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Roviditések

CD: Cirkularis dikroizmus

EMSA: (Electrophoretic Mobility Shift Assay) gélelektroforézis saveltolodas vizsgalat
MS: Tomegspektrometria

ESI: Elektrospray ionizécio, lagy ionizacids technika tomegspektrometridban
HPLC: Nagy teljesitményti folyadékkromatografia

NMR: Magmagneses magrezonancia spektroszkopia

ITC: Izotermalis titralasos kalorimetria

bp: DNS bazispar

Da: Atomi tomegegység

ATCUN: Amino terminalis Cu(II) és Ni(II) megkotésére képes tripeptid
GGH: GlyGlyHis, Glicil-glicil-hisztidin tripeptid

KQ: Ac-Lys-His-Pro-His-Pro-His-GIn-NH> heptapeptid

HSA, BSA, RSA: humén, szarvasmarha ¢€s patkany szérum albumin

H2A: Egyike az eukariotakban el6fordulo hisztonfehérjéknek

HP2: Huméan protamin 2, az 6rokité anyag védelmét szolgalo fehérje

CP1: Konszenzus peptid 1, modell cinkujj motivum.

IMEY: DNS és az azt specifikusan felismerd cinkujj fehérje kristalyszerkezetének PDB
kodja, a dolgozatban csak a cinkujj fehérje értend6 alatta [1]

IMEY#: Kutatocsoportunk altal modositott IMEY fehérje

TFIIIA, Spl, MTF1, WT1, Zif268, EGR1, YY1, Rad87: kiilonb6z6 cinkujj fehérjék

ColE7: A kolicin E7, Eschericia coli baktériumban termel6dé nemspecifikus endonukledz

NColE7: A kolicin E7 nukledz doménja

FoklI, BamHI, Nhel, Ncol, EcoRI, HindIIl, Ndel, Xhol: restrikciés endonukleazok

MMPP: Magnézium-monoperoxiftalat

SDS: Natrium-dodecil-szulfat

EDTA: Etilén-diamin-tetraccetsav, illetve annak dinatrium sdja

EGTA: Etilén-glikol-tetraccetsav

DTT: Ditio-treitol

TCEP: Trisz(2-karboxietil)-foszfin redukaloszer

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin

APS: Ammonium-peroxo-diszulfat

dI-dC: poli-dezoxiinozin-dezoxicitidin sav

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

Tris: Trisz(hidroximetil)-aminometan

MOPS: 3-morfolino-1-propanszulfonsav

ABC: Ammonium-hidrogén-karbonat

Tricin: N- (2-hidroxi-1,1-bisz (hidroxi-metil) -etil) -glicin

PCR: Polimeraz lancreakcio - eljaras DNS exponencialis sokszorositasra in vitro
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BeStSel: Fehérje masodlagos szerkezetet CD spektrum alapjan becsld program [2]
ImagelJ: Képfeldolgozoé program [3]

PSEQUAD: Stabilitasi allandok, molaris spektrumok szamoldsara, titralasi gorbék
szimulalasara alkalmas program [4]

PDB: ,,Protein Data Bank™ fehérjék térszerkezeteit tartalmaz6 online adatbazis
UGENE: DNS ¢és fehérjeszekvencidk vizsgalatara, szerkesztésére alkalmas program [5]

pET21a, pGEX-6P-1, pETMI11, pUC19: bakteridlis eredetli cirkularis DNS hordozok
(plazmid)

DH5a, BL21: E. coli baktériumtorzsek

Ni-NTA: Ni(Il)-nitrilotriacetat agar6z gyongyokon immobilizalva

SUMO: (Small ubiquitin-like modifier) ubiquitin-szerli poszttranszlacios fehérjetoldalék
ULP1: SUMO toldalékot specifikusan a fehérjérdl lehasitd proteaz

PAR: 4-(2-piridilazo)rezorcin, kromogén kelator kétértékli fémionok tanulmanyozasara

FluoZin-3:  Na;2-[2-[2-[2-[bisz(karboxil  metil)amino]-5-metoxi-fenoxi]etoxi]-4-(2,7-
difluor-3-oxido-6-0x0-4a,9a-dihidroxantén-9-il)anilino]acetat, Zn(II)-szelektiv
fluoreszcens indikator



1 Bevezetés

Az €16 szervezetek miikodésében meghatarozo szerepet toltenek be a fémionok példaul
a vazképzésben, informacidatvitelben, enzimatikus folyamatokban, elektrontranszportban. A
cink az egyik legnagyobb mennyiségben jelenlévd esszencidlis nyomelem, egy atlagos
felnott szervezetében 2-3 g talalhatd [6]. A Zn(Il) telitett d alhéjanak kdszonhetéen nem
jelentkezik ligandumtér stabilizacids energia, igy valtozatos koordindcios szdmu és
geometriaji komplexeket képez. Atmeneti hard-soft tulajdonsaga révén kén- (cisztein)
oxigén- (glutamat, aszpartat) illetve nitrogén-donor (hisztidin) ligandumokkal is
kolcsonhathat [7]. Ezek alapjan nem meglepd, hogy bioinformatikai kutatdsok szerint a
human genom ~10%-a kodol Zn(I1)-koto fehérjéket [8-9]. Ezek a fehérjék foként szerkezeti
vagy katalitikus cink-kotéhellyel rendelkeznek [10], habar akadnak tovabbi kategoriak is a
szakirodalomban pl.: szenzor, transzporter, inhibitor [7,11].

Egy katalitikus cink-kotdhely (1d. 2.3 fejezet) esetén a koordinacids szam 4-6 kozott
valtozhat, és hard donoratomokat tartalmaz6 ligandumokkal alakulhat ki, ahol a kdtések
megnyultak, a molekuladinamikai programokkal és adatbazisok alapjan josoltakhoz képest
[12-13]. Arra, hogy a komplex enzimatikus folyamat katalizatora lehessen a Zn(II)-
vegyiiletekre jellemzd gyors ligandumcsere reakciok adnak lehetdséget. Tovabba a Zn(II)
erds Lewis sav, €s redoxi szempontbo6l inert, ami lehetévé teszi, hogy nukleofil hidroxido
részecskét generaljon, amennyiben a fehérje donorcsoportjain feliil koordindlodott viz is
jelen van [14]. A Lewis savassagot fokozza, hogy a koordinal6dé ligandumok legtébb
esetben imidazol nitrogének, igy a kozponti fémion pozitiv toltése, csak kis mértékben
arnyékolodik [15].

A szerkezeti cink-kitOhelyek esetében (1d. 2.1 fejezet) a kotéshosszak megegyeznek
az elméleti értékekkel és a tetraéderes geometria a kedvezményezett. Ez azzal magyarazhato,
hogy az ilyen kotéhelyek minimum két ciszteint tartalmaznak, amelyek negativ toltésiik
révén csokkentik a komplex netto toltését, valamint a Zn(II) savassagat. Egyes magyarazatok
szerint a kisebb kotéshosszak és a ciszteinek oldalldncainak sztérikus hatasa is szerepet
jatszik abban, hogy nem képes az 6tddik ligandum bek&tddni a fémion koordinacids
szférajaba, ezzel gatolva az esetleges vizbelépések okozta katalitikus aktivitast [15]. Cisztein
mellett az ilyen komplexekben hisztidinek fordulhatnak el6 az alabbi sszetételekben: Cysa,
CyssHis, CysoHisy [7]. Tobbek kozott a cinkujj fehérjék is ebbe a csoportba sorolhatok,

amelyek napjainkban is fontos kutatasi tertiletet képeznek [ 16-20].
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A szervezetben szamos egyéb endogén €s exogén fémion is kdlcsonhathat Zn(II)-
kotd fehérjékkel. Ezek a kolcsonhatasok csokkenthetik, megsziintethetik, vagy akar
modosithatjak a fehérjék eredeti funkciojat, igy barmilyen Gjonnan eldallitott fémtartalmt

fehérje esetében fontos lehet tanulmanyozni a kompeticios reakciokat is [21].



2 Irodalmi attekintés

2.1 Cinkujj fehérjék

A cinkujj fehérjék alkotjdk a specifikus DNS-felismerd fehérjék legnépesebb
csaladjat [22]. Ezek voltak az els6 olyan fehérjék, amelyek alkalmasak lehetnek a DNS
felismerd domén szerepére egy mesterséges metallonukledzban. 1985-ben Aaron Klug
kutatocsoportjaban azonositottak CysaHis: tipusukat afrikai karmosbékakban. Ezt kovetden
szamos ¢l6 szervezetben igazoltak jelenlétiiket (kétéltiiek, hiillok, emldsok), a jelenlegi
becslések alapjdn a huméan genom altal kodolt fehérjék 1-3%-at teszik ki [23-26].
Transzkripcios aktivatorokként funkcionalnak, azaz az RNS molekulak atirodasan keresztiil
fehérjek kifejezddését szabalyozzak a sejtekben, ugy, hogy adott kodoldé DNS szekvencidk
eldtt elhelyezkedd un. promoter régidkhoz kotddnek. Biotechnologiai jelentdségliket az adja,
hogy egy cinkujj motivum/egység harom nukleobazist ismer fel, de tobb egység is
Osszekapcsolhato, azaz a specifitas tobbszordsére novelhetd. Az elsé mesterséges cinkujj
nukledzban harom cinkujj motivumot kapcsoltak 6ssze, a DNS hasitasért pedig a Fokl
nukledz domén volt felelos [27]. A késObbiekben szamos ilyen tipust nukleazzal végeztek
génmodositasi kisérleteket [28-34].

Tobb eltérd szerkezeti felépitésti cinkujj fehérjét azonositottak az elmult
évtizedekben, melyek az €16 szervezetekben valtozatos feladatokban vehetnek részt:
transzkripcid, transzlacid, hibajavitas, anyagcsere, ingeriiletgeneralds, sejtosztodas,
valamint sejthalal, igy nem csupan DNS-sel, de mas fehérjékkel és kismolekulakkal is
kolesonhatnak [35-36]. K6zos jellemzdjiik, hogy a tetraéderes geometridban koordinalodo
Zn(11) és az aromas oldallancok altal alkotott hidrofob mag szerkezetstabilizalo szerepet tolt

be [37-44].

2.1.1 Cinkujj motivumok jellemzése

A cinkujj fehérjék csoportosithatok funkcidjuk, a cink-kotd egységek masodlagos
szerkezete ¢és a cinkhez koordinalodo ligandumok alapjan [35,45]. Utobbi esetben
megkiilonboztetiink CysaHisz, CyssHis, illetve Cysa tipusokat [21,44,46]. Mivel kutatdsaim
soran a klasszikus CyszHis: tipusu cinkujj fehérjékkel dolgoztam, igy a tovabbiakban csak
ezek szakirodalmara fokuszalok.

A Cys2His, motivumok transzkripcios aktivator és DNS-kot6 fehérjékben fordulnak
el a fejlett eukaridta szervezetekben: Kriippel-szerii faktorok, Specifikus fehérje 1 (Spl),

KRAB, SCAN, BTB [47-48]. Felfedezésiik 6ta nagy figyelem 6vezi 6ket, mivel nemcsak
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specifikusan képesek nukleinsav bazisharmasok felismerésére, de tobb egység egymas utan
kapcsolasa is lehetséges, amivel a DNS-felismerd specifitas tovabb fokozhat6. Egy Cys;His
monomer altaldnos aminosav szekvenciaja: X-Cys-Xo/4-Cys-X3-Phe-Xs-Leu-X»-His-X3/s5-
His, ahol X barmilyen aminosav lehet. A monomer egységek atlagosan 25 aminosav
hosszisaguak, amelyeket 5 aminosavbdl all6 linkerek kapcsolnak dssze [49-50]. Az ujjszerii
szerkezet a két antiparallel B-redd ciszteinjeihez és az a-hélix két hisztidinjéhez
koordinal6dd Zn(Il) hatisara jon létre (1. abra a,) [51-52], a szerkezetet az aromas
oldallancok altal alkotott hidrofob mag, pedig tovabb stabilizalja [53]. Egy ekvivalens Zn(II)
bekotodését megeldzéen a fehérje rendezetlen szerkezetet mutat, amint azt cirkularis
dikroizmus (CD) és magneses magrezonancia spektroszkopias (NMR) mérések igazoltak

[43,54].

2.1.2 Cinkujj fehérjék DNS felismerése

A CysyHisz motivumon alapul6 cinkujj fehérjék Zn(II)-komplex formaban képesek
specifikusan felismerni DNS célszekvenciakat. Ennek mechanizmusat a ZIF268 cinkujj
fehérje-DNS komplex kristalyszerkezetének tanulmanyozaséaval sikeriilt felderiteni [56]. A
cinkujj motivumok harom egymaéssal szomszédos nukleobazissal alakitanak ki k6lcsonhatast
a DNS nagyarkdban hidrogénkotések segitségével. A folyamat befolydsolja a DNS
masodlagos szerkezetét, a helikalis csavarodas mértéke csokken. Ha tobb cinkujj motivum
kapcsolodik 6ssze, akkor a masodik cinkujj alegység a soron kovetkezd bazisharmast ismeri

fel 3°—5’ iranyban (1. abra b,).

1. abra: a, Cys;His; cinkujj motivum szerkezete. A Zn(II) kék, a két antiparallel B-red6 és az a-hélix kék, a
Zn(II) koordinalt tiolatcsoportok sargak, az imidazol nitrogének sotétkékek. A szintén szerkezetet stabilizalo
fenil-alanin és leucin aminosavak oldallancai sziirke szintieck (PDB: IMEY masodik cinkujj alegysége
PyMOL programban abrazolva [55]); b, A cinkujj fehérje-DNS kdlcsonhatasok sematikus dbrazoldsa az
IMEY cinkujj esetén. IMEY cinkujj fehérje specifikus DNS célszekvencidja 5’~-GAGGCAGAA-3’ (zold).

A szekvencia-specifikus kotédésért az a-hélix kezdetétdl szamitott —1, 3. és 6.

aminosavak felel6sek. Emellett a fehérjében az o-hélix kezdetétdl szamitott masodik
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aminosav kolcsonhatasba 1ép a komplementer DNS szdl negyedik nukleotidjaval is
(1. abra b,) [57]. Tovabbi cinkujj fehérje-DNS kristalyszerkezeteket megvizsgalva az
a-hélix —1, 1, 2, 3, 5. és 6. aminosavai felelések az adott DNS szekvencia specifikus
felismeréséért, de egyes esetekben a B-kanyarban taldlhatdo aminosavak is befolyasolhatjak
a kolcsonhatast [58].

Egy cinkujj motivumon beliil az aminosavak valtoztatdsaval elméletben barmely
bazisharmas megcélozhat6, de a lehetséges 64 bazisharmas kombinacié lefedéséhez jelenleg
nem all rendelkezésre szabadon elérhetd cinkujj konyvtar. Tovabba egy cinkujj motivum
nem képes kelléen nagy affinitdssal megkdtni DNS célszekvenciajat, igy legalabb két
motivumot kell Osszekapcsolni, mig a specifitds eléréséhez legalabb harom ujjra van
sziikség. Az egyes alegységeket altalaban 5 aminosavbol allo peptid linkerekkel kotik ssze,
a linker hossza és aminosav dsszetétele is befolyasolhatja a DNS-k&tés erdsségét [59-61].

A Cys:Hisy szerkezetli fehérjék a guaninban gazdag (5'-GNN-3") DNS
szekvenciakat ismerik fel leghatékonyabban (N barmely nukleotid lehet), kiillondsen az elsé
pozicioban elhelyezkedd guanin fontos a kelléen nagy affinitds eléréséhez. Ebbol
kovetkezik, hogy egy 64 bazispar (4°) hossziisagn DNS szekvencidban atlagosan csupan egy
olyan 5'-GNNGNNGNN-3" tipustt kotOhely van, amihez lehetséges kelléen nagy
affinitassal és specifitdssal kotddd haromtagli cinkujj fehérjét tervezni. A gyakorlatban
szamos nukleaz csak dimerként képes funkcidjat ellatni (1d. 2.4 fejezet), azaz a szelektivitas
né [27]. Ez azonban azt is jelenti, hogy 4tlagosan 4096 (4°) bazispar hosszusagu szakaszban
lesz egyetlen guaninban gazdag célszekvencia. Ha harom helyett négytaga cinkujj fehérjéket
alkalmazunk, amelyek szelektivitasa jobb a vizsgalatok alapjan, akkor 65536 = 4% bp hosszu
DNS szakaszban fordul eld, egyetlen guaninban gazdag célszekvencia [62]. A fentiek miatt
kromoszomalis DNS célzott felismerése cinkujjak révén gyakran nem elég hatékony.
Négynél tobb cinkujj egység dsszekapcsolasakor a szerkezeti fesziiltségek mar szdmottevd
negativ hatast fejtenek ki a DNS-felismerésre, igy ilyen fehérjéket csak nem folytonos DNS
szakaszok felismerésére alkalmaznak altalaban két harmas egységre tagolva egy hosszabb
linker kozbeiktatasaval.

Uj cinkujj fehérjék tervezése lehetséges egy meglévd nagy specifitassal rendelkez6
fehérje fokozatos moddositdsa révén, fag-konyvtarak felhaszndlasaval. Manapsdg szdmos
program all rendelkezésre, ami a meglévo kisérleti eredmények alapjan igen jo becslést tud
nyujtani, az eredményeket pedig molekuladinamikai, szemiempirikus szamitasokkal is

kiegészitik pl.: Zinc Finger Tools, ZiFiT [63-64].
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2.1.3 Cinkujj fehérjék kolcsonhatasa fémionokkal

A cinkujj fehérje-fémion komplexek stabilitdsanak meghatdrozasat szamos tényezo
befolyasolja. A kotohely ciszteinjei fokozzak a komplexek érzékenységét a pH, a
homérseklet €s az ionerdsség valtozéasaira. A CysyHisz cinkujj fehérje csalad modelljeként
szamos vizsgalatot végeztek egy 1991-ben tervezett CP1 (consensus peptide 1) peptiddel,
melynek szekvencidjat az addig ismert 131 cinkujj fehérje leginkabb megdrzott
aminosavaibol allitottak 6ssze [65]. E peptid 2015-6s feliilvizsgalata sordn az aminosav
sorrend ¢€s Osszetétel alig valtozott annak ellenére, hogy ekkor mar 13457 cinkujj fehérje
szekvenciajat hasznalhattdk fel az értékelés soran [66]. Igy az elképzelések alapjan ez a
peptid jo kozelitést nyhjthat egy atlagos CysaHisz cinkujj részlet fémmegkotd sajatsagainak
vizsgalatakor. Ugyanakkor meglepd modon a tapasztalatok azt mutatjak, hogy rendre
nagyobb Zn(Il)-affinitds hatarozhatd6 meg ezen peptidre, mint a természetben eléfordulod
cinkujj fehérjék egységeire [65,67-68] (1. tablazat). Az irodalomban kiilonb6zd fehérjék
Zn(Il)-affinitas értékei kozotti nagy eltérés azt sugallja, hogy 0j cinkujj fehérje tervezése
esetén elengedhetetlen annak termodinamikai sajatsagait meghatarozni, nem alapozhatunk a
korabbi értekekre.

A sejten beliil szdmos tovabbi fémion fordul eld, és ezek hatasara megtorténhet a
Zn(1l) szubsztitacidja, vegyes komplex kialakulasa, részleges komplexképzddés és/vagy a
ciszteinek oxidacidja, ami a fehérje szerkezetének, funkcidjanak médosulasdhoz vezethet
[42,69-71]. Tovabba toxikus fémionok is bekeriilhetnek a szervezetbe, melyek reagalhatnak
cinkujj fehérjékkel, amit szintén sziikséges vizsgalni. A fémionok bekotddésének
szempontjabol is az elébb bevezetett CysoHisz, CyssHis és Cyss taglalast célszeri
alkalmazni. A cinkujj fehérjék koordinacios kémiai és biofizikai sajatsagai és reaktivitasuk

terén a mai napig sok ellentmondas €s kérddjel van a szakirodalomban [21].
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1. tablazat: Cinkujj motivum—Zn(II)-kdlcsonhatasokhoz rendelhetd lgf’ értékek; DT: spektroszkopias
kozvetlen titralas; RT: UV-Vis spektroszkopiaval kovetett reverz titralas; PAR: PAR kompetitor jelenlétében
veégrehajtott spektroszkopias titralas; CDc: Titralas kompetitorokkal CD-vel kovetve; ITC: Izotermalis
kalorimetrias titralas; cITC: Titralas kompetitorokkal ITC-vel kovetve; Pot: Potenciometras titralas; TRT:
harom lépéses spektroszkopids reverz titralas.

Cinkujj motivum  |Koériilmények lgf’ pH 7,4 Hivatkozas
CP1 100 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NacCl 12,5 (RT)* [65]
12,0 (RT)* [72]
50 mM MOPS (pH 7,0); 100 mM KCl 15,7 (CDc)* [68]
20 mM Tris (pH 7,4); 100 mM NaCl 14,49 (CDc)  |[73]
CP1-A8 50 mM MOPS (pH 7,0); 100 mM KCl 11,4 (CDc)* [68]
CP1 (2015) 20 mM Tris (pH 7,4); 100 mM NaCl 12,3 (CDc) [73]
CP1 K/S 20 mM Tris (pH 7,4); 100 mM NacCl 14,0 (CDc) [73]
TFIIIA-2 20 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl 9,4 (RT)* [74]
MTF1-1 50 mM HEPES (pH 7,0); 100 mM NaClO4 12,4 (CDc)* [67]
50 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 11,4 (PAR) [75]
100 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl 11,3 (RT) [76]
10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 8,9 (PAR) [77]
MTF1-2 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,9 (PAR) [77]
MTF1-3 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,3 (PAR) [77]
MTF1-4 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9.4 (PAR) [77]
MTF1-5 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,8 (PAR) [77]
MTF1-6 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,3 (PAR) [77]
WT1-3 50 mM HEPES-HCI (pH 6,5) 10,5 ATC)* [78]
WT1-4 20 mM MES (pH 5,3); 100 mM KCI 8,9 (DT)* [79]
Spl1-3 50 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 12,7 (CDc) [67]
50 mM HEPES (pH 7,0); 100 mM NacCl 10,0 (RT)* [80]
500 mM Tris (pH 7,4) 7,6 (ITC) [81]
8,2 (rITC) [81]
50 mM Tris (pH 7,0) 10,4 (RT)* [81]
Zn-F10 50 mM HEPES (pH 6,5) 8,3 (ITC)* [78]
ZF133-11 50 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 12,5 (CDc) [67]
100 mM KNO3 12,5 (Pot) [67]
ZF278-1 50 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 13,0 (TRT) [67]

* pH 7,4-re atszamolva Kluska és mtsai. altal [21]

Co(II)-vel elsdsorban azért vizsgaltdk behatdan a cinkujj fehérjék kolcsonhatasat,
mert a Zn(I)-vel ellentétben a Co(II) d alhéja telitetlen, és d-d atmenetei miatt vizsgalhat6 a
lathato fény hulldmhossz tartoméanyaban. Ez lehetdséget ad a komplexképzddés nyomon
kovetesére UV-Vis abszorbcids spektroszkopia segitségével, mikozben ugyancsak
tetraéderes geometriat vesz fel és Lewis savassadga hasonld a cinkéhez, azaz jol modellezi
annak komplexképzését. Ezen feliil a legtobb cinkujj fehérje Zn(I)-affinitasat is Co(Il)
reverz UV-Vis spektroszkopias titralassal hatdroztak meg, mivel a nM nagysagrendbe es6
K4 értekek nem adtak lehetdséget a kdzvetlen titralasokra azon modszerek esetén, ahol nagy

koncentracio sziikséges a mérésekhez [69]. Ilyenkor az apo peptidet elészor Co(Il)-vel
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titraljak meg, majd a Co(II)-komplexet titraljak Zn(II)-vel. Az eddigi ismereteket 6sszegezve
elmondhato, hogy a Co(Il) négy nagysagrenddel gyengébb kolcsonhatast alakit ki a cinkujj
szekvencidkkal, mint a Zn(Il) [54,65,68]. Ez az eltérés a ciszteinek szamatol és az
alkalmazott mddszertdl fiiggetleniil fennall.

A Co(III) oxidacids allapotban kis-spinti oktaéderes koordinaciot részesit elényben,
és kinetikailag rendkiviil inert. Igy vegyiileteib6l nehéz kiszoritani. Amennyiben Schiff-
bazisokkal alkotott komplex formdjaban keriil kolcsonhatasba cinkujj fehérjékkel
megvaldsithatd a szubsztitucid és Co(Ill) cinkujj komplex képzddése kozben, az eredeti
fehérjeszerkezet 6sszeomlik [82].

A Ni(Il) a masodik leggyakrabban vizsgalt dtmenetifém-ion a cinkujj fehérjékkel
kialakitott kolcsonhatést tekintve. A telitetlen d alhéjanak készonhetden szintén van mod
UV-Vis abszorpcios spektroszkopias mérésekre. A d-d atmenetek mellett, kiilonosen
ciszteinekkel, intenziv toltésatviteli sdvok jelennek meg az UV tartomanyban. A cinkujj
egységekkel elsdsorban torzult tetraéderes geometriaju Ni(Il)-komplexek képzddnek — habar
a szakirodalomban siknégyzetes koordinaciora is akad példa [83] —, melyek stabilitasat uM
nagysagrendi disszociacios allandok jellemzik. Emiatt meglehetdsen nagy felesleg Ni(Il)
szlikséges a Zn(Il) kiszoritasahoz annak cinkujj fehérjével alkotott komplexébdl [67]. Az
Sp1 fehérjével végzett vizsgalatok alapjan a Ni(Il)-szubsztitiiciot kovetden sem szilint meg a
fehérje DNS-felismerése, azonban a felismert szekvencia modosult, ami feltehetéen a torzult
szerkezet kovetkezménye [84]. A cinkujj fehérjék Zn(II)-komplexei kevésbé hajlamosak
oxidativ részecskék hatasara oxidalodni, azonban a Ni(Il) jelenléte katalizélhatja ezt a
folyamatot [85].

A Cd(II) erésebb "soft" karakterti, mint a Zn(II). Ezért a tiolcsoportokkal alakitja ki
a legstabilisabb komplexeket. Ugyanakkor bioldgiai rendszerekben nitrogén és oxigén
donoratomokkal is képes kdlcsonhatasba 1épni. Modellpeptidekkel végzett vizsgalatok
alapjan, a CyszHis: tipusu peptidek két-hdrom nagysagrenddel erdsebben kotik a Zn(II)-t
mint a Cd(I)-t, a Cys3His esetében hasonlo affinitasrdl beszélhetiink, a Cyss cinkujj
motivumok esetében viszont mar a Cd(II) javara mérhetd ~3 nagysagrend eltérés [54,86-87].
Mindezek mellett Uwe Heinz és mtsai. a CP1 modellpeptidet felhasznalva megallapitottak,
hogy a ,soft” karakterb6l adoddan ligandumfelesleg esetén biszkomplex képzddhet,
amelyben csak a cinkujj motivumok ciszteinjei koordindlédnak Cyss médon, majd 1:1

aranyhoz kozelitve fokozatosan kialakul a monokomplex Cys,His> koordinacidval [88].
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A Cd(II) a fent emlitett moédokon elviekben gatolhatja a cinkujj fehérjék DNS-
felismerését, és igy a transzkripcidt, ami a fémion toxikus hatdsdnak egyik lehetséges
mechanizmusa [89], de a szakirodalomban ezzel kapcsolatban tobb ellentmondés talalhato.
A TFIIIA cinkujj fehérje nagy és kis stabilitast kotdhelyei ~2,5, illetve koriilbeliil egy
nagysagrenddel gyengébben kotik a kadmiumot a Zn(II)-nél [90]. Ennek ellenére Petering
¢s mtsai., valamint Hanas és mtsai. szerint a Cd(II) képes gatolni a Zn(II)-kotott TFIITA DNS
kotését [89,91-92]. A TFIIIA harmadik cinkujj alegységét tanulmanyozva megallapitottak,
hogy miutan kialakul a Cd(II):cinkujj peptid 1:1 komplex, annak szerkezete nagyban
hasonlit a Zn(II)-komplexhez, illetve (nemspecifikus) DNS-felismerése csak kis mértékben
gyengébb [93]. A humidn Spl cinkujj fehérjével kapott eredmények még
ellentmondasosabbak, hiszen egyes publikaciok alapjan a Cd(II) képes volt gatolni a Zn(II)-
kotott fehérje DNS-felismerését [94-96], mig méasok nem tapasztaltak valtozast [97]. Ezen
feliil Kuwahara €és mtsai. szerint az Sp1 fehérje Cd(Il)-komplexe képes felismerni a fehérje
specifikus DNS szekvencidjat, de az affinitdsa kisebb a Zn(II)-komplexénél [98]. Az
eukariota Ros87 CyspHisy cinkujj fehérjének Cd(II)- és Zn(Il)-affinitdsa Osszemérhetd
Malgieri és mtsai. szerint, illetve a két komplex mésodlagos szerkezete is nagy hasonlosagot
mutat. Ezen feliil a Cd(II)-Ros87 is képes volt felismerni DNS célszekvenciajat, azonban
meg kell jegyezni, hogy ez a fehérje csak egy cinkujj-alegységet tartalmaz egyéb
fehérjerészekkel 6sszekapcsolddva, igy a DNS-kétésben feltehetden ezek az alegységek is
szerepet jatszanak [99]. Hasonl6 jelenséget figyeltek meg a két cinkujj alegységbdl felépiild
Tramtrack fehérjénél, habar Cd(II)-komplexben a cinkujjak o-hélix tartalma és a fehérje
DNS-affinitdsa kisebbnek bizonyult a Zn(II)-kotétt formaéndl CD és gélelektroforézis
saveltolodas mérések (EMSA) alapjan [100]. A 6 Cys2Hisy alegységbol felépiilé MTF-1
fehérjében a Cd(II) képes volt gatolni a DNS-k6tést, akar az apo-format, akar a Zn(II)-kotott
fehérjét titraltak a toxikus fémionnal [101, 97]. Giedroc és mtsai. a szekvenciajuk alapjan
jobban eltéré harom C-termindlis cinkujj alegységet (4-6.) tanulmanyoztdk rekombinans
fehérjeként. Az NMR és UV-Vis mérések ramutattak, hogy a Cd(I) kotddik ezekhez az
alegységekhez, de a kialakult komplex masodlagos szerkezete jelentdsen kiilonbozik a nativ
BPRa-formatol, amiért valdsziniileg az 5. cinkujj alegység két ciszteinje kozott taldlhatdo nem
megszokott aminosavak felelések [102].

