rendezetlenség kialakulasahoz.

Aminosav Osszetétel vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy ezekben a fehérjékben Ié-
nyegesen kisebb mennyiségben fordulnak el6 a Trp, Cys, Phe, lle, Tyr, Val, Leu, és Asn ami-
nosavak, ugyanakkor jellemzéen gyakoriak az Ala, Arg, Gly, GIn, Ser, Pro, Glu, és Lys amino-
savak. Elébbieket ,rendezettség tdamogatd” (order-promoting), utébbiakat "rendezetlensé-
get tamogatd" (disorder-promoting) aminosavaknak nevezziik. A His, Met, Thr és az Asp gya-
korisdga nem mutat szignifikans eltérést a fehérjék két csoportja kozott (Dunker et al. 2001;

Tompa 2002) (1. tablazat).



Rendezetlen Swiss-Prot Globularis

Ala  (A) 7,15 7,62 8,15
Arg  (R) 4,21 5,19 4,61
Asn  (N) 2,06 4,36 4,66
Asp (D) 5,50 5,25 5,78
Cys (0) 0,61 1,62 1,64
G (Q) 4,46 3,93 3,69
Glu (F) 14,26 6,47 5,98
cly (G) 4,31 6,85 7,99
His  (H) 1,51 2,25 2,33
e (1) 3,67 5,85 5,43
Leu (L) 5,44 9,54 8,37
Lys  (K) 10,43 5,97 6,05
Met (M) 1,30 2,37 2,03
Phe (F) 1,66 4,10 3,95
Pro  (P) 12,07 4,89 4,61
Ser  (9) 6,91 7,08 6,31
Thr  (T) 5,14 5,57 6,15
Trp (W) 0,32 1,21 1,55
Tyr  (Y) 1,42 3,16 3,64
val (V) 8,02 6,61 7,00

1. tablazat Aminésav 6sszetétel
A tablazatban a rendezetlen, Swiss-Prot adatbdzisban ta-
lalhato fehérjék és a globularis fehérjék atlagos aminésav
Osszetétele van 6sszehasonlitva.

Az aminosav Gsszetétel jelentGségének felderitéséhez Uversky és munkatdrsai mint-
egy 92 olyan fehérjét vizsgaltak, amelyek CD, NMR, FTIR vizsgalatok és hidrodinamikai visel-
kedésiik alapjan rendezetlennek mutatkoztak (Uversky et al. 2000). A vizsgalatban felhasz-
nalt fehérjék hossza 50 és 1827 aminosav kozott valtozott, nettd toltésik pH 7,0-nél +59 és -
117 érték kozotti értékeket vett fel. A statisztikai analizis azt mutatta, hogy a kicsi, globularis
fehérjék, valamint a rendezetlen fehérjék atlagos netto toltése 0,04 +/- 0,04 illetve 0,12 +/-
0,09. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a nagy nettd toltés sziikséges, de nem elégséges
feltétele a fehérje rendezetlenségének. A rendezetlen fehérjék hidrofobicitasa jol elkulonit-
heté a globularis fehérjék hidrofobicitdsatol, ami az aminosav Osszetételbdl is kovetkezik.

Ugyanis a rendezetlen fehérjékben kis aranyban fordulnak el6 a hidroféb aminosavak, és
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nagy aranyban a polaris aminosavak. Ezt a megfigyelést kihasznalva Uversky és munkatdrsai
a globularis és a rendezetlen fehérjék atlagos nettd toltését a hidrofobicitas figgvényében
dbrazoltak. Itt jol megfigyelhets, hogy a rendezetlen fehérjék lathatéan elkiloniinek a
globularis fehérjékt6l (1. d&bra). Ezt az abrazolast ,Uversky-plot”’-nak, vagy ,toltés-

hidrofobicitas-plottnak” nevezzik.

0.6

0.5

0.4

0.3 4

0.2 4

Atlagos netto toltés

0.1 4

0.0

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Atlagos hidrofébicitas

1. dbra Uversky-plot

Globuléris (vildgos kor) és rendezetlen (szlrke kor) fehérjék atlagos nettd

toltésének &brazoldsa a hidrofobicitds flggvényében. Az abrdn lathatd

egyenes a rendezetlen és globularis fehérjék hatarvonalat jeloli

A szerkezeti rendezetlenséget a nagy nettd toltés és az alacsony atlagos hidrofobicitas

mellett a prolinok nagy szama is biztositja (Sigler 1988; Uversky et al. 2000). A prolin meg-

akadalyozza a masodlagos szerkezeti elemek (o-hélix, B-lemez) létrejéttét, ugyanakkor gyak-

ran balmenetes PP Il hélix kialakulasat segiti el6 (Uversky et al. 1998; Syme et al. 2002).

A rendezetlen fehérjék jelentds részére jellemz8, hogy ismétl6dé szakaszokat tartal-
maznak, amelyek Ugynevezett ,repeat expansion” Utjan jonnek létre (Tompa 2003). Ezek a
régiok létrejohetnek egy aminosav ismétlédésébdl, vagy akar 10-15 aminosav hosszu régio
tobbszorozédésével. Nagy szamban tartalmaznak S, T, P vagy Q aminosavakat, esetenként
erésen savas, vagy bazikus jelleget mutatnak. Az ilyen régidkat alacsony komplexitasu
doméneknek nevezzilk, amelyek tébbnyire rendezetlen régidkban taldlhaték meg, illetve

maguk is rendezetlenek. Erre egy prominens példa a human illetve ecetmuslica mastermind

11



fehérje, amely a szekvencia csaknem teljes hosszdban ismétl6dé szakaszokbdl épiil fel
(Smoller et al. 1990). Ez a fehérje elengedhetetlen muslica idegi differencialéddsanak lejat-

szddasdban.
11.2.3 A rendezetlen régiok gyakorisagdanak becslése szekvencia-analizis alapjan

A rendezetlenség josolhatdé az aminosav szekvencia alapjan. Erre szamos kiilonb6z6
megkozelitésen alapuld algoritmusok készilt, és érhetdk el a vilaghaldn. Ezek kozil csak né-
hanyat emelek ki, és azok kozil is csak a jelentésebb eredmények bemutatdsara szoritko-
zom. Wooton és munkatdrsai az un. Shannon-féle entrépia meghatarozasaval vizsgéltak a
fehérjeszekvenciak komplexitasat, ugyanis azt vették észre, hogy a szekvencia komplexitdsi
flggvénye korreldl a rendezettséggel (Dunker et al. 2000). Az analizis sordn a Swiss-Prot
adatbdzist haszndltdk fel, és azt talaltak, hogy az adatbazisban megtaldlhaté fehérjék 34%-a
tartalmaz alacsony szekvencia komplexitasu régio(ka)t. Dunker és munkatérsai ,neurdlis ha-
l6zat” algoritmust hasznaltak a globularis és rendezetlen fehérjék elkilonitésére. Megfigye-
léseik szerint a Swiss-Prot adatbdzisban 1évé fehérjék 29%-a tartalmaz legaldbb 40 amino-
savbol all6 rendezetlen régid(ka)t és kb. 7 %-a teljesen rendezetlen (Dunker et al. 2001).
Uversky és munkatarsai szintén a Swiss-Prot adatbazist vizsgédlva 130 olyan fehérjét azonosi-
tottak, amelyek egymasnak nem homoldgjuk és jellemz6en alacsony az 4&tlagos
hidrofobicitasuk és magas a nettd toltésuk. Ezek a fehérjék nagy valdszinliséggel rendezetle-
nek, és mivel szamtalan homoldgjuk Iétezik, igy a rendezetlen fehérjék szama ennél valdszi-

nlleg jéval nagyobb.

Dunker és munkatdrsai 31 genomra (Archeabaktérium, Eubaktérium és Eukariéta fa-
jok) a teljesen rendezetlen és az 50 aminosavnal hosszabb rendezetlen régiot tartalmazoé
fehérjék meghatarozasa céljabdl, szekvencia alapjan torténé predikcidt végeztek el. Azt talal-
tdk, hogy a szerkezeti rendezetlenség elterjedt jelenség a fehérjék korében. Az eukaridta
genomok 30-40%-ban tartalmaznak olyan fehérjéket, amelyek 50 aminosavnal hosszabb
rendezetlen régiéval rendelkeznek, és mintegy 6-17%-ot tesznek ki a teljesen rendezetlen
fehérjék (Dunker et al. 2000); Arabidopsis thaliana fehérjéinek 23%-a teljesen rendezetlen

(Oldfield et al. 2005)

Ezek alapjan azt a konkluziét vonhatjuk le, hogy a rendezetlenség gyakori jelenség az

élGvilagban. Itt megjegyzendd, hogy a terlleten elismert kutatok véleménye megoszlik azon
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a téren, hogy az ,els6 fehérjék” rendezetlen vagy jol meghatarozott szerkezettel rendelkez-

tek-e.

11.2.4 Fehérje-szenthdromsdg, a szerkezet dinamikdjanak hatdrmezsgyéi

Az elsé definicid a rendezetlen fehérjéket a globuléris fehérjék denaturald korilmé-
nyek kozott felvett teljes hosszaban nyujtott — random coil — szerkezetével azonositotta. Ez a
definicié a rendezetlen fehérjéket egy tipust konfromacios allapotban 1évé fehérje csalad-
ként definidlja. Kés6ébbi vizsgdlatok tlikrében ez az egyszer(isité nézet nem tarthatd fenn.
Tobbek kozott megjegyzendd, hogy Shorte és munkatarsai mar a globularis fehérjék
denaturacidjanak vizsgalata kdzben is arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy még erdsen de-
naturdlé koérilmények kozott sem jon létre tényleges random coil szerkezet, minden esetben
marad rezidualis masodlagos szerkezet a polipeptid ldcban (Shortle 1996). A rendezetlen
fehérjék ma elfogadott definicidja szerint, a fehérjék a polipeptid lanc altal energetikailag
megengedett szerkezetek mindegyikét, azonos valdszin(iséggel, egyensulyi allapotban veszik

fel. Ez a definicid a rendezetlen fehérjék ,szerkezeti sokasag” definicidjaként ismert.

A rendezetlen fehérjék majdnem minden esetben tartalmaznak a polipeptid ldncban
lokdlisian kialakuld tranziens vagy permanens masodlagos szerkezeteket, vagy ennél kom-
paktabb, masodlagos szerkezetek laza halmazaként épulnek fel (un. molten globula, illetve
premolten globula szerkezetek). A rendezett fehérjék jelentGsége abban nyilvanul meg, hogy
ezeket a szerkezeteket a nagy flexibilitdsuk kovetkeztében szabadon képesek bejarni, nativ
korilmények kozott. A globuldris fehérjék esetében ezeknek a szerkezeteknek a kialakuldsa a
kilonb6z6 mértéki denaturaltsagi dllapotoktdl fligg. A szerkezet ilyen szabad atalakuldsat a

,fehérje szenthdromsag”, illetve a ,fehérje kvartett” modell irja le (2. bra).
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(A) Globularis/rendezett

™ oo

Rendezetlen &=— globula (MG)

(B) Globularis/rendezett
Premolten Molten
globula (PMG) globula (MG)

Rendezetlen

2. abra ,,Fehérje szentharomsag” és ,fehérje kvartett” modell

(A) A fehérje szentharomsag modell alapjdn egy fehérjének harom szerkezeti &l-

lapota lehet, mig a (B) kvartett modell alapjan a szerkezeti dllapok kibévilnek egy

negyedik ,premolten globula” allapottal

A fehérje szentharomsag modell a rendezetlen fehérjék teljes hosszédban kialakuld

szerkezet valtozdsat modellezi. A rendezetlenség egy masik alternativaja, amikor a fehérje
csak egy része rendezetlen. Példaként felhozhaté a Kennedy neurodegenerativ betegség
kialakulasaért felelés androgén receptor (He et al. 2004). Az androgén receptor funkcionali-
san a szteroid hormon receptor csalddba tartozik. Stimulus hatdsara transzkripciot inicializal.
A fehérje receptor része szerkezettel rendelkezd régio, a transzaktivator régio rendezetlen. A
receptor ezen kiviil rendelkezik egy regulator alegységgel is a molekulan beliil, amely szintén
rendezetlen. A fehérje neurodegenerativ hatasa a reguldtor alegységgel hozhatd kapcsolat-
ba, ugyanis az itt talalhaté glutamin régiéd extrém expanzidja amiloid képzéshez, majd
apoptozishoz vezet. Hasonld vegyes szerkezettel rendelkezik a prion-, és szamos més fehérje

is (11.2.3. fejezet).
11.2.5 Rendezetlen fehérjék molekuldris felismerése

A rendezetlen fehérjék legtobb ismert funkcidja molekuldris kélcsénhatason alapul
(lasd 11.2.6 fejezet), aminek feltétele (vagy kovetkezménye) a lokdlis szerkezet kialakulasa.
Ennek a szerkezeti atmenetnek a termodinamikai jelent6ségét, és annak funkcionalis kovet-

kezményét elséként Schulz termodinamikai gondolatkisérlete irta le (Dunker et al. 1998). A
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gondolatkisérlet azon alapul, hogy a sztérikusan gatolt fehérje-fehérje kolcsonhatas kialaku-
lasa soran az egyik partner szerkezetvéltozason megy at, ami energetikai valtozassal jar

egyltt.

I resulting AG

b

3. dbra Schulz diagramm, rendezetlen fehérjék mole-
kularis felismerése

Az 1. lépésben a rendezetlen partner konformacio-
valtozasa noveli a rendszer szabadentalpidjat; a 2. lé-
pésben a kialakuld erds kotés csokkenti a rendszer sza-
badentalpiajat, igy a kialakuld kélcsonhatas kedvezévé
valik.

A jelenlegi ismereteink szerint a fehérje kot6dése egy kevésbé mozgékony magbdl in-
dul ki, az ugynevezett MoRE-b4l (Molecular Recognition Element), amely az elsé kdlcsonha-
tasi felllet a két molekula kozott. Ez az elsGdleges kotédés indukalja a szerkezet tovabbi ki-
alakulasat, amely stabilizalja a két molekula kot6dését (Romero et al. 2004; Fuxreiter et al.

2007). A fent emlitett mechanizmust indukalt feltekeredésnek nevezziik.

Schulz termodinamikai elgondoldsabdl azt a kbvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a szer-
kezetvaltozds energetikai tulajdonsagainak kovetkeztében a rendezetlen fehérjék nagy
specificitdsu, de kis affinitdsu kotést alakitanak ki. A szerkezetvaltozas csokkenti a fehérje
entropiajat, ami kedvezétlen, de a kélcsdnhatas kialakuldsa stabilizélja a szerkezetet. Ezen
kivil az is tobb esetben aldtamasztdst nyert, hogy a természetes ligandumokkal torténé kol-
csOnhatds megvaltoztatja a rendezetlen fehérje nettd toltését és hidrofobicitdsat, amely a
polipeptidlanc feltekeredését eredményezi (Uversky et al. 2000). Az ilyen tipusu kélcsdnha-

tasok hatékony eszkozei a sejtszintl szabdlyozasi mechanizmusoknak.
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A rendezetlen fehérjék kotédésének egy tovabbi fontos tulajdonsaga, hogy a partner-
molekuldhoz tébb helyen tudnak kapcsolddni. A kalmodulin példaul a megkotott hélixet egy
flexibilis régidval teljesen korbeveszi, illetve a kalpasztatin harom kiilonb6z6 és egymastdl
elkilonllé régidjan keresztil kapcsolddik a kalpainhoz. A PPI2 szintén tobb ponton kot6dik a
szubsztrajahoz a foszfatdz 1-hez, és annak természetes inhibitoraként funkciondl (Hurley et
al. 2007). A masik lehet&ség, hogy a fehérje tobb ligandot kot meg. Erre j6 példa a kazein
Caz(P0Oy);, kotése.

Ezzel ellentétben Tompa és Csermely (Tompa and Csermely 2004) altal, a rendezetlen-
séggel kapcsolatba hozott fehérje-, és RNS chaperone funkcid, csak ettdl eltérd kdlcsonhata-
son keresztll johet létre. Ezt az un. ,entrépia transzfer” modell irja le, amit részletesen a

11.2.6.1 fejezetben ismertetek.

11.2.5.1 Kolcsénhatas tobb partnerrel (moonlighting)

A fehérjék kettds funkcidja, ugynevezett Moonlighting tulajdonsaga mar régdta ismert
a biokémiai korében (2. téblazat). Az ilyen tulajdonsaggal rendelkezé fehérjék egynél tobb
egymastol eltérd funkciot képesek elladtni. A globularis fehérjék esetében a funkcid ilyen
formdju divergencidja a fehérjék felszinén sztérikusan kiilonallé kétShelyek kialakuldsa ese-
tében johet létre. A rendezetlen fehérjék ettdl eltérd, sok esetben atfeds kotShellyel rendel-
keznek, és funkcidjuk tekintetében szamos esetben ugyanarra a szubsztratra gyakorolnak
ellentétes hatast, a kortlményektél fliggden (Tompa et al. 2005) (2. tablazat, szirkével ki-

emelt rész).
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Fehérje

Funkcié 1.

Funkci6 2.