A szintén toxikussagarol ismert 6lom foként Pb(Il) oxidacios allapotban fordul eld.
Elsésorban ciszteinekhez koordinalodik trigonalis piramisos geometriat kialakitva.

Nincsenek d-d atmenetbdl adoédo elnyelési sdvjai, azonban kolcsonhatdsa kén
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donoratomokkal intenziv toltésatviteli sdvokat eredményez az UV hulldmhossz-
tartomanyban. A kadmiumhoz hasonl6an a Cyss4 cinkujj fehérjékhez nagyobb az affinitésa a
cinknél, mig a hisztidint is tartalmazéd szekvencidkat gyengébben koti [54,86]. Ennek
ellenére kimutathat6 volt a TFIIIA Cys;Hisy fehérje transzkripcios aktivitasdnak gatldsa
[89]. Erdemes azonban megjegyezni, hogy e fehérje Zn(II)-komplexének K értéke joval
nagyobb volt a modellkisérletekben hasznaltakénal [74,90]. A Pb(Il) képes volt
megsziintetni a holo-Sp1 DNS-kotését [94], mig a Ros87 eukaridta cinkujj fehérje Pb(I)
komplexe nem rendelkezik jol meghatarozott masodlagos szerkezettel, nem képes megkotni
a fehérje DNS célszekvencidjat, de a Pb(Il) 1,5 nagysagrenddel gyengébben koti a fehérjét,
mint a Zn(I), igy nem képes eredményesen kiszoritani a Zn(II)-t a holo fehérjébdl [103].

A réz jelenléte elengedhetetlen a szervezet megfeleld mikodése szempontjabol.
Cu(I) és Cu(Il) oxidacids allapotban fordul eld, melyek koziil sejteken beliil az el6bbi a
dominans. A Cu(l) ismételten soft karakterti, igy kén donoratomokkal alakit ki erds
kolcsonhatast [104]. A modellpeptidekkel végzett vizsgalatok soran a Cu(I) minden esetben
kiszoritotta a Zn(II)-t komplexébdl, és a CD mérések alapjan a fehérje szerkezete is
Osszeomlott [68, 104]. Azonban ezzel ellentétes eredmények is talalhatok a szakirodalomban
[105], ami ugyancsak azt bizonyitja, hogy csak koriiltekinté mdodon lehet kdvetkeztetéseket
levonni. Egy 1) fehérje tanulmanyozasa soran fontos megvizsgéalni annak kolcsonhatasait
fémionokkal. Cu(Il)-vel még nem torténtek klasszikus CysoHisy cinkujj motivummal
kompeticids vizsgalatok, azonban egy amb2 fehérjérél mintazott ciszteint €és hisztidint
tartalmazé peptiddel, illetve a Ros87 fehérjével igazoltdk, hogy a fémion jelenlétében a
ciszteinek részlegesen oxidalodnak. Ennek kovetkeztében tobb peptid is dsszekapcsolodhat
diszulfid-hidakon keresztiil, a redukalédott Cu(l) pedig véletlenszerti bekotddésével
adduktumok képzddését segiti eld [106-107].

Az Au(l), illetve Au(IIl) vegyiileteket tobb évtizede alkalmazzak reumatoid artritisz,
valamint daganatos megbetegedések kezelésében, igy szervezetbeli eloszlasukat is behatéan
tanulmanyoztak [108]. Igazoltdk, hogy az Au(I) komplexet képez az Sp1-3 peptiddel, s6t ez
négy nagysagrenddel stabilisabb, mint a Zn(II) komplex [109]. Az Au(l) lineéaris
geometridban koordinalédik, igy egy monomer akar tobb fémion megkotésére is képes,
valamint intermolekulédris kotések is lehetségesek [110]. Ezaltal a fehérje szerkezete
Osszeomlik, igy pedig a DNS-felismerés is megsziinik [111]. Au(IIl) jelenlétében
bekovetkezhet a ciszteinek oxidacidja, mikézben a képz6dd Au(l) a fennmaradd

tiolcsoportokhoz koordinalddik, ami tovabb csokkenti a szerkezet rendezettségét [ 108].
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A platinakomplexek az elsd ismert fémtartalmu rékellenes szerek, amelyeket azota
is széles korben alkalmaznak. Mivel a bejuttatott komplex ~1%-a fejti csak ki hatdsat
DNS-hez kotddve, sziikséges volt tanulmanyozni, milyen kdlcsonhatdsokat alakithat ki a
fémion a szervezet egyéb komponenseivel [112]. Az irodalmi adatok alapjan az, hogy
megtorténik-e egy cinkujj fehérjében a Zn(II) kicserélddése egy Pt(II)-vegyiilet jelenlétében,
nagyban fligg mind a platinakomplexben talalhat6 ligandumoktdl, mind a cinkujj fehérje
akadtak olyan esetek, ahol sikertilt gatolni a cinkujj fehérjék DNS-felismerését [113-114].

A nanoméretli fémeziist, illetve Ag(I)-komplexek felhasznalasa jelentésen ndvekszik
els6sorban  antimikrobidlis, gyulladdscsokkentd ¢és rakellenes tulajdonsagaiknak
koszonhetden [115-117]. A nanorészecskékbdl az eziist képes Ag(I) formaban a sejtmagba
jutni [118]. CP1 modellpeptiddel végrehajtott vizsgalatok alapjan az Ag(I) kiszorithatja a
Zn(I1)-t, AgaSn klaszterek képzddése kdzben [119]. CysaHisz és CyssHis cinkujjakban az
ezlist bekotddése rendezetlen, mig Cyss esetében a-helikédlis és torzult [B-redds
fehérjeszerkezetet okozott [119].

A Hg(Il) toxicitasa kozismert, azonban az egyensulyi vizsgalatokat, és az egyes
eredmények Osszehasonlithatosagdt megneheziti, hogy a Hg(Il) igen nagy stabilitast
komplexet képes kialakitani fiziologias koriilmények kozott Cl-ionokkal (Ighmr. = 13,23)
[120]. Annak fiiggvényében, hogy a mérések milyen kdzegben torténtek, egyes kutatdsok a
Hg(IT) és Zn(1II) affinitasat Cys2His> cinkujj motivumokhoz 6sszemérhetonek tekintik, mig
kloridionok hianyaban a Hg(Il) minden esetben nagyobb stabilitasti komplexeket képez,
mivel affinitasa a ciszeteinekhez nagyobb a Zn(II)-nél [121]. Az alkalmazott koriilmények
fliggvényében talalhato olyan publikacid, amelyben a Hg(II) nem volt képes gatolni a TFIITA
DNS-kotését DNaz I emésztés alapjan [92]. Més kutatok mérései alapjan a Zn(II)-tartalmu
cinkujj fehérjék szerkezete Osszeomlott szerves €s szervetlen Hg(Il) jelenlétében is, és a

Zn(ID)-tartalmu cinkujj fehérjék DNS-kotése is megsziinik [94,98,103].
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2.2 Az ATCUN motivum

A nikkel szerepe biologiai folyamatokban 1975-t61 ismert, amikor sikertilt
azonositani az ureaz enzimben, ahol Ni(Il) oxidéacids allapotban hidrolitikus folyamatot
katalizal. A nikkel-vas hidrogenézokban, F430 koenzimben, Ni-SOD-ban redoxireakciokat
katalizal valtakozo6 oxidécios allapota révén. Normal koriilmények kozott a Ni(Il) oxidacios
allapot a kedvezményezett, és valtozatos sztereokémiaval rendelkezik. A legtobb esetben az
oktaéderes koordinacid preferalt a tetraéderessel szemben, de a ligandumtér erdsségétol
fiiggden d® elektronkonfiguracié esetén kialakulhatnak siknégyzetes komplexek is. Habér a
Ni(I), Ni(IIT) és Ni(IV) oxidacids allapotok nem stabilisak, de bioldgiai rendszerekben
kialakulhatnak. Mivel a nikkel el6forduldsa a kornyezetiinkben joval meghaladja a
sziikséges napi mennyiséget (<1 mg/kg), igy elsdsorban karcinogén hatasat tanulméanyoztak
a szakirodalomban [122-123].

A réz szintén létfontossagi nyomelem, +1 és +2 oxidacios allapotban is eléfordul a
szervezetben. Hianya és feleslege is komoly betegségeket okozhat (pl.: Menkes-, Wilson-
kor), emellett vizsgaltdk az Alzheimer-kor kialakulasaban jatszott szerepét is [124].

Mindkét fémion tobbségében fehérjékhez kotddve fordul eld a szervezetben,
kiilondsen a hisztidin-, vagy cisztein-tartalmu motivumok alkalmasak a megkdtésiikre, de
képesek peptidszeri koordinaciéra is — amikor a deprotondlt amidcsoportokhoz, illetve
esetlegesen az N-terminalis aminocsoporthoz koordinalédnak [122].

A szervezetben felszivodd Cu(Il) 90-95%-a az a> globulinok kozé tartozo
ceruloplazminhoz koétédve raktarozodik, mig a Human szérumalbumin (HSA) kéti meg a
fennmaradod 5-10%-ot, egyben a Cu(ll) transzportjaért is ez a fehérje felelés. A Ni(Il)
~95%-a is HSA-hoz kotddve fordul eld a vérplazméban [125]. A HSA jelentds Cu(Il) és
Ni(IT)-megkotd képességéért az N-terminalis végén elhelyezkedd tripeptid részlet felelds,
ahol a harmadik pozicioban egy hisztidin taldlhato. Ezt a szekvenciat a szakirodalomban
ATCUN-motivumnak (Amino Terminal Cu(Il) and Ni(II) binding site) nevezik, amelyben a
fémion a ,horgonykdtOhelyként” funkciondldé imidazol-nitrogénhez (fehérjeszerii
koordinacid), a deprotonalt amidnitrogénekhez (peptidszerti koordinacid), illetve az N-
terminalis aminocsoporthoz koordinalodik. Az emberi szervezet egyéb fehérjéiben is
talalhatd6 ATCUN motivum példdul az 6rokitdanyag DNS allomanyéat védé HP2 (Humén
Protaim 2) fehérjében [126]. Az emberi szérumfehérje mellett a szarvasmarha (BSA) és
patkany (RSA) albumin fehérjéje is tartalmaz ATCUN motivumot, de példaul kutyaknal ez
a szakasz hianyzik [127].
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Az ATCUN motivum siknégyzetes geometridjui komplexet alkot Cu(Il)-vel, és
Ni(I)-vel potenciometrias titralasok, NMR ¢és UV-Vis spektroszkopias €s rontgen
krisztallografias mérések alapjan (2. abra) [128-130]. Tovabbi vizsgalatok rémutattak, hogy
a Co(Ill), Au(Ill), Pd(II), Pt(Il) fémek is képesek hasonld geometridji komplexek
kialakitasara az ATCUN motivummal [131-133].

2. abra: A GGH Cu(Il)-vel, és Ni(I)-vel alkotott MLH, valamint MLH-, komplexének siknégyzetes
szerkezete.

A Cu(Il):GlyGlyHis (1:1) (tovabbiakban GGH) rendszerben pH ~3-nal megjelenik a
CuLH komplex (a kialakult komplexek toltéseit az egyszeriiség kedvéért nem tiintetem fel),
amelyben a Cu(Il) a hisztidin imidazol oldallancdhoz koordindlodik. pH ~6 koriil mar
~100%-ban siknégyzetes geometriaji CuLH_» forma van jelen és a kordbban leirt médon
koordinalodik (3. abra). Az UV-Vis spektrumban 522 nm-nél a CuLH > komplexhez
rendelhetd cstics (€ = 100 dm>mol 'cm ™) intenzitdsa fokozatosan né (a komplex lila szinii),
majd pH ~ 6-nél eléri a maximumot. A koztes allapotok — Cul; CuLH-; — csak kis
szazalékban fordulnak el6 [130]. Nikkel esetében a csak imidazolhoz koordinalodott forma
pH 4 felett kezd kialakulni, és a NiLH 2 komplex pH ~ 8 koriil van jelen 100%-ban, amit az
UV-Vis abszorbancia spektrumon 423 nm-nél megjelend (g = 150 dm>mol 'cm™) sav jelez

(a komplex sarga szinti) [134].

a, b,
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3. abra: a, Cu(Il) és b,: Ni(II) GGH komplexek eloszlasi diagramja. c(Cu(Il)) = 1 mM; ¢(Ni(Il)) = 1 mM,;
¢(GGH=L) =1 mM [134].
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A szakirodalmi adatokat 0sszegezve az ATCUN motivum stabilitdsa Ni(II)-vel
lgpnian = 19,19 — 23,37, mig Cu(Il)-vel lgBcuan = 24,65 — 25,96 tartomanyban mozog
fiziologias koriilmények kozott [135-144].

2.2.1 ATCUN motivum kialakitasa fehérjékben

Az ATCUN-tipusu koordinaci6 mellett a Cu(Il) és Ni(Il) a legtobb esetben
fehérjeszerti koordinacidban vesz részt, igy tobb olyan fehérjének — és az ezekrdl mintazott
modellpeptideknek — tanulmanyoztdk a Cu(Il) és Ni(Il)-kotését, amelyek tartalmaztak
hisztidint. A kromoszomalis DNS-védelméért felelés hiszton H2A fehérje C-terminalis
régidjarol mintazott TESHHK hexapeptidet tanulmanyozva azt talaltdk, hogy Ni(II) hatasara
specifikusan elhasad a szerin el6tti peptidkdtés, és a folyamatban egy Ni(Il)-SHHK
ATCUN-tipust komplex alakult ki. A jelenséget a teljes fehérjével is sikertilt reprodukalni
in vitro és alanin-scan' segitségével igazoltak, hogy a folyamatért a szerin és a szerint6l két
aminosav tavolsagra 1évo hisztidin felelds, ezek hidnyaban a hidrolizis nem tud lejatszodni
[145].

Egy peptidkdnyvtar vizsgalataval megallapitottak, hogy a Ni(Il) az -Naa-(Ser/Thr)-
Xaa-His-Zaa-Baa- aminosav-szekvenciat képes hidrolitikusan elhasitani az Naa és Ser/Thr
aminosavak k6zott, ahol Baa barmilyen, Naa és Xaa prolin és cisztein kivételével barmilyen,
Zaa cisztein kivételével barmilyen a,L-aminosav lehet [146-147]. Az Xaa, Zaa és Baa
pozicidban a terjedelmes hidrofob oldallancokkal rendelkezd aminosavak, mig a Ser/Thr
helyen a szerin jelenléte jelentdsen noveli a reakciosebességet a tomegspektrometridval
kovetett vizsgalatok alapjan, tovabba a pH ¢és homérséklet emelése is kedvez a hidrolizisnek.
Osszességében a -Ser-(Arg/Lys)-His-(Trp/Tyr)-(Trp/Tyr/Phe)- szekvencidk esetén a
legnagyobb a reakcidsebesség [148-149].

A reakciot megel6zden a fémion elsdként a hisztidin imidazol nitrogénjéhez, majd a
deprotonaloddé amid nitrogénekhez koordinalodik, mikdzben az eredeti oktaéderes
geometria  siknégyzetess¢ alakul  (analog mdédon az ATCUN  motivumok
Ni(II)-komplexének kialakulasahoz) (4. abra a,). A vizsgalt peptidben Baa pozicidban
(dbran R») egy lizin helyezkedett el, amely szintén deprotonalddott pH ~ 8 felett, de ez a
mechanizmus szempontjabol nem Ilényeges. A NiLH-3 komplexben a hidrolizis elsd

1épésében intramolekularis N-O acilvandorlas megy végbe az Naa-(Ser/Thr) peptidkotés

! Az eredeti peptidszekvencidban egyesével kicserélik az aminosavakat alaninra, hogy megfigyeljék az adott
modositas befolyasolta-e a vizsgalt folyamat lejatszodasat.
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nitrogéncsoportja és a (Ser/Thr) hidroxilcsoportja kozott. A koztitermék egy vizes kozegben
instabil észter, amely bazis-katalizalt észter-hidrolizis soran két peptidre esik szét [150].
Mivel a vizsgalatok alapjan egyértelmiien a fémion-indukalt szerkezetvaltozas idézte el a
hidrolizist, a reakcio a karbonsavak fémkatalizalt nukleofil szubsztitucioi k6zé sorolhato.
Ennek ellenére a folyamat mégsem tekinthetd teljes egészében katalitikusnak, mivel a

kialakult -(Ser/Thr)-Xaa-His- peptid stabilan megkoti a Ni(II)-t. A reakci6 sztéchiometrikus,

ke k
irreverzibilis és kétlépéses, az aldbbi kinetikai modell alapjan jellemezhetd: S SIPSP.

Mindkét részlépés sebességi allanddja elsérendil, az IP kdztitermékhez koordinalodott Ni(IT)

k
gatolja annak visszaalakulasat: IP 35S (4. abra b,) [147].
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4. abra: a, Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa-Baa peptid Ni(II) komplexének kialakulasa novekvo pH hatasara; b,
Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa-Baa peptid Ni(II) komplexének lehetséges reakcioi: k; IP-észter koztitermék
kialakulésa, k> P-végtermék képzddése a hidrolizis soran, k3 [P-észter koztitermék erételjes megsavanyitasaval
visszaalakul S-kiindulasi peptiddé [147-148].

Cu(II)-vel is hasonl6 médon megy végbe a reakcid, de mivel az atmeneti CuLH-3
komplex ~1,5 egységgel kisebb pH-n alakul ki a Ni(II) analoghoz képest (3. abra), igy a
hasadas mar pH ~7-nél is lejatszodik. A homérséklet és pH ndvelése ebben az esetben is
noveli a reakcidsebességet, de Ni(Il)-nél ez a hatas intenzivebb, igy akar két nagysagrend
eltérés is elérhetd a reakciok sebességi egyiitthatoi kozott pH ~9,5 felett 37 °C-on utobbi
javara [151]. A fent ismertetett reakcid végterméke egy ATCUN motivumot tartalmazo
peptid, és a hasitdshoz sziikséges szekvencia szamos fehérjében eléfordul a természetben

(hisztonok, cinkujj fehérjék).
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2.2.2 Az ATCUN komplexek DNS hasito tulajdonsaga
Az ATCUN motivumok fémkomplexei képesek redoxireakcidkat katalizalni, és
hidroxilgyokoket, vagy egyéb reaktiv oxidativ részecskéket (ROS) generalni, ami tovabb
novelte a motivum iranti érdeklddést a kutatdsok soran. Az aszkorbat-Cu(Il) rendszerrdl
ismert, hogy dnmagaban is kifejezetten hatékony gydkképzd az alabbi mechanizmus szerint:

aszkorbat + 2Cu?* — dehidroaszkorbinsav + 2Cu* + 2H*

Cu2+
aszkorbat + 0, — dehidroaszkorbinsav + H,0,

H,0, + Cu* - Cu?* + OH™ + 'OH

azonban a Cu(Il) gyakorlatilag nem fordul elé szabadon a szervezetben, csak fehérjékhez
kotott formdban [152]. Ezzel szemben az ATCUN motivum nagy stabilitast
Cu(Il)-komplexképzo, és egyes irodalmak szerint aszkorbinsav jelenlétében a gyokgeneralas
azonos mechanizmus szerint jatszdodik le, mint szabad Cu(Il)-vel, csupéan a reakcio sebessége
lassabb [153]. Mivel ezzel parhuzamosan kimutattdk, hogy az ATCUN motivumok
fémkomplexei képesek nemspecifikus moédon — egyes publikaciok allitdsa alapjan
szelektiven — koordindlodni a DNS kisarkdban [154-155], igy a redukaldszer jelenlétében
termel6dd hidroxilgyokok elsésorban a DNS-kozelében lokalizalodnak, ez pedig DNS
hasitashoz vezethet [126]. Az in vitro kisérletek mellett sikertlt Ehrlich ascites tumorsejtek
pusztulésat is eldidézni Cu(Il)-GGH komplexszel aszkorbinsav segédreagens jelenlétében
[156].

Az ATCUN motivum Ni(Il)-komplexével is kimutattak DNS hasitast, de itt
aszkorbinsav nem alkalmazhato, mivel a Ni(I) oxidacios allapot nem kedvezményezett.
Habar a Ni(IIl) forma sem kedvezményezett, de kis spinszamu Ni(I) komplexek — példaul
a siknégyzetes Ni(I)-GGH — oxidalhaték Ni(Ill) formava akar fiziologias pH-n is, mig
oligopeptidekkel ehhez magasabb pH-ra (pH > 9) van sziikség [157-158]. Az oxidacid
eldidézheté H,O,, KHSOs, magnézium monoperoxiftalat (MMPP) segitségével, s6t egyes
eredmények alapjan a levegd oxigénje is alkalmas a feladatra [134,159-160].

Az elébb emlitett oxidaloszereket alkalmazva segédreagensként a metallopeptid
aktivalasa azonos mddon torténik: a Ni(Il) megkot egy hidroxilgyokot (Ni(III)-HO'), vagy
egy oxidiont (Ni(IV)=0) mikoézben a koordindcios mod atalakul siknégyzetesbol
oktaéderessé (5. abra a,). Ez a folyamat UV-Vis spektroszkopiaval is kovethetd mivel a
siknégyzetes komplexre jellemzd 425 nm abszorpcids maximum eltlinik és 375 nm-nél 1j

sav jelenik meg. A reakcidban az egyik javasolt mechanizmus szerint az aktivalt komplex

21



hasit le egy hidrogénatomot a dezoxiriboz negyedik szénatomjarol majd két eltérd reakciont

valosulhat meg (5. abra b,).
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5. abra: a, A Ni(II)-GGH komplex aktivalasa; b, Az aktivalt metallopeptid-DNS reakcio 1épései [155]
Tovabbi harmadik pozicidban hisztidint tartalmazé ATCUN komplexekkel
vizsgalodva arra jutottak, hogy az aminosavak befolyasoljak a DNS hasitds mechanizmusat,
példaul a Ni(I)-GGH a dezoxiguanozint, mig Ni(II)-LysGlyHis inkabb a dezoxiadenozint
¢és dezoxitimidint oxidalta [126,161].
A Cu(Il) és Ni(Il) komplexek mellett sikeriilt DNS hasitdst kimutatni a
Co(II)-ATCUN komplexekkel is fény hatasara, ahol a javasolt mechanizmus szerint a levegd

oxigénje oxidalta a Co(II)-t Co(IIl) formaba [162].
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2.3 A kolicin E7 nukleaz domén

A kolicin E7 (tovabbiakban ColE7) az Eschericia coli baktériumokban termel6dd
egyik olyan nemspecifikus endonukledz, amivel az ellenséges baktériumtorzseket képesek
elpusztitani stresszhelyzetben. A ColE7 enzim mellett tovabbi variansok is el6fordulnak (pl.:
E2, E8, E9), ezek mind hasonlé miikddéstiek, a nukleaz domének aminosav szekvencidja
~65%-ban megegyezik [163-164]. Az enzim aktivitdsa oly nagymértékii, hogy akar egyetlen
molekula is képes egy sejt elpusztitasara [165]. A kolicin E7 N-terminalis végén egy
receptorkotd domén, C-termindlis végén a katalitikus aktivitdsért felelés nukleaz
(tovabbiakban NColE7), a kett6 kozott pedig egy membran-transzlokéacios domén talalhato
[166].

6. abra: a, Az NColE7 kristalyszerkezete, immunitas-fehérjéje (Im7) jelenlétében rontgenkrisztallografia
alapjan (PDB kod: 1MZ8). A Zn(1II) (vilagoskék gomb) negyedik koordinacios helyén a szubsztratot modellezd
foszfation (piros) talalhaté [167]; b, A Zn(Il)-t koordinaldé H544, H569 és HS573 aminosavak a HNH
motivumban. A Zn(Il) (vilagoskék gomb) negyedik koordinécids helyét egy konnyen cserélhetd vizmolekula
foglalja el (piros gdmb) tetraéderes szerkezetben (PDB kod: 7CEI) [168].

Az NColE7 domén 131 aminosav hosszusagu és vegyesen talalhatdé benne a-hélix,
valamint B-redds masodlagos szerkezeti elem, illetve egy 22 aminosavbdl all6 szakasz
hidrofob zsebet képez (6. abra a,) [168]. Az NColE7 nukledz domén apo €s holo forméaban
is hasonld szerkezetli. Habar apo formaban is képes a DNS megkdtésére, de nukledz
aktivitasa csak Zn(II)-jelenlétében van. Ekkor a fehérje C-terminalis végén talalhatd un.
HNH motivuménak 3 hisztidinje (H544, H569, H573) koordinalédik a fémionhoz, mig
annak negyedik szabad helyén egy vizmolekula talalhat6, (6. abra b,) amely helyére
bekotddhet a DNS vagy RNS molekula foszfodiészter csoportja [164,169]. Azonban ha a

vizmolekula helyére egy tovéabbi hisztidin koordindlodik, az meggatolhatja a szubsztrat
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kotését és a foszfodiészter kotés hidrolizisét. A fehérje mutaciods vizsgéalata alapjan mind a
négy hisztidin kulcsfontossagl az enzim miikddéséhez [170], illetve a motivumban talalhato
egy szintén jol meglrzott 560-as aszparagin ami a fehérje szerkezetének stabilizalasdban
jatszhat szerepet hidrogénkotések révén [163]. A nukledz csak az in. Im7 immunitasfehérje
génjével egyiitt fejezddhet ki sejten beliil, ennek hidnydban az enzim az azt kifejezd
baktérium sajat genomialis DNS-ét is képes feldarabolni [171]. Az Im7 az NColE7 DNS-
hidnyaban (és Zn(II) jelenlétében) az NColE7 aktivitdsa mindaddig megmarad, amig az
elérhet6 DNS szakaszok legalabb 8 bazispar hosszusdguak. Ennek feltehetéen az a
magyarazata, hogy a DNS-kot6 régio és a katalitikus kozpont nem azonos helyen talalhato
[163].

A kutatasokban egy tovabbi érdekességre is fény deriilt: habar az NColE7 enzimben
a C-terminalis régidban talalhato a fehérje katalitikus kdzpontja, funkcidjat mégsem képes
ellatni a fehérje N-termindlis szakasza hianyaban [172]. A C-termindlis régiotol szamitott
106 és 127 aminosavbol allo6 csonkitott fehérjék oldatbeli szerkezete kevésbé bizonyult
stabilnak az eredeti NColE7-hez képest és a Zn(II)-affinitasuk is csokkent. Ezzel egyiitt
azonban tovabbra is képesek voltak a DNS megkotésére, csupan a hasitasi funkcié sziint
meg. Ennek oka elsddlegesen az N-terminalis régioban talalhato 447-es arginin (R447)
hidnya, ami az 0sszes kolicin toxinban megtaldlhato és feltehetden az elhasitott DNS-t
stabilizalja, és lassitja a reakcio forditott iranyt lejatszodasat. Tovabbi funkcidja lehet a
protontranszfer a folyamat sordn, mivel igen flexibilis [164]. Torténtek vizsgalatok az
NColE7 olyan verziodival is, ahol a N-terminalis KRNK aminosavakat rendre glicinre
cser¢ltek [173]. Ezeknek a mddositott fehérjéknek a Zn(Il)-affinitdsa nem valtozott, &m a
nukledz aktivitasukban jelent0s eltérések mutatkoztak az aldabbi sorrend alapjan:
GGNG < GGNK ~ KGNG < KGNK << NColE7. Molekuladinamikai szamitasok alapjan a
GGNG verzid szerkezete modosult a legnagyobb mértékben, mig a KGNG és KGNK
fehérjeverziokban az N-termindlis toldalék kozel tudott keriilni a foszfodiészter kotést
szimulalo foszfat csoporthoz, igy feltehetdéen pozitiv toltésiik révén a lizinek is képesek
valamilyen mértékben stabilizalni az &tmeneti allapotot [169].

Osszegezve, az NColE7 fehérjében, az N- és C-terminalis fehérjevégek térbeli
kozelsége és a pozitiv toltésii aminosavak jelenléte az N-terminalis részen elengedhetetlen a

nukleaz aktivitashoz [172,174].
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2.4 Cinkujj fehérje-alapu mesterséges metallonukleazok tervezése

Egy gyogyaszatban is alkalmazhato nukleaznal elengedhetetlen, hogy konnyen
ujratervezhetd legyen 10 célpontokhoz, és minden esetben nagy specifitassal és alacsony
citotoxicitassal rendelkezzen. Emellett fontos, hogy amennyiben a fehérjében barminemu
degradacio kovetkezne be, az ne legyen tobbé funkcionalis.

Habar specifikus nukledzok eléfordulnak a természetben is, ezekkel csak bizonyos
DNS szakaszokat lehet elhasitani és attervezésiik egyéb DNS szekvencidk felismerésére
jelenleg rendkiviil koriilményes, mivel bonyolult méasodlagos szerkezettel rendelkeznek.
Akar csak egy nukleobazist felismerd aminosav modositasa a teljes fehérje szerkezetének
modosulasat is okozhatja. A kordbbi fejezetekben jellemeztiik a cinkujj fehérjék specifikus,
modulédris DNS-felismerd képességét (Id. 2.1.2 fejezet), illetve néhany O6nmagéaban
nemspecifikus nukleazt is (Id. 2.2.2, 2.3 fejezetek). Ezek kombinacidjaval elméletben
lehetséges specifikus, kdnnyen jratervezhetd nukleazok kialakitasa is, ahol a cinkujj fehérje
alegységek felelések a DNS specifikus felismeréséért, mig a nukledz alegység a hasitasért,
de immaron specifikus médon.

Az elso sikeres mesterséges metallonukledazokkal végrehajtott kisérletben is cinkuyjj
fehérjéket alkalmaztak, mig a nukledz domén szerepét a Fokl enzim nukledz egysége toltotte
be. A Fokl Mg(II)-jelenlétében homodimer forméjaban képes felismerni az 5’-CATCC-3’
DNS szekvenciat, majd az ezt kovetd 9. €s a masik szalon a 13. bazisparnal hasitja el a
foszfodiészter kotést [175]. A fehérje egy alegysége nem képes DNS hasitasra, csak annak
megkotésére [176]. A cinkujj-FokI mesterséges nukleazban a Fokl DNS-felismerd doménjét
cseréltek le 3-4 alegységbdl allo cinkujj fehérjére. A kialakitott nukledz elméletben a
természetes Fokl nukleazhoz hasonl6an dimer formaban képes csak miikddni, azaz 2 x 9-12
bazisparnyi DNS szakaszt ismer fel specifikusan [177]. Ezzel szemben a vizsgalatok alapjan
egy fehérje is képes volt DNS hasitast el6idézni, tehat csak 9-12 bazisparnyi specifikus
szekvenciarol beszélhetlink [178].

Habar az enzim képes volt specifikus DNS hasitast eléidézni, azonban jelentds
citotoxicitassal is rendelkezett. Ennek egyik oka feltehetden az, hogy mar nem csak
homodimerként volt képes DNS hasitasra, illetve amennyiben a sejten beliil fragmentacio
soran lehasadt a cinkujj alegységekrdl a Fokl nukleaz, az tovabbra is aktiv maradt, de

immaron nemspecifikusan hasitott [178].
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Az elébb felvazolt problémara elviekben megoldést jelenthet, ha a nukledz domén
szerepét az NColE7 fehérje tolti be, mivel az NColE7 funkcidja megsziinik, amennyiben a

fehérje barmely része fragmentalodik (1d. 2.3 fejezet) [172,174].

7. abra: a, C»ZF—N (straight) b, N>ZF—C (reverse) cinkujj-NColE7 fuzioés nukledzok kialakitasdnak
sematikus abrazolasa. Cinkujj fehérje domének (kék), Zn(II) (kék gombok), cinkujj fehérje altal felismert DNS
szekvencia (vilagoszold), NColE7 Kkatalitikus, C-terminalis domén (z6ld), NColE7 DNS-két6 domén
(rozsaszin), NColE7 N-terminalis domén (narancssarga), a két kiindulasi fehérje N- és C-terminalis végei
rendre N és C betiikkel, az Gjonnan kialakult terminalis végek N’ és C’-vel vannak jeldlve [179].

Kutatocsoportunk régdta foglalkozik cinkujj fehérje-NColE7 fazids nukledazok
kifejlesztésével. A két fehérje Gsszekapcsolasa kétféleképpen valosithatd meg: az egyik

esetben mindkét fehérje meglévd terminalis végeit kapcsoljuk 6ssze, majd az NColE7

b

szekvenciajat tetszés szerinti helyeken ,.elvigva® olyan fehérjéket kaphatunk, ahol az

2 A valdsagban csak a fehérjéket kodolo génrészleteket illesztjiik dssze.
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eredeti NColE7 mindkét korabbi terminalis vége a szekvencian beliil helyezkedik el
(7. abra a,). Egy maésik elgondolasban az NColE7 szekvencijat két helyen ,elhasitva”,
majd a cinkujj doménekhez kapcsolva elviekben jobban megdrzodik az NColE7 felépitése.
Habar a molekuladinamikai szdmitdsok ¢és nukledz aktivitasi kisérletek alapjan mindkét
koncepcid miikdddképesnek bizonyult, azonban az enzimek aktivitdsa még finomhangolasra
szorul [174,179].

A 2.2.2 alfejezetben bemutatott ATCUN motivum alkalmazasa, mint DNS-hasité
motivum is felmeriilt a szakirodalomban. Itt nem beszélhetiink tényleges nukleaz
aktivitastol, mivel nem a DNS foszfodiészter kotésének hidrolitikus hasitasat idézi elo a
motivum. Ebbdl adododan a hasitas soran kapott DNS molekulék végei nem hozhatok helyre
homolog rekombinécié (HR) révén, csupan abban az esetben, ha el6zdleg a sejt visszabontja
a DNS szalat, majd az ugynevezett nemhomolog végeket kapcsolja 6ssze (non-homologous
end joining, NHEJ) [180]. Ebbdl adoédéan ATCUN-motivumot, mint ,,nukledz” domént
tartalmaz6 enzimek semmiképp sem idedlis jeloltek génszerkesztés céljabol, azonban
daganatos megbetegedések kezelésére megfeleloek lehetnek, ahol nem cél a sejt
helyreallitasa, elegendd annak elpusztitdsa. Harold és mtsai. az ATCUN motivumot egy
specifikus DNS-felismerd fehérjéhez (Fos138-211) kapcsolva specifikus DNS hasitéast
mutattak ki mind Cu(Il), mind Ni(II) komplexekkel [153]. A szakirodalomban egy
probalkozas tortént eddig, ATCUN motivum-alapu cinkujj nukledzok Ni(Il) komplexének
kialakitdsara. Ebben az esetben a human Spl cinkujj fehérje N-terminalis végéhez
kapcsoltak egy GGH tripeptidet és ily médon sikeriilt detektdlni DNS hasitast 5°-3?P jeldlt
DNS-t alkalmazva [181].
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3 Célkitiizés

A Ni(Il) emberi szervezetre gyakorolt hatdsa tobbségében karos. A pontos
hatdasmechanizmus feltérképezése kozben kideriilt, hogy a Ni(Il), illetve Cu(Il) képes
szelektiv. modon hidrolizalni fehérjéket, amennyiben azok tartalmaznak (S/T)XH
motivumokat. Mindamellett, hogy ez a megfigyelés magyardzatot jelenthet a Ni(Il)
potencialis toxicitasara, a szelektiv hidrolizis kémiai szempontbol is érdekes, mivel fehérjék
szekvenciaspecifikus hasitasdhoz a legtobb esetben enzimekre van sziikség. Szamos human
fehérje tartalmazhatja a hidrolitikus hasitashoz sziikséges szekvenciat, tobbek kozott a gének
atir6dasat szabalyozo cinkujj fehérjék is. Az utobbi évtizedekben a cinkujj fehérjékkel
végzett kutatasok tobb irdnyban is zajlottak: egyfeldl még a mai napig sem ismert pontosan
a miikodésiik a szervezeten beliil, tovabba egyes elképzelések alapjan a cinkujj fehérjéket
felhasznalva lehetséges mesterséges metallonukledzok tervezése, amelyek segitségével

kezelhetdvé valnak daganatos megbetegedések, genetikai rendellenességek.

Cinkujj fehérje Ni(ll)-, és Cu(ll)-indukalt
szelektiv peptidhidrolizise,
osszehasonlitas SUMO proteazzal

10xHis ~.8G
Ni(ll)-indukalt peptidhidrolizis, Cinkujj fehérje kdlcs6nhatasa Cinkujj fehérje kdlcsénhatasa
mint fehérjetisztitasi moédszer Zn(ll)-vel, DNS-sel. toxikus fémionokkal:

Ag(l), Cd(ln), Hg(lN)

Allosztérikus szabalyozas Ni(ll)- ATCUN-cinkujj fehérje DNS
indukalt peptidhidrolizissel hasitasanak optimalizalasa

8. abra: Doktori dolgozatomban érintett teriiletek, és azok egymasra épiilésének sematikus vazlata.
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A szakirodalmi elézmények alapjdn munkédmban az alabbi kérdéseket igyekeztem

megvalaszolni:

1.

Megvalésithaté-e a Ni(Il)-, és Cu(Il)-indukalt szelektiv peptidhidrolizis egy
cinkujj fehérje esetében?

Célom volt tanulméanyozni, hogy a két fémionnal végrehajtott hidrolizis milyen
modon megy végbe, és a folyamat milyen hatdssal van a cinkujj alegységek
szerkezetére, a fehérje tulajdonsagaira. A reakciot dsszehasonlitottam egy fehérje
alapu proteaz segitségével végrehajtott hidrolizissel, valamint megvizsgaltam, hogy
a reakcidtermékekben mennyire lehet elkiiloniteni az ATCUN motivum ¢és a cinkujj
alegységek komplexképzési sajatsagait.

Milyen kapcsolat van egy mesterséges cinkujj fehérje, modellpeptidek és
természetes cinkujj fehérjék Zn(Il) és DNS-kotése kozott?

A szakirodalomban szdmos cinkujj motivum Zn(Il)-affinitasara taldlhatok adatok,
am teljes cinkujj fehérjékrdl csak elvétve, igy az adatok 6sszehasonlitasa is nehézkes.
Szintén kihivast jelent az egyes természetes fehérjék DNS-kotésének kvantitativ
értelmezése. Célul tiiztem ki a szakirodalomban elérhetd cinkujj motivumok ¢€s az
altalam eldallitott mesterséges cinkujj fehérje termodinamikai sajatsdgainak
Osszehasonlitasat. Tovabba annak vizsgéalatat, hogy mekkora a hdromtagl cinkuyjj
fehérje affinitasa és specifitasa DNS szekvenciakkal szemben, ez hogyan viszonyul
a természetes cinkujj fehérjék DNS-ko6té tulajdonsagaihoz, illetve milyen
Osszefiiggés van a fehérje DNS és Zn(II)-kotése kozott.

Hogyan hat kolcson egy cinkujj fehérje Ag(), Cd(II), Hg(II) toxikus
fémionokkal?

Szamos ellentmondas fedezhetd fel a cinkujj fehérjek és toxikus fémionok
tanulméanyozni ezeket a kolcsonhatasokat kvalitativ, és kvantitativ szempontbol,
kiilon kitérve a DNS célszekvencia hatasara.

Alkalmazhato-e a Ni(Il)-indukalt szelektiv peptidhidrolizis fehérjetisztitasi
modszerként természetes szekvenciak eléallitasara?

A fehérjetisztitasi folyamatokban gyakran alkalmazott affinitdstoldalék eltavolitasa
sokszor elengedhetetlen, hogy a tovabbiakban a pontos szekvenciaju nativ fehérje

tulajdonsagait tanulmanyozhassuk. Célom volt megvizsgalni, hogy erre
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alkalmazhatd-e a Ni(Il) a joval dragabb protedzok helyett, illetve, egy ilyen folyamat
megvalositasanak optimalizalasa oldatban, vagy kozvetleniil az affinitasgyantan.
Felhasznilhaté-e a Ni(Il)-indukalt peptidhidrolizis enzimek allosztérikus
szabalyozasaban?

Tanulmanyoztam, hogy olyan fehérjék esetében, ahol csak a nativ szekvencigju
enzim mitkdddképes, alkalmazhato-e egy Ni(Il)-vel hidrolizalhat6 affinitastoldalék
a fehérje inhibiciojara/szabalyozasara. Amennyiben igen, ez a szabalyozasi
mechanizmus tisztan allosztérikus jellegli, vagy koordinativ sajatsagok is szerepet
jatszhatnak a folyamatban.

Alkalmazhato-e a cinkujj fehérjék Ni(II)-, vagy Cu(II)-komplexe, mint
mesterséges specifikus DNS-hasito enzim?

Céljaim kozott szerepelt, hogy megvizsgaljam a szakirodalomban bemutatott
ATCUN-cinkujj fehérje DNS-hasité enzim miikddése reprodukélhatd-e amennyiben
Ni(II)-vel vagy Cu(Il)-vel hidrolizalt cinkujj fehérjét alkalmazunk. Tovabba, hogy
mekkora egy ilyen enzim aktivitasa, specifitasa, €s milyen mértékben befolyasolja
ezeket az ATCUN motivum ¢és a cinkujj alegységek kozotti 0sszekotod

aminosavszekvencia.
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4 Kisérleti rész

4.1 Rekombinans DNS technolégia
A rekombinans DNS technologiai eljardsok segitségével kiilonb6z6 DNS
szakaszokat modosithatunk, épithetiink G6ssze, majd ezt bejuttatva egy ¢€lélénybe, Uj

genetikai informaciét hozunk 1étre [182].

4.1.1 DNS hasitas
Uj DN szakaszok osszeallitasahoz sziikséges a DNS szalak specifikus hasitasa. Erre
a célra olyan, természetben el6fordulo restrikcids endonukleazok alkalmazhatok, amelyek
nagy specifitassal képesek felismerni viszonylag rovid ~5-6 bp hosszusagt palindrom DNS
szekvenciakat, majd ezekben a foszfodiészter kotéseket elhasitjdk. Ha a DNS széalon
egymassal szemben torténik a hasitds, akkor tompa végeket kaphatunk (blunt end), mig
ellenkez6d esetben az egyik szal talnyulik, ezzel ugynevezett ragadds végek (sticky end)

képzddnek (9. abra).

a, b! %é
5'-NNNNNNNN TCNNNNNNNN-3' 5-NNNNNNNNGC NNNNNNNN-3'
3'-NNNNNNNNCTATAGNNNNNNNN-5' 3'—NNNNNNNN%§!CGNNNNNNNN-5'
5'-NNNNNNNNGAT ATCNNNNNNNN-3' 5'-NNNNNNNNG CTAGCNNNNNNNN-3'
3'-NNNNNNNNCTA TAGNNNNNNNN-5 3'-NNNNNNNNCGATC GNNNNNNNN-5'

9. abra: Restrikcios endonukleazok altal kialakitott a, tompa; b, ragados végli DNS-ek sematikus abrazolasa.
A tompa végi hasitast EcoRV, a ragados végi hasitast az Nhel restrikcios enzim példajan keresztiil abrazoltuk.
N barmilyen nukleotidot jeldlhet.

Munkénk soran 100-500 ng DNS-t hasitottunk tipikusan 5 Unit® enzim jelenlétében
(pl.: BamHI, Nhel, Ncol, EcoRI, HindIIl, Ndel, Xhol (Thermo Scientific)) 1-4 o6ra alatt
37 °C-on, a gyarto altal ajanlott pufferben, majd a nukledzokat hdsokk segitségével

inaktivaltuk (65-80 °C, 10-30 perc).

4.1.2 DNS ligalas
Az elhasitott DNS molekuldkat ligdz enzim segitségével lehet ,,0sszeragasztani”.

Tompa végek esetében barmilyen két DNS molekula 6sszeilleszthetd, mig ragadds végek

3 Restrikcios endonukleazoknal 1 Unit az az enzim mennyiség, amely 1 ug DNS-t 1 6ra alatt 37 °C-on 50 pl
térfogatban 100%-ban elhasit.
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esetében csak abban az esetben, ha a talnyuldé egyszala DNS szekvencidk egymas
komplemefnterei (10. abra). Ebbdl adédoan, ha ragadds végeket hatrahagyo restrikcios
endonukledzokkal hasitunk el két DNS-t, azok biztosan ligalhatok, €s a ligalas soran tjra

helyreall a restrikcids enzim felismerési helye.

a, b!

5-NNNNNNNNGAT-ox x-ATCNNNNNNNN-3"  5-NNNNNNNNG-o1 | x-CTAGCNNNNNNNN-3'
3'-NNNNNNNNCTA#ro- © o- TAGNNNNNNNN-5"  3'-“NNNNNNNNCGATC#ro-  oh-GNNNNNNNN-5'

N N/

5'-NNNNNNNNGATATCNNNNNNNN-3' 5'-NNNNNNNNGCTAGCNNNNNNNN-3'
3'-NNNNNNNNCTATAGNNNNNNNN-5 3'-NNNNNNNNCGATCGNNNNNNNN-5'

10. abra: Ligalasi reakcio a, tompa; b, ragados végli DNS szalak esetén. Az X-szel jeldlt helyen foszfatcsoport
¢s hidroxilcsoport is lehet, a ligalas mindkét esetben megvalosulhat Adenozin-trifoszfat (ATP) jelenlétében.

A tompa végii QuikChange reakcidtermékeket 50 pl ligalasi elegyben, 0,07 Unit/pl*
T4 DNS ligaz (Thermo Scientific, Toyobo) segitségével ligaltuk 1 6ran keresztiil 37 °C-on.
A ragados végli DNS-eket 0,15 Unit/ul enzim segitségével ligaltuk 12 6ran keresztiil 16 °C-

on vagy 1 oran keresztiil 37 °C-on. Az enzimet 65 °C, 10 perc inkubaldssal inaktivaltuk.

4.1.3 DNS foszforilalas-defoszforilalas

A munkank sorén alkalmazott T4 DNS ligaz (Thermo Scientific, Toyobo) képes
abban az esetben is Osszeilleszteni két DNS szalat, amennyiben a két szl koziil csupéan az
egyik tartalmaz 5’ foszfatcsoportot (10. abra), amennyiben mindkét foszfatcsoport hidnyzik
mar nem torténik ligalas. Ez lehetdséget teremt arra, hogy két DNS 6sszeillesztése soran
elkeriiljiik, hogy ugyanazon DNS két vége egymassal kapcsolodjon 6ssze. A DNS hasitasa
utan az 5’ végen elhelyezkedd foszfatcsoportot, a FastAP Thermosensitive Alkaline
Phospatase (Thermo Scientific) enzim segitségével lehet eltavolitani. Az enzimet 1 Unit®
mennyiségben alkalmaztuk (10 perc, 37 °C), majd 5 percen keresztiil 75 °C-on inaktivaltuk.

A szilardfazisu oligonukleotid szintézis segitségével elallitott oligonukleotidok 5’
végein hidroxilcsoport taladlhatd, igy ahhoz, hogy a ligalasi reakcidkat végrehajthassuk,
esetenként sziikség lehet az egyik vagy masik linearis DNS molekula foszforilalasara vagy

defoszforilalasara. Kisérleteink soran 10 Unit® T4 Polinukleotid kindz enzimet (Thermo

4 Ligaz esetén 1 Unit/pl koncentraci6 az az enzimkoncentraci6, amely 1 nmol 32P-jeldlt pirofoszfatot ATP-vé
alakit 20 perc alatt 37 °C-on 66 mM Tris-HCI pH 7,6 6,6 mM MgCl, 10 mM DTT 66 uM ATP pufferben.

5> Alkalikus foszfataz enzimnél 1 Unit az a mennyiség, amely képes 1 pg DNS 5°—végeirdl 10 perc alatt 37 °C-
on 100%-ban eltavolitani a foszfatcsoportokat.

6 T4 Polinukleotid Kindz esetén 1 Unit jelenti azt a mennyiséget, amely képes 1 nmol DNS-t foszforilalni 30
perc alatt 37 °C-on.
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Scientific) alkalmaztunk 1 uM ATP jelenlétében ~45 pg linedris DNS foszforildlasdhoz
(20 perc 37 °C), majd az enzimet 10 percen keresztiil 75 °C-on inaktivaltuk. A reakcid soran

az enzim az ATP-rdl viszi at a foszfat csoportokat a DNS 5°— végére.

4.1.4 Transzformalas

A ligalasi reakciot kovetden egy olyan vegyes DNS elegylink van, amely legalabb
egy, altalunk tervezett DNS molekulat tartalmaz, emellett pedig szdmos egyéb nemkivant
terméket. A legegyszeriibb szelekciés mddszer, ha a DNS molekulakat baktériumsejtekbe
juttatjuk be. Egy baktériumsejten beliil nem maradhat fenn két olyan DNS hordozd, amelyek
replikaciés origdjukban megegyeznek, de a szekvenciajukban valahol eltérés talalhato.
Ezesetben a sejt az egyik DNS-t lebontja. Ezzel a sejtek kvazi elvégzik a DNS molekulak
szelektalasat. Tovabbi egyszerlsitést jelent, hogy a legtobb rekombindns DNS hordozé
tartalmaz antibiotikum-rezisztenciat kodold génszakaszt, igy antibiotikum-tartalmt
taptalajon csak azok a sejtek maradnak életben, amelyekbe bejutott egy korkéros DNS
hordozo.

A folyamat végrehajtasahoz olyan sejtekre van sziikség, amelyeknek a sejtfalat
elézdleg fellazitottuk, ezeket kompetens sejteknek nevezziik. Kompetens sejtek eléallithatok
elektroporacidval, illetve CaCl, segitségével. Kutatasaink soran mi utdbbi technikat
alkalmaztuk. Az eredetileg antibiotikum-rezisztenciat €¢s korkoros DNS hordozot még nem
tartalmazd baktériumsejteket LB-agar taptalajon szaporitottuk egy éjszakan at 37 °C-on,
majd egy telepet 5 ml antibiotikummentes LB tapoldatba oltottuk at. A sejteket 37 °C-on
150-200 percenkénti fordulatszammal (RPM) razattuk ~1 ODego érték eléréséig, majd 50 ml
antibiotikummentes LB oldatba atoltva, tovabbi 3 6ran keresztiil ~1 ODsoo értékig.

A sejtszuszpenzidt jégen hiitottiik, a sejteket centrifugélassal tilepitettiik, (4000 g 10
perc 4 °C) majd 25 ml 0 °C 0,1 M CaCl, oldatban szuszpendaltuk. 1 éra inkubaci6 alatt a
Ca(Il) hatasara a sejtfal fellazult, ezutan a sejteket ismét iilepitettiik, végiil 4 ml 0,1 M CaCl,
15 (V/V)% glicerin oldatba szuszpendaltuk, és 50-100 pl adagokban —80 °C-on taroltuk
felhasznalasig.

Egy tipikus transzformaléas sordn 50 pl DHS5a kompetens sejtet kevertiink dssze jégen
~100 ng DNS-sel, majd jégen taroltuk az elegyet 1 6ran at. Ezutan hdsokkot alkalmaztunk,
hogy a kompetens sejtek porusai bezaroddjanak (42 °C 2 perc, 0 °C 2 perc). A sejteket 50-
100 pnl 37 °C-os antibiotikummentes LB tapoldat hozzdadasat kovetéen inkubaltuk (1 ora,
37 °C), majd 50-150 pl szuszpenzidt, antibiotikum-tartalmu (100 ng/ul ampicillin vagy
50 ng/ul kanamicin) LB+-agar Petri csészékre szélesztettiink és inkubaltuk (37 °C,
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12-16 6ra). A tovabbiakban az antibiotikum jelenlétét a tapoldatban, taptalajokban LB+

jeloléssel tiintettiik fel.

4.1.5 Polimeraz lancreakcio

A polimeraz lancreakcié (PCR) segitségével DNS szakaszok sokszorosithatok,
amennyiben a kivalasztott régio két végén ismert a DNS szekvencia. Elsé 1épésben olyan
oligonukleotidokat (primerek) kell szildrdfazisu oligonukleotid szintézis segitségével
eldallitani, amelyek a sokszorositandd DNS szakasz (templat) két szalanak 5’-végeivel
azonosak és ~12-20 nukleotid (bp) hosszusaguak. Ezek az oligonukleotidok hozzatapadnak
a linearizalt DNS templat komplementer 3° végeihez, ezzel pedig inditd szekvenciaként
funkcionalnak a DNS polimerizacidohoz. A polimerdz enzim a primerektdl indulva 5°—3’
iranyban megkezdi az uj szal felépitését megfeleld épitdegységek, dezoxi-nukleozid-
trifoszfatok jelenlétében.

A folyamat emberi szervezetben is végbemegy, am itt tovabbi fehérjékre is sziikség
van, amelyek kitekerik a kromoszomaékat, és a DNS két szalat szétvalasztjak, ezzel
lehetdséget adva, hogy polimerdz enzim altal eléallitott komplementer oligonukleotidok és
a polimeraz enzim hozzaférjen a sokszorositandé régidhoz. Az in vitro PCR soran magas
homérsékletet alkalmazunk a DNS szalak szétvalasztasara. A reakciohoz specialis hotlird
polimeraz enzimekre van sziikség. Az enzim miikodéséhez elengedhetetlen a Mg(Il)-
jelenléte.

A reakciét a homérséklet programozott valtoztatasaval szabalyozhatjuk. Elso
1épésben (denaturalas) 94-98 °C-on a kiinduldsi DNS két széala kozotti hidrogénkotések
felbomlanak. Masodik 1épésben (kapcsolodas) a hdmérsékletet olyan értékre csokkentjiik le,
ahol a primerek hozzékapcsolédnak a DNS szdlaihoz. Ez az érték jellemzden a primer
olvadasi hdmérséklete £5 °C. Harmadik 1épésben (meghosszabbitas) a DNS-polimeraz az
egyszali DNS-ekhez kapcsolodott primerektél megkezdi az 0j szl szintézisét. Az
alkalmazott homérséklet az enzim fajtajatol fliggden 65-72 °C kozott alakulhat. A DNS-
polimeréazok tobbségére igaz, hogy a reakcio koriilményei kdzott egy perc alatt ~1000-2000
nukleotidot épitenek a lancba, igy a meghosszabbitas ideje a sokszorositand6 szakasz
hosszatol fiigg. Ezt a harom 1épést egy ciklusnak tekintjiik, és a folyamat végén a kiindulési
sokszorositando DNS szakaszbol immar kettd lesz. A ciklust tobbszér megismételve a DNS
mennyisége exponencidlisan ndvekszik, amig el nem fogynak az épitdegységek, ami
alltaban 30-35 ciklust kovetden torténik meg. Amennyiben hosszabb kiinduldsi DNS-t
alkalmazunk, mint a sokszorositandd régio, akkor minden ciklusban képzddik nem
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megfeleld hosszusagu szakasz is, de ezeknek a szama csak linearisan nd, igy harminc ciklus

utan ezek aranya elhanyagolhato (11. abra).
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11. abra: Egy PCR els6 harom ciklusa. Az els6 ciklus részlépéseit kiilon tiintettem fel. A vart kétszali termék
(bekarikazva) a 3. ciklustol kezdve képzddik.

A kisérleteket MJ Research PTC-150 és BioRAD iCycler PCR késziilékben hajtottuk
végre. DreamTAQ (Thermo Scientific), Phusion High Fidelity (Thermo Scientific), vagy
KOD —Plus (Toyobo) polimerazt alkalmaztunk a gyartok protokolljait kovetve.

4.2 DNS hordozoé sokszorositas, tisztitasi modszerek

Nagyobb mennyiségli korkoros bakterialis DNS hordozé eléallitdsahoz a Petri
csészén felndvesztett baktériumtelepeket egyesével antibiotikum tartalma (100 ng/pl
ampicillin vagy 50 ng/ul kanamicin) LB+ tapoldatba juttattuk, majd inkubaltuk (37 °C, 150-
200 RPM razatas), amig a szuszpenzi6 zavarossaga el nem érte az ~1-2 ODsgoo értéket.

Az igy eléallitott sejtszuszpenzidbol késdbbi felhasznélas céljabol minden esetben
glicerines torzsoldatot készitettiink (20 (V/V)% glicerin), amit —75 °C-on taroltunk, amivel
elkeriilhetd az ismételt transzformalas sziikségessége. Kismennyiségli DNS eldallitasahoz
(small scale) ezen a ponton a fennmarad6 oldatbol a sejteket centrifugalassal iilepitettiik
(14000 g, 2 perc). Nagyobb mennyiségli DNS eldallitdsakor az 5 ml sejtkultirabol 100-
250 pl-t 250 ml antibiotikum tartalmu LB+ tapoldatba oldottunk at, ezt tovabb inkubaltuk
(37 °C, 150-200 RPM razatés) ~1-2 ODsoo érték eléréséig, majd a sejteket centrifugalassal
tilepitettiik (4000 g, 15 perc, 4 °C) és a feliiluszot dekantaltuk. A sejteket RNaz A-tartalmu
oldatban szuszpendaltuk fel, ami elbontja az RNS molekuldkat, majd a DNS hordozokat
alkalikus lizis segitségével nyertiik ki a sejtekbdl (0,1 M NaOH és 1 (m/V)% SDS’(natrium-

71 g SDS 100 ml oldatban
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dodecil-szulfat)). Lugos kozegben a DNS két szdla elvalik egymdstol, majd az elegyhez
kalium acetat puffert (pH 5,2) adva a pH hirtelen lecsokkent. gy a bakterialis korkords
DNS-ek ismét kétszaluva alakulnak, mig a genomialis DNS a gyors pH valtozéas hatasara
nem tud hibridizal6édni, és kicsapodik a fehérjékkel és egyéb sejtalkotokkal egyiitt. Az
oldhatatlan komponensek centrifugdldssal tavolithatok el (14100 g, 2 perc, vagy 20000 g
30 perc, 4 °C).

Pl P e,

Baktérium  Centrifugalas Szuszpendalas Lizis Sejttérmelék Oszlopra Elualt DNS
szuszpenzio centrifugalasa koétés, mosas

12. abra: Bakterialis DNS hordoz¢ tisztitdsanak sematikus folyamatabraja

A DNS hordozét tartalmazo6 feliiluszot anioncseréld oszlopra felvéve, a DNS enyhén
savas kozegben megkotddik, a tobbi még jelenlévd szennyezd pedig atmoshato etanol és
izopropanol-tartalmt oldatokkal. A tiszta DNS semleges, enyhén lugos kézegben (1x TE
pufferrel) elualhaté a gyantar6l (12. dbra). Munkank sordn kismennyiségli DNS
tisztitdsdhoz a ZR Plasmid Miniprep-Classic kit-et, nagymennyiségli DNS-hez a GenelJet
Plasmid Maxiprep Kit-et és a Geneaid Maxi Plasmid DNA Kit-et hasznaltuk.

4.3 Gélelektroforézis
Elektroforézisen toltéssel rendelkez6 részecskék elektromos erdtér hatasara torténo

vandorlasat értjiik olyan kdzegben, amely lehetdséget nyujt azok szétvalasztasara.
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13. abra: Gélelektroforézis sematikus vazlata: A tdltéssel rendelkezé makromolekulak elegyét a pordzus gél
elore kialakitott liregeibe toltjiik, majd elektroforézis soran azok az ellentétes toltésii elektrod felé indulnak el.
Vandorlasuk sebességét a gélben az effektiv toltésiik, alakjuk, méretiik, géllel vald kdlcsonhatasuk befolyésolja
igy a kiilonb6z6é molekulék fokozatosan szétvalasztodnak [183].
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A DNS vagy fehérje mintdk elvalasztasdhoz agar6z vagy poliakrilamid gélt
alkalmazunk. A pozitiv toltésli részecskék a katdd, a negativak az andd felé vandorolnak.
Ennek sebességét befolyadsolja a gél stirlisége, porusatmérdje, az alkalmazott fesziiltség, a

makromolekulék toltésstirlisége, mérete és alakja (13. abra).

4.3.1 Agaroz gélelektroforézis
A térhalos szerkezetli agar6z géleket elsdsorban nagyobb méretii (>100 bp) DNS
keverékek elvalasztasara hasznaljuk. A nukleinsavak foszfatcsoportjaik révén negativ
toltéssel rendelkeznek, igy az anod felé vandorolnak. Haladasuk sebessége méretiik

logaritmusaval ellentétesen aranyos.

b,
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14. abra: Bakteridlis DNS hordoz6 kiilonb6z6 formai a, sematikusan abrazolva; b, 1 (m/V)% agaroz gélben
futtatva. sc: szuperhelikalis, oc: nyilt cirkuléris, lin: linearis forma. DS: kétszala DNS hasitas, SS: egyszalu
DNS hasitas. Marker: EcoRI, HindlIII hasitott A marker.