Referencia

Crystallin

Phosphoglucose
isomerase
Transzferrin re-
ceptor
Mitokondrialis Lon
proteaz

Bacterial FtsH
chaperone

Calpastatin

CFTR (R domén)
DHPR (C peptid)

MDM2 (180-298)

Cipl Kipl

p21-"" és p21

PIAS1 (392-541)
1-2

Riboszomalis L5

Securin

Szemlencse szerkezeti
fehérjéje
Foszfogliikoz
izomeracidja
Transzferrin receptor
Fehérje bontas

Chaperone

Kalpain inhibitor

CFTR inhibitor
RyR inhibitor
P21 szintjének csok-
kentése

Cdk gatlas

Aktiv STAT gétlasa
PP1 gatlasa
MDM2 ubiquitin ligaz
gétlasa
Szeparaz gatlas

Chaperone aktivitas

Neuroleukin, autocrine motility
factor,
Glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz

Chaperone
Metalloproteaz

Kalpain aktivator

CFTR aktivator
RyR aktivator

Osztrogén receptor aktivalasa

Cdk aktivalas

p53 aktivalasa
PP1 aktivalasa

Riboszéma chaperone

Szerparaz chaperone fehérjéje

(Piatigorsky 1998)

(Gurney et al. 1986; Watanabe
et al. 1996; Xu et al. 1996)

(Modun et al. 2000)

(Suzuki et al. 1997)

(Suzuki et al. 1997)

(zhang et al. 1994; Tompa et al.
2002)

(Ma 2000; Dunker et al. 2002)
(Haarmann et al. 2003)
(Saji et al. 2001; Zhang et al.
2004)

(Kriwacki et al. 1996; Cheng et
al. 1999; Pavletich 1999)
(Megidish et al. 2002)
(Yang et al. 2000; Tompa 2003)
(DiNitto and Huber 2003; Dai
and Lu 2004)

(Hornig et al. 2002; Tompa 2002)

2. tablazat Moonlighting effektus

A tablazat felsé részében néhany példa lathaté a moonlighting effektusra a globularis fehérjék koré-

bél (forrds: (Jeffery 2004)), a sziirkével kiemelt rész a rendezetlen fehérjék moonlighting kettds funk-
cidit mutatja be (forrds: (Tompa et al. 2005))

11.2.6 Rendezetlen fehérjék funkcioja

Eddigi ismereteink szerint a rendezetlen fehérjék a sejtszintl reguldcidban, és sejt

szervezGdésében latjak el szerepiiket. A fehérjelanc magas mozgékonysaga miatt a rendezet-

len fehérjékben nem tud kialakulni katalitikus centrum, ennek kévetkeztében ezek a fehérjék

nem rendelkeznek katalitikus aktivitassal. A rendezetlen fehérjék az eddig megismert funkci-

Ok alapjan hat funkciondlis osztalyba sorolhatdéak, amit a 3. tablazat foglal 6ssze (Tompa

2002). Szamos rendezetlen fehérje vesz részt a molekularis felismerésben, amelyekben a

partner lehet egy masik fehérje, DNS illetve RNS. A DNS kot6 fehérjék kozott vannak, ame-

lyek transzkripcids faktor DNS koté motivumaként jelennek meg, vagy a DNS lecsavardsaban

illetve meghajlitdsdban vesznek részt. A membran-asszocialt fehérjék a kotédés folyaman a-
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helikdlis szerkezetet vesznek fel. A nyujtott szerkezet folytan tavolsagtartdként is funkcional-

nak (MAP2, titin). A poszttranszlaciés modositasok soran az enzimek csak konnyen hozzafér-

het8 peptidszakaszokat képesek maddositani, ennek megfelel6en szamos poszttranszlacios

modositds, mint példaul az acetilacio, glikolizacid, metilacid, foszforilacié (lakoucheva et al.

2004), ADP-ribolizacid és ubikvitindcid (Cox et al. 2002) a rendezetlen régidkban torténik.

Rendezetlen fehérje / domén

Target / partner

Funkcié / miikédés

MAP2 projekciés domén

nem relevans

Entropikus sorte

w
2«
g § Titin PEVK szegmens nem relevéns Entrdpikus rugd
25
- . ., , Flexibilis linker a kot6
w SNAP-25 linker régid nem relevans , e
domének kozott
Kalpasztatin Ca2+-aktivalt protedz (kalpain) Kalpain inhibitor
Sejtciklust szabalyozé inhibi-
< p21/p27 Ciklin-dependens kindzok J v
5 torok
% ) ) Kromoszéma szeparacidban
= Szekurin Szeparaz o
prr] szerepet jatszo inhibitor
Flagellin-specifikus gének
FlgM Szigma 28 transzkripcios faktor s p o -g
expresszio inhibitora
A Cas(PO recipitacio gatla-
Kazeinek Ca(POs), 3(POs)2 P ) P 8
sa tejben
-
‘§ A névényi polifenolos 6ssze-
E Nydél Pro-gazdag fehérje (PRP) tannin tevék kotése és neutralizacio-
.
3 Megakadalyozza a névény ki-
Dsp16 viz e .
szaraddsat. viz visszatartas
MAP2 mikrotubulus-koté
~ L, Tubulin dimerek Mikrotubulus polimerizacid
© doménje
% Bob-1 Oct1 transzkripciods faktor, Igk Immunoglobulin gének B-sejt
N ob-
g promoter és TAF,105 specifikus expresszidja
2 Ca”" / calmodulin, F-aktin
0 Caldesmon / - Lo Aktin polimerizacié
miozin, tropomiozin
o, Szabalyozas foszforilacio ré-
& CREB TAD Protein kindzok .
< vén
8 x MAP2 mikrotubulus-kété o, Szabdlyozas foszforilacio ré-
s 9 R Protein kinazok ,
8 = domén vén
o°
2 Szabalyozas limitélt
= PKC linker régio Protedzok (kalpain) v L
proteolizis altal
o Komplementer szalak
g hnRNP A1 RNS o
o renaturacidja
]
g X . , Héindukalt aggregacio elleni
< a~synuclein észterdz ,
o védelem

3. tablazat Rendezetlen fehérjék funkcionais osztalyozasa
A tablazat az irodalomban leirt eredmények alapjan készilt (Tompa 2002), a példak reprezentativak.
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A rendezetlen régidk a fehérje szabalyozdsaban mint inhibitor, aktivator, vagy akar mint
autoregulatorokként is részt vehetnek. A rendezetlen régidk a kiterjedt szerkezetiiknek ko-
szonhet6en akar tobb fehérjével is képesek kdlcsonhatést kialakitani, igy példaul részt ve-

hetnek komplexek felépitésében, stabilizalasaban, mint példaul a riboszéma felépitésében.

11.2.6.1 Chaperone aktivitas

A chaperone-ok RNS, vagy fehérje partnerek szerkezetének kialakulasat, védelmét Iat-
jak el, komplex biokémiai folyamatok utjan. Jelenlétiik alapvetéen fontos a makromolekuldk
nativ szerkezetének kialakulasahoz, ami alapfeltétele a funkcid ellatasanak. A fehérjeszerke-
zetet az aminosav szekvencia hatdrozza meg, azonban a nativ szerkezet nem minden eset-
ben alakul ki a fehérje szintézis utan, hanem megreked egy lokalis energiaminimummal ren-
delkezd szerkezetben. A chaperone fehérjék funkcidja ezeknek a szerkezeteknek a felolddsa,

szamukra kedvezétlen korilmények kozott.

Az eddig ismert legtobb chaperone fehérje globuldris, mint az ismert Hsp fehérjecsa-
ladba tartozd chaperone-ok tébbsége (Csermely 2001). Ellenben ismertek olyan chaperone
fehérjék is, amelyek a rendezetlen fehérjék csalddjaba tartoznak. Az érdekesség ebben az
esetben az, hogy a chaperone funkcidt 3D szerkezet nélkil is képesek elvégezni. ElIméleti
szinten ez, az un. ,entrépia-transzfer” mechanizmus alapjan térténik meg (Tompa and Cser-
mely 2004). Ennek lényege, hogy a rendezetlen fehérje atadja entropidjanak egy részét a
szubsztratnak (RNS vagy fehérje). Ennek hatdsara a szubsztrat szerkezete fellazul, igy Ujabb
lehetGséget kap a konformacids tér bejarasara és a helyes szerkezet felvételére. A feltétele-
zett mechanizmus alapjan a chaperone tranziens asszocidcio-disszociacié utjan mozditja ki a
szubsztratot a lokalis energiaminimumbdl. Ebbél kifolydlag a nem alakul ki hosszu tava és
stabil kélcsonhatas a koté régio teljes hosszdban, hanem (1) legfeljebb egy horgonyzé szeg-
mens koti a chaperone fehérjét a partner molekuldhoz, és a kot régio tobbi része végzi el az
,entropia ataddsat”, vagy (2) a kot régid teljes hossza tranziens asszocidcid-disszociacid

ciklusokon megy keresztil a helyes szerkezet elnyeréséig.

Az rendezetlen chaperone fehérjék kozott ismert a MAP2 (Sarkar et al. 2004), ami
megakadalyozza a fehérje aggregaciot, illetve elGsegiti a fehérje foldingot. Az o—synuclein

észteraz szubsztrdtot véd meg a hdindukdlt aggregacioval szemben (Ahn et al. 2006). Az
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AavLEA1 (a LEA-3 csaladbdl) védi a laktat dehidrogendzt a fagyas okozta aktivitasvesztéstél,
illetve in vivo megakadalyozzak poli-alanin, poli-glutamin szekvencidk amiloid képzését
(Chakrabortee et al. 2007). Az o, és B-kazeinek gatoljék a k-kazein amilod szélakba vald t6-
morulését (Thorn et al. 2005). A fenti fehérjék kozott talalhatunk olyat, amely a szubsztrat

védelmében jatszanak szerepet, de olyat is, amelyek aktivan részt vesznek a

11.3 Novényi stresszfehérjék

11.3.1 Az abiotikus stressz hatdsok vizsgdlata, dltaldnos jellemzék

A novényi szervezeteken végzett kutatasok alapjan régéta ismert, hogy az abiotikus
stresszhatasnak kitett névényi sejtben kilonboz§ fizioldgiai és molekuldris folyamatok indul-
nak meg, amit egyarant okozhat kiszédradds, s6 koncentracié-névekedés illetve alacsony hé-
mérséklet. Ahogy egy novényi sejtben vizhidny Iép fel, a sejt alkalmazkodik az 0j kérilmé-
nyekhez. A névekedési és fejlédési mechanizmusok leéllasaval parhuzamosan szabdlyozasi,
védelmi és felismeré mechanizmust elldté molekuldk kifejez6dése indul meg. A névényeket
ér6 abiotikus stressz-hatas soran a molekularis mechanizmusokat fizikai folyamatok el6zik
meg. Ezek kozil a legjelentGsebbek a turgornyomas, illetve a légrések nyitottsaganak valto-
zasa (Ingram and Bartels 1996). Hasonl6 folyamatok jatszédnak le a mag-érés utolso szaka-
szaban, amikor az eredeti viztartalomhoz képest akdr 90%-os vizvesztés is bekovetkezhet.
Ebben az alvé idGszakban metabolikus folyamatok nem zajlanak. A csirdzas meginduldsakor
azonban az ,,embrid” a megszerzett tolerancia képességet elveszti. Minden esetben elmond-
hatd, hogy a hatasokra adott valasz flgg a stresszhatas id6tartamatdl, erésségétdl és egyéb

kornyezeti faktoroktdl.

A stressz indukalt gének kifejez6dése a névényben szovet, szerv és fejlédési allapot
fliggvénye. Néhdny fehérje természetes korlilmények kdzott a magban ugyanugy kifejezédik,
mint stressz koriilmények kozott egyéb szervekben. A tanulmanyozast tovabb neheziti, hogy
a stresszhatdsok alatt kifejez6dott gének csak egy részének van védé funkcidja. A tovabbi
géntermékek megjelenése a sejt sériilésének kovetkezménye lehet, mas gének pedig a kife-

jezédés ellenére sem okoznak valtozast a stressztolerancia kialakuldsaban.
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11.3.2 Fagyads dltal okozott sériilések és a hidegben indukadlt gének

A fagyas altal okozott sériiléseket a sejten bellili és az extracelluldris jégképz&dés ha-
tdsara torténd kiszaradas, és a sejtmembran sérilése okozza. Mivel a viz az alacsonyabb ké-
miai potencidlu tér felé dramlik, -10 fokon a sejt ozmotikusan aktiv viztartalmanak akar 90%-
a is eltavozhat. A fagyas elleni védelemben a sejtmembrén stabilizalasa kulcsfeladat (Strauss

and Hauser 1986).

A génexpresszid megvaltozdsat hideg-stressz hatasara els6ként 1985-ben fedezték fel
(Guy et al. 1985). Az elmult évek sordn nagyszamu hideg hatédsara indukalédo gént izolaltak
és rendszereztek. llyen a chaperone aktivitassal biré Hsp90 (Brassica napus), Hsp70 (spendt),
a lipidmembrant védé zsirsav deszaturaz enzim (Arabidopsis thaliana), jelatviteli, szabalyzd
molekulak (pl.: mitogén aktivalt protein kindz), stb. Ezen kiviil még szamos hideg hatasara
indukalédo gén ismert (pl LEA fehérjék), azonban azok pontos funkcidja még nagyrészt isme-

retlen (Gibson et al. 1994).

A funkcié szempontjabdl a hideg és szdrazsagstressz fehérjéket hat alapvetd csoportba

lehet sorolni (Ingram and Bartels 1996):

. Metabolizmus: A stresszhatasra adott egyik els6dleges vélasz az anyagcserében be-
kovetkezd lényegi valtozas. Alapos vizsgdlatoknak vették ala a glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogendz kifejez6dését (Craterostigma plantogineumban), és azt taldltdk, hogy
stresszhatasra (vagy ABA adasdra) jelentGsen megnd az enzim kifejez6dése. A protedzok
mennyiségének ndvekedése azért lehet fontos, mert a vakuolaris és a sejt szamara felesleges
fehérjék bontasdval az aminosavak felszabaditasaban jatszanak fontos szerepet. A cukrok
metabolizmusa is fontos része a stresszre adott valaszreakcionak, mivel a cukrok a vizhaztar-
tds szabalyozasaban vesznek részt, és megakaddlyozzak a fehérjék aktiv szerkezének elvesz-
tését.

Il.  Ozmotikus szabdlyozds: Enyhe szdrazsagstressz hatdsara a novény jol hidratalodd
erGsebb szarazsag-, vagy hidegstressz esetén kevésnek bizonyul. Ekkor megnovekszik azon
fehérjék termel&dése, amelyek a membran ioncsatorndinak szabalyozasdban vesznek részt,

és ezdltal befolyasoljak azok atereszt6képességét.
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IIl. Strukturdlis szabdlyozds: Szarazsagstressznek kitett novények vizsgalata soran kide-
rllt, hogy a szdrazsag kovetkeztében megvaltozik a sejtmembran és a sejtfal kémiai osszeté-
tele és fizikai tulajdonsaga. Ezek a véltozdsok az S-adenozil-metionin szintetaznak expresszids
mintazatanak tualjdonithatd, amely a sejtfal 6sszetételével hozhatd Osszefliggésbe. Stressz
nélkdli dllapotban csak az elfdsodd régidkban aktiv, mig stresszdllapotban a vegetativ sejtek

sejtfalaban is aktiv (Espartero et al. 1994), ezzel befolyasolva a sejt strukturdlis felépitését.

IV. Degraddcid, javitds: Borsobdl és Arabidopsis thaliana-bdl olyan szérazsagstressz ha-
tdsara kifejez6dé cDNS-eket izoladltak, amelyek protedzokkal szekvencidlis hasonlésagot mu-
tatnak. Ezek fizoldgids jelent&sége valdszin(ileg a helyrehozhatatlanul sérilt fehérjék degra-
dacidjaval hozhaté Osszefliggésbe (Guerrero et al. 1990). Shinozaki és munkatarsai kimutat-
tdk, hogy stresszhatas alatt a novényi sejtekben megnd az ubiquitindlast végzé fehérjék

mRNS szintje, amelyek szintén a fehérjedegradacié folyamatdban vesznek részt.

V. Toxinok lebontdsa: Az oxidativ metabolizmus soran toxikus intermedierek is kelet-
keznek. Eltavolitasuk a sejt miikodésének feltétele. Ezt a bontast és metabolizmust végrehaj-

té enzimek, példdul a glutation reduktaz vagy szuperoxid dizmutaz végeznek el.

VI. Ezeken kivil a LEA (Late Emryognesis Abundant) fehérjék expressziés mintazataban
is valtozdast tapasztaltak. LEA fehérjéket el6szor a késGi magérés allapotaban fedezték fel,
ahonnan az elnevezés is szarmazik. Kés6bb tovabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy a csalddot

alkotd szamos fehérje a kifejlett ndvényben, stressz koériilmények kozott is kifejez6dik.

11.3.3 A LEA fehérjék

A LEA elnevezés (Late Embryogenesis Abundant) a fehérjék altalanos kifejez6désére
utal, amely a magérés késGi szakaszdra tehetd. Ennek oka, hogy a magok hidrataltsagi foka

igen alacsony, és el6nytelen dllapot mellett is életképesnek kell maradniuk.

A fehérjecsalddba szamos, funkciondlisan eltéré fehérje tartozik, amelyek minden
esetben a novényi sejtet védik. A védelem két f6 ponton jelenik meg: egyrészt a LEA fehérjék
befolyasoljdk a sejten bellli jelatvitelt. Ez a sejt fehérje-Gsszetételében illetve a
poszttranszlaciés modositasokban jelenik meg. A masik f6 funkcié a sejtmembran és a sejt
fehérjéinek védelmében (Chakrabortee et al. 2007; Kovacs et al. 2008), vizvisszatartasban

nyilvanul meg (Garnczarska et al. 2008). Ezen folyamatok molekularis mechanizmusa a leg-
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tobb esetben ismeretlen, illetve szdmos tovabbi feltételezett funkcid (lasd: 11.3.2. fejezet)
eddig még nincs is bizonyitva. A jellemz&en szdrazsag alatt expresszaldédo hidrofil LEA fehér-
jék kiszaradas, hideg, ozmotikus stressz, magas UV sugérzds hatdsara fejez6dnek ki a kifejlett
novényekben illetve a magérés folyaman normal koérilmények kozott is. A csoport néhany
képviselGjérsl (ERD10 és ERD14) kimutattak tovabba, hogy normal (stresszmentes) korilmé-
nyek kozott az aktivan osztddo sejtekben is kifejez6dik (Nylander et al. 2001). A LEA fehérjék
kilonboz6 sejttipusokban jelennek meg, és kiilénb6z6 koncentracidban fordulnak eld, azon-
ban stressz hatdsara a sejt Osszfehérje-tartalmanak akar 4%-at is elérhetik (Wise and

Tunnacliffe 2004).
11.3.4 LEA D-ll csaldd : A dehidrin fehérjék

A dehidrinek f6leg - de nem kizardlag - novényekbdl, tipikusan az alacsony viztartal-
mu szovetekbdl és a fejl6d6 magokbdl izolalhatd fehérjék (Allagulova Ch et al. 2003). El&szor
az Eurdpaban Gshonos Arabidopsis thaliana nevl novénybdl taldltak meg Gket, de egyéb
magasabb rendl noévényekben tovabba algakban, éleszt6kben és cianobaktériumokban is
megtalalhatoak (Rorat 2006). A dehidrinek fontos védelmi szerepet toltenek be a magok
érése alatt és a kornyezeti hatasokhoz valé alkalmazkodasban. Akkumulacidjukat ozmotikus
stresszre visszavezethetd kornyezeti hatasok idézik els, ugy mint az alacsony h6mérséklet,
szarazsag illetve sékoncentracié névekedés. Ehhez hasonld allapotok a mag érése alatt ter-
mészetes kortlmények kozott is bekdvetkeznek. A dehidrinek bizonyitottan védik a novényt
a szdrazsag, illetve a hideg okozta kdrosodasoktdl, hianyuk a stressz tolerancia csokkenését,
vagy teljes hidnyat eredményezi. Normal korilmények kozott a magban, stressz hatdsara

azonban kifejlett novényi szovetekben is kifejez6dnek.

A dehidrinekre altalanosan jellemz6 a magas netto toltés és a poldris aminosavak je-
lenléte. Gazdagok glicin és lizin aminosavakban, ellenben ciszteinre és triptofanra nézve hia-
nyosak (Ismail et al. 1999; Wisniewskia et al. 1999; Allagulova Ch et al. 2003), ami a rende-
zetlen jellegre utal. Kezdeti jellemzésik az Gket felépit6 szegmensek alapjan torténik (Close
1996). A 4. dbra az ERD10 és ERD14 rokon fehérjék szegmens felépitését mutatjak példa-

ként.
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4. dbra ERD10 és ERD14 illesztése és szeg felépité

Az abra az ERD10 (NP_564114) és ERD14 (NP_177745) szekvencia illesztését mutatja
(clustalw). A fehérjéket felépit6 szegmensek: S szegmens (piros szévegdoboz), CHP1

szegmens (z6ld szovegdoboz)K szegmens (kék szévegdoboz),

K-szegmens (EKKGIMDKIKEKLPG):

Minden hideg hatdsara kifejez6d6 dehidrinben jelen 1évé, lizinben gazdag, 15 aminosav
hosszu konzervalt motivum. A K-szegmens egy-egy fehérjén belll 1-12-szer ismétlédik, sza-
mitdgépes josldsok szerint amfipatikus o-hélix szerkezet felvételére képes és membrénnal
torténd kolcsonhatas kialakitasaban jatszhat szerepet (Baker et al. 1994). Ez utébbira kisérle-

ti bizonyiték még nem all rendelkezésre.
S-szegmens (LHRSGS4.10(E/D)3)

Szerinben gazdag szakasz, amely a fehérje foszforildlhatd szakaszanak bizonyult. Legtobb
esetben a K-szegmensek kozé ékeldve talalhaté meg. A foszforildcié pontos funkcidja még
nem ismert, valoszinlileg szerepe lehet a fehérje sejtmagba vald atjutasdban (Close 1996)

vagy a membran stabilizaldsban.
Y-szegmens (DEYGNP):

A fehérje N-terminadlis végen talalhato, konzervalt szakasz. Homoldgidt mutat a névényi

fehérjék nukleotid kotd részével és bakteridlis chaperone fehérjékkel (Close 1996).

ChP-1 szegmens (EEGEDGEK.10EK>.5)
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Erésen toltott, lizingazdag régid. Nagy hasonldsdgot mutat az allati szervezetekben eld-

forduld Hsp-90 chaperone fehérje toltott linker régidjaval.
6-szegmens:

Glicin vagy prolin és alanin aminosavakbdl felépiil6, kevésbé konzervalt apolaris szakasz,

amely altalaban két K-szegmens kozott helyezkedik el (Ismail et al. 1999).

11.3.4.1 Funkcionalis jellemzés

A dehidrinek funkcionalis annotacidja még tavolrdl sem teljes, de szamos feltételezett
funkcidt foglal magaba. Ezek koz6tt szerepel a sejtmembran stabilizaldsa, a fehérje szerkezet
védelme, a jégnovekedés gatldsa, a szabad gyokok semlegesitése, ionpuffer hatds, vizvissza-
tartas és szolvatacids agensek. Kisérleti bizonyiték azonban csak néhany esetben all rendel-

kezésre.

A dehidrinek erésen hidrofilek, innen szarmazik a ,hydrophilin” elnevezés is (Garay-
Arroyo et al. 2000). Erre alapozva McCubin paranyi szivacsnak nevezte el ezeket a fehérjéket,
amelyek feltételezése szerint magas ozmotikus potencialon, a sejten beliili vizvisszatartasért
felelések. Szamos dehidrin nativ korilmények kozott rendezetlen (Alsheikh et al. 2003;
Mouillon et al. 2006; Rorat 2006; Kovacs et al. 2008), néhany tagjardl azonban kimutattak,
hogy membrén-szer(i képz6dményekkel képes kdlcsonhatast kialakitani, mikozben részleges
o-helikalis szerkezetet vesz fel (Koag et al. 2003). Immunolokalizacids vizsgalatok kimutattak,
hogy a savas dehidrinek a citoszol membranban gazdag régidiban akkumulalédnak, lipid és
fehérje testekkel korllvéve (Asghar et al. 1994), viszont hidegstressz hatasira a plazma-
membran kozelébe transzlokalédnak (Danyluk et al. 1998). Koag és munkatarsai a DHN1-rél
kimutattak (Vigina unguiculata — tehénborsd; LEA-D11 csoport), hogy o-helikdlis szerkezeti
motivumok felvétele kdzben nagy affinitassal kotédik savas, kis méret(l vezikuldkhoz (Koag et
al. 2003). A szerkezeti valtozast foszfolipid vezikuldkon és SDS micelldkon végzett CD spekt-
roszkopids mérésekkel is megerdsitették. A rendezédés lehetGségét mas fehérjéken is meg-
vizsgéltak, példaul a Dspl6 (Caterostigma plantagineum; LEA-2) (Lisse et al. 1996) és rGmD-
19 (szoéjabab; LEA-1) (Soulages et al. 2002) CD spektroszképidval trifluor-etanol (TFE),
és/vagy SDS mellett. A vizsgalatok azt mutattdk, hogy a nativ allapothoz képest megnoveke-
dett a masodlagos szerkezeti elemek mennyisége. A fehérjék magas toltottsége miatt ionos

jellegl kolcsonhatas kialakulasa is lehetséges.
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11.3.4.2 ERD fehérjék

Az ERD10 és ERD14 (ERD-k) fehérjék Arabidopsis thaliana-ban kifejez6d6 dehidrin
csaladjaba tartozé fehérjék. Ahogy neviik is mutatja (ERD, Early Response to Dehydration) a
szarazsagstressz korai szakaszaban jelennek meg, de természetes korilmények kozott a
magban, a magérés kés6i szakaszaban akkumuladlédnak. Ezen kivil jelen vannak a gyorsan
osztodo szovetekben, igy a merisztémdban, a gyokér és a hajtascsicsokban is (Nylander et
al. 2001). Stresszhatdsra a névény valamennyi szervében kifejez&dnek. A két fehérje amino-
sav szekvencidja 52,2%-0s azonossagot mutat, szegmensszerkezetiik SK3(Chp-1) struktdraji

(4. dbra).

A dehidrinek egyik ismert jellemzéje, hogy képesek fémionokat koétni illetve
foszforilalhatok, aminek funkciondlis jelentésége eddig ismeretlen. Az ERD-k Ca®* kéts ké-
pességére vonatkozo vizsgalatok szerint 1 mol foszforildlt ERD14, 3 mél Ca®* megkoétésére
képes, mig az ERD10 foszforildlt valtozata csupan 1 mdlnyi mennyiséget kot (Alsheikh et al.
2005). A vizsgalatok ezenfelill azt is mutattak, hogy az ERDk foszforilalatlan dllapotukban is

kétnek Ca®*-t, bar sokkal kisebb mennyiségben.
1.4 Riboszomalis fehérjék

Az RNS-ek szamos esetben vesznek fel lokalisan stabil, de bioldgiailag inaktiv konfor-
macidt (Herschlag 1995). Ennek megakadalyozasara illetve feloldasara szdmos olyan fehérje
all rendelkezésre, amelyek a nem megfelel6 konformacidju RNS-ek szerkezetét fellazitjak, és
el@segitik a helyes konformdcid kialakuldsat (Herschlag 1995; Ramakrishnan and White 1998;
Rajkowitsch et al. 2005). Az ilyen RNS chaperone aktivitdssal rendelkez6 fehérjéket az utébbi
tiz évben nagy részletességgel tanulmanyoztdk funkcid, lokalizacié (a riboszéman illetve a
sejten belul is) és szerkezet szempontjabdl is (Thirumalai and Hyeon 2005). Szamos ilyen

fehérje a riboszoma részeként is funkcional, és a riboszémalis fehérjék csaladjaba tartoznak.

A riboszéma kristalyszerkezete alapjan a riboszomalis fehérjék elhelyezkedése és
szerkezete atomi szinten ismert (Evers et al. 1994; Ban et al. 2000). A kristalyszerkezet azt
mutatja, hogy a riboszomalis fehérjék nyujtott szerkezettel kotédnek a riboszomahoz, ami a
rendezetlen fehérjék jellegzetessége. Ezt mas munkdk részletes vizsgélatokkal szintén alata-

masztottak (Tompa and Csermely 2004; Ivanyi-Nagy et al. 2008). A szerkezetvizsgalatok azt
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mutattak, hogy szerkezetiik csak részben rendezetlen (Gunasekaran et al. 2003; Timsit et al.
2006) vagy molten globula jelleg(i (Uversky 2002; Woestenenk et al. 2002; Nishimura et al.
2004). A riboszomalis fehérjék a riboszdma felépitésében, és szabdlyozasaban jatszanak sze-

repet.

A kozelmultban némely riboszomalis fehérjérdl trans-splicing vizsgalatokban kimutat-
tdk, hogy RNS chaperone aktivitassal rendelkeznek (Semrad et al. 2004). Vizsgalataik sordn
azt talaltak, hogy az E.coli riboszoma nagy alegységének riboszomalis fehérjéi (6sszesen 34
db) kozul kilenc szignifikans chaperone aktivitast mutat. Aktivitads szempontjabdl un. passziv
chaperone-ok, azaz a funkciéjukhoz nem hasznalnak ATP-t. Chaperone aktivitasuk pontos
mechanizmusat eddig még nem sikerilt meghatdrozni. Hatasukat vélhet6leg tobb
aspecifikus kolcsonhatas utjan fejtik ki az RNS és szerkezetileg rendezetlen régidk kozoétt, az

entropia transzfer modellnek megfelelGen (lvanyi-Nagy et al. 2008). (Iasd 11.2.5).

11.4.1 Stresszhatds

A riboszémalis fehérjék expresszids szintje a sejtben szigortan szabdlyozva van, ami
ugy az mRNS (Presutti et al. 1991), mind a fehérje szintjén is megvaldsul (Tsay et al. 1988).
Részletes vizsgalatok azt mutattdk, hogy a riboszémalis fehérjék a riboszéma felépitésén tul
kapcsolatban vannak a sejtes stressz valasz kialakuldsaval (Zhang et al. 2001), illetve dagana-
tos sejtekben is megvaltozott funkcidval rendelkeznek. Daganatos sejtek vizsgalatakor bizo-
nyos riboszémalis fehérjék szintjének emelkedését tapasztaltak. Az L19 riboszomalis fehérje
szintje akar 64-szeresére is megn6 human mellrak sejtekben (Henry et al. 1993). Ennek bio-
légiai, molekularis jelentGsége eddig még ismeretlen. A zebrahal riboszomdlis fehérjéinek
csendesitése, ami a rakos sejtek nagyobb ardanyd megjelenését eredményezte. amibdl arra
kovetkeztettek, hogy a riboszémalis fehérjék tumor szupresszorként funkciondlhatnak (Ams-
terdam et al. 2004). Ezen kivil a riboszémalis fehérjék szintje gyors sejtosztddds sordn is

megemelkedik (Ramagopal and Subramanian 1974; Bernstein et al. 2007).

Ezek a jelenségek vélhetSleg a riboszomalis fehérjék riboszdman kivili, igynevezett
extrariboszémadlis funkcidival hozhatéak kapcsolatba (Wool 1996). Ezek a funkcidk sok eset-
ben DNS-sel és RNS-sel kapcsolatos funkcidkat jelentenek, mint a fent emlitett RNS
chaperone aktivitds a transz-splicing vizsgdlatok soran. El6fordul azonban, hogy az

extrariboszémalis funkcié mas fehérjékkel torténé kolcsonhatdson alapul. Példaként emlit-
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het6ek az S10 ami az NUS B-vel alkot fehérje komplexet, és hatds szempontjabdl az mRNS
szintézis sordn a termindciét gatolja (Friedman et al. 1981). Az L5, L11 és L23 az MDM2
onkogén fehérje termékkel Iép kolcsonhatasba, és gatolja annak aktiviasat. Az MDM2 a p53
sejtciklus befagyasahoz és apoptdzishoz vezet (Dai and Lu 2004). Az egyik példa a multifunk-
cionalisra a B23, amit ugyan nem valddi riboszomalis fehérjeként tarttunk szamon, azonban
szerepet jatszik a riboszéma Gsszeszerel§désében, tovabba stimulalja a DNS polimeraz alfa
aktivitasat (Umekawa et al. 2001). Ezenkivil gétolja a fehérjeaggregéciot és elGsegiti az inak-
tiv fehérjék feltekeredését (Szebeni and Olson 1999; Szebeni et al. 2003). Tovabbé a B23 a
magmembranon keresztil zajlé fehérjetranszportban is szerepet jatszik. A sejtmagban jelen
1évé nucleolin mind az RNS (Angelov et al. 2006) mind a fehérje foldingban (Allain et al.
2000) részt tud venni (nagy mérték( predikalt rendezetlenséggel rendelkezik). A fenti ered-
mény ravilagitott annak lehet&ségére, hogy bizonyos fehérjék kettés chaperone funkcidval

rendelkezhetnek.
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ll. Célkitlizés

Vizsgalataim célja a rendezetlen fehérjék szerkezeti és funkcionalis vizsgdlata. Ezen
belll disszertaciom hat rendezetlen fehérje, ezek koziil két névényi stresszfehérje (ERD10 és
ERD14, Arabidopsis thaliana), és négy riboszémalis fehérje (L15, L16, 18, 19, Escherichia coli)
vizsgélatardl szol. A két novényi stresszfehérje a dehidrinek csaladjaba tartozik, amelyeknek
rendezetlensége mindezidaig még nem lett részletesen bizonyitva. A riboszomalis fehérjék
szerkezeti rendezetlensége azonban mar ismert tény. Munkam elsé célkitlizése a két
dehidrin fehérje szerkezeti rendezetlenségének részletes vizsgalata, és azok membran-
kotésének felderitése. A  két fehérjecsalad ~megvaltozott viselkedést mutat
stresszkoriilmények kozott, azonban azok pontos funkcidja eddig még nincs felderitve. Felté-
telezések alapjan ez a funkcié mas fehérjék védelme, azaz chaperone aktivitds is lehet. Mun-
kam mdsodik célkitlizése a hat kivalasztott fehérje chaperone aktivitdsdnak vizsgalata, azaz
azok funkcionalis vizsgalata volt, in vitro kortlmények kozott. A két fehérjecsaldad chaperone
aktivitasdnak vizsgalata lehetdséget nyujt arra, hogy azok stressz korilmények kozott jat-

szott szerepét mélyebb Osszefliggéseikben is meg lehessen érteni.
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IV. Anyagok és modszerek

V.1 Vizsgalt fehérjék elGallitasa

A vizsgalni kivant fehérjéket rekombindns uton, génexpresszidval allitottam el6. Az eh-
hez szlikséges expresszios vektorokat a riboszémalis fehérjék (L15: P66072, L16: P02414,
L18: POCO20, L19: POA7KS8) esetében Dr. Renee Schroeder (Max Perutz Laboratories, Institu-
te of Microbiology and Genetics, Bécs, Ausztria) bocsatotta rendelkezésemre (pET24b vek-
torban), mig az ERD10 (NP_564114) és ERD14 (NP_177745) (tovabbiakban ERDk) expresszids
vektorokat laboratériumunkban allitottam el6. A chaperone mérésekhez hasznalt Hsp90
kontroll fehérjét, szintén rekombinans génexpresszioval allitottam el6. Az Hsp90 (P11501.3)
expresszios vektort (pMAL expresszids vektor) Dr. S6ti Csaba (Semmelweis Orvostudomanyi

Egyetem, Orvosi Biokémiai Intézet) bocsédtotta rendelkezésemre.