A vizsgilatok sordan hasznalt bakteridlis DNS-ek harom 6 form4jat®
kiilonboztethetjiik meg. Normal allapotban szuperhelikéalis formaban fordulnak eld (sc),
amennyiben egyik szalban sem fordul el6 hasadas. Szerkezetiik tobbszordsen feltekeredett,
igy rendkiviil kompakt. A gélben ez a forma képes a legkdonnyebben eldrehaladni
elektroforézis soran. Ha a szuperhelikéalis DNS két szalanak egyikén hasadas torténik (SS),
nyilt cirkuléaris forma alakul ki (oc), mely a harom forma koziil leglassabban jut at a gél
porusain. Amennyiben a szuperhelikdlis DNS-ben kétszalu hasitas torténik (DS) linedris
(lin) formajava alakul, és tobbnyire rendezetlen alakjanak kdszonhetéen a szuperhelikalis €s

nyilt cirkularis forma k6zott vandorol a gélben. Szintén linearis forma alakul ki, ha egy nyilt

8 A szakirodalomban gyakran eltéré konformaciokként hivatkoznak az eltéré formakra, habar nem teljesen
azonos molekuldkrol beszéliink.
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cirkularis DNS-ben a felnyilt szallal atellenes pozicioban tovabbi egyszali hasitds
kovetkezik be (14. abra a,). Szamos esetben megfigyelhetd egy sav a gélképeken, amely a
leglassabban fut, és ez feltételezések szerint a DNS aggregalddasabol adodhat. Ezt
konkatemernek nevezziik, de a legtobb vizsgalat soran nem vessziik figyelembe
(14. abra b,). A DNS kimutatasara gélben eloszlatott etidium-bromidot alkalmazunk, amely
interkaldlodik a kettés hélix szerkezetébe, és ilyen formaban UV fény hatdsara lathato
fénnyel lumineszkal. Az agar6z gélre — a vizsgalt mintakkal parhuzamosan — ismert méretii
DNS-ek elegyét (marker) is felvissziik. Ezekkel 0Osszehasonlitva a DNS mérete
megbecsiilhetd. Munkank soran 5 pl felvitt DNS mellé 1 pl hatszoros toménységii glicerin-
tartalmu festékoldatot (Loading Dye) adagoltunk, amely biztositotta a konnyili
mintafelvételt, és a kék festék segitségével nyomon kovethetd volt az elektroforézis
elorehaladasa. Az elektroforézist horizontalis elrendezésu futtatokadban 100 V-on, altalaban

30-60 percig végeztik.

4.3.2 Poliakrilamid gélelektroforézis

Az akrilamid gy6kos polimerizacid soran hosszu elagazdsmentes poliakrilamidot
képez. A gyokos reakcid katalizatoraként N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamint (TEMED)
hasznalunk, az iniciator pedig ammoénium-peroxo-monoszulfat (APS). Az akrilamid vizes
oldataba megfeleld aranyban bisz-akrilamidot keverve térhaldés polimert kapunk, amely
alkalmas fehérjék, illetve kisebb méretii (< 100 bp) DNS szakaszok elvalasztasara.
Megkiilonboztethetiink nativ (nativ-PAGE), valamint natrium-dodecil-szulfatot tartalmazé
(SDS) poliakrilamid géleket (SDS-PAGE).

Nativ gélben a fehérje eldrehaladdsa az oldallancainak toltése mellett a
makromolekula alakjatol is fligg. Ha el6z6leg SDS-sel, illetve B-merkaptoetanollal kezeljiik
a fehérjemintékat, akkor azok egységesen ,,szivar” alakot vesznek fel, és méretiikkel aranyos
negativ toltésre tesznek szert, mivel az SDS az aminosavak oldallancaihoz kapcsolddik
hidrofob kolcsonhatasok révén. Az igy kezelt fehérjék méretiik, azaz molekulatomegiik
alapjan elkiilonithetdk, illetve ismert molekulatomegii fehérjék elegyével (marker)
parhuzamosan futtatva molekulatomegiik becsiilhetd. A fehérjesavok el6hivasara
leggyakrabban az eredetileg textilipar szamara kifejlesztett Coomassie Brilliant Blue
festéket hasznaljak, mivel az a gélben csak a fehérjékhez kotddik hozza. Kutatasaink soran

16,5 (m/V)% Tricin-SDS-PAGE géleket hasznaltunk (120 V, 4 h) a fehérjék vizsgélatara.
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4.3.3 Gélelektroforeézis saveltolodas vizsgalat
A fent emlitett agaroz és poliakrilamid gélelektroforézis segitségével fehérje-DNS
kolcsonhatasok kimutatasa is lehetséges, melynek alapja, hogy amennyiben a DNS-hez
fehérje kot hozza, az lassabban halad elére gélben, mint szabad forméaban. A specifikus €s
nem specifikus kdlcsonhatasok is elkiilonithetok ily moédon az ionerdsség valtoztatasaval
(15. abra). A modszert angol elnevezése alapjan (Electrophoretic Mobility Shift Assay)
altaldban EMSA-nak roviditik.

Fehérje mennyiség Fehérje mennyiség
Specifikus Nem specifikus

15. abra: DNS sav eltolodasa gélben novekvd fehérjefelesleg hatasara specifikus, illetve nem specifikus
kolesonhatéas kdvetkeztében sematikusan dbrazolva.

Az EMSA kisérletekben 34 bp hossziasagi DNS molekuldkat alkalmaztunk. Az
IMEY# cinkujj fehérje specifikus (5’-GAGGCAGAA-3’) szekvencigjat tartalmazd S1
DNS-t az 5'-GAATTCCTGCTGAGAGGCAGAAACATAGGGGTCG-3' és
5'-CGACCCCTATGTTTCTGCCTCTCAGCAGGAATTC-3' oligonukleotidok, a
nemspecifikus SO DNS-t a 5'-CTAGTTTGCTGAACTGGGGTCACATAGATTAATA-3’
és 5-TATTAATCTATGTGACCCCAGTTCAGCAAACTAG-3' oligonukleotidok
hibridizalasaval allitottuk el6. Az oligonukleotidok szilardfazisti oligonukleotidszointézis
révén késziiltek el (Invitrogen). A kisérletek soran 6 (m/v)% nativ PAGE-t hasznaltunk, ami
29:1 aranyban tartalmazott akrilamidot ¢€s biszakrilamidot. A felesleges akrilamid
eltavolitasa érdekében a gélt 60 percig eldfuttattuk tiresen (4 °C, 100 V). A futtatasokat 4 °C-
on hajtottuk végre 30 percig 12,5 mM Tris, 96 mM glicin (pH 8,3); pufferben vertikalis
futtatokadban (Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)). A mintadkat 10 mM HEPES (pH 7,4);
150 mM NaClOs4, 10 (m/V)% glicerin pufferben allitottuk dssze, majd 5 pl-t vittiink fel a
gélre. Referenciaként minden esetben 5 ul FastRuler Ultra Low Range DNA Ladder
(Thermo Scientific) markert alkalmaztunk. A géleket futtatast kdvetden 0,5 pg/ml EtBr
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festéssel (15 perc) tettiik lathatova. Az eredményeket Uvitec BTS 20MS késziilékben

dokumentaltuk.
4.4 Spektroszkopias vizsgalati médszerek

4.4.1 UV-Vis spektroszkopia

Ultraibolya-lathato (UV-Vis) spektroszkdpia abban az esetben alkalmazhat6, ha egy
anyagnak van fényelnyelése a 200-800 nm hulldmhossz-tartomanyban. A fényelnyelés
mértékét az abszorbancia jellemzi, ami egy dimenzidmentes mennyiség. A hullamhossz
mindségi, mig az intenzitdsa mennyiségi informéciot hordoz. A DNS nukleobazisai purin
(adenin, guanin) ¢és pirimidinvazas (citozin, timin) heteroaromds vegyliiletek, melyek
abszorbancidjdban ~260 nm kornyékén talalhatd lokdlis maximum. Minél hosszabb egy
DNS szal, annal valdsziniibb, hogy a négy nukleobazis egyenld aranyban lesz jelen, ekkor a
minta fényelnyelésének lokalis maximuma pontosan 260 nm-nél talalhato. 50 pg/ml DNS,
33 pg/ml egyszala DNS ¢és 40 ng/ml RNS egyes abszorbanciat mutat 260 nm-en 1 cm
uthosszon, ami alapjdn konnyen meghatarozhatd spektrofotometriaval ezen mintak
koncentracioja. A laboratoériumban eléallitott lineéris, valamint korkords bakterialis DNS-ek
tisztasdganak megallapitasara UV-Vis mérések soran jellemzden a 260 és 280 nm-en mért
abszorbancia hanyadosat hasznaljak. Ez az érték optimalis esetben 1,8-2 kdzott mozog.
Magasabb érték RNS, mig 1,8 alatti érték feltehetden fehérje/aromés szennyezésre utal a
mintaban. A fehérjék 280 nm-kornyékén rendelkeznek lokalis abszorbcids maximummal,
azonban a molaris abszorbancia fiigg az aminosav Osszetételtdl. Habar 1éteznek programok,
amelyek megbecsiilik ezt az értéket [184], azonban a valdésagban 10-20% eltérés is lehet a
meghatarozasara hasznalni. A fémionok d-d atmeneteit és a fémion és ligandum kozotti
toltésatviteli savot is lehetséges UV-Vis spektroszkopiaval kovetni. Igy akar stabilitasi
allandok is meghatarozhatok. Azonban a Zn(Il) a lathato és kozeli UV tartomanyban nem
rendelkezik fényelnyeléssel, igy esetiinkben ez a modszer kozvetleniil nem alkalmazhato,
csak kromofor csoporttal rendelkezé Zn(Il)-szelektiv molekuldkat alkalmazva (pl. 4-(2-
piridilazo)rezorcin (PAR)).

Teljes UV-Vis abszorbancia spektrumokat egy Evolution 220 (Thermo Fischer)
spektrofotométeren rogzitettiik 1 cm Uthosszban, mig DNS-koncentraci6 meghatarozasra
egy rogzitett hullamhosszakon miitkodé Nanodrop Lite késziiléket hasznaltunk (Thermo

Fischer), amelyben 2x 0,5 mm uthosszal 1 pl mintatérfogat mellett is kivitelezhet a mérés.
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4.4.2 Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A fehérjék szerkezetének meghatarozasara tobbféle fizikai-kémiai modszer
alkalmazhat6. Rontgen-diffraktometridval meghatarozhat6 egy fehérje haromdimenzids
szerkezete, de ehhez egykristalyra van sziikség, aminek eldallitasa gyakran nagy kihivast
jelent. Az NMR spektroszkopia az oldatban 1évé fehérje szerkezetére ad informaciot,
azonban meglehetdsen tomény, és/vagy '*C és 1°N izotdpokkal disitott fehérjemintara van
sziikség, tovabba a mérés ¢€s kiértekelés iddigényes. A krio-elektronmikroszkopia egy 1j és
igéretes eljarasnak szamit, amely kikiiszobolheti az elobbi modszerek hatranyait, de 50 kDa
alatti fehérjékre nem alkalmazhatd jelenleg. A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia
bevett eljaras, melynek segitségével ~10% pontossaggal becsiilhetd a fehérjék masodlagos
szerkezeti Gsszetétele hig (uUM-os) oldatokbol is. A masodlagos szerkezeti elemek megléte
az esetek toObbségében a megfeleld harmadlagos szerkezet kialakulasat is alatamasztja.

A fényre jellemzd, hogy haladasi irdnydra merdlegesen a térerdsség vektorainak
intenzitasa (esetlegesen irdnya) adott pontban periodikus valtozast mutat. Linearisan polaros
fény esetén a térerdss€¢g vektorok minden esetben azonos sik mentén mozognak. A sikban
polarizalt fény felbonthatdé két azonos intenzitasu, de ellentétesen cirkularisan polarizalt
sugarra. Ha a sikban polarizalt fény olyan optikailag aktiv anyagon halad keresztiil, mely az
egyik cirkuldrisan polarizalt alkotot nagyobb mértékben nyeli el, az atjutd fény amplitidoja
¢és fazisa is kiilonbozni fog a bees6tol, ez a cirkularis dikroizmus jelensége. Az amplitado
valtozasa elliptikusan polarizalt fényt eredményez, mértékét az ellipticitassal (0)
jellemezhetjiik: tan® = b/a, ahol b és a az ellipszis kis- és nagytengelyének hossza. A CD
spektrométerben elsddlegesen mért érték a balra és jobbra cirkularisan polarizalt
fénysugarak abszorbanciajanak kiilonbsége: AA = A1—Ar. A két mértékegység kozti atvaltas
az alabbi Gsszefiiggés alapjan lehetséges: 6 = 32,98xAA [185].

A fehérjékben megfigyelhetdé masodlagos szerkezeti elemeket (a-hélix, B-kanyar,
antiparallel/parallel B-redd) az amidkdtések egymashoz viszonyitott elrendezddése hozza
létre. Mivel e csoport a tavoli ultraibolya tartomanyban (180-260 nm) n-n*, illetve n-m*
atmenetei révén CD jelet ad, megbecsiilhetd a fehérjéket felépitd masodlagos szerkezeti
elemek egymashoz képesti aranya (16. abra). A kozeli UV tartomanyban (260-320 nm) az
aromas oldallancok elnyelése mérhetd, igy azok egymashoz képesti orientacidjabol

kovetkeztetni lehet a fehérjék harmadlagos szerkezetére.
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A CD spektrumokbdl szamitogépes programok segitségével (BeStSel, CDpro)
becsiilhetd meg a masodlagos szerkezeti elemek aranya. Ehhez gyakran sziikséges az adatok
atvaltasa. A delta epszilon (Ag) szamolésa az alabbi képlet alapjan torténik:

0 [mfok] (1)

_Cfehérje[uM]_ )
32982 ~1000000 " ™ [[cm]

ahol n a fehérjét alkoté aminosavak szama, [ a kiivetta Githossza [186].

Ae =

= a-hélix
M = B-redd
M = rendezetlen szerkezet

0 (mfok)

180 200 220 240
Hullamhossz (nm)

16. abra: A fehérjék masodlagos szerkezeti elemeire jellemzé CD spektrumok. A legnagyobb intenzitasu
jeleket az a-hélixek szabalyosan elrendez6d6 kromoforjai eredményezik [187].

A CD méréseket egy JASCO J-815, illetve Jasco J-1500 spektropolariméteren
végeztiik 180-330 nm hulldmhossztartomanyban 1 nm felbontassal 2 s integracios iddvel és
1 nm-es savszélességgel 0,1 vagy 0,2 mm cilindrikus kiivettdban (SUPRA-SIL, Hellma
GmbH) szakaszos mérésmodddal. A szinkrotron sugarforrdsut CD méréseket (SRCD) az
Aarhusi Egyetemen, Danidaban végeztiik (CD1 beamline of the storage ring ASTRID at the
Institute for Storage Ring Facilities (ISA)) 170-330 nm hulldmhossz-tartomanyban
[188-189].

4.4.3 Spektrofluorimetria
Fluoreszcencia akkor 1ép fel, ha egy anyagot UV vagy lathato fénnyel gerjesztve, az
107°-107° s elteltével azonos vagy nagyobb hullimhosszisagl fény kibocsajtasa kozben jut
vissza alapallapotba. Jellemzéen az aromas, vagy tobbszordsen konjugalt kettds kotés-
tartalmu, merev szerkezetli molekuldk rendelkeznek fluoreszcenciaval. Az IMEY#-Zn(1I),
Cd(ID)- és Hg(II)-affinitdsanak maghatarozasara a 2-[2-[2-[2-[bisz(karboxil metil)amino]-5-
metoxi-fenoxi]etoxi]-4-(2,7-difluor-3-oxido-6-0x0-4a,9a-dihidroxantén-9-il)anilino]acetat

(FluoZin-3) fluoreszcens festéket alkalmaztuk CLARIOstar Plus lemezolvasoban
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(BMG Labtech). A szabad FluoZin-3 491 nm-en, a Zn(Il)-komplexben 1évé FluoZin-3
494 nm-en rendelkezik lokalis abszorbcids maximummal. A vegyiilet Zn(Il) (vagy egyéb
soft d'° fémion) jelenlétében 516 nm-en fluoreszkal maximalis intenzitdssal. A fluorofor
Zn(Il) kotés 1gh=8,16 pH fiiggetlen stabilitasi allandoval jellemezheté [190]. A
vizsgélataink soran nem volt sziikség fémion-FluoZin-3-cinkujj fehérje vegyeskomplexek
hatdroztuk meg az irodalmi moléris abszorbancia adatokat felhasznalva (Amax =491 nm,
emax = 71143 M 'em™, (pH 7,4)). Az IMEY# Zn(Il)-affinitasanak becslésére 200-200 pl
egyedi mintékat allitottunk Ossze 96-lyukil mikrolemezeken (96 well polystyrene non-
binding flat-bottom black microplates (Greiner Bio-One)). A FluoZin-3 koncentracio
alland6 volt, mig a Zn(I)-kotott IMEY# koncentracidja fokozatosan novekedett. 30 perc
fénytél elzart 25 °C inkubalast kovetden, 480 —490 nm hullamhossz-tartomanyban
gerjesztettik a mintdkat, és 510—520nm hullimhossz-tartomanyban mértik a
fluoreszcenciat. Referenciaként olyan mintékat is Osszeallitottunk, ahol a Zn(II)-kotott

crer

maximalis elérhetd fluoreszcencia intenzitas €rtéket minden mérési pontban.

Puffer Mérooldat

Hatteér: : Minta: Minta:
FluoZin-3 + FluoZin-3 + FluoZin-3 + FluoZin-3 +
EDTA 0,5 ekv Zn(ll) 0,16 ekv IMEY{N0,16 ekv IMEY4

17. abra: Fluorimetrias titralasi eljaras. A kiindulasi fluoreszcenciat a FluoZin-3-hoz képest 10-szeres
feleslegben alkalmazott EDTA-val hataroztuk meg. Az elérhetd maximalis fluoreszcencia értéket 0,5 ekv
Zn(Il) FluoZin-3 ('Max') alkalmazasaval hataroztuk meg. A FluoZin-3 kétszeres feleslegére azért volt sziikség,
hogy a Zn(II) 100%-a komplexben legyen. A 'Max' referencia mintaval azonos mennyiségii Zn(Il)-t tartalmazo
IMEY# mintat titraltuk. A titralas soran a higitasi hatast puffer injektalasaval hataroztuk meg (a méréoldat
helyett).

Amennyiben a Zn(II)-IMEY# és a toxikus fémionok kozotti kompeticiot kovettiik,
a lemezolvasé beépitett injektorait hasznaltuk a tényleges titralas soran. Minden pontban 3-
3 ul mérdoldatot injektaltunk kiindulasi mintdhoz. Minden injektalast kovetden a mintakat
inkubaltuk (30 s 150 RPM razatas, 5 perc 25 °C). A titralast automatizaltuk (I1d. F1.

tablazat). A tényleges fehérje-fémion mérés mellett minden esetben tovabbi dsszehasonlitd
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méréseket is végrehajtottunk annak érdekében, hogy ismerjiik a higulas hatdsat, tovabba

minden pontban ki tudjuk szamolni a relativ fluoreszcencia értékeket (17. abra).

4.4.4 Fluoreszcencia anizotropia

Amennyiben egy fluoreszcens molekula besugarzasa polarizalt fénnyel torténik,
informaciot nyerhetiink réla, hogy a besugarzas, és az emisszid kozott milyen mértékben
képes elfordulni. Az ilyen mérések elénydsek makromolekuldk és fluoreszcens
kismolekulak kdlcsonhatasdnak detektaldsara, mivel a méretvaltozassal egylitt a molekuldk
mozgékonysaga is valtozik. Kisérleteink sordn ezt a modszert az IMEY# fehérje és a
specifikus DNS kolcsonhatasat jellemzo stabilitasi allando becslésére alkalmaztuk.

Egy molekula anizotropidja az alabbi médon adhat6 meg:

i lyy — Iyn (2)

ahol r az anizotropia, Iy, a vertikalis, mig I}y a horizontalis intenzitas.

200-200 pl egyedi mintakat allitottunk 6ssze 96-lyuka mikrolemezeken (96 well
polystyrene non-binding flat-bottom black microplates (Greiner Bio-One)). 474 — 490 nm
gerjesztési és 510 — 550 nm emisszios sziiroket hasznaltunk és egy 6-karboxilfluoreszcein
(FAM)-kapcsolt 28 bp méretli DNS molekula fluoreszcencidjat kovettilk nyomon névekvd
mennyiségli IMEY# cinkujj fehérje jelenlétében egyedi mintdkat Osszeallitva. A DNS-t a
fluoroforral jelzett 5-FAM-CCGAGGCAGAATTCGTTCTGCCTCAG-3’ és
5-TAMRA-CTGAGGCAGAACGAATTCTGCCTCGG-3' (tetrametilrodamin)

oligonukleotidok hibridizalasaval kaptuk meg (Invitrogen).

4.5 Tomegspektrometria

A tomegspektrometria azon alapszik, hogy az eltéré tomegl és toltésti gazfazisu
ionok — elektromagneses tér hatdsara — tomeg/toltés hanyadosuk alapjan egymastol eltérd
1d6 alatt érik el a detektalas helyét. A modszer nagy érzékenységi (akar fg tomegli minta
meghatarozhat6), széles tomegtartomanyu, jol reprodukélhato, szelektiv, valamint
elvalasztastechnikai  moddszerekkel, igy példaul gazkromatografiaval (GC-MS),
folyadékkromatografiaval (LC-MS) vagy kapillaris elektroforézissel (CE-MS)
kombinalhatd. A tomegspektrométerek harom f6 része az ionforrés, analizator és detektor.
A mérés 1épései a kovetkezok: a vizsgalanddé mintabol ionokat hozunk 1étre, majd ezeket a
kiilonbozé tomeg/toltés aranyuknak megfeleléen elvalasztjuk. Az ionokat ezutan
detektaljuk, majd az 6sszegylijtott adatokbol kirajzolodik a tomegspektrum. Munkénk soran

egy HPLC-vel 6sszekotott elektropray ionizacios (ESI) ionforrassal ellatott TOF (Time Of
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Flight) detektorral iizemeld Premier Q-Tofl Waters és egy TriVersa NanoMate (Advion)
chip-alapos ESI-MS  feltéttel ellatott LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Scientific)
tomegspektrométerrel dolgoztunk. Az ESI-MS lagy ionforrasnak koszonhetden
vizsgalhatok makromolekuldk anélkiil, hogy fragmentacié kovetkezne be. Méréseinket
R=120000 (400 m/z-értéknél) felbontissal végeztilk. Tomegspektrometria sordn csak
illékony pufferek alkalmazhatok, igy a méréseket megeldzden a fehérjemintdk pufferét
puffercsere segitségével cseréltik ki 100 mM ammoénium acetat, (pH 8,1) vagy 2 mM

ammonium-hidrogén-karbonat (ABC) (pH ~7,8) pufferre az F1.5 fejezetben leirtakhoz

crer

crer

ugyanezen programcsomag Freestyle 1.6 programja segitségével végeztiikk. A fémmentes
fehérjék molekulatdomegeit monoizotopos forméaban is megadtuk, mig a fémtartalmu
fehérjék esetében a dekonvolticioval kiszamitott és a szimuldlt tomegspektrumok
legnagyobb intenzitdst MH" cstcsaihoz rendelhetd molekulatdmegeket hasonlitottuk dssze
(18. abra). A fémtartalma fehérjekomplexek molekulatomegeinek kiszamitdsakor a

fémionok toltésével egyenértékli szamu protont vontunk ki az 6sszegképletbdl.

100 Mért, dekonvoltcié utani
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18. abra: Fémtartalmu fehérjemintak ESI-MS tomegspektrumainak reprezentativ kiértékelése. Feliil a mért,
és dekonvoltcidval egyetlen MH" részecskére visszafejtett fehérjeminta izotopeloszlasa lathatd, mig alul
ugyanezen fehérje szimulalt eloszlasa. A legintenzivebb szimulalt és mért izotopcsticsok molekulatdmegeit
hasonlitottuk 6ssze munkank soran (vilagoskék hattér).
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Amennyiben a fehérjeszekvenciat alaposabb vizsgalatnak akartuk alavetni, MS/MS
méréseket 1is végeztiink iitkozés-indukalt disszocidciéos (CID) modszerrel 30 eV

gyorsitofesziiltség mellett. Ekkor R = 30000 felbontassal (400 m/z-értéknél) dolgoztunk.

4.6 Izotermalis kalorimetria

A fehérje-fémion kolcsonhatasok vizsgalataban az izotermalis titralasos kalorimetria
(ITC) eldnye, hogy oldatfazisban, immobilizalas ¢és egyéb modositasok nélkiil is
végrehajthato. A titralas soran a kotéhelyek szama, a kolcsonhatas erdssége (1gfh) és egyéb
termodinamikai paraméterei (entalpia AH, szabadentalpia AGo, entropia, ASo, allando
nyomason mért fajlagos hdkapacitas kiilonbség AC,) is meghatarozhatok. Tovabbi eldny,
hogy kozvetlen informéciot szolgaltat, fenntartasi koltsége pedig alacsony.

A kaloriméterben egy referencia és egy mérdcella taldlhatd, melyek koziil elébbibe
vizet utdébbiba a vizsgalando fehérje vagy oldatat toltjiik. Mivel a viz hdékapacitasa
nagysagrendekkel nagyobb a vizsgalanddo komponensénél, ezért nem sziikséges a
referenciacellaba és a mérdcellaba teljesen azonos oldatot tolteni. A mérdcella tartalmahoz
— folyamatos kevertetés mellett — egy automatikus injektorral adagoljuk a kolcsonhato
partner oldatat (mérdoldat). Tultoltéses titralas soran a mérdcellat teljes mértékben feltoltjiik
a mérendd oldattal, igy minden injektalasi 1épés soran a befecskendezett térfogattal azonos
térfogat kiszorul a cellabol. Ebbdl adddoan a titralas teljes térfogata allando lesz, azonban a
kezdeti titralt minta anyagmennyisége fokozatosan csokken, amit figyelembe kell venni a
szdmolasoknal.

A mérés soran mindkét cellat kis mértékben fiitjiik. A cellak hémérséklete ezredfok
pontossaggal megegyezik, és a mérés soran ennek az allapotnak a fenntartasdhoz sziikséges
fitételjesitményt mérjilk. Amennyiben nincs reakcid, a mérdcellat a referencia
fiitételjesitményével megegyezé mértékben fiitjiik. Ha endoterm reakcid zajlik le a
mérdcellat kell jobban fiiteni, mig ha exoterm, akkor csak olyan mértékben, hogy
megfeleljen a referenciacella hdmérsékletének.

A titralas soran mért hdvaltozds egyenesen aranyos azzal, hogy az injektalt
komponens mekkora hanyada 1ép kolcsonhatasba. A titralas vége felé a titrald komponens
egyre kisebb hanyada 1ép kolcsonhatasba, mig végiil csak az oldathigulasbodl szarmazo jel
Iép fel. A titrdlandé ¢és titrdld6 komponens pontos koncentraciojdnak ismerete
elengedhetetlen, valamint célszeri teljesen azonos pufferben azonos pH-n feloldani
mindkettét, hogy a keveredésbdl, ionizacids entalpiavaltozasbol adddo tobbletjel minimalis

legyen. Az injektalasok soran mérhetd ho az alabbi képlettel szamithato:
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AQ = Z AHC 6, 3)
i=1

ahol AH} az i. részecskéhez tartozo entalpia, Sn pedig az i. részecske anyagmennyiségének
valtozasa. A minél pontosabb mérési eredmény elérése érdekében mind a fémion mind a
makromolekula esetében Osszehasonlitd mérés is sziikséges, melynek soran a higulasbol
ad6do hot mérjiik. Altalaban ez utobbi elhanyagolhato.

Az egyensulyi allandd6 meghatarozdsahoz megfeleld tartomanyon belil kell
segitséget:

a=n-|L|-K
[L]- Kq @

ahol a az affinitashoz kapcsolddd paraméter, melynek 1 és 1000 kozott kell lennie, K, a

folyamathoz tartozo6 egyensulyi allando, [L] pedig a ligandum koncentracidja [191].
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19. abra: a, Nyers ITC adatok, ahol a csucsok a meghatarozott idokdzonként torténd injektalasok hatasara
bekdvetkez6 hévaltozast jeldlik; b, a tényleges titralasi gorbe.

A méréskor fontos, hogy helyesen valasszuk meg az injektalasok hosszat, azaz, hogy
egy egységnyi ligandum térfogatot milyen sebességgel adagoljon a rendszer, kiillénben a
kapott valaszjel a mérhetd tartomanyon kiviil esik. Az is fontos, hogy elegend6 i1do teljen el
két injektalas kozott, maskiilonben nem tudjuk meghatarozni a késébbiekben az alapvonalat
(19. abra a,). A mérés soran kapott csucsok alatti teriileteket integralva kapjuk meg a
tényleges titralasi pontokat, amelyekkel elvégezhetjiik az illesztést (19. abra b,).

Méréseinket egy kis térfogatt NanolTC (TA) késziilékben hajtottuk végre
25+0,1 °C-on tultoltéses moddban, 350 RPM kevertetés mellett. 50 pl mérdoldatot
injektaltunk 0,5-2,5 pl adagokban (100-20 adatpont) 170 ul mintdhoz. 10 mM HEPES
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(pH 7,40) pufferben dolgoztunk, igy a szamitdsoknal figyelembe kellett venni a HEPES
protonalddasanak relative magas entalpigjat is (1d. F1.3 fejezet). A puffert szirt,
gazmentesitett vizben oldottuk fel, majd a nyomnyi fémszennyezést 5 mg/dm® Chelex® 100
kationcseréld gyanta (Sigma-Aldrich) segitségével tavolitottuk el 30 perc 25 °C inkubacio
soran. Ezt kovetéen az oldatot 0,22 pum MF-Millipore vegyes cellul6z membransziiron
szlrtiik at (Merck). A fehérjemintak pufferét ultrasziirés segitségével cseréltiik le a fentiek
szerint elkészitett pufferre. Amicon 3K 0,5 ml szliréket (Merck) hasznéltunk (14000x g,
15 °C, 6% 5 perc), és az utolsd sziirési 1épésben kinyert atfolyo szolgalt hattérként az ITC
A mérdoldatokat (AgClOs vagy EDTA) a fenti pufferrel higitottuk az alkalmazott
koncentraciora. Az EDTA koncentraciot komplexometridsan hatdroztuk meg Pb(NOs)>
titralas sordn, mig az AgClO4 mérdoldatot csapadékos titralassal KCl segitségével. Minden
merést legalabb haromszor ismételtiink meg, a mérések kozott pedig viz-viz, valamint
Ca(II)-EDTA referenciatitralasokat hajtottunk végre, hogy igazoljuk sikeriilt-e megfeleléen
kitisztitani a cellat. Az injektalasok k6zott minden esetben elegendd id6t vartunk (5-24 perc),
hogy az egyensuly biztosan bealljon (és a valaszjel visszajusson nulla értékre). A hossz
injektalasi intervallumok esetében referenciatitralasok segitségével vettiikk figyelembe a
diffuzio hatasat. A kontrol mérések erds negativ Pearson korrelaciét mutattak (r =—0,715),
igy minden esetben korrigdltuk a mért értékeket, ha 5 percnél hosszabb idd telt el két

injektalas kozott (F1. abra).