IV.1.1 ERDk expresszios vektorainak elédllitdsa

Az ERDk-et kodold DNS szekvencidkat egyik elérhet6 cDNS konyvtarbol sem sikertilt
amplifikdlnom, ezért elGszor a teljes gént izoldltam genomialis DNS-b6I, majd a kédold sza-

kaszt a 2 -2 exon amplifikacidjaval és 6sszekapcsolasaval allitottam elé PCR-es eljaréssal.

IV.1.1.1 cDNS el&allitasa

A genomialis DNS-t, az irodalomban leirt eljaras alapjan izolaltam, Arabidopsis thaliana
magvakbdl (Sambrook et al. 1989). A magvakat egy éjszakan at duzzasztottam +4°C-on ion-
cserélt vizben, majd lizis pufferben vittem at (10mM TRIS, 1M EDTA, 20 pug/ml RNaz, 0,5%
SDS, pH 8,0). A feltarast fizikai eljarassal végeztem, amit kovetSen a fehérjéket 100 pg/ml
fugaltam, és a fellluszdt haromszor extrahdltam fenollal (pH 8,0, TRIS-el egyensulyba hozott
fenol), 10 perces inkubacios |épésekkel. Az utolsé extrakcios |épés utdn a DNS-t 0,2 térfogat
10 M amménium-acetdt (pH = 8,2), és 2 térfogat 96% etanol hozzaaddasaval szobah6fokon

kicsapattam, centrifugalassal tlepitettem és 70%-os etanollal mostam.

A gének a két exonon kivil egy intront is tartalmaznak (amelyek pontos helyét, és az

exon-intron hatarokat BLAST kereséssel hataroztam meg). Az ezekbdl az adatokbdl tervezett
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primerek alkalmasak az exonok amplifikdcidjra. Az exon-intron hatarokhoz illeszked§ pri-
mereknek kett8s szereplik volt. Egyrészt az adott exon amplifikdcidjaban, masrészt az
exonok kapcsolasdban jatszottak szerepet. Ehez olyan primereket terveztem, amelyek fele

aranyban az egyik és a masik exonhoz is illeszkedtek.

A kddolo szekvencia elGallitdsat az alabbi sematikus abra szemlélteti (5. dbra).

ER RP
Genomials DNS ~ pcr . EXON1 INTRON EXON2 ) EXON =20 INTRON EXON2 o
Y77 3 . 7 INNNNNNNNNANES
teminalis primerek @ s 5 s N 5
FP EF
b) (b.)

PCR két Iépésben
(d)

S
7\/«\/\\\ 5 d Exonok EXONT EXON2
K007 (e) 1 keverése 5 .
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-_ ¥
PP s SH] ©) ¥ °
cDNA > J

5. abra Kédold DNS szekvencia elGallitasa teljes génbél

Az eljarés elsé lépéseként a gén amplifikacidja tortént meg genomialis DNS-bdl (a.); exonok amplifikacidja,
ERD10/14_F(FP) — ERD10/14_endo_R(ER) és ERD10/14_R(RP) — ERD10/14_endo_F(EF) primer kombinaci-
6val (b.); az exonok Gsszekeverése utan (c.) a hozzdadott DNS polimeraz kitoltotte az annellalt exonok hi-
anyz0 részeit (d./1. |épés), majd a terminalis primerek hozzdadasdval amplifikdltam a teljes cDNS-t (d./2.
lépés).

Az 5. abran lathato lépéseket az elkdvetkezé oldalakon részletesen is ismertetem. Az

teljes gén amplifikdlasahoz az alabbi primerek hasznaltam:

ERD10_F: GGAATTCCATATGGCAGAAGAGTACAAGAACAC (Ndel hasité hely)
ERD10_R: ATAGTTTAGCGGCCGCATCAGACACTTTTTCTTTCTTCTCTTCC (Not1 hasito hely)
ERD14_F: GGAATTCCATATGGCTGAGGAAATCAAGAATGTC (Ndel hasito hely)

ERD14_R: ATAGTTTAGCGGCCGCTTCTTTATCTTTCTTCTCCTCCTCTACGG (Not1 hasito hely)

A PCR reakciot az alabbi 6sszetétel(i elegyben és paraméterekkel végeztem:

e 1 Unit PFU DNS polimeraz (Stratagene) 1x 94°C 5p

e 5 ul PFU puffer 57°C 30mp

* 0,3 uM ERD10/14_F 72°C 1p 30mp
¢ 0,3 UM ERD10/14_R 30x  94°C 15mp

® 0,5 pl genomialis DNS 62°C 30mp

® 0,3 mM dNTP 72°C 1p 30mp
e V=50 ul 1x 72°C 5p

A terméket 1,2%-os agardz gélelektroforézissel ellen6riztem, majd Nucleospin Extract

kit-tel (tovabbiakban NE kit) tisztitottam. A preparatum tisztasagat és koncentraciojat agaroz
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gélelektroforézissel ellendriztem, a koncentrdacidt specifikus DNS létrdval (GIBCO) hatéroz-

tam meg.

Az exonokat specidlis primerrel amplifikdltam, amelyek az exonok bels§ feléhez
annellalodtak. Ezek a primerek felerészt az egyik, felerészt a masik exon bels6 terminalis ré-
szihez annelldlédnak, amely az exonok kés6bbi 6sszekapcsolasdhoz sziikséges. A belsé pri-

mereket a két szélsé primerrel hasznaltam parban (ERD10/14_F és R).

ERD10_endo_F: CCAACAGCTCTTCTTCCTCT TCGAGTGATGAAGAAGGTGAAG
ERD10_endo_R: CTTCACCTTCTTCATCACTCGA AGAGGAAGAAGAGCTGTTGG
ERD14_endo_F: CGAAGCGACAGTTCTTCTAGCTCC TCAAGTGAGGAAGAAGGTTCAGATGG
ERD14_endo_R: CCATCTGAACCTTCTTCCTCACTTGA GGAGCTAGAAGAACTGTCGCTTCG

(piros: 1. exonhoz annellalédé rész, zold: 2. exonhoz annellalédo rész)

Exonok amplifikaciéjahoz haszndlt reakcidelegyek és a reakcié paraméterei:

Exonl: Exon2: HEmérséklet program:
e | Unit PFU polimeraz e 1 Unit PFU polimeraz 2x 94°C 3p
e 5 ul PFU puffer e 5 ul PFU puffer 57°C 30mp
e 0,5 mM dNTP e 0,5 mM dNTP 72°C 2p 30mp
® 0,3 uM ERD10/14_endo_R e 0,3 uM ERD10/14_endo_F ~ 33x  94°C 15mp
¢ 0,3 uM ERD10/14_F © 0,3 UM ERD10/14_R 62°C 30mp
o ] ulgén o 1plgén 72°C 2p 30mp
V=50ul v=50ul 1x 72°C 5p

A termékeket NE kit-tel tisztitottam, majd koncentracidjukat és tisztasagukat agardz
gélelektroforézissel hataroztam meg. Az exonokat ezutan 1:1 molaranyban kevertem &ssze
és az alabbi hémérséklet programmal kapcsoltam. A teljes kddold szakaszt ezutan ugyanab-

ban a reakcidelegyben a széls6 primerek hozzaadasaval amplifikdltam:

e 0,5 Unit PFU polimeraz

1x 94°C 2p
e 2 ul PFU puffer 6x 94°C 30mp
e 0,3mM dNTP 53°C 1p
e 100 ng Exonl 72°C 40s
e 100 ng Exon2
V=20 ml
+ 0,3uM ERD10/14_F 25x  94°C 20mp
+ 0,3uM ERD10/14_R 63°C 30mp
72°C 1p
1x 72°C 5p
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A terméket NE kit-tel tisztitottam, majd meghatdroztam a tisztasagdat és koncentracio-

jat (70 ng/ul és 80 ng/ul).

IV.1.1.2 cDNS ligédlasa vektorba

A fentiekben el&allitott cDNS-t pET22b (Novagene) expresszids vektorba ligaltam. A
vektor Ampicillin (Carbenicillin) rezisztenciat hordoz, illetve C-termindlis His-taggel latja el a
expresszalt fehérjét. A ligalas elsé 1épése az emésztés, amely olyan helyspecifikus restrikcios
enzimmel torténik, mely nem hasit a cDNS kodold régidjaban, illetve a vektorban is csak kl6-

nozds soran beépitett termindlis hasité helyeket emészti.

A cDNS és a vektor emésztését 3 6ran at végeztem, Notl, Ndel enzimekkel az aldbbi ko-

rilmények kozott:

e 2,5ugERD10/14 cDNS e 2,5ug pET22b
e 5 ul puffer e 5 ml puffer

e 20 mg/ml BSA e 20 mg/ml BSA
e 1 Unit Notl e 1 Unit Notl

e 1 Unit Ndel e 1 Unit Ndel
V=50ul V=50ml

Az emésztési reakcidelegyet agardz gélelektroforézissel valasztottam szét, a vart tomegnél
megjelend savot szikével kivagtam, és az emésztett vektort, illetve cDNS-t NE kit-tel nyertem

ki az agardz gélbdl.

Ligdlds Quick Ligation (QL) enzimmel:

e 25 ngpET22b vektor
e 60 ng ERD10/14 inszert

e V=9ml 65°C, 2p, majd h(ités 0°C-ra
te 10 QL puffer
e 1 UnitQLenzim 5p szobahémérsékleten

Kisérleteim a His-tag nagy toltottsége miatt hibas eredményeket adott volna, ezért
azokat mutagenzissel eltavolitottam. Ennek az eljarasnak a pontos menetét itt nem ismerte-

tem.
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1IV.1.1.3 Plazmid szelekcio

Mivel az emésztés-ligdldas nem kvantitativ, ezért szélesztéssel szelektdltam a

plazmidokat, majd PCR-rel ellenériztem az inszert jelenlétét.

A vektort hGsokk alkalmazasaval transzformaltam XL1blue kompetens sejtbe:
— 10 pl ligdlasi reakcidelegy
— 100 ul kompetens sejt
— 30 perc jégen
— 2 perc, 42°C
— 100 ul NZYM tépoldat hozzdadasa, 1 h, 37°C

A baktérium-kulturat Carbenicillint tartalmazé szilard taptalajon szélesztettem 37°C-on, egy
éjszakdn at. A mdasnapra kialakuld, elkilondlt telepeket az ERDk cDNS-ére szlirtem PCR-rel.

Majd egy inszertre pozitiv telepbdl izoldltam a vektort Nucleospin Plasmid kit-tel. A

plazmidot kicsaptam, és az inszertet szekvendldssal ellendriztem (MWG Biotech AG.)

—2,5 ug plazmid

— 80 ul 96%-0s EtOH, 4 ul 3 M NH4Ac, pH 8,2 hozzdaddsa

—30 perc, -20°C

— centrifugalas 30 perc, 13000rpm, 4°C, felliliszo eltavolitasa

—mosas 70%-os EtOH, centrifugdalds 10 perc,13000 rpm 4°C, felilUszo eltavolitasa
— szaritas 10 p-ig steril boxban

A szekvendlas eredménye megegyezet az adatbazisban taldlhatd szekvencidkkal.

IV.1.2 Fehérje expresszio és tisztitds

IV.1.2.1 ERDk expresszidja

A fent izolalt expresszids vektorokat tiszta formajukban BL21 (DE3) sejtekbe transzfor-

maltam, és az expressziot 500ml-es NZYM tapoldatban végeztem, az alabbi Iépésekben:

— Novesztés 37°C-on Agoonm = 0,6-ig

— Indukcié 0,5 mM isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside-vel (IPTG) 3 éran at, 37°C-on

— Centrifugalassal 4000 g, 20 perc, 4°C

— Sejtek atvitele lizis pufferbe (50 mM Tris, 150 mM NaCl, ImM EDTA, 1 mM fenilmetil
szulfonil fluorid, 2 mM benzamidin, 5 mM merkaptoetanol, pH 7,5)

— Szonikalds 6x15 s, 30 s-os sziinetekkel, jégen

— Centrifugalads 15000 g, 30 perc, 4°C
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A felliliszot ezutan héfrakcionalasnak vetettem ala, 5 percig 100°C-on. A kicsapddott fehér-
jéket és az oldatban maradt egyéb tormeléket centrifugaldssal eltdvolitottam (100.000 g, 30

perc, 4°C).

IV.1.2.2 ERDKk tisztitasa

A tisztitas két lépésben kationcserél6-, és anioncseréld allofazison tortént. A fehérje
oldatot elsd |épésben puffer B-be (50 mM Ac, 1 mM EDTA, pH 5) dializaltam at, majd a tel-
jes mennyiséget 7 cm® térfogati CM-Sepharose (Pharmacia) kationcserélé oszlopra vittem

fel.

Tisztitasi l|épések:

— Mosds 2 x 5 ml puffer B-vel

— Gradiens eltcié 50 — 500 mM NaCl puffer B-ben.
— Frakciondlas: 2 ml-es frakciok gydjtése

— Frakciok vizsgdlata 12,5%-os SDS-PAGE futtatassal

Az ERDk fehérjék ennél a tisztitasi [épésnél nem, a szennyezések azonban kikotddtek az
oszlopra. Az atesé és a moso frakcidkat Gsszegydijtottem, és atdializaltam a kovetkezd tiszti-
tasi metddusban haszndlt puffer A-ba (50 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5). A fehérjemintat 7
ml-es DEAE-Cellulose (Pharmacia) oszlopra vittem fel. A tisztitasi [épések az el6z8 metddus-
sal megegyezl |épésekben zajlott. Elucio utan a fehérjét tartalmazo frakcidkat egybegy(ijtot-

tem, atdializaltam 50 mM NH,4CI, pH 7 pufferbebe és liofilizaltam.

1V.1.2.3 Riboszémalis fehérjék expresszidja

Dr. Renee Schroeder laboratériumdabdl kapott expresszids vektorokat moédositas nélkdl
hasznéltam fel a fehérje expresszid soran. Négy E.coli riboszomalis fehérje expresszidja és
tisztitdsa az irodalomban kozolteknek megfeleléen (Semrad et al. 2004) tértént meg (L15,
L16, L18 és L19). Mind a négy fehérje expresszidjat BL21(DE) sejtekben végeztem 4 6rés in-
dukciéval 0,5 mM IPTG mellett 30°C-on. A sejteket ezutan 20 mM Tris, 1 M KCIl, 6 mM
merkaptoetanol, pH 7 pufferbe vittem at. A sejtek feltdrdsa szonikdldssal tortént, 6 x 10 s

szonikalas, 30 s sziinetekkel. Az L16, L18 és L19 esetében az lledéket feloldottam PFB puf-
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ferben (20 mM Tris, 6 M UREA, pH 8) és egy éjszakan at dializdltam PFB pufferrel szemben,

mig L15 esetében a feltdrds utan a felliluszét kézvetlenil dializaltam PFB pufferrel szemben.

IV.1.2.4 Riboszémalis fehérjék tisztitasa

A fehérjéket ezt kovetSen egyenként 10 cm>—es Sp-Sepharose (GE Healthcare) oszlo-
pon tisztitottam, 20-1000 mM KCI gradiens eluciéval, amit sziikség esetén ugyanilyen Ossze-
tétell pH 9,5 pufferben megismételtem. A frakcidkat és a fehérje tisztasagat 15% UREA-SDS-
PAGE gélelektroforézissel ellendriztem. A fehérjéket -, tarolasi pufferbe (20 mM Tris, 4 mM
MgAc2, 400 mM NHyCl, 0,2 mM EDTA, 5 mM mercaptoethanol, pH 7,4) dializélva 20°C-on

taroltam a késGbbi felhasznalasig.

1IV.1.2.5 Hsp90 expresszidja és tisztitasa

A rendelkezésemre bocsatott csirke Hsp90/pMAL konstrukciét BL21 star sejtekben
transzformdlva fejeztettem ki, 30°C -on 0,5 mM IPTG koncentracié mellett. A sejteket lizis
pufferbe (20 mM Tris, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,5) szuszpendaltattam, és 6x10 s—os
szonikalasi |épésekkel tartam fel, jégen. Ezt kdvetGen a csapadékot eltavolitottam, és a felll-
Uszot 3 ml térfogaty amildz gyantara (Sigma) vittem fel. Hairom mosasi 1épés utan (lizis
pufferral), 10 mM koncentraciéju maltdzzal eludltam. A mosé frakcidkat illetve az eldcids
frakcidkat 12,5%-0s SDS-PAGE gélelektroforézissel ellenériztem. A fehérjét tartalmazé frak-
cidkat egyesitettem, és puffer A—ba (50 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5) dializéltam &t. A
Hsp90-hez fuziondlt maltéz koté fehérjét proteolizissel hasitottam le, 0,5 Unit / ml végkon-
centracioju Factor Xa-val, 24 d6ra alatt. Az emésztés végén az elegyet 7 ml—es DEAE celluléz
oszlopra vittem fel, és 0 — 500 mM NaCl gradienssel eludltam. A frakcidkat 12,5% -os SDS
PAGE gélelektroforézissel vizsgaltam és a Hsp90-t tartalmazé frakcidkat tarold pufferbe (15
mM NaH,POs;, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM, 2 mM benzamidin, 0,1 mM fenilmetil

szulfonil fluorid, pH=7,5) dializaltam &t, és -80°C-on taroltam.
1V.2 Biofizikai vizsgalatok
IV.2.1 Rendezetlenség in silico predikciéja

Az in silico joslast két szabadon elérhetd predikcids algoritmussal végeztem el: IUPred

(Dosztanyi et al. 2005) (http://www.enzim.hu/iupred), és PONDR VL-XT (Romero et al. 2004)
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(http://www.pondr.com). Az IUPred paros aminosav-aminosav kélcsénhatési energiakat be-

csiil a szekvencia teljes hosszdban egy-egy aminosavhoz rendelve. Ebbél becsiilhetd, hogy az
adott régio milyen valdszinlséggel alakit ki intermolkeuldris kdlcsénhatdst. A PONDR tanitott
neuralis haldzat elven m(ikodé predikrot. A predikcid kett6 adathalmazra épil (egy rendezet-
len, és egy globuldris adathalmaz), amelyek alapjan olyan paramétereket hataroz meg, ami
alapjan a két adathalmaz elkiilonithet6 egymastdl. Ezutdn ezeket a paramétereket hasznalja
fel egy ismeretlen szekvencia a rendezetlenségének a becslésére. A predikciét minden eset-

ben a teljes aminosav szekvenciakkal végeztem, az interneten taldlhaté alapbeallitasokkal.
IV.2.2 Héstabilitds vizsgadlat

Két rendezetlen (ERD10, ERD14) és két globularis fehérjét (BSA, ovalbumin) — mint
kontrollt — hasznéltam fel a kisérlet soran. A fehérje oldatokat 5 p-ig 100°C-os vizflirdGbe
raktam, majd centrifugédlas (20000g, 10p) utan 12,5% SDS PAGE-n vizsgaltam (cerpio = 0,2

mg/ml, chespr = 0,3 mg/ml, casa = 0,1 mg/ml, covip. = 0,25 mg/ml).
IV.2.3 CD és *H-NMR spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus vizsgélatokat pufferes (10 mM Na,HPO,, pH 7,5) és emelkedd
trifluoro-ethanol-os kozegekben (0-100% TFE) végeztem. A méréseket Jasco J-720

spektropolariméteren, termosztalt (25°C) kbzegben végeztem el.

Spektrumfelvételek paraméterei:
e Felvétel tartoménya: 190 — 260 nm
e Felbontds: 1 nm
e [Mérési sebesség: 50 nm/min
e Spektrum atlagolds: 9
e Vdlaszid6: 2 s
e Sdvszélesség: 1 nm
o Erzékenység: 10 mdeg

Az 'H-NMR spektrumot Dr. Perczel Andras laboratériumaban, 25°C-on Millipore vizben
vettuk fel, Bruker DRX 500-MHz spektrométerrel, 1 mM koncentracidban. A liofilizalt fehérje

mintat H,0:D,0 (9:1, v/v)-ban oldottam fel, majd centrifugaldst kbvetéen azonnal felvettik a
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spektrumokat. Az olddszer 2,2-Dimethyl-2-silapentane-5-sulfonic acid-ot (DSS) tartalmazott,

mint skdla-referencia vegydlet.
IV.2.4 Limitdlt proteolizis

ERDk és BSA limitalt proteolizis vizsgalatat négy kilonb6z6 protedzzal, szubtilizinnel és
proteinaz K-val (széles specificitas) illetve tripszinnel és kimotripszinnel (sz(ik specificitas)
végeztem el. A fehérjék koncentracidja minden esetben 0,5 mg/ml volt, amihez 1:50 arany-
ban adtam a fent felsorolt protedzokbdl egyet és az emésztést 30 s-ig végeztem, 30°C-on. Az
emésztést SDS-PAGE mintapufferel (SDS, DTE) és forralassal allitottam le. Az emésztést ala-
csonyabb proteaz koncentracidk mellett is megismételtem (1:250, 1:600, 1:900, 1:1500),

amelyek soran az emésztési id6 egységesen 30 s volt.

Az emésztést foszfolipid vezikula jelenlétében is megismételtem, 0,5 mg/ml ERD10 ill.
ERD14, 500 ug/ml foszfolipidbdl készitett vezikula mellett. Az emésztést 1:9000 ardnyban
hozzdadott subtilisinnel végeztem, 30°C-on. Az alabbi id6pontokban vettem mintat (O perc,
30 s, 1 perc, 2 perc, 5 perc, 10 perc, 15 perc), a reakcidt SDS-PAGE mintaoldattal és 3 perc

forraldssal allitottam le.
IV.2.5 Relaxdcios NMR vizsgadlatok, hidratburok méretének meghatdrozdsa

A vizsgalt ERD10, ERD14 és BSA fehérjéket 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1ImM EDTA, pH
7,5 pufferban oldottam fel 25 mg/ml koncentrdcidban. Az NMR méréseket az MTA
Szilardtestfizikai és Optikai Kutatd Intézetében, Tompa Kélman laboratériuméban végeztik,
Bruker SXP 4-100 késziléken 210 - 298K hdémérséklet tartomanyban. A fehérje
hidratburkanak jellemzésére a szabad precesszids FID t=0 id6pontra extrapoldlt intenzitdsat
hataroztuk meg, ami a puffer és fehérje egyittes hidratburok nagysagéaval aranyos (azaz a
folyékony viz mennyiségével). Az igy kapott hidratburok nagysigot a pufferbdl adodéd
hidratburok nagysagaval korrigaltam, és viz mennyiségét molarisan, a fehérje méretére kife-

jezve adtam meg.
IV.2.6 Membran-kétés vizsgalata gélfiltracioval

A membrankotés vizsgdlatot egy az irodalomban leirt eljaras alapjan végeztem el

(Tompa et al. 2001). Az vizsgdlat sordn az ERD10, ERD14 és foszfatidilszerin(PS) :
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foszfatidilkolin(PC) (1 : 1, m/m) aranyu elegyébdl készitett foszfolipid vezikuldk kozotti kots-
dést vizsgaltam. A vezikuldkat (PLV) 500 pg/ml koncentracidju lipid szuszpenziébdl allitottam
el6 4x10 s szonikaldssal, jégen. Ezutan a centrifugalassal (15000 g, 10 p) eltavolitottam a
nagy asszociatumokat, és a mintat tovabbi felhaszndlasig jégen tartottam. A vizsgalatokat az
alabbi elegyek felhasznalasaval végeztem el: 1) 0,5 mg/ml ERDk fehérje; 2) 0,5 mg/ml ERDk +
100 uM CacCly; 3) 0,5mg/ml fehérje + 250 pg/ml PLV; 4) 0,5 mg/ml fehérje + 250 pug/ml PLV +
100 uM CaCl, (a kisérleteket minden esetben 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5
alappufferben végeztem). A fenti mintakat elkészitésik utan 5 percig jégen inkubaltam, majd
el6re ekvilibralt 0,5 cm® Sephadex G200 (Pharmacia) gélfiltralé oszlopokra vittem fel, 20 pl-t.
A mintafelvitel utan az oszlopokat azonnal egy leng6rotoros centrifugaba helyeztem, és 200
g-n centrifugdltam 1 percig, 4°C-on. Az atfolyt mintdt ezutdn 12,5% SDS-PAGE
gélelektroforézissel vizsgdltam, a kiértékelést Quantity One (BioRad) programmal végeztem

el.
IV.2.7 Membran fluiditds vizsgdlat fluoreszcencia anizotropia méréssel

Az ERDk a vezikulak viszkozitdsara gyakorolt hatdsat fluoeszcencia anizotrépia méréssel
vizsgaltam meg, az MTA SzBK Biokémiai tanszéken, Prof. Vigh LaszI6 laboratériumaban, Dr.
Torok Zsolt segitségével. A kisérleteket az irodalomban leirtakhoz hasonldan végeztiik (Torok
et al. 1997). A vizsgdlat sordn egy fluoreszcens molekula (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene
(DPH)) mozgasi sebességét hatdrozzuk meg a kettésrétegen beliil, amely kdzvetlen informa-
ciot ad a lipid kettGsréteg viszkozitdsarol/fluiditdsarol. A DPH-t tartalmazd vezikulat a szusz-
penzidé 10x-i lefagyasztasaval allitottuk eld, amit egy extrudalasi 1épés kovetett Liposofast
extruderrel (Avestin) (Mayer et al. 1986). Ezzel az eljarassal nagy méretli egyrétegl
vezikuldkat allitottunk el6. Az anizotrépia h6mérsékletfliggését fehérjével és fehérje nélkil
csak a vezikulara is meghatédroztuk, ami lehetévé tette a kvantifikaciot is. A kisérleteket 40
ug/ml foszfolipid koncentracié mellett, 10 — 200 pg/ml kozotti ERDk koncentracidval végez-

tik.
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IV.3 Chaperone aktivitds meghatarozasa

IV.3.1 Alkohol dehidrogendz héindukadlt aktivitdsvesztés

Az alkohol dehidrogendz (ADH, Sigma) aktivitdsanak csokkenését 43°C-on vizsgdltam,
az enzimaktivitds csokkenését 10p-kénti mintavételezéssel kovettem a természetes
szubsztratjaival lazajlé rakcié meghatdrozdsdval. 2 uM ADH-t pufferelt kdzegben (100 mM
Na,HPO4, 100 mM NaCl, pH 8,8) 5 perces, 0°C-os preinkubalds utdn 43°C-on tartottam 1 h-n
keresztil. Az enzimaktivitdst 10 percenként hataroztam meg, JASCO UV-550 spektrofotomé-
terben, szobah8mérsékleten, 100 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl, 1,25 mM EtOH, 2 mM NAD®,
pH 7,5 pufferben (600 ul), 20 ul ADH oldat hozzaadasaval. A relativ enzimaktivitast az Azaonm
mért meredekség és a 0 id6pontban mért meredkeség hanyadosaként hataroztam meg sza-
zalékos értékben. A chaperone aktivitast 1 - 10 UM ERD10, ERD14, vagy 1 uM L15, L16, L18
vagy L19 mellett hatdroztam meg. Kontrollméréseket 1 UM Hsp90-el és 1 uM BSA-val, azo-

nos kortlmények kozott végeztem el.

IV.3.2 Lizozim kémiailag indukdlt aktivitdsvesztés

A lizozim-ban (csirketojas) 1évé diszulfid hidakat dithiothreitol-al (DTT, Sigma) redukal-
csokkenését eredményezte. 34 uM lizozim 6nmagaban vagy 5 uM ERD10, 5 uM ERD14, 1 - 1
UM valamelyik riboszomdlis fehérje (L15, L16, L18, L19), 5 uM HSP90, vagy 5 UM BSA jelen-
|étében inkubaltam 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 20 mM DTT, pH 7,5 pufferben,
40°C-on. Az enzimaktivitds csokkenését 5 percenként hatdroztam meg 0,1 mg/ml
Micrococcus lysodecticus sejtfal szuszpenzidban (Sigma), 20 mM NaH,PO,, pH 7,0 pufferben
25°C-on, 20 ml minta hozzdaddsaval. A méréseket JASCO FP-6300 spektrofluoriméterrel, 450
nm emisszids és extinkcids hulldamhosszon végeztem. A relativ enzim aktivitadst minden mé-

résnél t = 0 id6pontra vonatkoztatva, szazalékos értékben adtam meg.

IV.3.3 Luciferdz héindukdlt aggregdcioja

A luciferdz (szentjanosbogdr, Sigma) hdindukalt aggregacidjat termosztalhatd
klvettatartéval rendelkez6 fotométerben vizsgaltam (JASCO UV-550 spektrofotométer), fo-

lyamatosan koévetve a minta Agoonm Valtozdsat. Az aggregéciét 50 mM Tris, pH 7,5 pufferben
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1 uM luciferaz koncentraciénal 6nmagaban, illetve 2 uM ERD10, 2uM ERD14, 2uM BSA vagy
2 UM Hsp90 jelenlétében vizsgaltam, 42°C-on. Minden mintat 5 p-ig preinkubaltam jégen a

kisérlet megkezdése el6tt.

IV.3.4 Citrat szintdz héindukadlt aggregdcioja

Citrat szintdz (disznd sziv, Sigma) héindukalt aggregdacidjanak vizsgalata technikai
szempontbdl megegyezett a luciferazzal végzett kisérlettel. A kisérleti korilmények az alabbi
pontokban tértek el: a felhasznalt puffer 50 mM Tris, 100 mM NacCl, pH 7,5, tovabba a fehér-
je koncentraciok 0,5 UM citrat szintdz, 0,5 UM BSA, 0,5 UM HSP90, 0,5 - 2 uM ERD10 vagy
ERD14.

IV.3.5 Teljesen denaturdlt lizozim reaktivdldsa

A kisérletet az irodalomban leirtak szerint végeztem (van den Berg et al. 1999; Kim et
al. 2002), modositasokkal. Csirketojéds lizozim 6M GuHCI, 100 mM Tris, 1 mM EDTA, 10
mg/mL DTT, pH 8,5 pufferben 40°C-on 3 h-n &t inkubdltam a teljesen denaturélt allapot el-
éréséig. A kicsapodott fehérjét centrifugalassal (15000 g, 20 perc, 4°C) izolaltam és 10 ml
Millipore vizzel mostam. Az aggregatumot ezutdn 5 ml hangyasavban (pH 2) oldottam fel, és

10 mM HCl-el szemben dializaltam, majd liofilizaltam.

A kisérlethez 6 mg/ml koncentracidju denatualt lizozim térzsoldatot készitettem, 8M
UREA-ban. A renaturdciot a torzsoldat renaturdld pufferrel torténd gyors higitdsaval inditot-
tam, az igy elGallo pufferben (2 M UREA, 100 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM
redukalt glutation (GSH), 0.1 mM oxidélt glutation (GSSG), pH 8.5 és 20 °C), amiben a
renaturacio azonnal megindult. A renaturacio elérehaladédsat az enzim pillanatnyi aktivitasa-
nak meghatérozasaval kbvettem minden 10 percben, 0,1 mg/ml koncentracidju Micrococcus
lysodecticus sejtfal szuszpenzion bontdsi sebességének meghatdrozasaval (20 mM NaH,PO,,
pH 7, V=1 mL + 16 ul minta, 25°C, 450nm). Mindegyik mérési pontndl a nativ lizozim enzim
aktivitasdhoz viszonyitott relativ enzimaktivitast szamoltam. A nativ és a denaturdlt lizozim
kozotti koncentracio kilonbséget Asgonm Mmeghatarozasaval hataroztam meg, amit a ,,K” kor-

rekcids faktorral korrigaltam:
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Az aldbbi koncentracidkban hasznaltam a szubsztrat, chaperone és kontroll fehérjé-
ket: A lizozim koncentréciéja minden mérés esetén 49 uM volt, a hozzaadott fehérjék rendre
34 uM ERD10, 34 uM ERD14, 20-20 UM riboszomalis fehérje (L15, L16, L18, L19), 1,1 uM
HSP90, vagy 15 uM BSA.
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V. Eredmények és targyalasuk

Munkam soran hat rendezetlen fehérje (ketté novényi stresszfehérje, és négy bakteria-
lis riboszémalis fehérje) chaperone aktivitasdnak vizsgalatat végeztem el. A méréseket in
vitro koérilmények kozott végeztem, amelyek sordn mind a hat fehérje chaperone aktivitast
mutatott legaldbb harom mérési korilmény kozott. Ezen kivil részletes vizsgalatokat végez-
tem, a két novényi stresszfehérje rendezetlenségének bizonyitaséra, és jellemeztem azok

kotédését lipid vezikulakhoz.
V.1 ERD10 és ERD14: elsGdleges szerkezet és rendezetlenség joslasa

Az ERD10 és ERD14 a dehidrin fehérjecsalddba tartozdé rokon fehérjék. A
dehidrinek a fehérjecsaladra jellemz& konzervalt régiokbdl, igynevezett szegmensekbdl
épilnek fel, emiatt magas hasonldsagot mutatnak a csalddon beliil. Az ERD10 és ERD14
szekvenciaillesztése (6. abra) magas foku, 52%-o0s szekvenca azonossagot mutat.
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6. abra ERD10 és ERD14 szekvencia illesztése, szegmens szerkezete

Az ERD10 és ERD14 aminosav szekvenciai ClustalW programcsomaggal lettek illesztve, ,pair-wise” il-
lesztési metddussal. Az ERDk S-szegmensbdl (piros doboz), Chp-1 szegmensbdl (z6ld doboz) és harom
K-szegmensbdl (kék doboz) épulnek fel. In silico predikcié alapjan a fehérjék lokalis szerkezettel ren-
delkezd részeket tartalmaznak (7. abra), amelyek narancssarga szaggatott vonallal vannak jel6lve.

Az ERD14 lathatdlag az ERD10 szegmens-delécidval létrej6tt variansa, amely az amino-
sav szekvencia eltérésbél kovetkezbleg az evollcidé soran mar kordbban létrejott. Mivel a

génduplikacidval létrejott paraldgok gyakran funkcionalis divergencidan mennek keresztil
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(Wissmann et al. 1999), azt feltételeznénk, hogy funkcionalisan eltérnek egymastdl. Erre ed-
dig még sem az irodalomban, sem munkam sordn nem taldltam utalast. Az ERDk harom k-

16nb6z6 szegmensbdl éplilnek fel (szegmensek leirdsat részletesen lasd a 11.3.4 fejezetben):

- Chp-1 szegmens: nagy hasonldsagot mutat az eukaridta hésokkfehérje (Hsp90) toltott
linker régidjaval;

- S szegmens: Ser gazdag foszforilacids hely;

- K szegmens: Lys gazdag erdsen konzervélt régid, amely feltételezések szerint a
dehdrinek membrannal kialakitott kdlcsonhatasaért felelds.

Az ERDk aminosav Gsszetétele rendezetlen jellegre utal, amire a toltétt aminosavak
magas gyakorisagabdl, és az apolaris aminosavak alacsony el6fordulasabdl kévetkeztethe-

tink (4. tablazat).