4.6.1 ITC adatok értékelése
A késziilék Nano Analyze programja (TA Instruments) szamos kotési modellt
tartalmaz, de ezek nem voltak alkalmasak, a rendszerilink leirdsara bonyolultabb esetekben.
Az IMEY#-EDTA titralasoknal egy analitikusan megoldhatd kompeticiés modellel

szamoltunk. A titralas soran az alabbi folyamatok jatszodhatnak le:

Zn31MEY# + EDTA" = Zn,1MEY# + ZnEDTA" (5)
Zn,1IMEY# + EDTA" = Zn1MEY# + ZnEDTA" (6)
Zn1MEY# + EDTA" = ZnEDTA* + 1MEY# (7)

ahol EDTA" az EDTA aktudlis protonaltsagi allapotat jel6li. Amennyiben feltételezziik, hogy
a harom cinkujj azonos erdsséggel koti a Zn(Il)-t egymadstol fiiggetleniil a reakciod
egyszeriibben is felirhato k6t6helyekre, ahol IMEY#' az IMEY# cinkujj fehérje egy cinkujj
alegységét jeloli.
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Zn1MEY#' + EDTA* = ZnEDTA* + 1MEY#' (8)
A 8. egyenlet alapjan egy egyszerli kompeticiés modell is hasznalhat6, ahol az egyensulyi
koncentraciok analitikusan kiszamithatok, mig a AH és lgp’ értékek az Excel Solver
bévitményével (Microsoft) illeszthetok. A részletes levezetéseket a szakirodalombdl vettiik
at [192], csupan a (AQ;) hovaltozast leird egyenleteket mddositottuk, hogy megfeleléen
jellemezze a tultoltétt NanolTC-ben végrehajtott titralast (9. egyenlet).

AQ; = (Vo “Cznan,0,i *¥znimey# i — Vo = Vi) * Cznan,0i-1 'x[anMEY#’],i—l) “AHyrc + ©)
+(Vo * cznan,o,i * X[znEprali — Vo — Vi) * Cznan,oi-1 * X[znepTAli-1) " AH[znEDTA]
ahol V, a kiindulasi cellatérfogat, v; az i injektalas térfogata, cznap,o; a Zn(Il)
totdlkoncentracioja az i. injektalast kovetden, czn(i)0,i—1 pedig ugyanaz az 6sszkoncentracid
az (i — 1)™ injektalas utan, X[zn1MEY#]i @ Zn(I)-kotott cinkujj alegység moltortje az i.
injektalast kovetden, X[znepral; pedig a ZnEDTA" komplex moltdrtje az i. injektalas utan,
AHiznepra) @z entalpiavéltozasa ZnEDTA" komplex képzédése soran, amit
referenciatitraldssal hatdrozhatunk meg, AHjpc pedig az 0Osszes egyéb folyamat
entalpiavaltozésa, ami a Zn(Il) felszabaduldsa soran lejatszodik. A tényleges cinkujj
alegység Zn(Il)-kotéséhez tartozd AHz,impyw entalpiaértéket a AHype  értékbol
hatarozhatjuk meg (Id. F1.3 fejezet). Az Ag(]) titraldsa sordn egy egyszerli kompeticios
modell nem volt elegendd, igy itt a PSEQUAD program alapjan szdmoltunk, amit a

kovetkezo alfejezetben mutatok be részletesen.

4.7 Egyensulyi szamolasok
Az egyensulyi allandokat a PSEQUAD program segitségével szamitottuk [4],
amennyiben UV-Vis abszorbancia, fluorimetria, cirkularis dikroizmus spektroszkopia vagy
EMSA adataink voltak. Az ESI-MS ¢és az ITC mérések illesztésére a PSEQUAD program
nem alkalmas, igy ezeket a méréseket Excel-ben értékeltiik ki, de a PSEQUAD programban
is alkalmazott anyagmérleg egyenletek alapjan.

Els6 Iépésként Osszeallitottuk a részecskematrixot, és kozelitd értékeket adtunk meg
minden a@ részecskematrixban szerepld j. részecskének a B latszolagos stabilitasi
allandojara.

calc s

Ezt kévetéen minden 7. komponens (cg'¢ ;') 0sszkoncentraciojat kiszamoltuk minden

i. titralasi pontban felirva az anyagmérleg egyenleteket:
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n k 10

lc _ aj
g2t = > | [lemd] "

j=1 m=1
ahol n a részecskek ¢€s komponensek szamanak 0sszege, k a komponensek szama €s @, a
sztochiometriai érték, ami meghatarozza az m. komponensek ¢€s j. részecskék szamat. Ezt
kovetéen minden ¢ komponensre minden i. titralasi pontban felirtuk a kiilonbséget a
kiszamitott és a ténylegesen mért 0sszkoncentracié kozott:

fii= calc _ ~exp 11

i = Lot 0,t,i
Ezutan az egyenstlyi koncentraciokat Newton-Raphson modszer segitségével
optimalizaltuk oly médon, hogy az f; ; értékéke minimalis legyen:
f tiy 12

[Cm'i]yﬂ - [Cm'i]y - fiiy

ahol [cm‘i] a [cm,i] egyensulyi koncentracio az (y + 1). iteracios 1épésben, [cm,i]y pedig

y+1
a [Cm,l-] egyensulyi koncentracio az y. iteracios lépésben. f;;, a mért és szamitott
osszkoncentraciok (f;;) kozti kiilonbsége az y. iteracios lépésben és f;; , f; ; els6 derivaltja
az y. iteracios lépésben, ami analitikusan megoldhat6.

Az iteraciot mindaddig ismételtiik, amig a 13. egyenlet nem teljesiilt (PSEQUAD
alapjan):
13

Cexp _ (calc
0,t,i 0,t,1,y
exp
CO,t,i

<5-107*

Miutan meghataroztunk minden egyensulyi [cm,i] koncentraciot, egy kozelito értéket
adtunk meg minden ;. részecske AH; entalpidjara. Ekkor a mért hdvaltozasok tultsltott cella

esetén az alabbi egyenlet szerint szamolhatok:

n k k
AQ; = Z AH; - (ﬁ} H[Cm,i]ajm> Vo — (ﬁ} H[Cm,i—l]ajm> - (Vo — Ui)} 14
=1

m=1 m=1
A latszolagos stabilitdsi allandok és entalpidk finomitasa ezt kdvetden mar

megoldhatova valt az Excel Solver bévitményével.
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5 Eredmények

5.1 Ni(II)-indukalt hidrolizis megvalésitasa cinkujj fehérjékben

Az in vitro biotechnologiai, biokémiai kutatisokban felhasznalt fehérjék a
legegyszeriibben sejteken beliil allithatok el6. Ahhoz, hogy a célfehérje egyszertien
kinyerhetd legyen a sejt tobbi fehérjéje koziil, altalaban peptid,- vagy fehérjealapt
affinitastoldalékot kapcsolnak hozzd a rekombinans DNS technolégia modszerét
felhasznalva. Az ilyen toldalékok a késObbi vizsgalatok soran befolydsolhatjak a fehérje
szerkezetét, miikodését, oldatkémiai tulajdonsagait, igy a tisztitast kovetden célszerii
eltavolitani azokat. Munkam elsd részében arra kerestem a valaszt, hogy a szakirodalomban
jellemzett X|(S/T)XH aminosav motivum Ni(Il)- és Cu(Il)-indukalt szelektiv hidrolizise
alkalmazhat6-e cinkujj fehérjék tisztitasa soran, valamint, hogy ez a reakcid minden
szempontbol azonos végterméket szolgaltat-e egyéb klasszikus toldalék hasitasi technikaval,

mint példaul a sumoilacid [148-151] melynek részletes leirdsa az aldbbiakban olvashato.

5.1.1 Gének tervezése, fehérjetisztitas
A vizsgalt cinkujj fehérje harom alegységbdl épiilt fel, aminosav szekvenciaja
hasonl6 az IMEY PDB (Protein Data Bank) koddal jelolt fehérje-DNS kristalyszerkezetben
talalhato cinkujj fehérjéhez [1], de a 3. cinkujj alegységben két aminosavcserét hajtottunk
végre (H99N; S101V) (Id. F1.1 fejezet). A modositasra azért volt sziikség, mivel az eredeti
IMEY fehérje 3. cinkujj alegységben is talalhato volt két tovabbi potencialis X|(S/T)XH
hasitasi hely, igy a fehérje itt is elhasadhatott volna a hidrolizis soran [193]. A tovabbiakban

a modositott fehérje elnevezése IMEY#.

A, pET16b-P-1MEY#
AMEY# Stop
AGGAGATATACCATGGGC AGICAGCGGCCATATCGAAGGT. . .303bp. . .AAAAAAACCTCTTAAGGA
M G O R E F R S ciamnsmeeen 5 X 7 8B %

SGHIEGRHMLEPGEKPYKCPECGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKP YKCPECGKSF SQSSDLQKHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSRSDNLVRHQRTHTGKKT S

Ni(Il)

b, pETM11-SUMO3 -1MEY#

SUMO3 toldalék BamHI 1AMEY# Stop Xho!
ataccATGaaa ...90bp...300bp....cagaccggtggafkcCGGCCATATCGAAGGT. . .303bp. . .AAAAAAACCTCTTAAGGActcgagcaccacc
M K H B :H B H H .ooceevenvesasmmes B T 6 WIS G H T B (Gies s mies st K K T 8 *

20. abra: Az eléallitando fehérjék szekvenciaja, €s az azokat kodolo gének elhelyezkedése a bakterialis DNS
hordozokban. a, pET16b-P-IMEY#; b, pETM11-SUMO3-1MEY#.
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A fehérjét kodold gént a Ni(Il)-indukalt hidrolizis tanulmanyozasa céljabol egy pET-
16b DNS hordozdba (vektorba) épitettik be. A kifejezddés soran egy N-termindlis
dekahisztidin toldalékkal és az eldzdleg emlitett S|SGH aminosav szekvenciaval egyiitt
képzddik a fehérje (20. abra a,), melynek elnevezése His-1IMEY#. Annak érdekében, hogy
a reakcido Osszehasonlithatd legyen egy enzimalapi poszttranszlacios fehérjetisztitasi
eljarassal, a fehérje génjét pETMI11-SUMO3 hordozdba is beépitettik, ami egy
hexahisztidin toldalék mellett egy SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) N-terminalis
fehérjetoldalék hozzékapcsolodéasat is eredményezi (sumoilacid) az IMEY# cinkujj
fehérjéhez (His-SUMO-1MEY#) (1d. F1.1 fejezet). Ez a toldalék késdbbiekben az ULP1
protedzzal specifikusan lehasithato (20. abra b,) [194]. A His-1MEY# ¢s His-SUMO-
IMEY# fehérjéket BL21 (DE3) E.coli sejtekben termeltettiik. A deka-, illetve hexahisztidin
toldalék lehetové tette a Ni(Il)-affinitds kromatografia alkalmazasat a tisztitas soran. Az
ULPI proteaz a fehérjékkel azonos modon fejezhetd ki és tisztithatd, mivel szintén
rendelkezik hexahisztidin toldalékkal az N- €és C-termindlis végein (1d. F1.2 fejezet)
(F2. tablazat).

5.1.2 Ni(II)-indukalt hidrolizis és desumoilacioé 6sszehasonlitasa

A His-IMEY# cinkujj fehérjét Zn(II)-kotott forméban sikeriilt kitisztitanunk, mivel
arendezett Bfa masodlagos szerkezetre jellemzd CD spektrummal rendelkezett a minta, ami
csak a fehérje holo formédjaban alakulhat ki (F4. abra). A Ni(II)-indukalt hidrolitikus hasitasi
reakciot 100 mM HEPES (pH 7,4 és 8,2 pH) pufferben 37 °C és 50 °C-on vizsgaltuk
10x Ni(II) felesleg mellett. Fiziologias koriilmények kozott (pH 7,4; 37 °C) a reakcid lassu
(ti2 ~11 nap), mig pH 8,2-n 50 °C-n harom nap alatt a fehérje kozel 100%-ban atalakul
(ti2~7,5 ora) az SDS-PAGE vizsgalat alapjan (21. abra a,). A tomegspektrometrids mérések
alapjan a reakcio f6 terméke a — varakozasoknak megfelelden a — 12-es és 13-as szerin kozott
elhasadt fehérje (21. abra d,). A tobbnapos 10x Ni(Il)-felesleg jelenlétében végrehajtott
inkubacid6 nem befolydsolta a cinkujj fehérje alegységek szerkezetét, azok tovabbra is
Zn(II)-t kotottek meg. Ni(Il)-kompeticio a cinkujj alegységekért nem volt megfigyelhetd,
ami a cinkujj fehérjék Zn(I)- és Ni(II)-komplexeire jellemzd stabilitasi allandok kozti ~4-5
nagysagrendbeli eltéréssel magyarazhatd [21]. Emellett a cinkujj fehérje 0j N-terminalis
végén kialakult egy Ni(I1)-k6td ATCUN motivum (21. abra e,). A Ni(I)-indukalt szelektiv
peptidhidrolizis és a SUMO toldalékot specifikusan lehasitani képes ULP1 protedzzal
torténd kezelés azonos végterméket eredményezett. Az SDS-PAGE képek alapjan a
hasitasok szelektivitasdban sem mutatkozott jelentds eltérés (21. abra a, b,). A termékek
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CD spektruma azonos volt, a fragmensek molekulatdmege ESI-MS vizsgalatok alapjan
megegyezett savanyitott kozegben (21. dabra d,f,)(2. tablazat), mig pH ~7,7-en azonos
modon kotottek harom Zn(I1)-t és egy Ni(II)-t (21. abra e,g,)(2. tablazat).

2. tablazat: Ni(I)-indukalt szelektiv peptidhidrolizis és ULP1 enzimmel végrehajtott hasitas soran képzddott
IMEY# fehérjék ESI-MS vizsgélata.

Elméleti Ni(II) ionokkal ULP1 enzimmel
molekulatomeg (Da) hasitott fehérje (Da) hasitott fehérje (Da)
apo IMEY# 11486,5 11487,0 11486,6
IMEY# + Ni(Il) + 3 Zn(I])* 11733,2 11733,0 11733.,3

* _ 8 proton.
Erdemes megemliteni, hogy az ULP1 enzimmel hasitott IMEY# fehérje az
N-terminalis ATCUN motivumaban Ni(I)-t kotott, annak ellenére, hogy a reakcidelegy nem
tartalmazott hozzéaadott Ni(Il)-t, igy azt a szakaszos (batch) Ni-affinitas fehérjetisztitashoz
hasznalt Ni(Il)-nitrilotriacetat (Ni-NTA) gyantdbol vette fel. Ez Osszhangban van az
irodalmi adatokkal, mivel az ATCUN motivum (lgf = 19,19 — 23,37) ~10 nagysagrenddel
erdsebben koti a Ni(IT)-t, mint az NTA (Igf = 10,75 — 11,54) [134-144,195-196].

a’ . b’ c!
HIs“IMEY# His-SUMO-1MEY# 4
b = b = — 1MEY# (ULP1 hasitott)
Q ~ Q a. 3 = .
=] = |13 — 1MEY# (Ni(ll) hasitott)
] Ll
= + = - 2
[ 35 kDa E 1
— 25 kDa - Es
— o
20 kD@ o,
15 kDo - 144 kDa - .
10 kD@ 5
180 190 200 210 220 230 240 250 260
Hullamhossz (nm)
d, e, f, g,
100+ AMEY# 100 ’1MI_EY# . , 1IMEY# — ,1MEY#
11487,0 + Ni(ll) + 3Zn(11) 11486,6 + Ni(ll) + 3Zn(ll)
‘11733,0 11733,3
=2 5 X 754 X 754 R 754
o 2 @ [7)
= 1MEY# = = pl
5 +Ni(ll) . 3 5
£ 509 E 50 E50 £ 50
= 11543,5 S s E
© © © B
& %4 & 25 & 25 $ 2]
ol Ll o o, ,
11400 11700 12000 10000 12000 14000 11400 11600 11400 11600 11800
m/z m/z m/z m/z

21. abra: Ni(Il)-indukalt szelektiv peptidhidrolizis és ULP1 enzimmel torténd hasitas dsszehasonlitasa a, A
His-IMEY# fehérje Ni(II)-indukalt hidrolizis el6tt és utan Tricin-SDS-PAGE modszerrel vizsgalva. c(His-
IMEY#) = 40 pM; ¢(ZnCly) = 100 pM; ¢(NiCL) = 100 uM; 100 mM HEPES (pH 8,2); 72 6ra; 50 °C; b, Ni-
NTA gyantara kotott His-SUMO-1MEY# fehérje hidrolizise ULP1 proteazzal Tricin-SDS-PAGE modszerrel
vizsgélva. 100 mM HEPES (pH 8,2); 150 mM NaCl; 60 mM imidazol; 16 6ra; 4 °C; 2 RPM; ¢, IMEY# cinkujj
fehérje CD spektruma Ni(IT)-indukalt szelektiv peptidhidrolizis és ULP1 enzimmel torténd hasitas utan. A
fehérjekoncentraciot 18,8 pM-ra normaltuk. 10 mM HEPES (pH 7,4); / = 0,1 mm. A Ni(II) hat4sara hidrolizalt
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His-IMEY# fehérje ESI-MS vizsgalata d, 0,1 (V/V)% hangyasav jelenlétében, e, 100 mM ABC (pH 8§,1)
pufferben. ULP1 enzimmel hidrolizalt His-SUMO-IMEY# fehérje ESI-MS vizsgalata f, 0,1 (V/V)%
hangyasav jelenlétében, g, 10 mM ABC (pH 7,9) pufferben.

Emellett a Ni(II)-komplex kinetikailag inertnek bizonyult, mivel a mintat 0,1 (V/V)%
hangyasavval kezelve 5 perc elteltével még ~50% relativ intenzitissal detektalhatd volt a

Ni(II)-tartalmu fehérjéhez tartozo cstcs az ESI-MS spektrumokon (21. abra d,).

5.1.3 ATCUN motivum és cinkujj alegységek fiiggetlenségének vizsgalata

Az a tény, hogy a Ni(Il) még savas koriilmények kozott sem tavozott el teljes
mértékben az IMEY# fehérjébdl az ESI-MS alapjan (21. abra d,) fontos a tovabbi kisérletek
szempontjabol. Igy alaposabban megvizsgaltuk, hogy a fehérjében talalhaté cinkujj
alegységek és az ATCUN motivum fémkotése mennyiben kiilonithetd el egymastol. Az N-
termindlis ATCUN motivum Ni(Il)-komplexének képzddése megndveli az UV-Vis
abszorbanciat 280 nm-en, illetve egy 0j kis intenzitdsu sav is észlelhetd a lathatd
hullamhossz tartomanyban ~400 nm kornyékén (FS. abra a,). A fehérjét 66 ekvivalens
EDTA-val kezelve ~400 oraba telt, amig sikertilt elérni a teljesen Ni(II)-mentes fehérje UV-
Vis spektrumat (FS. abra b,). Az ESI-MS spektrumok alapjan a holo IMEY# fehérjét 12,5
ekvivalens EDTA jelenlétében sem sikeriilt Ni(II)-mentes fehérjeformaban azonositani 30
perc inkubaciot kovetden sem. Mindekdzben a fehérje Zn(Il) tartalmat fokozatosan
komplexalta az EDTA (F6. abra). Mindezek a tapasztalatok arra utalnak, hogy az ATCUN
motivumban kotott Ni(II) termodinamikailag stabilis, valamint nagy inertségének is
koszonhetéen nem szabadul fel a fehérjébol. Igy lehetséges a cinkujj fehérjék Zn(II)-

affinitasdnak meghatarozasa Ni(Il) jelenlétében.

5.1.4 Cu(II)-Ni(II) csere a hidrolizalt cinkujj fehérjében

Igazoltuk, hogy a cinkujj fehérjék tisztitasa megvalosithato Ni(Il)-indukalt szelektiv
hidrolizis révén, amennyiben a szekvencia tartalmaz X|(S/T)XH aminosav motivumot,
valamint, hogy a Ni(II) nem Iép kompeticidba a cinkujj alegységekért a Zn(II)-vel a reakcio
soran. Habar a szakirodalomban bemutatasra kertilt a hidrolizis Cu(Il)-vel is rovid peptideket
felhasznalva [151], a reakciot cinkujj fehérjével nem tudtuk megvalositani. A Ni(II)-vel
analog moddon végrehajtott inkubécido soran Cu(ll) felesleg jelenlétében a His-IMEY#
cinkujj fehérje masodlagos szerkezete pillanatszerien Osszeomlott és a fehérje
aggregalodott. Ezt kdvetden nem tudtuk ismételten oldatba vinni, emiatt az SDS-PAGE
képeken nem lathatok fehérjesavok (22. abra). Hasonl6 reakciokat cinkujj fehérjével nem

vizsgaltak a szakirodalomban, de az amb2 fehérje cisztein-, ¢és hisztidintartalmt fémkotd
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motivumat modellezd peptid vizsgalata alapjan megfigyelhetd volt, hogy a Cu(Il) oxidalta a
fehérje ciszteinjeit. Ezzel intra-, és intermolekularis diszulfid-hidak alakultak ki, mikézben
a Cu(Il) Cu(I) oxidacios allapotba redukalodott [106]. A redukciot kovetden a "szoft"
karakterti Cu(I) effektiven versengett a Zn(II)-vel a fehérjében €pen maradt ciszteinekért,

tovabbi szerkezeti 0sszeomlast eléidézve [104].

His-1MEY#
£ | =| 35
< = | =
= + +
G
20 kD@ e
15 kDa e D __C)

10 kDaww

22. abra: A Ni(Il) és Cu(Il) jelenlétében inkubalt His-1MEY# fehérjék 6sszehasonlitdsa Tricin-SDS-PAGE
modszerrel.

Megvizsgaltuk, hogy a Ni(II)-indukalt hidrolizist kovetden az ATCUN motivumban
kotott Ni(ID) helyettesitheté-e Cu(I)-vel, azaz keriild aton létrehozhatd-e Cu(II)-ATCUN
komplex. A szakirodalmi adatok alapjan az ATCUN-Cu(Il)-komplex termodinamikai
stabilitasa még a Ni(II)-komplexnél is ~5 nagysagrenddel nagyobb [134-139,141-143]. gy
feltehetden nagyobb valdsziniiséggel kotodik egy szabad Cu(Il) a szabad ATCUN
motivumhoz, minthogy kompeticidba 1épjen Zn(II)-vel a cinkujj alegységek ciszteinjeiért.
Ehhez 1 6ran keresztiil 50 °C-on 100x EDTA felesleg mellett inkubaltuk a holo IMEY#
fehérjét 0,1 mM trisz(2-karboxietil)-foszfin (TCEP) jelenlétében, hogy eltavolitsuk a
fehérjében kotott Ni(I)-t és Zn(I)-t, majd puffercserét kovetden ZnCl, adagolasaval
helyreéllitottuk a fehérje masodlagos szerkezetét. A TCEP redukéldszerre a cinkujjak
ciszteinjeinek megvédése érdekében volt sziikség, mivel Zn(Il)-hidnydban a fehérje
érzékeny az oxidaciora [197]. A tomegspektrometrias mérések alapjan a kezelést kdvetden
a fehérje 80%-a csak harom Zn(II)-t kotétt meg, azonban 20% -ban még tovabbra is jelen
volt az ATCUN motivumhoz koordindlodé Ni(Il), ami szintén a komplex kinetikai
inertségére utal (23. abra a,). A kezelést kovetden kialakithatd volt a fehérje 100%-ban
Ni(IT)-kotott formdja, amennyiben pedig a kiinduldsi 3 Zn(II)-t tartalmazo fehérjéhez

0,8 ekvivalensnyi Cu(Il)-t adunk, egy 1j csucs jelent meg a tomegspektrumban, ami az
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IMEY# cinkujj fehérje Cu(Il)-komplexéhez volt kothetd (23. abra b, ¢,). A kiindulasi
elegyben jelenlévd Ni(Il)-tartalmu forma is megfigyelhetd 5 Da tdvolsagra a Cu(Il)-tartalmu
fehérje csucsatol. A mért molekulatomegek jo egyezést mutattak az elméleti értékekkel

(3. tablazat).

3. tablazat: Az IMEY# cinkujj fehérje Zn(II)-, Ni(II)- és Cu(I)-komplexeinek ESI-MS vizsgélata.

Elméleti molekulatomeg (Da) Mért molekulatomeg (Da)

IMEY# + 3 Zn(II)° 11676,3 11676,4
IMEY# + 3 Zn(Il) + Ni(I)* 11733,2 11733,2
IMEY# + 3 Zn(IT) + Cu(I)* 11738,2 11738,2
© _ 6 proton;
* — 8 proton

A mérés idétartama soran nem volt megfigyelhetd a Zn(Il) szubsztiticidja, az
tovabbra is a cinkujj alegységekhez koordinalddott. A hipotézisiink, miszerint a Cu(II)

elsésorban a szabad ATCUN motivumhoz kotddik, helytallonak bizonyult.

a b c

H b H
100 — IMEY# 100+ —1MEY# 100+
— +32Zn(ll) g +Ni(ll) + 3 Zn(ll)
] 11676,35 ] 11733,20
& 75 R 75 X 75]
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E 50 £ 504 E 504 1MEY:
2 ] 2 ] 2 ]+Ni(l)+32n()
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0 Lol Ao . , : : 0 : : 0
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23. abra: IMEY# fehérje vizsgalata ESI-MS modszerrel: a, amennyiben a fehérje fémtartalmat elézetesen
100x EDTA felesleg segitségével eltavolitottuk, majd Zn(II)-vel telitettiik; b, Ni(I)-telités utan. ¢, Cu(Il)-vel
torténd telitést kovetden. Az IMEY# cinkujj fehérje masodlagos szerkezetének alakulasa CD spektroszkopia
segitségével kovetve: d, 0,8 ekv Cu(Il) jelenlétében. c(IMEY#) = 14 uM; 10 mM ABC (pH 7.,9); / = 0,1 mm;
e, 0,8 ekv Cu(Il) és 1 ekv specifikus DNS jelenlétében. c(IMEY#) =10 uM; 10 mM HEPES (pH 8,2);
/=0,1 mm; A DNS CD spektrumat a mért spektrumokbdl kivonva kaptuk meg a szaggatott vonallal jelzett
kiilénbségi spektrumokat.

Tobbnapos inkubacid hatasara az igy eldallitott Cu(Il)-tartalmt fehérje masodlagos

szerkezetének kismértékli valtozasa figyelhetd meg. Ennek oka feltehetéen, a Cu(Il) és
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ciszteinek kozott fellépd lassu redoxireakcid lehet, azonban ez a folyamat visszaszorithato
volt amennyiben a cinkujj fehérje a specifikus DNS célszekvenciajahoz kotddott
(23. abra d, e). Ez a jelenség azzal magyarazhatd, hogy a fehérje-DNS kdlcsonhatas
novelhette a Zn(I1)-kotés stabilitasat is, amit a késObbiekben alaposabban tanulmanyoztunk
(1d. 5.2.3 fejezet).

Osszességében tehat elmondhatd, hogy sikeriilt kialakitani a Cu(Il)-komplexét egy
ATCUN motivummal rendelkezd cinkujj fehérjének oly modon, hogy a Cu(Il) csak az N-
terminalis ATCUN motivumhoz ko6tédjon, mig a cinkujj alegységek tovabbra is Zn(II)-t
kotnek meg. Ez az eredmény azért fontos, mert igy a fehérje Ni(Il)-komplexe mellett
lehetdség volt a Cu(Il)-komplex DNS hasitasat is tanulmanyozni a késobbi kisérleteink
soran (1d. 5.6 fejezet).

5.2 Az eloallitott cinkujj fehérje Zn(II)-, és DNS affinitasa

5.2.1 Cinkujj fehérjék Zn(II)-affinitasa

A cinkujj fehérjék Zn(II)-affinitdsdnak meghatarozdsa sordn szamos korlatozé
tényezdvel taldlkozunk. A Zn(Il) kdlcsonhatasa cinkujj fehérjékkel a fémion lezart d-alhéja
miatt nem kovethetdé UV-Vis abszorpcids spektrometriaval. A vizsgalhatd koncentracio-
tartomény limitalt, mivel <uM koncentracioknal a kornyezet nagy Zn(Il)-szennyezettsége
teszi pontatlannd a mérést, mig a mM tartomanyban pH 7,4 felett Zn(OH), csapadék
képzdédik. Ezen kiviil az Zn(II)-mentes apo-formaju cinkujj fehérjék instabilak, kénnyen
aggregalddnak, és amint kordbban emlitettiik, cisztein oldallancaik oxidéciéra hajlamosak.
Ezért javasolt a kisérleteket a holoproteinnel kezdeni megfelelé kompetitor alkalmazasaval
[197]. A puffertd] fiiggden egy vizsgalt cinkujj fehérje hajlamos a kicsapodasra ~20 uM
koncentracio felett. Amennyiben a latszélagos stabilitasi allandé egy cinkujj motivumra
vonatkoztatva nagyobb, mint 10°, kdzvetlen titralas még az apofehérjével sem lehetséges,
kompetitorok alkalmazéasa valhat sziikségessé¢. Zn(II)-tartalmt fehérjék kompetitorokkal
végzett titralasandl, azonban a csererekciok kinetikaja lehet limitalo tényezo [21,68]. A
szakirodalomban kevés adat taldlhato tobb alegységbdl felépiilé cinkujj fehérjék Zn(II)-
affinitdsara vonatkozodan (4. tablazat). Az 6nall6 cinkujj motivumokra vonatkozo értékek
pedig nagyban fiiggnek az alkalmazott modszertdl és a mérési koriilményektol (1. tablazat).

Meéréseink soran abbol indultunk ki, hogy az 1MEY# fehérje harom cinkujj
motivuma egymastol fiiggetleniil, azonos erdsséggel koti meg a Zn(Il)-t. ElsOként a

FluoZin-3, Zn(II)-szelektiv fluoreszcens kelator alkalmazasaval [190] becsiiltiik meg az ily
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modon definialt, egy cinkujj motivumra vonatkozo latszolagos stabilitasi allandot (57pH 7,4).
A kisérleti pontokat kiilonboz6 feltételezett affinitds értékek alapjan szimulalt gérbékkel
Osszehasonlitva a f’pn74 nagyobbnak bizonyult 10°-nél (F7. dbra b,). Mivel az adott
méréssel nem volt lehetséges ennél pontosabb becslés, igy a FluoZin-3-nal a Zn(II)-vel
nagyobb stabilitasu komplexet kialakito kelatorra volt sziikség. A kereskedelmi forgalomban
azonban ilyen fluoreszcens kelator nem érhetd el. Ezért hagyoményos, nem fluoreszcens és
nem kiralis kelatorokat felhasznalva CD spektroszkopiaval vizsgaltuk tovabb rendszeriinket.
Ez a modszer alkalmas az IMEY# cinkujj fehérje holo formajara jellemz6 Bpo masodlagos
szerkezet Zn(Il) eltavolitdsanak hatdsara bekdvetkezd Osszeomlasanak kovetésére. Az
EDTA kelatorral végrehajtott titralds latszolag tal éles toréspontot eredményezett a
végpontban. A CD spektrumok kis jel/zaj aranya nem tette lehetové, hogy stabilitasi allandot
szamoljunk a titralasi gorbébdl (F8. abra). Itt fontos kiemelni, hogy a téréspont ~3
ekvivalens hozzdadott EDTA kornyékén észlelhetd a titralasi gérbén, ami szintén arra utal,
hogy mindharom cinkujj alegységben kotott Zn(Il) felszabadult, azonban a Ni(II) tovabbra
is a fehérje N-terminalis ATCUN motivumaban marad kotott forméban, amint azt az el6z6
alfejezetben is mar bizonyitottuk (Id. 5.1.3 fejezet). Az etilén-glikol-bisz(B-amino-etil-éter)-
N,N,N’,N'-tetraacetat (EGTA) az EDTA-nal két nagysagrenddel gyengébben koti a Zn(1I)-t
(IgfznEGTa = 14,5) [198], ami biztatonak tlint a CD-titralasi gorbe alakjat illetéen. A mérések
soran azonban az egyensuly rendkiviil lassan allt be: 600 x EGTA felesleg 1 ora alatt sem

volt képes teljes mértékben eltavolitani a Zn(I1)-t a cinkujj fehérjébdl (F9. abra).
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szaggatott vonal: 1MEY# 5 ekvivalens EDTA jelenlétében 5 perc inkubaciot kdvetden
c(holo-1IMEY#) =7 uM; 10 mM HEPES (pH 7,4); /=0,1 mm; Az egyedileg &sszeallitott mintakat 12 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk a CD mérések eldtt. b, IMEY# kotohely eloszlasi diagramja a CD
spektrumok 187-194 nm hullamhossz-tartomanyabol szamolva PSEQUAD program segitségével [4]. A 187-
194 nm tartomanyban mért atlag ellipticitds értékek (fekete pontok) Osszehasonlitva a szimulalt ZnIMEY#
kotohely moltorttel (vilagoskék gorbe).

A fenti nehézségek athidalasaként végiill MgEDTA komplex-szel hajtottuk végre a
titralast. Mg(1I)-jelenlétében sikeriilt az EDTA Zn(II)-komplexének latszolagos stabilitasat
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~2 nagysagrenddel csokkenteni, mikdzben a kompeticidé kinetikailag mérhetd
idétartomanyban zajlott le. Mindazonaltal a kiilon Osszeallitott mintdkat 12 o6ran at
inkubaltuk szobahOmérsékleten a méréseket megelézden (24. abra a, b,). A mérési adatok
illesztése soran feltételeztiik, hogy az 1IMEY# cinkujj fehérje harom alegysége azonos
erdsséggel koti a Zn(II)-t, mivel az aminosav szekvencidk nagy hasonlésdgot mutattak
(25.abra). Az igy meghatdrozott latszolagos  stabilitdsi  allando  értéke
(Igf’pn7,4=12,0£0,1) (4. tablazat), nagysagrendjében megegyezett a CP1 modellpeptidre

meghatarozott allandok also kozelitésével.

Aminosav szekvencia

1. cinkujj
2. cinkujj
3. cinkujj

CP1

TMEY#

PYKCPECGKSFSQKSDLVKHQRTHTG

25. abra: Az IMEY PDB kédnevii cinkujj fehérjén [1] alapulé IMEY# cinkujj fehérje aminosav szekvenciaja
Osszehasonlitva a 26 aminosavbol allo Cys,His; tipusu CP1 modell cinkujj peptiddel [65]. Az IMEY# cinkujj
fehérje szekvenciajanak eltérései a CP1-hez képest a DNS-kot6 régioban talalhatok piros hattérrel jelolve. Zold
hattérrel a CP1-gyel megegyez6 aminosavakat, sziirke szinnel a Zn(II)-kotést feltehetéen nem befolyasolo N-
terminalis toldalékot, illetve az alegységek kozotti linkereket jeloltiik.

A CD-titrdlas alapjan meghatarozott Zn(Il)-affinitds érték megerdsitése céljabol
fiiggetlen modszerként ITC kisérletet is végrehajtottunk. A szakirodalmi adatok alapjén a
kompetitiv ITC mérések egy kelator alkalmazasaval optimalisak lehetnek cinkujj fehérjék
Zn(I)-affinitasanak meghatarozasara [21,68], de tudomdasunk szerint ilyen méréseket eddig

cinkujj fehérjékkel nem, csak metallotionein komplexek vizsgalata soran végeztek [199].
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26. abra: a, Az IMEY# cinkujj fehérje reprezentativ titrdlasa EDTA-val, ITC-vel kovetve.
c(holo-1IMEY#) = 10 uM (kék gorbe), illetve az IMEY# ultraszlirés utani atfolyd frakciojanak titralasa (piros
gorbe). 2-2 ul injektalasok 500 uM EDTA mérdoldattal 10 mM HEPES (pH 7,40); b, Az integralt, alapvonallal
korrigalt hévaltozas értékek a holo-IMEY# fehérje EDTA-val torténd titralasa soran (kék pontok), és az
illesztett titralasi gorbe kompeticios titralasi modell felhasznalasaval (fekete gorbe). Az illesztés nem
tartalmazza az els6 két injektalas hdmennyiségét (piros x-ck).

Egy ITC mérés soran a kapott valaszjel szigmoidalis jellegli, az ekvivalenciapontban

érzékeny a valtozasokra. Emiatt lehetségessé valt a holo-IMEY# cinkujj fehérje — EDTA
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rendszerben mért titralasi gorbék illesztése. A kompetitiv ITC mérésnek szamos elénye van
egyeb modszerekkel és direkt titraldsi technikakkal szemben: a kdrnyezetben eléforduld
viszonylag magas Zn(Il)-szennyezés [200], a Zn(OH)> kicsapddasa és a ciszteinek
oxidacidja a mérés koriilményei kozott nem jatszoédnak le, vagy hatasuk konnyen kisziirheto,
igy nem zavarjak a mérést. Tovabba a mérés soran kis térfogatok (=190 pul) és koncentraciok
(>10 uM) alkalmazhatok. Az egyetlen valodi korlatozo tényezd a kompeticios reakcid
szokasosnal lassubb kinetikaja volt. Mig a CD-spektrumok azt mutattak, hogy az egyensuly
gyorsan beallt az IMEY#-EDTA rendszerben, addig az ITC-kisérletekben az egyensulyi
allapot beélltdhoz az egyes injektdlasok utdn kozel 30 perc varakozasra volt sziikség
(26. abra a,) a tipikus 5 perces ITC-id6tartam helyett. Igen nagy eltérések mutatkoznak a
cinkujj—EDTA kompeticios reakciok kinetikajara vonatkozdan a szakirodalomban. Sénéque
¢s Latour szerint, a Zn(II):CP1:EDTA 1:1:1 rendszerben az egyensuly csak 250 perc alatt
allt be (1gf’zacr1, pu 74 = 15,7) [68]. Heinz és mtsai. harom nagysagrenddel gyorsabb
cserereakciorol szamoltak be a CP1-A8 peptidet haszndlva, amelyben a 8. helyen 1évo glicint
eltavolitottdk (1gf’zncpi-as, pu 74 =11,4) [68,201]. Ez arra utalhat, hogy kismértéki
valtozasok az aminosav szekvenciadban jelentdsen befolydsolhatjak a reakcid kinetikajat.

Az integralt ITC titralasi gorbét standard kompeticios modell segitségével
illesztettiik (26. abra b,) (1d. 4.6.1 fejezet). A Zn(II)-ETDA reakcié entalpiajat kiilon
hataroztuk meg (AHz.epta = —17,24 kJ/mol = —4,1 kcal/mol), ami a szakirodalomban
meghatarozott entalpiaértékek tartomanyaba esik (—14,98 - —23,5 kJ/mol) [202-206]. Ezt az
entalpia értéket és az EDTA-ra vonatkozd szakirodalmi Zn(Il)-affinitds értéket
(1gf’pu7.4=13,56) [207] felhasznalva hajtottuk végre a kompeticids rendszer illesztését. Az
entalpiaértékek korrekciojat F1.3 fejezet tartalmazza. Az IMEY# titralasi gorbe
szigmoidalis alakja arra utal, hogy a lejatsz6do reakcio egyetlen folyamattal leirhato, azaz a
harom Zn(II)-k6tShely valoban nem megkiilonboztethetd (26. abra b.). Igy egyetlen Zn(II)-
affinitas értéket és Zn(II)-kotési entalpiat hatarozhattunk meg mindhdrom kotohelyre, ami
az illesztést jelentdsen megkonnyitette.

Korabbi CP1 modellpeptiddel végzett ITC mérések alapjan ~0,5 cisztein
protonalodik a Zn(Il) felszabadulasa soran [208]. Ezt az értéket elfogadva a szamitott
AHxswnety = —23,5 £ 1,3 kcal/mol entalpia érték hibahataron beliil megegyezik Blasie és
mtsai. altal a CP1 modellpeptidre kozolt értékekkel (AHcpi =-22,9+1,1;
—23,4 + 1,0 kcal/mol [208-209] 200 mM piperazin-N, N'-bisz (2-etanszulfonsav) (PIPES)
(pH 7,0); 50 mM NaCl), mig kismértékben eltér a HEPES-ben meghatarozott entalpiatol
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(AHcp1 = 27,6 £ 0,6 kcal/mol 200 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl) [208]. A
kozelmultban Kluska és mtsai. meghatdroztadk a CP1 modellpeptid tiolcsoportjainak pKa
értékeit (pKa1> = 7,77; pKa2™! = 9,15) [73], amely alapjan 4tlagosan 1,68 ekvivalens protont
vesznek fel a ciszteinek a mérési korilményeink kozott (pH 7,40). Ezt a cisztein
protonalddasi értéket felhasznalva AHiswsnely= —28,0 + 1,4 kcal/mol entalpia kaphatd az
IMEY# fehérje alegységeire, ami 5,1-5,3 kcal/mol egységgel nagyobb, mint a CP1 fehérje
K/S verzidjara meghatarozott entalpia (-22,9 kcal/mol [209]; —22,68 kcal/mol) [73], mig
joval kozelebb helyezkedik el az eredeti CP1 peptidre HEPES pufferben meghatarozott
entalpidhoz. Attdl fiiggetleniil, hogy milyen cisztein protonalddasi értéket vesziink
figyelembe, a meghatarozott entalpiaértékek kozel vannak a kiilonb6z6 CP1
modellpeptidekre az évek soran meghatarozott entalpiaértékekhez, igy ezek alapjan nem
jelenthetd ki, hogy a tobb fehérjealegység Osszekapcsolasa, illetve a linkerszakaszok
jelenléte érdemben befolyasolnd az alegységek Zn(II)-kotését termodinamikai szempontbol.
A cinkujj alegységek Zn(II)-kotésére meghatarozott 1gf°pn74=12,2 £ 0,1 érték kozel
all a MgEDTA kompeticios titralasbol a CD spektrumok alapjan szamitott értékhez
(4. tablazat). A CP1 ¢és az IMEY# cinkujj fehérje alegységeinek nagymértékii hasonlosaga
alapjan feltételezhetd, hogy Zn(Il)-affinitdsuk is hasonld (25. abra). A Zn(II)-CP1
rendszerre az évek soran meghatdrozott 1gf’pn74 értékek a mérési modszertdl és az
alkalmazott puffertdl fiiggéen 12,0-15,7 kozott valtoznak (1. tablazat). Az IMEY# Zn(Il)-
affinitasa hasonlé a CP1 modellpeptidre meghatarozott legkisebb 1gf’ értékhez [65,72]
(1. tablazat), mikozben 3,5 egységgel kisebb, mint az irodalomban legutobb kozolt 1gf”
értek [68]. A CPl-alapi IMEY# cinkujj fehérje hasonld erdsséggel koti a Zn(I)-t a
természetben eléforduld cinkujj alegységekhez (1. tablazat) és a teljes cinkujj fehérjékhez,
mint pl. az MTF1 (4. tablazat).
4. tablazat: Cinkujj fehérje-Zn(II)-kolcsonhatasokhoz rendelhetd atlagos lgf’ értékek alegységekre
vonatkoztatva; RT: UV-Vis spektroszkdpiaval kovetett reverz titralas; CDc: Titralas kompetitorokkal CD

spektroszkopiaval kovetve; cITC: Titralds kompetitorokkal ITC-vel kdvetve; ED: egyensulyi dializis; PAR:
PAR kompetitor jelenlétében végrehajtott spektroszkdpias titralas;

cinkujj fehérje Koriilmények lgf’ pH 7,4 Hivatkozas
IMEY# teljes 10 mM HEPES (pH 7,4) 12,2+ 0,1 (cITC) |[210]
12,0 £ 0,1 (CDc) [[210]
TFIIIA teljes 50 mM HEPES (pH 7.,4); 50 mM KCl 8,0 (ED) [90]
MTF1 teljes 100 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl 11,3 (RT)* [76]
10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,1 (PAR) [77]

* pH 7,4-re atszamolva Kluska és mtsai. altal [21]
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Az MS/MS mérések is azt valosziniisitették, hogy nincs kitiintetett stabilitasa Zn(II)-
kotéhely az IMEY# cinkujj fehérjében. Az eredmények értékelését azonban megnehezitette,
hogy a Zn(Il) koétédése jelentdsen csOkkentette a fehérje fragmentalhatosagat tovabba
modositotta a fehérje toltdttségi allapotat az MS mérések koriilményei kozott. A holo-
IMEY# fragmentacidja nem volt megvaldsithatd, mig az apo-fehérje szamos fragmentacios

csucsot eredményezett azonos mérési koriilmények kozott (27. abra a,).
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27. abra: a, Az apo-1MEY# cinkujj fehérje MS/MS analizise. A CID fragmentaciohoz a legintenzivebb
m/z =766 (z=15) prekurzort valasztottuk ki; b, A holo-IMEY# cinkujj fehérje MS/MS analizise 12,5
ekvivalens EDTA jelenlétében. A CID fragmentaciohoz a legintenzivebb m/z = 1451 (z=8) prekurzort
valasztottuk ki, amelyben egy Zn(II) és egy Ni(II) kapcsolodott a fehérjéhez. A feliratok jelzik az egyes cinkujj
alegységek (ZF) szinkodolasat: az elsd cinkujj alegység sarga, az elsé és masodik cinkujj alegység egy
Zn(Il)-vel piros; A masodik és harmadik cinkujj alegység egy Zn(Il)-vel vilagoskék; a harmadik cinkujj
alegység (kék); mig a harmadik cinkujj alegység egy Zn(I)-vel (z61d). Az N-termindlis fragmensekben a Ni(II)
az ATCUN motivumhoz kdtédve talalhatd. Az NH3 veszteségek jeldlése: *, a HoO veszteségek jelolése: °. Az
azonositott csticsokat feketével, a nem azonositottakat sziirkével jeloltiik (F3. és F4. tablazat).

Tovabba az MS mérések koriilményei kozott csak 12,5 ekvivalens EDTA
jelenlétében lehetett elérni, hogy a holo-cinkujj fehérje dontd hanyada ZniIMEY#
részecskék formajaban forduljon eld. E részecske f6 fragmentacids termékei csak néhany N-

vagy C-termindlis aminosavat veszitettek el, mig a Zn(IlI) kétve maradt. Sikeriilt olyan
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fragmenseket azonositani, amelyekben a Zn(II) a harmadik cinkujj alegységhez, a harmadik

vagy masodik, illetve az elsé vagy masodik cinkujj egységhez koordinalddott (27. abra b,).

5.2.2 Cinkujj fehérjék DNS-felismerése

A Berg ¢s mtsai. altal vizsgalt cinkujj fehérje [1] (Protein Data Bank code: IMEY)
az 5’-G(A/G)G(G/T)C(A/G)GAA-3’ DNS szekvenciat ismeri fel szelektiven. Mivel a
rontgendiffrakcios vizsgalatok soran a fehérjét az 5’-GAGGCAGAA-3’ DNS szekvenciaval
egylitt kristalyositottak ki, ezt a szekvenciat tekintették a késdbbiekben az IMEY specifikus
szekvencidjanak. A gélelektroforézis saveltolodas vizsgalatok alapjan az IMEY# cinkujj
fehérje is felismeri a 5’-GAGGCAGAA-3> DNS szekvenciat (28. abra). A gélképek
kvantitativ értékelése alapjan a kdlcsonhatds ~1,9 nagysagrenddel erdsebb, mint az
alkalmazott 34 bazisparbdl (bp) all6 SO nemspecifikus DNS molekulaval (5. tablazat). A
holo-IMEY# kotédése az SO DNS szakaszhoz Igf’ = 6,27 + 0,02 értékkel jellemezhetd. A
fehérjefelesleg novelésével egy tovabbi halvany sav is megjelent, de ez nem volt
egyértelmiien elkiilonithetd, igy nem vettiik figyelembe a szamolasok soran (28. abra a, c,).
Erdteljesebb géleltolodas figyelheté meg a szintén 34 bp-bol allo, de a specifikus
szekvenciarészletet is tartalmaz6 S1 DNS jelenlétében, ahol az 1:1 komplexhez
lgf’=8,20 £ 0,08 értek rendelhetd, ami jo egyezést mutat a fluoreszcencia anizotrdpids
mérésekkel is (28. abra b, d, e,) (5. tablazat).

Az IMEY# fehérje specifikus és nemspecifikus DNS-felismerése kozotti eltérés
mértéke jO egyezést mutat a mesterségesen tervezett cinkujj fehérjék szelektivitdsara
vonatkoz6 irodalmi adatokkal. Berg és mtsai. hasonld mértékii ndvekedést tapasztaltak
amennyiben a nemspecifikus szekvenciat specifikusra cserélték egy konszenzus peptiden
alapuld cinkujj fehérje vizsgdlata sordn [211]. Az S1 DNS a 9 bazisparnyi specifikus
szekvencia mellett 25 bp guanin-gazdag nemspecifikus szekvencidt is tartalmaz, igy ezzel a
DNS-sel is megfigyelhetd szemi-specifikus vagy nemspecifikus kdlcsonhatas [212]. A ~100
bp mérettartomanyban megfigyelhetd egy 0j sav, ami feltehetéen a DNS:Fehérje 1:2
komplexhez rendelheté ¢és kvantitative Igf’=14,26+0,10 stabilitdsi 4allandoval
jellemezhetd (28. abra b,). Ha ebbdl az értékbdl levonjuk a specifikus fehérje-DNS
kolcsonhatashoz rendelhetd 1gK;’ stabilitasi allandot, a kapott 1gK>’ = 6,06 érték kozel esik
a nemspecifikus fehérje-DNS kolcsonhatasra meghatarozott értékhez (Igf’ = 6,27 = 0,02),
igy feltehetden a mdasodik fehérje hasonlo modon koordinalddik, mint a nemspecifikus

kisérletekben alkalmazott DNS.
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28. abra: Reprezentativ gélelektroforézis saveltolodas vizsgalatok a, nemspecifikus (SO DNS); b, specifikus
(S1 DNS) 34 bp hosszusagh DNS molekulaval, névekvé mennyiségli holo-IMEY# jelenlétében.
c¢(DNS) = 0,88 uM, 10 mM HEPES pH (7,40); 150 mM NaClOs; 10 (m/V)% glicerin; ¢, SO, illetve d, S1 DNS
eloszlasi diagramja novekvd cinkujj fehérjekoncentracio mellett. Az adott fehérje/DNS ardnyokhoz tartozo
pontokat négy-négy fliggetlen gélelektroforézis saveltolodas mérés intenzitdsadataibol szamitottuk az ImageJ
program segitségével [3]. Folytonos vonalakkal a PSEQUAD program segitségével szamolt értékeket
abrazoltuk [4]. A szaggatott vonalakkal jel6lt aranyoknal a szimuldcié nagyobb hibaval terhelt, mivel tovabbi
elmosodott savok is megjelennek a gélképeken. e, Egy FAM/TAMRA-jelolt két felismerési helyet tartalmazo

cres

¢(DNS kétoéhely) = 0,4 pM; 10 mM HEPES (pH 7,40); a 200 ul dssztérfogati mintakat egyedileg allitottuk
Ossze, majd 15 perc 25 °C-on torténd inkubalast kdvetden lemezolvasoval mértiik az anizotropiat. A folytonos
vonalak a PSEQUAD program segitségével szamolt értékeket mutatjak. f, Az S0, S1 és S2 DNS szakaszok
szekvenciaja, amelyek 0, 1, illetve 2 IMEY# felismerési helyet tartalmaznak: 5’-GAGGCAGAA-3’ (alahtzva,
zo6lddel kiemelve).

Az eltéré mérési koriilmények ellenére az IMEY# cinkujj fehérje specifikus DNS-
kotésére jellemzd affinitds 0sszemérhetd az MTF-1 fehérjével, — amennyiben az csak 4
Zn(ID)-t kot meg a nagy affinitasti kotOhelyein, €és a felismert DNS szekvencia 12 bp
hosszisagu. Ezeknek a fehérjéknek a Zn(I)-affinitasa is hasonld (4. tablazat). Ezzel
szemben a TFIIIA fehérje Zn(Il)-affinitasa 4 nagysagrenddel kisebb az IMEY# fehérjénél
¢s a DNS-kotése is gyengébb (5. tablazat). Az Spl cinkujj fehérje DNS kotése gyengébb,
mint a CP1-en alapulé IMEY# fehérjének, — kiilondsen, amennyiben nem a guanin-gazdag

konszenzus DNS szekvenciaval torténik a vizsgalat (5. tablazat ) — azonban nem
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egyértelmii, hogy ez Osszefliggésbe hozhaté-e a gyengébb Zn(II)-kotéssel, mivel ilyen
mérések a teljes Spl fehérjével nem torténtek a szakirodalomban, csupan a C-terminalis
alegység Zn(II)-kotésére vonatkozé allandot hataroztak meg, ami kisebb a CP1 modellpeptid

latszolagos stabilitasi allandojanal (1. tablazat).

5. tablazat: Cinkujj fehérjék és specifikus vagy nem specifikus DNS ko6zott kialakuld kdlcsdonhatasokhoz
tartozo latszolagos stabilitasi alandok logaritmus értékei (Igf°). Az IMEY# fehérjére jellemzo értékeket az 28.
abra alapjan szamoltuk a PSEQUAD program segitségével. Az irodalmi adatokat atszamoltuk 1gf3” értékekkeé.
ZF: cinkujj alegységek szama a fehérjén beliil, SDNS: specifikus DNS; NSDNS: nemspecifikus DNS; TFIITA
teljes: nativ Xenopus laevis transzkripcids faktor; TFIIIA 1-3: TFIIIA fehérje els6 3 cinkujj alegysége; EGR1
vagy ZIF268: ,Early growth response protein 1”’; WT1: “Wilms Tumor Protein”; Sp1C: Human Sp1 fehérje,
amelyben a megdrzott aminosavak a konszenzus peptiddel azonosak; MTF-1: fémszabalyozé transzkripcios
faktor I; DNS célszekvenciak: IMEY#: 5’-GAGGCAGAA-3’; WT1: 5°-GCGTGGGCGTGT-3’ ; EGRI1 és
ZIF268: 5’-GCGTGGGCG-3’; TFIIIA 1-3: 5’-GGATGGGAG-3’; MTF-1: 5’-
GAGCTCTGCACTCCGCCCGAAAA-3’. EMSA: gélelektroforézis saveltolodas vizsgalat, ANI:
fluoreszcencia anizotropia; SPR: feliileti plazmon rezonancia spektroszkopia; FBA: sziir6 membran kotodés
vizsgalat; FLU: fluoreszcencids mérés; ITC: izoterm kalorimetrias titralas.

ZF Koriilmények SDNS |NSDNS | Modszer | Hivatkozas
IMEY# 3 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO,; 10 (m/V)% glicerin 8,20 6,27 EMSA |[210]
+0,08 |+0,02
IMEY#| 3 |10 mM HEPES, (pH 7,4) 8,0 ANI [210]
Sp] 25 mM Tris (pH 8,0); 100 mM KCI; 10 (m/V)% glicerin; 6,92 EMSA’ [213]
2 mM DTT; 50 pg/ml BSA; 2 pg/ml dI-dC 7.6°
3 5
10 mM Tris (pH 8,0); 50 mM NaCl; 5 (m/V)% glicerin; 7.,4° EMSA® |[214]
1 mM 2-merkaptoetanol; 0,05 (V/V)% NP-40; 100 uM ZnCl,
Spl 10 mM Tris (pH 8,0); 50 mM NaCl; 5 (m/V)% glicerin; 6P EMSA" |[214]
1-2 2 |1mMm 2-merkaptoetanol; 0,05 (V/V)% NP-40; 100 uM ZnCl,
Spl 10 mM Tris (pH 8,0); 50 mM NaCl; 5 (m/V)% glicerin; 6,8° EMSA® |[214]
2.3 2 |1mM 2-merkaptoetanol; 0,05 (V/V)% NP-40; 100 uM ZnCl,
Spl1C 25 mM Tris (pH 8,0); 100 mM KCl; 10 (m/V)% glicerin; 7,32 EMSA" |[213]
3 2mM DTT; 50 pg/ml BSA; 2 pg/ml dI-dC 8 4b
WTI1 4 [P0mM Tris (pH75); 150mM KCL 1mM  MgCh;|82 SPR [215]
1 mg/ml CM-dextran; 1 mM DTT; 0,005 (V/V)% poliszorbat 20;
4 20 mM Tris (pH 7,5); 100 mM KCl; 5 mM MgCly; 8,94 FBA' [216]
1 mM DTT; 100 pug/ml BSA; 5 pg/ml dI-dC; 5 uM ZnCl,
WTI1 20mM  Tris  (pH7,5); 150mM KCl, 1mM MgCL;|7 75 SPR [215]
1-3 301 mg/ml CM-dextran; 1 mM DTT; 0,005 (V/V)% poliszorbat 20;
WTI1 20mM  Tris  (pH7,5); 150mM  KCL, 1mM  MgCh;|g 37 SPR [215]
2.4 30 mg/ml CM-dextran; | mM DTT; 0,005 (V/V)% poliszorbat 20;
WTI1 20mM  Tris (pH7.5); 150mM KCl, 1mM MgCL;i|6,65 SPR [215]
23 201 mg/ml CM-dextran; 1 mM DTT; 0,005 (V/V)% poliszorbat 20;
MTF-1 6 40 mM MOPS (pH 7,0); 20 mM NaCl 8,58°¢ ANI [217]
8,044
EGRI1 20 mM Tris (pH 7,5); 100 mM KCI; 5 mM MgCly; 8,45 FBA' [216]
1 mM DTT; 100 pug/ml BSA; 5 pg/ml dI-dC; 5 uM ZnCl,
3 |10 mM Tris (pH 7,5); 150 mM KCl; 0,2 uM ZnCl, 6,9 ANI [218]
8,2 ANT  [[219]
Zif268 15 mM HEPES (pH 7,8); 50 mM KCI; 50 mM kalium-acetat; 50 mM| 10,6 EMSA™ |[220]

3 |kélium-glutamat; 5 mM MgCly; 5 (V/V)% glicerin;
0,1 (V/V)% NP-40; 100 ng/ml BSA; 20 uM ZnSO,

TFIIIA 20mM HEPES (pH75); 50mM KCl; 1mM MgCl;|5 34¢ EMSA" |[221]
telies 9 |12 (V/V)% glicerin; 5 mM DTT; 50 uM ZnCl,

3 5,75¢ EMSA' |[221]
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TFIIIA 20mM HEPES (pH75); 50mM KCl; 1mM MgCl;|6,16f EMSA" |[221]
1-3 12 (V/V)% glicerin; 5 mM DTT; 50 uM ZnCl, 6.542 EMSA" |[221]
50 mM Kalium-foszfat (pH 6,67); 100 mM NaCl; 50 pM ZnCl, 6,88 FLU [222]
6,88 ITC [222]
YY1 20 mM HEPES (pH 7,5); 150 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 6,25 ITC [223]
1 mM TCEP; 100 pM Zn(Ac),
25 mM Tris (pH 8,5); 100 mM NaCl; 10 mM MgCly; 5 mM DTT;|6,78 4,44 ANI [224]
4 {100 pg/ml BSA; 0,04 (m/V)%; PEG-20000; 0,02 (m/V)% NaN;
100 pM ZnCl,
10 mM Tris (pH 7,9); 100 mM NaCl; 10 mM MgCl; 5 mM DTT;|7,36 SPR. [224]
0,05 (V/V)% poliszorbat 20; 100 pM ZnCl,

25°-GAGGCGGGG-3’ szekvenciaju DNS-t alkalmaztak

b 5°.GGGGCGGGG-3’ szekvencidjit DNS-t alkalmaztak

¢ Az MTF-1 cinkujj fehérje dsszes alegysége tartalmazott Zn(I)-t

4 Az MTF-1 cinkujj fehérjének csak a négy nagy affinitasu alegysége tartalmazott Zn(I)-t
¢ 72 bp hosszusagi DNS-t alkalmaztak