ERD10 ERD14

Ala (A) 35% 4.9%
Arg (R) 1.2% 1.6%
Asn (N) 1.9% 0.5%
Asp (D) 5.4% 3.8%
Cys (C) 0.0% 0.0%
Ghn (Q 27% 11%
Glu (E) 19.6% 21.1%
Gly (G) 50% 4.9%
His (H) 4.2% 3.2%
lle () 31% 2.7%
Leu (L) 46% 4.9%
Lys (K) 16.2% 18.4%
Met (M) 2.3% 1.1%
Phe (F) 27% 22%
Pro (P) 73% 8.6%
Ser (S) 6.9% 81%
Thr (T) 65% 4.3%
Trp (W) 0.0% 0.0%
Tyr (Y) 08% 0.5%
Val (v) 6.2% 8.1%

4. tablazat ERDk aminosav 6sszetétele

Az aminosav Gsszetétel ,Expasy” szerveren taldlhatd ,protparam”
programmal szamitottam. A nagy szazalékban jelen lévé E és K
aminosavak, illetve a kis mennyiségben el&fordulé apoldris amino-
savak rendezetlen jellegre utalnak (6sszehasonlitva : 1. tdbldzat)
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A apoldris aminosavak hidanya nem teszi lehetévé a kompakt stabil fehérje mag kialaku-
lasat (11.2.2. fejezet). Tovabba a magas prolin arany a masodlagos szerkezetek hosszu tavu
kialakulasat is gatolja. Természetesen ennek szerkezetvizsgdlé mddszerekkel torténd igazola-

sa is szlikséges, amit késGbbiekben mutatok be.
V.1.1 Rendezetlenség in silico predikcidja

A fehérjék rendezetlenség jellegzetes aminosav—0sszetételbdl adddik, ami felhasznal-
hato a rendezetlenség jéslasara. Napjainkig szamos kiilonb6z6 elven alapuld jéslé algoritmus
érheté el az interneten. Az ERDk fehérjék predikcidja a 7. dbran lathatd, ahol az IUPred
100%-0s, a PONDR ~70%-os rendezetlenséget jésolt. Minkét algoritmus rendezetlenségi
valdszin(iséget ad meg, aminek kiiszob értéke: 0,5. E folotti értékek a rendezetlen régiokat,

ez alatti a szerkezettel rendelkez régiokat jeldlik.
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7. abra Rendezetlenség joslasa

Az IUPred predikcio (A) a fehérje teljes hosszaban rendezetlennek (0,5<) jésolta mind az ERD10 (--),
mind az ERD14 —et (--). A PONDR algoritmus ellenben az altaldnos rendezetlenségen felll lokalis
szerkezettel rendelkezé régidkat josolt mindkét fehérje esetében.

A PONDR a magas foku rendezetlenségen kivil lokdlis szerkezettel rendelkezé régio-
kat is josolt, ugynevezett ,preformed element”-eket (Fuxreiter et al. 2004), amelyek eddigi
elképzelések szerint a molekularis kdlcsonhatdsok kialakitdsaban jatszanak fontos szerepet.
Ezeket a régidkat az 6. dbrdn a szekvencian is dbrazoltam, ahol lathatd, hogy ezek a régidk a

K szegmensekkel fednek at
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8. abra Riboszémalis fehérjék predikciéja

A fenti abra a riboszdmdlis fehérjék Pondr algoritmussal elvégzett
predikciéjat mutajak, a vektorban szerepl6 szekvenciak felhasznalasaval
(megegyez6 az NCBI adatbazisban taldlhaté szekvenicakkal)

A riboszémalis fehérjék predikcidja féképp a fehérjék N-termindlis végét predikaljdk
rendezetlennek, ahogy azt az eddigi irodalmi eredmények is mutatjdk. A rendezetlenség

ezeknél a fehérjéknél ismert és alaposan vizsgélt tulajdonsag.

V.2 Biofizikai vizsgalatok

Az ERD10 és ERD14 fehérjék esetén els6 célom a szerkezeti rendezetlenség igazoldsa
volt, ugyanis munkam kezdetekor erre vonatkozdéan még nem allt rendelkezésre kisérleti
bizonyiték. Ezért els6 célkitlizésem a szerkezeti rendezetlenség, és némely a dehidrinek ese-

tében mar ismert biofizikai tulajdonsag vizsgalata, igazolasa volt.

A riboszomalis fehérjék - mint az irodalmi attekintésben részletesen is targyalom - a tu-
domanyos érdekl6dés egyik igen fontos elemét alkotjak, mind funkcid, mind szerkezet szem-
pontjabdl. Ennek kovetkeztében ezeknek a fehérjéknek a biofizikai jellemzése a szerkezeti
jellemzés mellett szintén igen részletesen elérhet6 az irodalomban, ezért csak a fehérjék

funkcionalis vizsgélatara szoritkoztam.

V.2.1 ERDk rezisztensek a héindukdlt agregdcioval szemben

A rendezetlen fehérjék tulnyomdrészt polaris, toltott aminosavakbdl épulnek fel, és hi-

anyosak a hidroféb aminosavakra nézve. Ezeknek a tulajdonsagoknak készonhet6en a rende-
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zetlen fehérjék nagy része rezisztens a héindukdlt aggregacidval szemben. Megjegyzendd,
azok aminosav Osszetétele hasonlatos a globularis fehérjékben taldlhaté aminosav Gsszeté-
telhez. A héstabilitdsuk oka a stabilabb fehérjemag és a felszinen talalhato kiterjedt ionpar
halézatok, amik megakadalyozzdk a fehérje letekeredését, és ezdltal az aggregacidjat. A
rendezetlen fehérjék rezisztenciaja, hogy hosszabb ideig tarté forralds hatdsdra sem

aggregdlnak, s6t leh(ités utan tovabbra is megdbrzik az eredeti biokémiai aktivitasukat.

ERDI10 ERDI14 BSA
- + - + - +

9. dbra Hdéstabilitas vizsgalata
A vizsgalt fehérjék (ERD10, ERD14 és BSA) 3 p-ig forral-
tam 100°C-on (+), illetve kontrolként forralas nélkil tar-
tottam (-), majd centrifugdldas utan SDS PAGE
gélelektroforézissel vizsgaltam.

Vizsgalataim soran azt tapasztaltam, hogy mindkét fehérje ellendll a hdindukalt
aggregdcionak (9. dbra). Ezzel ellentétben a kontroll globularis fehérje (BSA) teljes mérték-
ben kicsapddott, és eltiint az oldat fazisbdl. Ez a tulajdonsag a rendezetlen fehérjék jellemzs-
je, a felerészben rendezetlen, illetve molten globule szerkezet(i fehérjék forralds hatasara

kicsapddnak.

V.2.2 CD és NMR spektroszkopia

Az ERD10 és ERD14 CD spektruma nagy foku rendezetlenséget, és egyben nagy mérté-
ki hasonldsdgot mutatnak. Mindkét spektrumban nagy negativ csucs lathaté 200 nm-nél,
ami a denaturdlt/rendezetlen fehérjék jellemzéje (10. abra). A cslcs enyhe eltolédasa 203
nm-hez a nagy jeler@sités miatt tortént, ami ,levagta” a csuics maradék részét. A 200nm-es
csucson kivil mindkét esetben lathatd egy-egy enyhe minimum 222 nm és 208 nm-nél latha-

t6 vall, ami o-helikalis szerkezetekre utald csucs-par.
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10. dbra ERD10 és ERD14 cirkularis dikroizmus spektrumai
A CD spektrum 0,5 mg/ml koncentraciéban, 10mM Na,HPO,;, 100 mM NaCl
pufferben, 1 mm-es kuvettaban, 25°C-on volt felvéve, JASCO J-720
spektropolariméterrel.
A trifluoro-etanol (TFE) titralds 15-30% kozotti o-helikdlis dtmenetet mutat, ami erdés

hélix preferenciara utal (11. abra). Az abran az ERD10 titralasa van feltiintetve, az ERD14

hasonlé képpen viselkedett.
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11. dbra CD spektroszképia: ERD10 titralasa TFE-vel
A spektrumok 0,5 mg/ml fehérje koncentracioban vettem fel, az abran jeldlt

Az ERD10 *H-NMR spektrumdban (12. abra), a fehérjéhez tartozé amid cstcsok sziik
diszperzios tartomdnyban talalhatéak (8,0-8,8 ppm), ami a peptid kotésekben Iévé amid cso-
portok hasonlé kémiai kdrnyezetre utal. Ez a jelenség néhany kivételtsl eltekintve csak a
szerkezetliket vesztett fehérjék esetében fordul elé. Ugyanerre utal az 1 ppm-nél talalhaté
metil csoportokra jellemzé csucs, amelyek jelen esetben egy széles csucsot alkotnak. Kom-
pakt szerkezettel rendelkezé fehérjék esetében ezek a cstcsok szélesebb tartomanyban osz-

lanak el és tobb kiilonallé csucsra bomlanak a kiilénb6zé kémiai kornyezet hatasara.
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12. abra ERD10 NMR spektruma
A spektrumot 1 mM ERD10, Millipore vizben, 25°C-on vettiik fel, Bruker DRX 500-
MHz spektrométerrel, 10% D,0 mellett. Skalareferenciaként DSS-t hasznaltunk.

V.2.3 Limitdlt proteolizis

A limitalt proteolizis kozvetlen informaciot nyujt a fehérjelanc nyitott vagy zart szerke-
zetére nézve. A hasitdsi hely koruli 10 aminosav hosszUsagu régid nyitottsag, nagy mérték-
ben megnoveli az emésztés gyorsasagat. A vizsgalatot négy kilonbozé specificitassal rendel-
kezd proteazzal végeztem el: subtilisin és proteinase K (széles szubsztrat specificitas), illetve
tripszin és kimotripszin (sz(ik szubsztrat specificitds). A proteolizis minden esetben hasonlé
sebességgel zajlott le, ezért itt csak a proteindz K—val végzett proteolizis vizsgalatot mutatom

be (13. 4bra).

BSA ERDI10 ERD14
L\4DW/12345612 4 5 6 1 2 3 4 5 6
a
55.6 | (DD S - -
07> -

s ——— —

—
365> p—— -_—— _
26>

13. abra ERD10 és ERD14 limitalt proteolizise

Az emésztést kiilonboz6 proteinase K koncentracié mellett végeztem 30 s id6-
tartomdnyban, BSA-val, ERD10-el és ERD14-el. A 1. zseb az emésztés nélkili
kontrollmintat, mig a 2-6. az emelked§ proteaz koncentracié mellett végzett
proteolizis mintakat mutatjak (1:1500, 1:900, 1:500, 1:250, 1:50). Az abra bal
szélén a molekulatomeg létra jelei vannak feltiintetve.
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Az abréan egyértelmden eltér a kontroll globularis fehérje (BSA) és a két rendezetlen
fehérje emésztési sebessége. Ez a vizsgalat bizonyitékot szolgaltat arra nézve, hogy az ERDk
fehérjék Gsszes emésztési helye térben kénnyen hozzaférhet8, mivel a kontroll fehérjével
osszehasonlitva egy stabil fragmenst sem taldltam az emésztés soran. Az ERD10 esetében 36
kDa-nal megjelend kett8s sdv sem mutat hosszu tavu stabilitast, annak megjelenése protedz

specificitasa miatt torténik meg, ezért ezt sem tekinthetjlk szerkezettel rendelkezé régonak.

Ahogy késébbiekben bemutatom (V.2.5. fejezet) az ERDk kotédnek foszfolipid
vezikuldkhoz. A rendezetlen fehérjék molekularis kdlcsonhatdsok kialakitasa kozben lokalisan
rendez&dnek, ami a kélcsonhatas idajére stabilan jelen van a koélcsonhatd régidban. A szer-
kezet kialakuldsa és stabilizalédasa, véltozast okozhat a fehérje emésztési mintazatan. Ennek
a kérdésnek a vizsgdlatara a limitalt proteolizist lipidvezikula jelenlétében is elvégeztem (14.

abra).

ERD10 ERD10 + PLV
Op 30s 1p 2p 5p 10p 150 PM 0Op 30s 1p 2p 5p 10p 15p
—

BB e
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- —
— e
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14. dbra Limitalt proteolizis vezikula mellett

A vezikula nélkil (ERD10), illetve vezikula melletti (ERD10+PLV) limitélt

proteolizist 1:9000 aranyu szubtilizin mellett végeztem el. A savok felett lathato

id6kozokben vett minta forralas utana gélelktroforézissel vizsgaltam. A két rész

kozott taldlhatd a fehérje marker (PM, felulrél: 66.4, 55.6, 42.7, 36.5, 26 és 20

kDa)

A limitdlt proteolizis sordn nem lathaté semmilyen eltérés a két kisérleti kortlmény ko-

z0tt. Ebbdl két dologra kovetkeztethetiink: 1) egyik hasitasi hely sincs a kélcsonhatasban
résztvevd régidban, vagy annak kozvetlen kozelében, vagy 2) nem alakul ki stabil masodlagos

szerkezet a fehérjében. A kérdés pontos megvalaszolasahoz sziikséges a kolcsonhatas szek-

vencia—specifikus lokalizacidja, ami jelenleg ismert.
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V.2.4 Relaxdcios NMR vizsgdlatok, hidratburok méretének meghatdrozdsa

A szilardtest NMR méréseket a MTA Szildrdtestfizikai és Optikai Kutatd Intézetének vé-
geztik, Tompa Kédlmdn laboratériumaban. A rendezetlen fehérjékben nagy ardnyban taldlha-
tdéak polaris, toltott aminosavak, ami nagy hidratburokra enged kévetkeztetni. A mérés soran
25 mg/ml toménységii fehérjeoldatot hasznaltunk, és a csokkend hémérsékletek mellett a
minta FID (Free Induction Decay) intenzitasat hatdroztuk meg. A FID intenzitas O id6pontra
torténd extraplacidja, a mintdban jelen Iévé folyékony viz mennyiségével ardnyos, ami koz-

vetlen informéacidt ad a mintdban 1évé molekuldk hidratburkara nézve.

—=— 25 mg/mL BSA
40 4—4— 25 mg/mL ERD10 4
—=— 25 mg/mL ERD14
304 4
E< 20 i
&
_AAs
10 4
A
0 T A L T T T T
70 60 -50 -40 30 20 -10 0 10
Homérséklet [T]

15. dbra ERDk relaxaciés NMR vizsgalata

25 mg/ml BSA (m), 25 mg/ml| ERD10 (A ) és 25 mg/ml| ERD14 (m)
folyékony allapott viz tartalmat hataroztuk meg, 0°C alatt. A
grafikonon a fehérjekoncentraciéra és méretre normalt folyé-
kony viz mennyisége van feltiintetve a h6mérséklet fliggvényé-
ben.

A mérés hiven tukrozi a fehérjék vart viselkedését. Az ERD10 és ERD14 sokkal nagyobb,
hidratburokkal rendelkezik, a globularis kontrol (BSA) fehérjéhez képest. A grafikonon latha-
16 -2°C - -12°C kozotti zuhanas a mobilis gyengén kotott viz kifagyasat mutatja, mig az ezutén
kovetkez8 régié a fehérje szorosan kotott hidratburkaval hozhatd osszefuiggésbe. A két ren-
dezetlen fehérje molarisan 3x tobb vizet oriental aminosavanként a BSA-hoz képest. Azon-

ban az ERDk hidratburokanak teljes kifagydsa magasabb hémérsékleten (49°C) torténik meg
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a BSA-hoz képest (58°C), ami arra utal, hogy a rendezetlen fehérjék nem rendelkeznek olyan

er@sen orientdlt vizzel, mint a globuldris fehérjék esetében ismert szerkezeti-viz.

V.2.5 Membrdn kétés vizsgadlat

A dehidrin fehérjékr6l mar szamos munkdban kimutattdk, hogy képesek lipid
vezikulakhoz kétédni. Ennek lehet6ségét mi is megvizsgaltuk az ERD10 és ERD14 esetében,
gélfiltracids vizsgalatokkal, szintetikus foszfolipid vezikuldk felhaszndlasaval. A mérés azon az
elven alapul, hogy gélfiltraciés all6 fazis visszatartja a szabad fehérjét, mig a lipid

vezikuldkhoz kotott fehérje atesik az alléfazison, mert a vezikula kizarddik a gél pdruasibdl.

Mivel az ilyen jellegli kdlcsénhatasok igen erésen fliggenek a koriilményektdl, ezért a
kisérleteket er6sen kontrollalt korilmények kozott hajtottam végre. A vizsgélatok azt mutat-
tdk, hogy mind az ERD10, mind az ERD14 kot6dik savas jellegl foszfolipidekbdl allé
vezikulakhoz (16. dbra).

Mw ERD10 ERD14
kD Zpiv__ PV oPLV PLV
55.6 | Minta PLV s6 | Minta PLV s0

-—-\

42.7 9|

W -

16. abra Kolcsonhatas foszfolipid vezikulaval

A fehérje mintakat 5 percg inkubaltam jégen a gélsziirés el6tt, a gélen
ates6 mintdt ezutdn SDS-PAGE-el vizsgaltam. ,Minta” a felhasznalt
fehérje mintat jeloli, gélsztirés nélkul; ,@PLV” foszfolipid nélkli
gélsziirt fehérje minta; ,PLV” gélsziirt fehérje minta foszfolipid
vezikula mellett; ,PLV s6” foszfolipid vezikula és 500mM NaCl mellett.

Az abra az ERD10 és ERD14 kot6dését reprezentdlja foszfolipid vezikuldkhoz, amelyben
a kotott fehérjét mennyisége a ,@PLV” és ,,PLV” koz6tti novekmény. Statisztikai szignifikancia
vizsgélatok alapjan a két jel szignifikdnsan kilonb6z8, Student’s teszt: P = 0,003 (ERD10) és
0,056 (ERD14). Eléz8ek alapjan az ERD10 és ERD14 Ca®* kotésre is képes. Ennek hatasat

megvizsgaltuk a vezikula kotésre hasonld kisérleti korialmények kozott (17. dbra).
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17. 4bra Ca”* hatésa a vezikula kétésre

Az ERD10 (A) és ERD14 (B) gélsziirését
vezikula mellett és nélkil is elvégeztem,
kalcium jelenlétében és annak hianyaban.
(1) a gélsztirés nélkuli fehérje oldatot jeldli,
(2) fehérje, (3) fehérje + ca”, (4) fehérje +
vezikula, (5) fehérje + vezikula + Ca”".

Statisztikai szignifikancia szamitds alapjan a kalcium nem valtoztatja meg jelentésen az
atesé fehérje mennyiségét (P = 0,24 és 0,20), azonban a vezikulahoz valé kétédésben bealld
valtozas szignifikdns (P = 0,003 és 0,056), ami a vezikula kdtésben bealld csokkenésére utal. A
szignifikancia szamitdsok a Quantity One (BioRad) gélkiértékel6 program segitségével készil-
tek. A kot6dés mértékét a 5. tabldzat mutatja szazalékos értékben.

ERD10 ERD14

Minta 100+5,07 100+ 1,55
Atesé 27,8+7,51 23,01+5,52
+Ca? 19,7+6,95 18,39 +6,15
+PLV 60,9+4,34 41,63+8,58

+PLV; Ca®*  39,0+3,59 31,06 +8,32

5. tablazat Kalcium hatdsa a vezikula kotésre
A tdblazatban harom parhuzamos mérés atlaga és
annak standard deviacidja van feltiintetve.

V.2.6 ERD fehérjék hatdsdanak vizsgdlata a membrdnfluiditdsra
A fenti vizsgdlatok igazoltdk, hogy az ERD10 és ERD14 kotédik savas foszfolipidekbdl
felépild vezikuldkhoz, azonban a kotédés jellegérdl, illetve annak a membrdanra gyakorolt

hatasardl nem ad felvildgositast. Ennek vizsgdlatdhoz membranfluiditas vizsgalatokat végez-

tik az MTA SzBK Biokémiai Intézetében, Prof. Vigh Laszl6 laboratériumdban, Dr. Térok Zsolt
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segitségével. A kisérlet sordn egy hidroféb fluoreszcens molekula mozgékonysagat mértik a
vezikuldn belll, ERDk jelenlétében illetve azok hianyaban. A mozgékonysagban bekovetkezd
véltozds a membran fluiditdsdnak megvéltozdsara utal. Kordbbi vizsgalatok arra utalnak,
hogy a membranfehérjék, illetve az amfipatikus hélixen keresztiil kot6d6 fehérjék megval-
toztatjak, mig a feluleti ionos kdlcsonhatdsok nem valtoztatjdk meg a membran fluiditdsi
paraméterét (Ohki et al. 1994). A fluoreszcencia anizotrépia mérés azt mutatta, hogy sem az
ERD10 sem az ERD14 nem valtoztatja meg a foszfolipid vezikula fluiditasat a 5-55°C-os hé-

mérséklet tartomanyban (18. abra).
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18. abra Fluoreszcens anizotrépia

A vezikula anizotrépiajat 6nmagdaban (fekete), illetve ERD10 (piros) vagy
ERD14 (kék) jelenlétében novekedd hémérséklet mellett hataroztam
meg. Az dbran egy reprezentativ mérés lathato.

V.3 Chaperone hatas vizsgalata

V.3.1 Alkohol dehidrogendz aktivitdsvesztés

n

Az alkohol dehidrogenaz (ADH) 42°C-on elvesziti enzim aktivitasat, amit etanol és NAD
enzimszubsztratok jelenlétében specifikusan nyomon lehet kovetni. A kisérleti 6sszeallitas-
ban 1 UM ADH enzimaktivitdsat mértem 6nmagaban, illetve 2uM (19. dbra) és 10uM (20.
abra) ERD10 vagy ERD14 vagy 1uM riboszomalis fehérje (L15, L16, L18, L19) (21. dbra) jelen-
létében. Negativ kontrolként 1uM BSA-t, pozitiv kontrolként 1uM Hsp90-t hasznaltam. A
kisérlet sordn azt vizsgdltam, hogy a hozzaadott fehérjék hogyan valtoztattak meg az ADH

enzim akivitdsanak csokkenésének id6beli lebontdsat.
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19. dbra ADH héindukalt inaktivalédasa, ekvimolaris ERD10 és ERD14
mellett

A fenti pontok harom mérés atlagabdl alltak el6, relativ értékként kife-
jezve az adott mérés nulla id6pontjdhoz viszonyitva

Az ERD10 és ERD14 ekvimolaris koncentracié mellett (19. abra) a Hsp90-nél gyengébb védé-

T T T T T T T
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20. abra ADH héindukalt inaktivalodasa, 5x molaris felesleg ERD10
és ERD14 mellett

Az ERD fehérjék 5x-0s molaris feleslegben lettek hozzaadva az ADH-
hoz. A feltlintetett pontok hdrom mérés atlagaként dlltak el6. Az ér-
tékeket relativ kifejezésként tiintettem fel, az adott mérés nulla id6-
pontjara viszonyitva.

Az 5x-6s moldris feleslegben hozzaadott chaperone az enzimet jéval nagyobb haté-

konysaggal védte az aktivitdsvesztéssel szemben, mint ekvimoléris aranyban (20. abra). En-
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nek oka a szubsztrat nagy mérete lehet (ADH 160 kDa, az ERD10 29 kDa és az ERD14 21 kDa),
mivel ilyen méretkiilonbség esetében fehérje védelméhez tobb chaperone fehérjére van

sziikség. A chaperone aktivitas ebben az esetben a Hsp90 hatdsat is meghaladta.
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21. dbra ADH aktivitasvesztés riboszomalis fehérjék mellett

Harom mérés atlaga és annak szdrdsa van feltlintetve a grafikonon. A
mérési pontokat minden mérésnél a kezdeti aktivitdsdhoz viszonyitva
relativ értékben kifejezve tiintettem fel.

A riboszomalis fehérjék ekvimolaris koncentracidban a Hsp90-nel 6sszemérheté védd

hatdst mutattak. Egyediil az L16 mutatott enyhén magasabb védé hatést.
V.3.2 Lizozim aktivitdsvesztés

A lizozim enzim aktivitasa hé és kémiai redukaldszer egyuttes hatasara csokken az idé
flggvényében. Az enzimaktivitas csokkenését a fehérjére jellemz6 enzimatikus reakcié —
bakterialis sejtfal bontasa — sebességének mérésével lehet nyomon kovetni. A vizsgalatot
mindkét csoport fehérjéire ERD10 és ERD14 (22. abra), illetve a riboszémalis fehérjékre (23.

dbra) is elvégeztem, BSA és Hsp90 kontrollok mellett.
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22. abra Lizozim aktivitasvesztés ERD10 és ERD14 mellett

A grafikonon hdrom parhuzamos mérés atlaga és szérdsa van feltiin-
tetve. Az adott id6ponthoz tartozé aktivitasok relativ értékben vannak
kifejezve, minden esetben az adott mérés 0 id6pontjara viszonyitva.

Az ERD10 és ERD14 fehérjék ers védGhatast mutattak lizozim deaktivacios mérésben. A

chaperone aktivitasuk 6sszemérhet6 a Hsp90 chaperone aktivitasaval.
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23. dbra Riboszomalis fehérjék hatasa a lizozim aktivitas vesztés soran
Az abran harom parhuzamos mérés atlaga, annak szdrasa van feltiintetve.
Az aktivitasok relativ értékekben van kifejezve, a lizozim nulla idépontja-
hoz viszonyitva.
A riboszémalis fehérjék szintén erés chaperone aktivitdst mutattak a lizozim
deaktivacios mérésnél. A relativ enzimaktivitds értékek nem ugyanabbdl a pontbdl indulnak,

aminek oka a O idépontbeli aktivitas értékek szorasa. Ezek az eltérések nagyobbak voltak

mint a parhuzamos mérések szordsa, emiatt indokoltnak tartottam az aktivitdsi értékek a
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kontroll lizozim mérés t = 0 id6pontjahoz vald viszonyitdsat. A nagymértékl széras oka eddig
ismeretlen, vélhetGleg a reakcié korilményeiben torténik alapvetd valtozas a riboszémalis

fehérjék hatdsara.
V.3.3 Luciferdz aggregdcio

A luciferdz h6 hataséara elvesziti szolubilis szerkezetét és aggregal, amit fotometrids

abszorbancia meghatarozasdval nyomon lehet kovetni. A vizsgdlatok soran a luciferaz
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24. abra Luciferaz héindukalt aggregacidja ERD10 és ERD14 mellett
A grafikonon a minta abszorbanciaja van abrazolva az id6 fuggvényé-

ben, egy reprezentativ kisérlet soran.

A Hsp90 teljes mértékben megakaddlyozta a luciferaz aggregacidjat a mérési korilmények
kozott, ahogy az ERD10 és ERD14 is. A BSA elhanyagolhatd hatast mutatott az aggregacioval

szemben.
V.3.4 Citrat szintdz aggregdcio

A luciferdz méréssel megegyez6 menetd a citrat szintaz héindukalt aggregacidja. A ki-

sérlet sordn a citrat szintdz aggregacidjanak el6rehaladasat kovettem fotometrids

abszorbancia meghatdrozassal (25. dbra).
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25. abra Citrat szintaz héindukalt aggregacidja ERD10 és ERD14 mellett
A grafikon egy reprezentativ mérést dbrazol, ahol a minta abszorbancidja
az id6 fuggvényében van feltiintetve.

A Hsp90 a citrat szintaz hGindukalt aggregacidjat is teljes mértékben megakadalyozta,
mig az ERD10 és ERD14 ugyanazon koncentracié mellett csak fele akkora hatdsfokkal volt
képes védeni a szubsztratot. A BSA hatdsa ismételten elhanyagolhaté volt. Osszességében az
ERD fehérjék ebben a mérésben nem bizonyultak hatékony chaperone fehérjének, mas kon-

centraciok mellett sem (nem bemutatott adat).

V.3.5 Lizozim reaktivdcio

A lizozim aktivitdsanak visszanyerésének nyomonkodvetése soran a teljesen denaturdlt
és ezért enzimatikusan is inaktiv fehérje refoldingjat és reaktivacidjat vizsgéltam. A lizozimot
kémiai Uton (UREA, DTT, magas h6mérséklet) denaturdltam, majd a teljesen denaturalt fe-
hérje reaktivaciojat vizsgaltam optimalis redoxrendszerben, amit az enzim specifikus reakcio-
javal kovettem. Ehhez viszonyitva vizsgdltam a riboszémalis (26. abra) és ERD fehérjék hata-

sat a reakcivacidra.
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26. abra Lizozim reaktivaloddasa riboszomalis fehérjék mellett

A grafikonon a lizozim relativ aktivitdsa van feltiintetve az id6 fliggvé-
nyében. Az adott idépontokhoz tartozé aktivitasok a nativ lizozim
100%-o0s aktivitasahoz vannak viszonyitva. Az adatpontok hdarom par-
huzamos mérés atlagat és szordsat mutatjak.

Lathatoan a riboszomalis fehérjék nagymértékben megnovelték a reaktivalodas mérté-
két, ami 40%-os relativ elért aktivitasrol 62-78%-os aktivitasra novekedett. A leghatékonyabb
chaperone-nak az L15 bizonyult a 78%-os elért maximalis aktivitassal. A Hsp90 és BSA
csokkentette a reaktivalodas hatékonysagat, ami valoszintileg a kisérleti koriilményeknek tu-

lajdonithaté (2 M UREA).

Az ERDI10 és ERD14 nem mutatott reprodukalhaté chaperone aktivitast a lizozim

reaktivalodasaban.
V.3.6 Chaperone hatékonysdg dsszesitése

A chaperone fehérjék abszolut értékben kifejezett aktivitdsa nem tikrozi azok tényle-
ges hatékonysagdt, emiatt a chaperone hatékonyséagot relativ értékben fejezziik ki mds, mar
ismert chaperone aktivitasdhoz viszonyitva. Az ERDk chaperone aktivitdsdt négy szubsztrat
esetében vizsgaltuk meg, 6t kiilénb6z6 6sszeallitasu chaperone mérésben. Az ERDk erds vé-
dé hatast mutattak harom szubsztrat esetében, ezek az ADH, a luciferaz és a lizozim aktivitas
semmilyen hatast nem gyakoroltak a lizozim reaktivalasanal (6. tablazat). Hatékonysaguk a
legtobb esetben meghaladta a Hsp90 hatékonysagat. A Hsp90 funkcidjat tekintve eukaridta

chaperone fehérjék kozé tartozik, amely a szubsztrat fehérjék szerkezetének védelmében, és
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a hibas konformaciodju fehérjék feltekeredésében jatszik szerepet. Ennek ismeretében az

ERD10 és ERD14 nagy hatékonysagu chaperone-oknak tekinthetjik, a vizsgalatok soran al-

kalmazott kisérleti korilmények kozott, amit tovabbi in vivo vizsgalatokkal is igazolni kell.

ADH aktivita

s-  ADH aktivitas-

. . Citrat szintaz Luciferaz Lizozim aktivi-
vesztés vesztes aggregacidja aggregacidja tasvesztés
1uM ERD 10uM ERDs  8BTe€8C) ggregaciol
BSA 20,14 +9,7 20,14+9,6 26,14 £3,79 23,93+4,85 4,11+6,3
Hsp90 100 + 10,2 100 + 10,4 100 + 3,80 100 + 2,64 100 +9,19
ERD10 35,53+18,0 158,6 +17,7 45,93+3,71 112,1+1,10 127,04+ 15,8
ERD14 48,30+7,8 138,2+6,5 50.28 + 5,49 105,8 £2,20 131,7+12,4

6. tablazat ERD10 és ERD14 relativ chaperone hatékonysaga
Mérésenként az utols6 id6pontban vett aktivitds/abszorbancia értéket hasznaltam fel a
chaperone hatékonysag szamitdshoz. A Hsp90 mint pozitiv kontroll 100%-os chaperone aktivitas-
nak tekintettem, és a tobbi fehérje chaperone hatékonysaga ehhez mérten van megadva, szaza-

lékos értékben.

Az L15, L16, L18 és az L19 hatékony RNS chaperone-oknak bizonyultak transz-splicing

vizsgdlatokban (Semrad et al. 2004), mindemellett a rendezetlen fehérjék csaladjaba tartoz-

nak. Vizsgalataink sordn azt taldltuk, hogy fehérje-chaperone hatékonysaguk rendkiviil ma-

gas (7. tablazat).

ADH aktivitas-
vesztés

Lizozim aktivitas
vesztés

Lizozim reaktivalas*

BSA
HSP90
L15
L16
L18
L19

12,44% + 6,92
100% + 8,35
114,49% +7,53
135,76% + 7,62
134,32% + 8,19
125,62% + 8,08

67,58% + 2,66
100% + 3,36
183,01% + 3,01
120,37% + 3,19
188,74% + 2,77
231,3% + 4,49

70,63% +1,67
72,96% +1,94
224,68% + 2,35
178,48% + 2,86
201,13% +1,54
198,73% + 3,51

7. tablazat Riboszomalis fehérjék relativ chaperone hatékonysag

A chaperone hatékonysag az 6. tablazattal megegyez6 mddon van kiszdmitva. *A lizozim reaktiva-

l6das mérésnél a Hsp90 negativan hatott a reaktivalédasra, ezért az alap lizozim reaktivdlodas
utolsé idépontjaban mért enzim aktivitast tekintettem 100%-nak, és ehhez mérten adtam meg a
t6bbi chaperone hatékonysagat.

Az ADH aktivitasvesztés vizsgdlatokban a chaperone hatékonysdguk 6sszemérheté a HSP90

chaperone hatékonysagéval, a lizozim aktivitdsvesztés mérés sordn hatékonysaguk joval

meghaladta a HSP90 hatékonysdgat. A lizozim reaktivdlédasa soran a riboszomalis fehérjék

jelentésen megnovelték a reaktivalodas mértékét (az enzim aktivitdsanak akar 80%-at is visz-
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szanyerte), a HSP90 mellett azonban ez kisebb mértékben volt megfigyelhets, mint a kont-

roll mérésben (26. dbra).

Osszefoglaldsképpen megéllapithatd, hogy mind a hat rendezetlen fehérje széles
szubsztrat-specificitassal rendelkezé chaperone fehérje. A két dehidrin fehérje az alkalma-
zott kisérleti korilmények kozott a szubsztrat fehérjék szerkezetének védelmében jatszik
szerepet, de a denaturalt fehérjék reaktivalédasaban nem. Ez a funkcidjat tekintve érthetd,
mivel stresszhatas esetén a meglévd nativ szerkezettel rendelkez6 fehérjék védelmét végzik,
de a denaturalt és a frissen szintetizalt fehérjék feltekeredésében nem jatszik szerepet. A sejt
fehérjéinek védelme az egyik legfontosabb funkcio stressz korilmények, illetve magfejlédés
soran. Ezzel ellentétben a riboszomadlis fehérjék a fehérje-foldingban is szerepet jatszanak,
ami a denaturalt fehérjék reaktivaldsaban és frissen szintetizalt fehérjék feltekeredésének
segitésében nyilvanulhat meg. Utdbbival a sejt helyes m(ikodéséhez szilkséges fehérjék els-

allitasat segithetik eld, példaul gyors sejtosztodas soran.
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VI. Diszkusszio

Az ERD10 és ERD14 hideg-, illetve szarazsagstressz hatdsara kifejez6d6 névényi fehér-
fehérjék, amelyek stresszmentes korilmények kozott a riboszomdahoz kotott allapotban,
stressz hatdsara a citoszolban taldlhatdak. Utdbbiakrdl mér ismeretes a primer funkci illetve
a konformacidjukra jellemzé szerkezeti rendezetlenség, az ERD10 és ERD14-r6l csak az kife-
jez6dés korulményei voltak ismeretesek. Munkdm célja a két fehérjecsalad funkcionalis jel-
lemzése, azon belil a fehérje-chaperone aktivitds vizsgalata, tovabba a rendezetlen fehérjék
mint fehérjecsaladrdl szerzett ismereteink bévitése. Szekvencia homoldgia vizsgalatok alap-
jan az ERD fehérjéket a LEA (Late Embryogenesis Abundant) fehérjék csaladjaba soroltak,
azon belll a LEA 2 osztalyba, amelyeket dehidrineknek neveziink. Ezt a besorolast a fehérjék
expresszios mintdzata is alatdmasztotta, ugyanis kifejez6désiik a mag fejlédésére, hideg-
illetve szarazsagstressz idejére tehetd, tovabba az aktivan osztddo sejtekben is megtalalha-
téak. Hianyuk a novény stressztoleranciajanak csokkenéséhez vezet, habar a fehérjék pontos

fukcidja mindezidaig ismeretlen volt.