21 bp hosszisagh DNS-t alkalmaztak

£ 13 bp hosszisagii DNS-t alkalmaztak

' <1 pmol radioaktivan jelolt DNS-t alkalmaztak

5.2.3 Versengés EDTA-val

A DNS jelenléte befolyasolhatja a cinkujj fehérjék Zn(Il)-affinitasat is. Erre utal az
ameglepd megfigyelés, hogy a DNS:1MEY# komplex CD spektruméaban nem tapasztaltunk
jelentds valtozast EDTA-felesleg hozzdadasara (29. abra d, - szaggatott sarga gorbe). Ezzel
szemben DNS hidnyaban azonos koriilmények kozott a cinkujj fehérje masodlagos
szerkezete Osszeomlott az EDTA-val torténd kezelés soran (szaggatott fekete gorbe).
Tovabbi érdekesség, hogy amennyiben a specifikus DNS-t utélag adtuk hozza az EDTA-val
kezelt fehérjemintdhoz, szintén helyreallt a holo-cinkujj fehérjére jellemzdé PPa-szerii
masodlagos szerkezet (folytonos sarga gorbe). A fentiek alapjan a DNS képes eldsegiteni az
apo-IMEY# Zn(Il)-felvételét a Zn(II)-EDTA komplexbdl. Hasonlé eredményeket kaptunk
a gélelektroforézis saveltolodas vizsgalatok soran, ahol a saveltolodas attol fiiggetleniil
megfigyelhetd volt, hogy a mintdk Osszedllitdsi sorrendje Fehérje—DNS—EDTA vagy
Fehérje—EDTA—DNS volt (29. abra a, b,). Az EDTA csak ~5000x% feleslegben (5 mM)
tudta teljes mértékben gatolni a cinkujj fehérje DNS-kotését. Mig az ITC és CD mérések
alapjan a IMEY# cinkujj fehérje Zn(II)-affinitdsa DNS hidnyaban 1gf pn74= 12,2+ 0,1
(4. tablazat), addig ehhez képest DNS hatasara atlagosan 3,4 nagysagrenddel nétt az egyes
cinkujj alegységek Zn(Il)-kotésének latszolagos stabilitasi allandoja (1g6°pn 74 = 15,6)
(29. abra c¢,). Igy az EDTA nem tudott hatékonyan versengeni a Zn(I)-ért. A
szakirodalomban az MTF-1 cinkujj fehérje vizsgélatai alapjan, 0,5 mM EDTA jelenlétében
tudtadk megsziintetni a fehérje DNS-kotését 1 ora alatt [76,225], azonban sejtextraktumokat
hasznaltak, igy az EDTA ¢és a fehérje pontos ardnya nem ismert. Az MTF-1 fehérjéhez
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viszonyitva a human Sp1 DNS-k&tésének megsziintetése joval nehezebb volt, ami felkeltette

a kutatok érdeklddését az évek soran.

a, i EDTA/ 1MEY# arany b! 5 EDTA / 1MEY# arany
£ DNS o T DNS e |
= 0 5 10 50 100 500 1000 5000 2 0 5 10 50 100 500 1000 5000
100 bp S 100 bp ==
50 bp s A N NN 50 bp e L S L
W e e e e N — — — LR — L e e
20 bp s 20 bp e
C, d,
— 1MEY#
1,0 — 1MEY# + (DNS)
1MEY# + (DNS) + EDTA
0,8 1MEY# + EDTA + (DNS)
£ & x DNS (F—>D—E) = - -1MEY# + EDTA
206 2 DNS (F—E—D) L T 2
~g : DNS-1 MEY# (F—)D—)E) E ................ ;;;;' LIt a3 " A
DNS-1MEY# (F—E—D) a] o
%’ 04 — DNS o 74
— DNS-1MEY# /4
0,2 Y
0,0 f : : , . X . , , . . .
0 1000 2000 3000 4000 5000 220 240 260 280 300 320
EDTA / 1MEY# arany Hullamhossz (nm)

29. abra: Reprezentativ gélelektroforézis saveltolodas vizsgalatok a specifikus 34 bp hosszisagi S1 DNS
szakasz és holo-IMEY# kozott kialakuld kolcsonhatas vizsgalata céljabol novekvé mennyiségli EDTA
jelenlétében. a, Fehérje—>DNS—EDTA, illetve b, Fehérje—>EDTA—DNS 0sszeallitasi sorrend esetén.
¢(DNS) =1 uM; c(holo-1IMEY#) = 1 uM; ¢(EDTA) = 0-5 mM; 10 mM HEPES (pH 7,40); 150 mM NaClOy;
10 (m/V)% glicerin; a DNS és EDTA hozzdadésa utan az elegyeket 1 6ran at inkubaltuk 25 °C-on; ¢, Az
S1 DNS eloszlasi diagramja az eltéré sorrendben Osszeallitott mintdkban a gélelektroforézis saveltolodas
vizsgalatok intenzitasértékei alapjan. A DNS savokat az ImageJ program segitségével alakitottuk moltortekké
[3]. Az (F—D—E) mintakat fehérje—>DNS—EDTA sorrendben allitottuk 6ssze, mig az (F—E—D) mintdkban
el6szor az EDTA-t adtuk a fehérjéhez, majd 1 dra inkubaciot kovetéen az S1 DNS-t. A mérési adatok alapjan
PSEQUAD programmal hatdroztuk meg a latszélagos Zn(II)-affinitast (1d. F1.4.1 fejezet), majd szamoltuk ki
az cecloszlasi diagramot (folytonos gorbék). d, A holo-IMEY# cinkujj fehérje CD spektrumanak
Osszehasonlitasa harom ekvivalens EDTA ¢és egy ekvivalens specifikus DNS jelenlétében, illetve hianyaban.
A DNS CD spektrumat kivontuk a mért CD spektrumokbol. A fehérjekoncentraciot 18,8 uM-ra normaltuk.
10 mM HEPES (pH 7,4); /=0,1 mm

Petering ¢és mtsai. a Zn(II)-Sp1-DNS rendszert EDTA jelenlétében vizsgéalva arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a cinkujj fehérje-DNS komplex vagy kinetikailag inert, vagy
termodinamikailag nagyobb stabilitasu EDTA-nal, de kisérleteikben ~500x EDTA felesleg
megsziintette a fehérje-DNS kolesonhatast [226-227]. Mivel csak gélelektroforézis
vizsgélatok torténtek ezen kutatdsok sordn, igy nem lehetett biztosan tudni, hogy a
fehérje—=EDTA—DNS sorrendben Osszeallitott mintdban az EDTA azért nem volt képes
eltavolitani a Zn(II)-t, mert nem volt elegendd az inkubacios 1d6 (kinetikai effektus), vagy
mert DNS hatasara a fehérje képes volt ujra Zn(II)-t felvenni (termodinamikai hatas). Utobbi
lehetdséget az Spl fehérje esetén nehéz bizonyitani, mivel ennek DNS-kotése nem
kiemelkedd. Ezzel szemben az Sp1C fehérje — amelynek az Sp1 fehérje megdrzott aminosav
szekvencigjat a CP1 modellpeptid szekvencidjara modositottak, mig a DNS-felismerésért
felel6s aminosavakat érintetleniil hagytdk — DNS-affinitasa megndvekedett (5. tablazat).
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Berg ¢és mtsai. nem tudtak EDTA segitségével eltavolitani a Zn(I)-t a Zn(II)-Sp1C-DNS
komplexbdl, és — amennyiben jol értelmezziik az adatokat — ezt egylittes kinetikai és
termodinamikai hatassal magyaraztak [213]. Munkank soran fliggetlen moddszerekkel
igazoltuk, hogy az ugyancsak CPl-alapa IMEY# cinkujj fehérje DNS komplexébdl az
EDTA 6sszemérhetd koncentracié jelenlétében nem tudja eltavolitani a Zn(II)-t, tovabba az
apo-fehérje képes visszanyerni a Zn(I)-t a Zn(I)EDTA komplexbdl specifikus DNS
jelenlétében. Az 1MEY# cinkujj fehérje kolcsonhatdsa DNS-sel jelentdsen (3,4
nagysagrenddel) noveli a fehérje latszolagos Zn(II)-affinitasat. Kisérletiinkben ez az effektus
jol tanulméanyozhatd volt, mivel a kompetitorként alkalmazott EDTA latszolagos Zn(II)
stabilitdsi allanddja éppen a Zn(I)-IMEY# ¢és Zn(I)-IMEY#-DNS rendszer Zn(II)-
affinitasa kozott helyezkedett el. Hasonlo stabilizacio, vagy szerkezet és funkcid
helyreallitas feltehetden egyéb cinkujj fehérjéknél is megfigyelhetd, amelyek specifikus
DNS célszekvencidkat ismernek fel. Nagy valoszintiséggel ilyen effektusok is szerepet
jatszhatnak abban, hogy olyan cinkujj fehérjék is betoltik funkcidjukat az ¢él6
szervezetekben, amelyek Zn(Il)-affinitdsa 6nmagdban nem indokolna, hogy a fehérje a
sejtbéli koriilmények kozott holo-formédban forduljon eld egyéb nagy affinitastt Zn(II)-

kompetitorok (pl. tionein fehérjék) jelenlétében [80,199,227-231].

5.3 Az eloallitott cinkujj fehérje kolcsonhatasa "soft" fémionokkal
Az irodalmi attekintésben bemutatott cinkujj fehérje-fémion kompeticios reakciok
tobbségében csak egy-egy cinkujj alegységet vizsgaltak (leginkabb a CP1 modellpeptidet).
Arrél, hogy ezek a fémionok hogyan hatnak kolcson teljes cinkujj fehérjékkel, hogyan
befolyasoljak azok funkciojat nem, vagy csak alig allnak rendelkezésre szakirodalmi
(kvantitativ) adatok. Igy miutdn kvantitative jellemeztiik az IMEY# cinkujj fehérje Zn(II)-
¢s DNS-kotését megvizsgaltuk a fehérje kompeticids reakcioit ,,soft” karaktertt Ag(l),

Cd(II), Hg(IT) toxikus fémionokkal.

5.3.1 Ag() hatasa a cinkujj fehérjére
Egyiittmiik6do partnereink modellpeptidekkel végrehajtott vizsgalatait kiegészitve
[119] els6ként igazoltuk, hogy az Ag(I) kiszoritja a Zn(II)-t egy tobb egységet tartalmazo
cinkujj fehérjébol [232]. A folyamat kvantitativ, két Ag(I) képes egy Zn(Il) kiszoritasara,
amint az a FluoZin-3 Zn(Il)-szelektiv fluorofor jelenlétében végrehajtott titralasokkal
bizonyitottuk (30. abra a,). A harom cinkujj alegységbdl felépiildé IMEY# cinkujj fehérje

titralasa soran éles toréspont lathato a fluoreszcencia intenzitdsanak novekedésében 6 Ag(1)
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ekvivalens Ag(I) hatdsara (két-két ekvivalens Ag(I) kotOhelyenként). Azonos eredményre
jutottunk egy masik Zn(Il)-szelektiv szenzor, a 4-(2-piridilazo)rezorcin (PAR)
alkalmazasaval is UV-Vis spektroszkopidas mérés soran (F10. abra). Mivel az
0sszehasonlité méréseink alapjan az Ag(I) sem a FluoZin-3-mal, sem a PAR-ral nem képez
komplexet, igy ezen szenzorok jelenlétében végrehajtva egy cinkujj fehérje titralasat Ag(I)-

gyel meghatarozhaté a fehérje koncentracioja is, amit a késébbiekben gyakran alkalmaztunk.

1,0 4
At so08 | 1MEY#
= §§§ 6 +1,1 ekv Ag(l)
5 0.8 1 ?i +2,1 ekv Ag(l)
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4 = " —+ 5,3 ekv Ag(l)
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[T 0,2 1 e g
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0,0 S —
01 4 56 7 8 91011 12 13 14
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30. abra: a, holo-1MEY# cinkujj fehérje titralasa AgClO4 mérdoldattal FluoZin-3 jelenlétében fluorimetridsan
kovetve (gerjesztés =480 —490 nm, emisszid =510 — 520 nm). ¢(FluoZin-3) = 10 uM; c¢(IMEY#) =1 uM;
10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClOy; a relativ fluoreszcencia értékeket referencia Zn(Il)-FluoZin-3
titralasok segitségével hataroztuk meg. Az abran 6 fliggetlen mérés atlagat tiintettiik fel az egyes pontokhoz
vonal: IMEY# 5 ekvivalens EDTA jelenlétében 5 perc inkubaciot kdvetden. c(holo-IMEY#) = 16 uM; 10 mM
HEPES (pH 7,4); I=0,1 mm; az egyedileg 0sszeallitott mintdkat 5 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten a
mérés eldtt. ¢, Reprezentativ gélelektroforézis sdveltolddas vizsgalat specifikus (S1 DNS) 34 bp hosszusagu
DNS szakasz és holo-IMEY# kozott novekvé mennyiségli AgClO4 jelenlétében. ¢(DNS) = 0,7 uM;
c(holo-IMEY#) = 0,9 uM; 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin; az elegyeket az
Ag(l) hozzaadasat kovetden fél oran at inkubaltuk 25 °C-on. d, DNS eloszlasi diagramja a DNS-1IMEY#
rendszernek novekvé AgClO4 koncentracio hatasara. Az egyes frakciokhoz tartozo pontok 5 fliggetlen
gélelektroforézis saveltolodas vizsgalat intenzitasadatainak atlagabol szarmaznak a hozzajuk tartozé hibakkal.
Az intenzitasokat ImageJ program segitségével hataroztuk meg [3]. e, DNS-1MEY# komplex mért és szamitott
CD spektrumanak Osszehasonlitaisa 6 ekvivalens AgClO4 jelenlétében, illetve hianyaban.
c(holo-IMEY#) =12 uM; ¢(S1 DNS) =12 uM; 10 mM HEPES (pH 7,4); 90 mM NaClO4; /=0,1 mm; a
szamitott spektrumok a DNS sajat CD spektrumanak ¢s a holo-IMEY# vagy IMEY#-Ag(I) rendszer (apo-
IMEY#) CD spektrumanak 6sszegei.
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CD spektroszkopidval kovetett titralas sordn megallapitottuk, hogy a cinkujj fehérje
BPBa masodlagos szerkezete 0sszeomlik Ag(I)-hatdsara, mivel az els6 6 ekvivalens Ag(I)-
bekotddése soran kapott CD spektrum hasonld alaku, mint a rendezetlen szerkezetli apo-
IMEY# CD spektruma (30. abra b,). Gélelektroforézis saveltolédas vizsgalatok és CD
mérések alapjan a fehérjét DNS célszekvencidja sem képes megvédeni az Ag(I)-gyel
szemben (30. abra ¢, d, e,). A cinkujj fehérje-DNS komplex (folytonos rozsaszin gorbe)
intenzivebb, mddosult alaki CD spektrumot eredményezett, mintha 6sszeadtuk volna a
szabad DNS ¢és holo-IMEY# CD spektrumat (szaggatott rdzsaszin goérbe) ami a fehérje
DNS-kotésére utal. Ezzel szemben az Ag(I)-jelenlétében mért DNS-1MEY# spektrum alakja
teljes egyezést mutat a kiilon-kiilon megmért IMEY#-Ag(I) és DNS CD spektrumainak
Osszegével. Ennek alapjan a fehérje szerkezete 6sszeomlott Ag(I) hatdsara a specifikus DNS
jelenlététol fliggetlentil (30. abra e,). Poliakrilamid gélen a fehérje-DNS komplexhez
rendelhetd sav megfelel egy 50 bp-os DNS sav elhelyezkedésének, és fokozatosan halvanyul
novekvo Ag(I) mennyiség hatdsara. 6 ekvivalens Ag(I) adagolasat kovetden teljesen szétesik
a komplex ¢és csak a szabad 34 bp-os DNS savja lathato (30. abra c,). A gélelektroforézis
saveltolodas vizsgalatok sordn detektalt sdvok intenzitasat ,,integralva”(ld. 4.3.3 fejezet) a
pontok lefutdsa enyhén szigmoidalis, ami utalhat a fehérje DNS-kotésének
kooperativitasara, mivel egy cinkujj alegység szerkezetének Osszeomldsa nem csokkenti
jelentdsen a fehérje DNS affinitasat, viszont két cinkujj alegység Osszeomldsa utdn a
fennmarado egy egység mar nem, vagy alig kotddik a DNS-hez a mérések koriilményei
kozott (30. abra d,).

Fiiggetlen modszerként ITC titralasokat is végeztink az Ag(l) és a fehérje
kolcsonhatasanak tanulméanyozasa céljabol. Az integralt titralasi gorbét kotohely
ekvivalensek fliggvényében dbrazolva egy ekvivalens Ag(I)-nél nem lathat6 inflexids pont,
ezek alapjan a kompeticios reakcid valtozatlan médon zajlik egészen két kotdhelyekvivalens
Ag(l) adagolasaig (31. abra a,). Ez egyértelmiien bizonyitja, hogy az Ag(I) kompeticio
kooperativ, AgiZniIMEY#wwnely vegyeskomplex ¢és AgiIMEY#siwshey monokomplex
feltételezése nem sziikséges a kompeticios rendszer jellemzéséhez attol fiiggetleniil, hogy a
monokomplex jelenlétét az apo CP1 modellpeptid telitése soran megfigyelték korabban
[119]. A két Ag(I) bekdtddéséhez tartozod reakcid AH(Ag21MEY#isiwsnely) = —38,2 kcal/mol
reakcidentalpidaval jellemezhetd, azaz 15 kcal/mol egységgel nagyobb a Zn(Il)
bekotddésénél. Elméletben a kalorimetrias titralasok segitségével meghatarozhaté az

A IMEY #wishely komplex latszolagos stabilitdsi allanddja, azonban amint az a titralasi
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gorbén lathato, a két ekvivalens Ag(I)-et kovetd injektalasok soran a hdvaltozas novekedett,
majd késébb fokozatosan simult bele a mérés alapvonaldba (31. abra a,). Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a reakcidé a masodik eziist bekotddését kovetden nem zarul le,
tovabbi exoterm reakcio(k) soran tjabb Ag(I) koordinacioja figyelheté meg. Igy csupan azt
lehet kijelenteni, hogy az Ago IMEY #kstshely komplex legalabb 1gf’pn 7.4 > 22,2 stabilitasu, a
pontosabb szamitasokhoz egyéb kiegészitd mérésekre lenne sziikség, amelyekkel

jellemezhetdk a tovabbi képz6dd komplexek.

a b
H
’ — Zn,AMEY# kétéhely
0, 1,0 T — Ag,IMEY# kétohely
Ag;1MEY# kotShely
5 b 0 1 --- AgAMEY# kétShely
410 - e |\ /\ T
— e i -
315 2 0.6
g-zo E 0.4
.25
202
-30 - ’ \

T T 1 0,0 . T ,
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ag(l) / TMEY# kotohely arany Ag(l) / TMEY# kotohely arany

31. abra: a, Integralt, alapvonal-korrigalt hvaltozas értékek holo-IMEY# Ag(I)-titraldsa soran (kék pontok)
ITC-vel kovetve ¢és az illesztett titralasi gorbe (fekete vonal) Excel-lel szamolva (Id. 4.7 fejezet).
c(holo-IMEY#) =15 uM; 10 mM HEPES (pH 7,40); 0,5 ul injektalasok 1,68 mM AgClO4 mérdoldattal
25,00 °C. b, ITC titralas adatainak értékelése alapjan generalt eloszlasi diagram. A szaggatott vonallal jelolt
részecskék segitségével az ITC titralas jellemezhetd volt, de ezek pontos Osszetételére nincs egyértelmii
bizonyiték.

ESI-MS modszerrel, a fehérje : Ag(I) arany novelése soran még 19 Ag(I)-et kotd
fehérjeadduktumot is megfigyeltiink a mérés koriilményei kozott, igy a rendszer alapos
kvantitativ jellemzése feltehetden nem lehetséges (F11. abra). Emellett meg kell emliteni,
tapasztalhatd atmeneti allapot, ahol a harom cinkujj alegység koziil csak az egyikben, vagy
kettdben cserélddott volna ki a Zn(II) két Ag(I)-re. Az elsé olyan részecske, amelyben mar
Ag(]) volt megfigyelhetd, azonban 5 Ag(I)-et kotott a vart 6 helyett, amely részecske csak
az Ag(I) felesleget ndvelve jelent meg. Ennek magyarazata nem egyértelmi, de valosziniileg
az ESI-MS mérési koriilményeknek tudhatdo be a kiilonleges komplex megjelenése. A
szakirodalomban van arra példa, hogy tobb ciszteint tartalmazé fehérjéknél nem észlelhetd
a csak 1 vagy 2 Ag(I)-et koté forma hanem egybdl 4 — 5 Ag(I) kétddése figyelhetd meg
[233]. Ennek az ellentmonddsnak a tisztizdsara a jovoben mindenképpen tovabbi

kisérleteket hajtunk végre.
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5.3.2 Cd(II) hatasa a cinkujj fehérjére

A Cd(Il) ¢és cinkujj fehérjék kolcsonhatasanak szakirodalmaban szamos
ellentmondas taldlhato (Id. 2.1.3 fejezet), és nehéz Osszefiiggést talalni a peptidekkel és
természetes cinkujj fehérjékkel végzett vizsgalatok kozott. Ennek a probléméanak az
athidalasara kitlind lehetdséget biztositott az 1MEY# cinkujj fehérje, mivel a CPI-
modellpeptid szekvencidjan alapul (25. abra), de képes specifikus DNS-felismerésre is,
akarcsak a természetes cinkujj fehérjék. ElsOként az apo-fehérje és a Cd(Il) kdlcsonhatasat
tanulmanyoztuk. Ehhez az eredetileg Zn(II)-tartalmt fehérjéb6dl EDTA-kezeléssel
tavolitottuk el a fémiont, majd puffercsere soran eltavolitottuk az EDTA-t (1d. F1.5 fejezet).
A folyamat eredményeként kapott apo-IMEY# CD-spektruma — az elvarasoknak
megfeleléen — rendezetlen masodlagos szerkezetre utal egyetlen negativ csuccsal 200 nm
koriil. Harom ekvivalens Cd(II) hozzaadésat kovetden (egy ekvivalens kotohelyenként) a
fehérje a Zn(I1)-kotott szerkezethez hasonld CD-spektrumot mutatott (32. abra a,). Ezek
alapjan a Cd(Il) is képes indukélni a Cys;His, cinkujj alegységek egyfajta masodlagos
szerkezetének rendezddését. Tovabbi Cd(I1) hozzdadasara nem észlelhetd a CD spektrum
valtozasa még 120-szoros feleslegben sem (40 ekvivalens Cd(II) kotéhelyenként) (32. abra
b,). Az UV-Vis abszorpcids spektrum 230-250 nm tartomdnyaban is megfigyelhetd volt a
Cd(II) koordinacioja a cinkujj fehérjék tiolcsoportjaihoz ligandum-fém toltésatviteli
savokon keresztiil [234, 235] (F12. abra).

A fehérje Cd(II)-, és Zn(II)-komplexének CD spektruma nem teljes mértékben
egyezik. A Cd(I)-kotott fehérje spektrumaban 220 nm koriil eltiint a negativ cstics, mig 205
nm-nél ndvekedett a negativ cslics intenzitasa. A kiilonbozé komplexek mésodlagos
szerkezetét a BeStSel program segitségével becsiiltik meg a CD spektrumok alapjan
[2](32. abra c,d,). Az adatok alapjan a Cd(II)-komplexben az antiparallel B-redé aranya
~6%-kal ndtt, mig az a-hélix ardnya ~8,5%-kal csdokkent, amire magyarazat lehet, hogy a -
reddket alkotd szakaszban taldlhatok a Cd(II) altal preferalt cisztein aminosavak, és az
ezekhez torténd erdsebb koordinacid eredményezi a masodlagos szerkezeti elemek
aranyanak novekedését. Mindazonaltal ezt a magyarazatot arnyalja, hogy a legjelentdsebb
valtozas a 220-240 nm tartomanyban kovetkezett be, ahol szerepe lehet a ligandum-fém
toltésatviteli savok kiralis hozzédjarulasanak is a CD spektrum lefutdsdhoz [234-236]. A
fehérje CD-spektrumok kiértékelésére hasznalt programok ezeket a hozzdjarulasokat nem
veszik kiilon figyelembe, igy végiil ezeket a masodlagos szerkezeti elemek valtozasaként

detektaljak. Esetiinkben ez a fehérje B-redd tartalmanak talbecslését eredményezheti. Ettol
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fiiggetleniil a fentiek alapjdn megéllapithatd, hogy az IMEY# cinkujj fehérje Cd(II)
jelenlétében rendezett masodlagos szerkezetet vesz fel, ami nagy valosziniiséggel hasonlit a
Zn(I)-tartalmu fehérje masodlagos szerkezetéhez. Ez 6sszhangban van Malgieri és mtsai.
megfigyeléseivel a Ros87 cinkujj fehérje esetén [43] és Krepkiy €s mtsai. eredményével a
TFIIA 3. ujjaval kapcsolatban [93]. Ezzel szemben a Tramtrack cinkujj fehérje esetében
Roesijadi és mtsai. csak a 220-240 nm hulldmhossztartomanyban figyeltek meg
valtozasokat, a 190 nm koriili intenziv cstcsok nélkiil, amelyek leginkabb az a-hélixhez
rendelhetdk [100]. A Cd(II)-1IMEY# komplex CD spektruma arra utalt, hogy a mérési
koriilmények kozott a CyspHisy tipusi koordinicio a preferdlt a Cyss;, vagy Cyss
koordinacidés moddal szemben. Habar ezek a koordindciés modok szintén lehetségesek lettek
volna, mivel az IMEY# fehérje 6sszesen 6 ciszteint tartalmaz, azonban ezesetben az ujjszerti

szerkezet 6sszeomlana, ami nem volt megfigyelhetd.

a, b,
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32. abra: a, IMEY# cinkujj fehérje CD spektruma kiilonb6z6 formakban: Zn(I1)-kotott(fekete), Cd(1I)-kotott
(narancs), fémmentes (szaggatott sziirke), Cd(II)-ko6tott forma + 6 ekvivalens Zn(II) / IMEY# (2 ekvivalens
kotohelyenként) (vildgoskék) és Zn(II)-mentes forma 5 ekvivalens EDTA / IMEY# jelenlétében (1,7
ekvivalens kotohelyenként) (szaggatott fekete). b, Cd(IT)-kotott IMEY# CD-spektruma feleslegben 1évé Cd(I1)
jelenlétében. Az CD-spektrumok 18,8 pM fehérjekoncentraciora normaltuk. 6,6 mM HEPES (pH 7,4); 33 mM
NaClOg; [ = 0,2 mm; ¢, CA(I)-1MEY# és d, Zn(IT)-IMEY# mért és illesztett CD spektruma a 185-250 nm
hulldmhossz tartomanyban. Az illesztett ¢és mért spektrumok kozotti kiilonbségeket mutatd
maradvanyspektrumokat piros szinnel jeldltiik. A kdrdiagramok a komplexek becsiilt méasodlagos szerkezeti
Osszetételét jelzik. Az illesztést a BeStSel programcsomaggal hajtottuk végre [2].

A Cd(Il)-komplexhez 6 ekvivalens Zn(Il)-t hozzaadva (2 ekvivalens kotohelyenként)
helyredllt az eredeti Zn(II)-kotott fehérjére jellemzé CD spektrum, ami arra utal, hogy a
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Zn(1I) valoban joval erésebb kolcsonhatast alakit ki a CysaHis cinkujj alegységekkel, mint
a Cd(Il), masfeldl igazoltuk, hogy az F1.5 fejezetben részletezett Zn(II)-eltavolitési
folyamat soran a fehérjében talalhato ciszteinek nem oxidalddtak (32. abra: a,).

Miutén igazoltuk, hogy az apo fehérje képes felvenni harom Cd(II)-t, kompeticios
reakcidkat is végrehajtottunk, hogy megallapitsuk, milyen mértékben lehetséges a Cd(II)-
Zn(1) csere. Fluorimetrids, CD-spektroszkopias és ESI-MS mérések alapjan nem sikeriilt
teljes mértékben kicserélni a Zn(II)-t Cd(II)-re a mérés koriilményei kozott. A Cd(I)-holo-
IMEY# rendszert FluoZin-3 Zn(Il)-szelektiv fluorofor jelenlétében tanulmanyozva
megallapitottuk, hogy hozzavetdleg ~2 nagysagrenddel gyengébben koti a fehérje a Cd(1I)-
t (1gf° pu74=10,11£0,03), mint a Zn(Il)-t, mig az IMEY# cinkujj fehérje alapjaul szolgalo
CP1 modellpeptidnél ~2,5 nagysagrend eltérést tapasztaltak (6. tablazat) [72] (33. abra b,).
A mérés pontatlansagat noveli, hogy a Cd(II) monokomplexet képez a FluoZin-3-mal is. Ezt
a folyamatot fliggetlen mérésekkel jellemeztiik, és a szamitdsok soran figyelembe vettiik
(1d. F1.5 fejezet).

A CD spektroszkopiaval kovetett titralasi adatokbol egy nagysagrenddel nagyobb
Cd(II)-stabilitasi allandot hataroztunk meg, mint fluorimetria esetében, azonban ez
betudhat6 a kismértékii valtozasoknak, amik a fehérje CD-spektrumaban kovetkeztek be, igy
a mérés pontatlansaga is nagyobb volt (33. abra a,) (6. tablazat).

A Cd(IT)-holo-1MEY# rendszer ESI-MS vizsgalata soran megfigyelhetok voltak az
atmeneti Zn,Cd; és Zn;Cd, vegyeskomplexek, ahol csak egy, illetve kettd Zn(II) cserélddott
ki Cd(Il)-re, majd nagyobb Cd(Il)-feleslegnél a Cds format is észleltiik (33. abra c,). A
Zn(I)-affinitds meghatarozéasanal tapasztaltakra alapozva (26. abra) ebben az esetben is
azonosnak tekintettiik a harom cinkujj alegységet a szdmitasok soran (Id. F1.4.2 fejezet).
fgy 1g8” = 10,75 atlagos stabilitasi értéket hataroztunk meg. A szamitott és a kisérleti ESI-
MS adatok kozotti j6 egyezés alatamasztotta azt a hipotézist, hogy az IMEY# fehérjén beliil
a harom cinkujj alegység azonosan koti Zn(II)-t és Cd(ID)-t (33. abra d,). Tekintettel arra,
hogy az ESI-MS mérések eredményei az eltérd mérési koriilmények, illetve a kiilonbdzo
részecskék potencidlisan eltérd ionizacios képessége miatt nem mindig korreldlnak az
oldategyensulyi adatokkal, ez az érték nagyon jo egyezést mutat a fluorimetridsan és CD

spektroszkopiasan meghatarozott stabilitasi allandokkal (6. tablazat).
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33. abra: a, IMEY# mért (folytonos vonalak) és szimulalt (szaggatott vonalak) CD-spektruma névekvd
mennyiségti Cd(I) jelenlétében; A titralas végpontjat (Cd(II)-kotott 1MEY#, folytonos narancssarga
spektrum) kiilon hataroztuk meg apo-1MEY#-bdl kiindulva; c(IMEY# = 16,4 uM); 7,5 mM HEPES (pH 7,4);
/=0,2 mm; A 215 — 260 nm tartomanyt hasznaltuk a PSEQUAD programmal t6rténd szamitasok soran [4]. b,
Meért (pontok) és szimulalt (folytonos vonalak) relativ fluoreszcencia gorbék, amelyeket a holo-IMEY# (kék)
Cd(Il)-vel torténd titraldsaval kaptunk. Ezzel egyidejlileg referencia titralasokat is végeztiink, hogy
meghatarozhat6 legyen a relativ fluoreszcencia érték 1IMEY# fehérje hianyaban (piros adatsor), vagy az
IMEY# Zn(I)-tartalmaval megegyez6 mennyiségii Zn(Cl0O4); jelenlétében ( sarga adatsor). 200 ul minta, 3 pl
injektalasok T = 25 °C. ¢(FluoZin-3 = 6 uM); c(IMEY# = 1 uM); 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4
A szamitasokat PSEQUAD programmal végeztiik. ¢, holo IMEY# fehérje ESI-MS modszerrel vizsgalva
névekvoé mennyiségii Cd(I) jelenlétében. c(IMEY#) = 2 uM; 8,2 mM ABC (pH 7,8). d, IMEY# fehérje
eloszlasi diagramja ESI-MS mérés alapjan. Relativ intenzitdsadatok alapjdn szamitott IMEY# moltortek
(pontok), szamitott eloszlasi diagram (folytonos vonalak). Az eloszlasi diagram szamitasat a Microsoft Excel
Solver bévitményével hajtottuk végre (I1d. F1.4.2 fejezet).