A fehérjék rendezetlenségének igazolasat nem elegendd egy technikaval elvégezni,
ugyanis szamos olyan fehérje létezik, amelyek j6l meghatarozott szerkezettel rendelkeznek,
mégis rendezetlen fehérjékre jellemzé jeleket mutatnak (Tompa 2002). Ebbdl kifolydlag az
ERDk szerkezeti flexibilitdsat / rendezetlenségét szamos technikaval megvizsgéltam, és iga-
zoltam azok rendezetlenségét. A fehérjék aminosav Gsszetétele nagyban eltér a Swiss-Prot
adatbazisban megtalalhato fehérjék atlag aminosav Gsszetételétdl, illetve a globularis fehér-
jékre jellemz8 aminosav Gsszetételtdl. Ez leginkabb a hidroféb aminosavak hianyaban, és a
polaris/toltétt aminosavak magasabb ardnyaban nyilvanul meg. Az in silico predikcidk, ame-
lyek az aminosav sorrend és 6sszetétel alapjan josoljak a rendezetlenséget, az ERDk fehérjé-
ket rendezetlennek josoltak. Az IlUPred mindkét fehérjét teljesen rendezetlennek, a PONDR
az ERD10-et 63%-0s, az ERD14-et 64%-0san josolta rendezetlennek (7. abra). A PONDR jés-
lasban lathatd lokdlis minimumok feltételezések alapjan olyan lokdlisan rendezett, vagy
kénnyen rendez6dé motivumok, amelyek a molekularis felismérésért felel6sek, in. MoRE-k
(Molecular Recognition Elements), vagy LM-k (Linera Motifs) (Dunker et al. 1998; Fuxreiter et

al. 2007). Ezek minden esetben a K-szegmenssel, a membrankotéssel 6sszefliggésbe hozott
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szegmenssel fednek at (6. abra). Kiemelendd, hogy ez az eredmény minddsszesen szamito-
gépes predikcid, amely kisérletileg még egy munkaban sem volt igazolva. Az elsédleges
szekvencia kapcsan tovdbba érdemes megjegyezni, hogy ez ERD10 és ERD14 nagyon magas,
52%-0s szekvencia azonossdgot mutat. A szekvenciaillesztést vizsgalva az latszik, hogy az
ERD14 az ERD10 szegmens delécidval kialakult varidnsa. Ekkor felvetddik az a kérdés, hogy
fenntartotta mindkét fehérjét a névényben. Vizsgalataink soran eddig semmilyen funkciona-
lis kiilonbozGséget sem sikerilt igazolni. Zaréjelben megjegyzendd, hogy elGkisérleteink azt
mutattak, hogy az ERD14 chaperone aktivitasa fligg a kozeg ionerGsségétdl, ami az ERD10-r6|

eddigi vizsgalatok alapjan nem mondhaté el (Kovacs et al. 2008).

A CD spektroszkdpiai vizsgédlatok alapjan az ERD10 és ERD14 denaturalt fehérjék jel-
legzetességeit mutatd fehérje, a 200 nm-nél lathaté negativ csucs alapjan. Tovabba a 208 nm
és 222 nm-nél lathatéak enyhe negativ csucsok rezidudlis a-helikdlis szerkezetekre utalnak.
Az NMR spektrumban lathaté tomorals, kis diszperzidoju amid csucsok a rendezetlen fehér-
jékre jellemzéek (8,0-8,5 ppm), mig a globularis fehérjéknél szélesebb diszperzié a megszo-
kott (9,5-6,0 ppm) (Dyson and Wright 2005). A metilcsoportok jelei is egy nagy csucsba ol-
vadnak 06ssze, ami a fehérje nagy mozgékonysagdra utal. A rendezetlen fehérjék nyujtott
polipeptid lanca konnyen hozzaférhetd a proteolitikus enzimek szdmdra, ami a fehérjék nagy
érzékenységét eredményezi a proteolizisre nézve. Az ERD10 és ERD14 limitalt proteolizisét
négy protedzzal, szubtilizin és proteinaz K (széles specificitas); tripszin és kimotripszin (szlk
specificitas) végeztik el. Mindegyik emésztés sordn azt talaltuk, hogy mind az ERD10 mind az
ERD14 gyorsan bomlik a kontroll BSA-hoz képest. Ezeken kivil az ERDk ellenalléak a hé indu-
kalt aggregdcidval szemben, ami szintén a rendezetlen fehérjék jellegzetessége. A fenti
eredményeket 0sszefoglalva kimondhatjuk, hogy az ERD10 és ERD14 nagy felxibilitassal ren-

delkezd rendezetlen fehérjék.

Néhany dehidrinr6l mar kordbban kimutattak, hogy képesek memban-szerl képz&d-
ményekhez kotédni. Ezt az ERD10 és ERD14 esetében is megvizsgaltuk, és azt talaltuk, hogy
kotédnek savas jellegl foszfolipid vezikuldkhoz (PC:PS=1:1), azonban mas tulajdonsagu
foszfolipidekbdl felépiil6 vezikulakhoz nem (nem bemutatott adatok). Tovdbba azt taldltuk,
hogy kalcium ion csokkenti a kdlcsonhatds mértékét, eddig még ismeretlen okok folytdn. A

vezikula mellett felvett CD spektrumok nem mutattak eltérést az o-hélikalis szerkezetek
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mennyiségében, illetve magas sékoncentracié mellett drasztikusan lecsokkent a kotott fe-
hérje mennyisége. Ezekbdl arra kdvetkeztettlink, hogy a kdlcsénhatas ionos természettel
rendelkezik. Ennek bizonyitasara membranfluiditas vizsgalatot is végeztiink, azzal a munka-
hipotézissel, hogy amennyiben a kdlcsonhatds amfipatikus a-hélixen keresztil jon létre, ak-
kor az megvdltoztatja, mig a fellleti ionos jellegli kolcsonhatds nem befolydsolja a vezikula
fluiditasat (Ohki et al. 1994). Vizsgélataink sordn azt taldltuk, hogy az ERD fehérjék nem val-
toztatjdk meg a vezikula fluiditasat, ami erdsiti az ionos jellegli kdlcsonhatds lehetdségét.

Ennek teljes értéki bizonyitdsahoz a K szegmens részletesebb vizsgélata sziikséges.

A rendezetlen fehérjék kozott mar ismert néhany chaperone fehérje, de a dehidrinek
chaperone aktivitdsa mindeddig csak hipotézisként volt ismert. A riboszémalis fehérjék -
mint részben rendezetlen fehérjék - RNS chaperone aktivitasa a kézelmultban valt ismerté. A
riboszémalis fehérjék rendelkeznek extrariboszomalis funkcidval, bar ezek csak néhany fe-
hérje esetében vannak felderitve. A riboszomadlis fehérjék expresszids szintje a sejtben szigo-
rlan szabalyozva van, azonban stressz koérilmények kozo6tt, vagy gyors sejtosztddas sordn,
illetve bizonyos daganatos sejtekben szintjik megemelkedik. Az ERDk a dehidrinek csaladja-
ba tartozd, hideg illetve szarazsag stressz hatdsdra, nagy menyniségben kifejez6d6
stresszfehérjék. Funkcidjuk eddig még nem kerdilt felderitésre, ambar a szdmos feltételezés
szliletett mar a fehérjecsalad lehetséges funkciodira nézve. Ennek a kérdésnek a felderitésére
szamos chaperone mérést optimalizaltam, amelyek potencialisan alkalmasak a riboszomalis
fehérjék, és az ERDk esetleges fehérje-chaperone funkcidinak felderitésére. Vizsgélataink
sordn azt taldltuk, hogy mind a két fehérjecsaldd képviselSi potencidlisan aktiv chaperone-ok
szamos szubsztrat esetében is. VédShatasuk sok esetben a Hsp90 eukaridta hdsokk fehérjé-
vel 6sszemérhetd, vagy akar azt meghaladd, ami potencidlisan erés chaperone-nak mingsiti
Gket. A riboszémalis fehérjék mind a fehérje védelemben, mind a denaturalt fehérjék reakti-
valdsaban aktivnak bizonyultak, azonban egyik ERD fehérje sem mutatott relevans hatést a

denturalt fehérjék reaktivalasdban (6. tablazat és 7. tablazat).

Az ERD10 és ERD14 fehérjék széles szubsztratspecificitassal rendelkez6 chaperone-ok,
amelyek a meglévé fehérjék szerkezetének védelmében, aggregacidjuk megakadalyozasa-
ban, ezéltal a bioldgiai aktivitds megdrzésében jatszanak fontos szerepet. Ez atfedésben van
az expresszié kérilményeivel is, ugyanis ezek a fehérjék sejtes stressz, vagyis hideg/szarazsag

illetve aktiv osztddas esetén expresszéldodnak, ami alapjan meglévé fehérjék védelmét latjak
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el, de nem jatszanak szerepet folding folyamatokban. Ezzel az eredménnyel bizonyitotta valt
a fehérjecsaldd sokféle potencialis hatdsai kozil egy. ElSkisérletek azt mutattdk, hogy a
chaperone aktivitas részben 6sszefliggésbe hozhatd a kozeg ionerGsségével. Mint az irodalmi
attekintésben is irtam, a rendezetlen fehérjék hajlamosak tobb (akar ellentétes) funkcio ki-
fejtésére is, a kornyezettdl fliggben. A fentiekbdl kiindulva azt a hipotézist fogalmaztam meg,
hogy az ERDk a kérilményektdl fuggéen valtoztatjak hatdsukat, jelen esetben az ionerGsség-
t6l fuiggd chaperone aktivitast. Ez, az eddig megszokott fehérje szabalyozdstdl merében elté-
ré képet mutatna, amely egy folytonos, a kornyezeti paraméterektdl figgd funkcionalis sza-

balyozast feltételezne.

A riboszémalis fehérjék chaperone aktivitasanak vizsgdlata valaszt ad arra, hogy mi-
lyen alternatit funkcidval rendelkeznek a sejtosztédas vagy stressz korulmények kozott: fe-
hérje védé és folding funkcidval. A sejtosztddas soran a riboszomilis fehérjék a tobbi fehér-
jéhez viszonyitva nagy aranyban vannak jelen az osztédas utén Iévé sejtben (Ramagopal and
Subramanian 1974), ami a bioldgiailag aktiv riboszoma Gsszeszerel6désének feltétele,
ugyanakkor a riboszémalis fehérjék a sejt életének ebben a szakaszaban a riboszéman kiviili
feladatokat is ellathatnak extrariboszomalis funkcidik révén, azaz a fenti eredmények alapjan
részt vesznek a frissen szintetizalt fehérjék feltekeredésében illetve védelmében. igy a
riboszémalis fehérjék egyrészt részt vesznek a riboszoma kialakitdsaban, illetve csokkentik a
sejt chaperone rendszerére nehezed6 terheket a mutifunkcionalitasuk altal. A vizsgalt fehér-
jék RNS chaperone funkciéval is rendelkeznek (Semrad et al. 2004), ami a fenti eredmények-
kel 6sszevetve kettGs chaperone, ugynevezett ,Janus” chaperone funkciét tulajdonit ezek-
nek a fehérjéknek. Az egymastdl eltérd szubsztratokhoz torténd ilyen mértéki adaptacidja,
vélhetbleg csak a rendezetlen fehérjék nagy flexibilitasa, és ebbdl kifolydleg Iétrejové kon-

formdcios adaptacidja miatt johet létre, dmbar ennek felderitése még varat magara.
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VII. Osszefoglalas

A rendezetlen fehérjék nagy gyakorisdggal fordulnak elé az élGvilagban, azonban pontos
jellemzésik mind a mai napig hianyos. Szdmos olyan fehérje tartozik ebbe a csalddba, amelyeknek
hidnya, vagy helytelen m(kodése sulyos betegséget okoz. Ez a felismerés kiemeli fontossagukat,
miszerint fontos szerepet kaptak az organizmusok életébe. Eddigi ismereteink alapjan funkcidik kozott
megtaldlhatd enzimszabdlyozds, sejtszervez6dés elldtdsa, molekularis komplexek 06sszeszerelése,

stabilizélasa, transzkripcios faktor, chaperone aktivitas, stb.

Munkam célkitlizése hat rendezetlen fehérje funkciondlis vizsgdlata, tovabbd ezek kozil kettd
részletes szerkezeti jellemzése volt. A kivélasztott fehérjék kozott szerepelt két ndvényi stresszfehérje a
dehidrin fehérjecsaladbdl, és tovabbi négy bakteridlis riboszomdlis fehérje a riboszéma nagy
alegységébdl. A két dehidrin, ERD10 és ERD14 (ERDk) rendezetlenségét szamos technikaval igazoltam
(CD, NMR, limitalt proteolizis, predikciok), amelyek mindegyike azt mutatta, hogy minimalis rezidualis o-
helikalis szerkezettdl eltekintve mindkét fehérje teljesen rendezetlen. Az ERDk biofizikai vizsgalata soran
azt taldltam, hogy mindkét fehérje kotSdik elsésorban savas foszfolipidekbdl felépiil§ foszfolipid
vezikuldkhoz. Ennek a jelenségnek a részletesebb vizsgalata azt mutatta, hogy a kélcsénhatas ionos
jellegli, ami nem befolyasolja a vezikula fizikai tulajdonsdagait, jelen esetben a vezikula fluiditdsat.
Tovabba hémérsékletfliigg& NMR vizsgalatok azt mutattak, hogy az ERDk nagy kiterjedési hidratburokkal

rendelkeznek.

Mind a hat rendezetlen fehérjérél ismeretes, hogy szerepet jatszik/jatszhat a sejt stressz-
vélaszaban. Funkcionalis vizsgalatainkban a fehérjék chaperone, azaz fehérje védd, és renaturdld
funkcidjat kivantuk részletesen jellemezni. Kutatdsi eredményeink azt mutatjdk, hogy az ERDk
megakaddlyozzak négy szubsztrat hé, illetve kémiailag indukalt aggregacidjat, illetve aktivitasvesztését,
azonban nem mutatnak chaperone aktivitdst a denaturdlt fehérjék reaktivalasaban. Ebbdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az ERDk fehérje szerkezet védd hatassal rendelkeznek, azonban a mar
sérilt fehérjék reaktivalasat nem képesek ellatni. A riboszémalis fehérjék chaperone aktivitasat harom
szubsztraton vizsgdltam meg. Az ERDk-kel ellentétben ezek a fehérjék chaperone aktivitast mutattak
mind az aggregdcid/aktivitas vesztés gatlasaban, mind a denaturalt szubsztrat fehérje reaktivélasaban.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a riboszémadlis fehérjék stressz korilmények kozott mind a meglévé
fehérjék védelmében, mind a sérilt fehérjék reaktivalasdban szerepet jatszanak. Ezzel kettds,

ugynevezett Janus chaperone aktivitdst mutatnak, ami elGsegitheti a sejt tulélését.

67



VIIl. Summary

Intrinsically disordered proteins (IDP) constitute a high portion of the proteome, but their
functions are poorly characterized yet. Several proteins belong to this protein family, the improper
activity or absence of which can cause disease. This suggests the importance of these proteins, and
underlines the suggestion that they are indeed functional, carrying out important roles in the life of
organisms and they are not mere by-products of evolution. In the known functions of these proteins
several important regulatory functions can be found, such as regulation of enzymes, organization of the

cell structure, assemby and stabilization of protein complexes, transcription factors and chaperones, etc.

The aim of my work was the functional characterization of six IDPs, and also the structural
characterization of two of them. Two of the selected proteins are dehydrins, i.e belong to a subgroup of
the LEA protein family, the rest are ribosomal proteins from the large subunit of bacterial ribosome. The
IDP nature of the two dehydrins was characterized by several techniques (CD, NMR, limited proteolysis,
heat stability, predictions), which showed an overall unstructured nature for both proteins except for
some residual o-helical content. The biophysical characterization of ERDs revealed that both are able to
bind to phospholipid vesicles, with a preference to vesicles composed of acidic phospholipids. The more
thorough examination of the characteristics of this interaction showed that it has an ionic character,
further the binding itself does not change the fluidity of the vesicles. Temperature-dependent NMR

measurements revealed the big size and stability of the hydrate layer of ERDs.

From previous results it is known that both protein families have a role in the stress response of
the cell. In this regard, our aim was to analyze the chaperone activity of these proteins in heat-, and
chemically induced aggregation/deactivation, and renaturation assays. The chaperone assays showed
that ERDs have anti-aggregation activities and protect the enzyme activity in stress conditions (with four
different substrates), however they did not show any chaperone activity in a reactivation/refolding
assay. This concludes that these proteins may protect the proteins in cells against inactivation, but they
cannot reactivate the damaged proteins. The ribosomal proteins show both antiaggregation/inactivation
and refolding activities (on two substrates). Furthermore, the ribosomal proteins analysed in this study
also have RNA chaperone activity. These two accompanying chaperone activities can be denoted as dual
or “Janus” chaperones. The property of L15, L16, L18 and L19 that they also assist the folding of both
proteins and RNA likely comes from the highly flexible polypeptide chain and adaptability of disordered

proteins.
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