Az eredmények alapjan a Cd(II)/Zn(II) csere reverzibilis az IMEY# cinkujj fehérje esetében
¢s kooperativ effektus nem volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy a cinkujj alegységek
azonos modon viselkednek (34. abra a,). Az IMEY# fehérje Cd(II)-affinitasa a legnagyobb
a szakirodalomban fellelheté egyéb CysyHisz cinkujj fehérjék kozott (6. tablazat), habar
még igy is 1-2 nagysagrenddel elmarad a fehérje Zn(II)-affinitasatol azonos koriilmények
kozott (1g8°znany = 12,2) [210]. A kiilonbség a Zn(II) és Cd(II)-affinitasban a CP1 modell
peptid és a TFIIIA fehérje esetében 2,5 nagysagrend [72,90], mig a Ros87 cinkujj fehérje
esetében 1,2 nagysagrend [237].
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6. tablazat: Cinkujj fehérje-Cd(Il) és Zn(II)-k6lcsonhatasokhoz rendelhetd atlagos 1gf8” értékek alegységekre
vonatkoztatva; cITC: Titralas kompetitorokkal ITC-vel kovetve; FTc: Fluoreszcens kompetitorokkal
veégrehajtott titralas fluorimetriaval kovetve; rCD: CD spektroszkopiaval kovetett reverz titralas; ESI-MS:
reverz titraldas ESI-MS méréssel kovetve; RT: UV-Vis spektroszkopiaval kovetett reverz titralas; ED:
egyensulyi dializis; DT: UV-Vis spektroszkopidval kovetett direkt titralas

lgp” Cd(1I) lgf"Zn(11) Algp’! Modszer Hivatkozas
IMEY# 12,2 cITC [210]
10,11 + 0,03 2,11 FTc [238]
11,14 + 0,03 1,06 rCD [238]
10,75 1,45 ESI-MS [238]
CP1 8,7 11,2 2,5 RT [72]
TFIITA 5,6% 8,02 2.4 ED [90]
3,8° 4,6° 0,8 ED [90]
Ros87 8,0 9,2 1,2 RT [103,239]
7,7 DT [99]

Ikiilonbség a Zn(ID)- és Cd(11) affinitdsértékek kozott, ha a mérési kérilmények azonosak

“nagy stabilitast kotohelyek

bkis stabilitasu kotdhelyek

A CD mérések alapjan (32. abra) kovetkeztettiink arra, hogy a Cd(II) Cys>His2

koordinaciés modban kot a cinkujj fehérje alegységekhez. Ezt a feltételezést az ESI-MS
mérések is megerdsitették, mivel nem volt észlelhetd Cdi, ZniCd; vagy Cd> részecskék
jelenléte (33. abra c¢,), amelyek Cysa, illetve Cyss koordinacioval jellemezhetdk. Ilyen
koordinaciés modokban a Cd(II) tobb cinkujj alegység ciszteinjeihez koordinalédhatna, ami
megakadalyoznd a rendezett BPa fehérjeszerkezet kialakulasat és gatolna a cinkujj fehérje
DNS-kotését (34. abra b, ¢,). Utdbbi jelenség magyardzatot adhat ra, hogy egyes cinkujj
fehérjék, amelyekben a CysoHisy koordinacids helyek kis Zn(I)-, és Cd(II)-affinitassal
birnak , miért veszitik el funkcidjukat Cd(II)-jelenlétében. A TFIIIA cinkujj fehérje 9 cinkujj
alegysége koziil csupan 2-3 rendelkezik nagy Zn(Il)-affinitdssal (K¢ <pM). Habar a
szakirodalmi adatok alapjan lehetséges a fehérje eldallitasa 9 Zn(II)-kotott formaban, am
Cd(II)-jelenlétében elvégezve a fehérje eldallitasat, csupan ~4 Cd(I1)-kotodik a kitisztitott
TFIITA-hoz [89-92]. Elképzelhetd, hogy egyes CysaHisz kotohelyek Cd(II)-affinitasa olyan
kicsi, hogy kedvezébb a Cyss, vagy Cyss kdtésmadd, ahol a Cd(II)- tobb cinkujj alegység
ciszteinjeivel alakit ki k6lcsonhatast [87,91].

76



34. abra: a, A fokozatos Zn(II)/Cd(Il) reverzibilis cserereakcidé sematikus abrazoldasa az IMEY# cinkujj
fehérje esetében. A kicseréldédés sorrendje véletlenszerti, az dbra egyszeriség kedvéért nem mutatja be az
Osszes lehetséges variaciot; Feltételezett reakcidsémak, ahol a Cd(II) tobb cinkujj alegység ciszteinjeihez
koordindlodva b, Cyss, illetve ¢, Cyss koordinacios modban kot egy cinkujj fehérjéhez. Utdbbi 2 reakcidoséma
az IMEY# esetén bizonyitottan nem kovetkezik be, de kis stabilitasi cinkujj alegységeknél (pl.: TFIIIA)
elképzelheto.

Gélelektroforézis saveltolodas vizsgalatok soran igazoltuk, hogy a Cd(II)-kotott
IMEY# cinkujj fehérje nem csupan szerkezetét tekintve mutat nagy hasonlosagot a
Zn(I1)-komplex-szel, de képes felismerni és megkdtni annak DNS célszekvencidjat is (35.
abra). A gélképek kvantitativ értékelése alapjan 1gf’ = 6,04 £ 0,02 latszolagos stabilitasi
allandot hataroztuk meg a Cd(I)-IMEY# komplex és a nemspecifikus SO DNS szekvencia
kolcsonhatasara. Ez csak kis mértékben tér el a Zn(II)-komplex nemspecifikus DNS-kotésre
nyert értektdl (1gf” = 6,27) (5. tablazat). Jelentdsebb, ~0,6 nagysagrendbeli csokkenést
tapasztaltunk a Cd(Il)-komplex specifikus DNS-affinitasaban (Igf’ =7,62+0,04) a
Zn(I1)-komplexéhez képest (Igh” = 8,20) (5. tablazat). Azonban a Cd(II)-1IMEY# DNS-
kotése még mindig erésnek mondhatdo. Meg kell emliteni, hogy a Cd(II)-IMEY#
nemspecifikus DNS-kotést enyhén szigmoidalis jellegli gorbe irta le az elvarhat6 telitési
gorbe helyett. Elképzelhetd, hogy ezt a DNS mintak utdlagos festésének és a gélképek
kvantitativ kiértékelésének bizonytalansaga okozta a kezdeti mérési pontokban, ahol nagyon
kicsi volt a fehérje-DNS komplex aranya. A Cd(II)-kotott IMEY# DNS-k6tése hasonlo

jellegli valtozasokat okozott a rendszer CD spektrumaban 190 nm kérnyékén, mint a Zn(II)-

77



komplex (35. abra g,). A Cd(II)-IMEY# DNS komplexének CD spektruma nagyobb
intenzitast mutatott ebben a tartomdnyban, mint a kiilon megmért cinkujj fehérje és DNS
spektrumok Osszege, ami a fehérje és DNS masodlagos szerkezetének torzulasara utalt a
kolcsonhatéas soran. Azonban a valtozas mértéke elmarad a Zn(I1)-komplex esetén tapasztalt
intenzitasnovekedéstdl. A saveltolodas vizsgalatok mellett ez a jelenség is aldtdmasztotta a

Cd(ID)-kotott IMEY# fehérje kisebb DNS-affinitdsat.

a, g 1MEY# / S0 DNS arany b, 8 MEY#/ 1 DNS arény
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35. abra: Reprezentativ gélelektroforézis saveltolodas vizsgalatok a, nemspecifikus (SO DNS); b, specifikus
(S1 DNS) 34 bp hosszisagii DNS molekulaval, ndvekvé mennyiségii Cd(I1)-kotott IMEY# jelenlétében.
c¢(DNS) = 0,88 uM; 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClOg; 10 (m/V)% glicerin; ¢, SO, illetve d, S1 DNS
eloszlasi diagramja névekvé cinkujj fehérjekoncentracio mellett. Az adott fehérje/DNS aranyokhoz tartozo
pontokat harom-harom fiiggetlen gélelektroforézis saveltolodas vizsgalat intenzitdsadataibol szamitottuk az
ImagelJ program segitségével [3]. Folytonos vonalakkal a PSEQUAD program segitségével szamolt értékeket
abrazoltuk [4]. e, Gélelektroforézis saveltolodas vizsgalat specifikus 34 bp (S1 DNS) hossztisdgi DNS szakasz
és holo-IMEY# kozott novekvé mennyiségli Cd(ClOs), jelenlétében. c¢(DNS) = 0,7 uM; c(holo-
IMEY#) = 0,88 uM, 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin; az elegyeket a Cd(II)
hozzaadasat kovetden fél oran at inkubaltuk 25 °C-on. f, DNS eloszlasi diagramja a DNS-1MEY# rendszerben
Cd(Il)-hatasara. Az intenzitdsokat ImageJ program segitségével integraltuk [3]. g, Az S1 DNS CD-
spektrumanak 0Osszehasonlitasa 0,5 ekvivalens Zn(II)-IMEY# (fekete) és 0,5 ekv. Cd(II)-IMEY#
(narancssarga) jelenlétében. A szaggatott vonal a megfeleld fehérje- és DNS-spektrumok Osszegzésével
szamitott CD-spektrumot reprezentalja. Az 6sszes CD spektrumot 18,8 uM fehérjekoncentraciora normalt.
7,5 mM HEPES (pH 7.,4); 45 mM NaClOg; / = 0,2 mm
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Miutan igazoltuk, hogy a Zn(II)-, és Cd(I1)-kotott IMEY# is képes felismerni DNS
célszekvencigjat, kompeticios reakcidban is tanulméanyoztuk a fehérje DNS kotését. A
Zn(I1)-kotott IMEY#-S1 DNS komplexhez novekvd mennyiségben adagolva Cd(I)-t nem
tapasztaltunk valtozast a fehérje DNS-kotésében (35. abra e, f,). Ez egyfeldl utalhat ra, hogy
a ZnoCdiIMEY# ¢és ZniCd21MEY# vegyeskomplexek is azonos mértékben képesek
felismerni ugyanazt a DNS célszekvenciat, mint a Zn(Il)-, és Cd(II)-kotott formak.
Mindemellett elképzelhetd, hogy DNS jelenlétében a Cd(I1) még kevésbeé képes versengeni
az IMEY# kotohelyeiért a Zn(Il)-vel szemben, amint azt az EDTA-val végrehajtott
kompeticios reakcidban is tapasztaltuk (I1d. 5.2.3 fejezet).

Az eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a Cd(II) toxicitasa az ¢l6 szervezetekben
nem tulajdonithatd kozvetleniil a nagy stabilitasi Cysp;Hisy cinkujj fehérjékkel valo
kolcsonhatasanak. Amennyiben egy ilyen fehérje Zn(II)-kotott formaban van jelen, nagy
Cd(II) feleslegre lenne sziikség, hogy akéar részlegesen is megtorténjen a Zn(Il)
szubsztitiicioja fiziologias koriilmények kozott. Egy nagy Zn(II)-affinitast, de apo cinkujj
fehérjével a Cd(II) stabil komplexet képezhez. A Cd(I1)-kotott és a vegyeskomplexek is
képesek megkotni a fehérje DNS-célszekvencigjat, vizsgélataink alapjan az egyetlen
kiilonbség a kialakult Cd(II)-komplexek affinitdsaban volt, amint ezt néhany publikacid is
emliti [97-98,100]. Ebb6l adéddan, egy Cd(I1)-kotd cinkujj fehérje tovabbra is képes lehet
betdlteni a fehérje funkcidjat. Tovabba, még ha a fehérje szerkezete eltérd is, az nem
feltétlentil jelenti azt, hogy a specifikus DNS-ko6té funkcio is teljesen megsziinik. A
Tramtrack cinkujj fehérje esetében, ahol a CD mérések alapjan a fehérje a-hélix tartalma
jelentdsen csokkent a Cd(Il)-kotés soran, a komplex még képes volt felismerni DNS
célszekvenciajat, bar a kolcsonhatds ~1 nagysdgrenddel gyengébb volt a Zn(II)-kotott

formaénal [100].

5.3.3 Hg(II) hatasa a cinkujj fehérjére

A Hg(Il) cinkujj fehérjékre gyakorolt hatasa jelentdsen kiilonbozik a Cd(II)-tol. A
méréseink soran Hg(ClO4)2 sot hasznaltunk, elkeriilendd a Hg(Il) koordinacidjat a
kloridionokhoz, igy lehetdségiink volt a kdzvetlen kdlcsonhatast vizsgalni a cinkujj fehérje
¢s a fémion kozott (Id. 2.1.3 fejezet). Harom ekvivalens (1 ekvivalens / kotohely) Hg(II)
hatdsara az IMEY# fehérje CD spektruma jelentdsen megvaltozott, ami a fehérje BPa
masodlagos szerkezetének 0sszeomldsara utal, egyes irodalmi eredményekhez hasonldéan
[103]. Az a-hélixhez rendelhetd pozitiv csucs 190 nm-kornyékén teljes mértékben eltiint
(36. abra). Ebbdl adodoan azt feltételeztiik, hogy a reakcid soran Hgs1MEY# komplex
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képzddik, amelynek masodlagos szerkezete tobbnyire rendezetlen. Mivel a Hg(Il) igen nagy
affinitast mutat a cisztein-tioldtokhoz, ez volt a vart eredmény, fliggetleniil att6l, hogy a
Zn(ID) teljesen kiszorult-e a kialakult komplexbdl vagy terner komplexek képzdodtek.

IMEY# kotohelyenként ~5 ekvivalens Hg(Il) hozzaadéasaig csak kismértéki, de
folyamatos valtozas zajlott a fehérje CD spektrumdban, ami arra utalt, hogy tovéabbi
folyamatok jatszodnak le. Kotohelyenként ~8 ekvivalens Hg(Il) hatasara egy intenziv
pozitiv sav jelent meg 215 nm koril, ami valdsziniileg a Hg(Il) toltésatviteli savja
[236,240-241] (36. abra a,).

Amennyiben a 215 nm-en mért ellipticitas értékeket abrazoltuk a hozzaadott Hg(II)
ekvivalensek fiiggvényében, egy éles toréspont volt lathato egy kotdhely ekvivalens higany
hozzaadasanak hatdsara, ami ugyancsak arra utalt, hogy a Hg(Il) erdsebb kompetitor az
IMEY# cinkujj fehérje kotohelyeiért, mint Cd(II) (36. abra b,). Az ¢les toréspont egy
kotdhely-ekvivalens Hg(II)-nél tovabba arra is utalt, hogy a Zn(II)/Hg(II) csere fokozatosan
ment végbe €s az egyik alegység szétesése nem gyengitette a fehérje tovabbi Zn(II)-tartalmu
alegységeinek Zn(Il)-kotését. Ez a megfigyelés ugyancsak alatamasztja, hogy az IMEY#

fehérjében az egyes alegységek fliggetlentil viselkednek fémion koordinaci6é szempontjabol

egymastol.
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(fekete  teljes vonal), 1 ekvivalens Hg(ll) 1MEY# kotéhelyenként (fekete szaggatott
spektrum).c(holo-IMEY#) = 16 uM; 10 mM HEPES (pH 7,4); /=0,1 mm;. Az egyedileg 0Osszeallitott
mintakat 5 percig inkubaltuk szobahémérsékleten CD mérés eldtt. b, 215 nm-en mért ellipticitas értékek Hg(I)
ekvivalensek fiiggvényében abrazolva.

A Hg(Il) kolcsonhatasat a Zn(II)-kotott IMEY# fehérjével fluorimetrias titralasok
soran is vizsgaltuk a FluoZin-3 Zn(Il)-szelektiv fluorofor segitségével. A javasolt
szelektivitasa ellenére a fluorofor Hg(Il)-vel is képes volt fluoreszcens komplex
kialakitasara, igy a Hg(I)-IMEY# rendszer kvantitativ vizsgalatdhoz elézéleg a Hg(II)-
FloZin-3 rendszert jellemeztiik (Id. F1.5 fejezet), am mint kideriilt, ezekre az adatokra

késobb nem volt sziikség. A fehérje jelenlétében torténd mérések alapjan a Hg(Il) olyan
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erdsséggel koordinalédik az IMEY# fehérje cinkujj alegységeihez, hogy FluoZin-3
jelenlétében is kvantitativ mddon valdsult meg a Zn(II) lecserélése. Harom ekvivalens Hg(II)
(1 kotéhelyekvivalens) hatasara a kapott fluoreszcencids intenzitasemelkedés azonos
mértéki volt, mintha megfelelé mennyiségii szabad Zn(II)-t adagoltunk volna a rendszerhez.
Ez arra utal, hogy a Hg(Il) kvantitative kiszoritotta a fehérjébdl a Zn(I)-t amely
koordinalodott a FluoZin-3-hoz (37. abra a,). Tovabbi érdekesség, hogy a varakozéasokkal
ellentétben folytatva a titralast sem volt megfigyelhet6 a fluoreszcencia emelkedése, a minta
gyakorlatilag tigy viselkedett, mintha pufferrel higitottuk volna, ami arra utal, hogy a tovabbi
extra Hg(Il)-t is az IMEY# cinkujj fehérje kototte meg. Ez a jelenség lehetdséget nyujtott,
affinitasértékeket is megbecsiiljiik (7. tablazat). Habar ebben az esetben mar bizonytalan,
hogy az alegységeket fliggetlenként kezelhetjiik vagy sem. Ugyanakkor barmilyen
koordinacid is megy végbe, annak nagyobb stabilitasu komplexet kell eredményezni Hg(1I)-

vel, mint a FluoZin-3-nak.
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37. abra: a, Holo IMEY# cinkujj fehérje titralasa Hg(ClOs), mérdoldattal (sotétkék) FluoZin-3 segitségével
fluorimetridsan kdvetve. A folytonos vonalak a szamolt titralasi gorbéket jeldlik. Ezzel egyidejlileg referencia
titralasokat is végeztiink, hogy meghatarozhato legyen a relativ fluoreszcencia érték 1IMEY# fehérje hianydban
(piros adatsor), vagy az IMEY# Zn(Il)-tartalmaval megegyez6 mennyiségii Zn(ClOs), jelenlétében (sarga
adatsor). 200 pl minta, 3 pl injektalasok T = 25 °C. ¢(FluoZin-3) = 6 uM; c(IMEY#) = 1 uM; 10 mM HEPES
(pH 7,4); 150 mM NaClOs; A szamitasokat PSEQUAD programmal végeztiik; b, A fluorimetrias és ESI-MS
mérés alapjan generalt eloszlasi diagram. A szaggatott gorbével jelzett részecskék eloszlasa bizonytalan. A
szimulaciot a Microsoft Excel Solver bévitményével hajtottuk végre (Id. F1.4.2 fejezet). ¢, holo IMEY#
fehérje ESI-MS modszerrel vizsgalva novekvé mennyiségi Hg(II) jelenlétében. c(IMEY#)=2 uM;
8,2 mM ABC (pH 7,8)

81



A szamitasok sordn ebben az esetben is feltételeztiik, hogy az IMEY# cinkujj fehérje
alegységei azonosak, a szdmolt eloszlasi diagramon a szaggatott vonallal jelzett szakasz
bizonytalan, mivel a stabilitasi allandok alsé becslések €s nincs pontos informacionk arrél,
hogy itt milyen részecskék alakultak ki (37. abra b,).

ESI-MS koriilmények kozott megismételve a titralast is kimutathatd volt a Zn(II)
fokozatos kiszoritasa, ZnoHgi IMEY# ¢és ZniHg:IMEY# atmeneti termékeken keresztiil.
Emellett sikertilt kimutatni, hogy akar 12-nél is tobb Hg(II) képes koordindlodni az IMEY#
fehérjéhez nagyobb Hg(II) feleslegben (37. abra c,). Az ESI-MS-alapjan szamolt stabilitasi
alland6 a monokomplexre megegyezett a fluorimetrids titraldsbol szamitott alsé
kiiszobértékkel (7. tablazat).

Feltételezhetden az elsd harom bekotédd Hg(Il) csak a ciszteinekhez koordinalodik
[103], igy elméletben a hisztidinekhez tovabbra is koordinaloédhatna Zn(II), de az ESI-MS
mérés alapjan nem lathatd vegyeskomplex, ahol egy cinkujj alegységen beliil tobbféle
fémion koordinalodik (38. abra). Habar technikailag a ZnoHgIMEY#, ZnHg IMEY#
részecskék terner komplexek, de mivel a kiilonb6z6 fémionok kiilonbozé cinkujj
alegységekhez kotddnek, igy a fémionok koordinacidja nagy valdszintiséggel egymastol
fiiggetlen.

7. tablazat: Hg(II) : IMEY# rendszerre megbecsiilt 1atszolagos stabilitasi allandok fluorimetrias és ESI-MS
mérések alapjan (37. abra).

pkK”
Hgi IMEY# kétohely >16,7°
2 Fluorimetria
b ESI-MS

Az els6 Hg(ll) koordinaciojara kapott latszolagos stabilitasi allandd
(1gf8’ He()- IMEY# kstshely > 16,7) meglehetdsen nagy érték a cinkujj fehérjék kozott. A CXXC-
aminosav szekvenciat tartalmazo peptideknek csak azokban az esetekben volt hasonlo, vagy
nagyobb affinitdsa a Hg(II) irant, ahol a ciszteinek kedvezd helyzetben voltak, és a
masodlagos szerkezet sem volt teljes mértékben rendezetlen [242-245]. Habar az IMEY#
CD-spektruma kotohelyenként egy ekvivalens Hg(II) jelenlétében jelentdsen eltér a
rendezetlen szerkezetli fehérje CD spektruméatol (F14. abra), a tiolat-Hg(II) toltésatviteli
savok hozzdjarulasa miatt nem lehetiink benne biztosak, hogy a kettdé kozotti kiilonbség
rendezett masodlagos szerkezetre utal-e [236,240-241]. A szintén Cys;His, tipusit Ros87
cinkujj fehérje NMR-vizsgalata alapjan feltételezhetd, hogy a szerkezet nem teljesen
rendezetlen [103]. Sivo és mtsai. a Ros87 Hg(Il)-affinitasat is meghatarozta HgCl,
kompetici6 segitségével (1g6°ngan-ross7 = 6,1) [103].
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38. abra: A fokozatos Zn(IT)/Hg(II) cserereakcié sematikus dbrazoldsa az IMEY# cinkujj fehérje esetében. A
kicserélddés sorrendje véletlenszerii, az dbra egyszeriiség kedvéért nem mutatja be az Osszes lehetséges
variaciot

Gélelektroforézis saveltolodas vizsgalatok alapjan a Hg(II) effektiven kiszoritotta a
Zn(11)-t az IMEY#-S1 DNS komplexbdl. A DNS-nek nem volt kimutathaté gatlo hatésa a
folyamatra. Harom ekvivalens Hg(Il) (1 kotohelyekvivalens) teljesen megsziintette a cinkujj

fehérje DNS-kotését (39. abra a, b,).
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39. abra: a, Reprezentativ gélelektroforézis saveltolodas vizsgalatok specifikus (S1 DNS) 34 bp hosszsagu
DNS szakasz és holo-IMEY# ko6zott ndvekvé mennyiségli Hg(ClOs), jelenlétében. ¢(DNS) =1 puM;
c(holo-IMEY#) =1 uM; 10 mM HEPES; (pH 7,40); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin; az elegyeket a
Hg(Il) hozzaadasat kovetden fél o6ran at inkubaltuk 25 °C-on. b, DNS eloszlasi diagramja a DNS-IMEY#
rendszer Hg(I) titraldsa soran. Az egyes frakcidkhoz tartozd pontok 3 fliggetlen gél mobilitas-valtozas mérés
intenzitasadatainak atlagdbdl szarmaznak a hozzajuk tartozo hibakkal. Az intenzitdsokat ImageJ program
segitségével szamitottuk [3].

Ezek alapjan a Hg(Il) hatdsa kompetitor ligandumok hidnyaban egyértelmii.
Modositva a koriilményeket (Cl -ion, DTT jelenléte a pufferben) ez az effektus jelentdsen
csOkkenthetd, de a legtobb irodalmi adat szerint a Hg(Il) mégis hatékonyan gatolja a cinkujj
fehérjék DNS-kotését [94,98,103].

83



5.4 Alkalmazas: fehérjetisztitasi modszer

A fehérjetisztitasok hatékony kivitelezéséhez a fehérjéket egy affinitastoldalékkal
ellatva célszerli eldallitani. Ez a toldalék azonban jelentésen modosithatja a fehérjék
funkciojat, gatolhatja mikodésiiket, igy szdmos esetben késobb sziikséges az eltavolitasuk
(poszttranszlacidos modositas). A toldalékok lehasitasara tobb specifikus protedz all
rendelkezésre, azonban ezek eldallitdsa igen koriilményes és draga, a reakciot kovetéen
tovabbi tisztitasi 1épések lehetnek sziikségesek az enzim eltavolitasara, illetve sok proteaz
hagy hatra nem-nativ aminosavakat a vizsgélni kivant fehérjéken. Mindemellett tovabbi
aminosavak kapcsolddhatnak a fehérjéhez, amennyiben a fehérje génjének beiiltetésére
alkalmazott restrikcios endonukledzok felesleges oligonukleotid talnytlasokat hagynak
hatra.

Az 5.1 alfejezetben igazoltuk, hogy a His-IMEY# fehérjérdl szelektiven lehasithatod
az affinitastoldalék Ni(Il) segitségével. Ez miikodoképes eljards akkor, ha a fehérje
szekvenciaja tartalmaz egy X-(Ser/Thr)-X-His-Z-B motivumot, — ahol B barmilyen, X
cisztein €s prolin kivételével barmilyen, Z cisztein kivételével barmilyen aminosav lehet
[146-147]. A hidrolizis a szerin/treonin el6tt kovetkezik be, és a C-termindlis fragmens 1]
N-terminalis végéhez koordinalddik egy Ni(II), ahol egy ATCUN motivum alakul ki. Ezzel
szemben az N-termindlis fragmens aminosav szekvencidja a hidrolizistdl eltekintve
modosulas nélkiil marad hétra a reakcioban. Igy felmeriilt a kérdés, hogy alkalmazhaté-¢ a
Ni(IT)-indukalt szelektiv hidrolizis nativ fehérjeszekvencidk eldallitdsara, ezzel elkeriilve az

erre a célra nem is igen hasznalhato koltséges protedzok beszerzését/eldallitasat.

5.4.1 Gének tervezése, fehérjetisztitas

Az otlet megvalositasahoz a meglévé pET16b DNS-hordozon alapuld rendszert at
kellett tervezni oly modon, hogy a fehérje kifejezddése sordn az affinitastoldalék az eddig
N-terminalisrol annak C-terminalis végére keriiljon (40. abra). Mindemellett olyan DNS
hordozoéra volt sziikséglink, ahol lehetséges tigy beépiteni a fehérjét kodold gént, hogy ne
kapcsolodjanak extra aminosavak késobb a fehérjéhez. A rendszer mitkkodoképességét ezt
kovetéen egy csoportunk altal a korabbiakban alaposan tanulmanyozott AN4-NColE7
fehérjével teszteltik [164]. A pET-21a* DNS hordozonak a kialakitasat, a fehérjék
kifejezését, illetve Ni(Il)-affinitas tisztitasat kutatocsoportunk korabbi PhD hallgatdja

crer
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40. abra: a, Az IMEY# fehérje és az azt kodold gén sematikus dbrazolasa. b, A modositott pET-21a* DNS
hordozd, a lehetséges fehérje gének beiiltetésének modja és az abbdl kifejezddd fehérje sematikus dbrazolésa.

5.4.2 Hidrolizis oldatban és Ni-NTA gyantan

A fehérjetisztitast kovetden els6ként oldatban vizsgaltuk meg a hidrolitikus reakciot.
Az SDS poliakrilamid gélképek alapjan a 3 napos inkubacié 50 °C-on a hidrolizis teljes
mértéki lejatszodasahoz vezetett 1 mM Ni(II) hatasara 100 mM HEPES (pH 8,2) pufferben
(F15. abra). A kiindulasi affinitastoldalékkal ellatott fehérje savja ~20 kDa-nal jelent meg
a gélképen, ami jo egyezést mutat ennek az elméleti 17220 Da tomegével. Harom nap
elteltével ez a sav teljes mértékben eltlint és egyetlen éles sav jelent meg ~15 kDa-nal, ami
feltehetden az affinitastoldalék nélkiili fehérjéhez rendelhetdé. Mivel egyéb savok és
elmosodas nem mutatkozott a gélképen, igy feltételezhetéen a reakcid specifikusan zajlott
le és csak az SRHS aminosavszekvenciat megel6zden tortént hidrolizis.

A sikeres oldatbeli reakciot kovetéen megkiséreltik a Ni(I)-NTA gyantan is
végrehajtani a hasitast, mivel komoly elényt jelent a fehérjetisztitas soran, ha nem kell kiilon
eludlni a fehérjét a hordozordl majd puffert cserélni az elegyen, hanem a sziikséges nativ
fehérjét kozvetleniil lehet lehasitani a tisztitdst kovetden, mig az affinitastoldalék a
gyantahoz kotve marad. A reakciot azonos koriilmények kozott hajtottuk végre, mint az
oldatbéli hidrolizist. Az SDS-poliakrilamid gélképek alapjan ebben az esetben is 100%-ban
végbement a hasitas, a ~20 kDa-nal lathato fehérjesav az inkubaciot kdvetden eltiint és az 1)
sav ~15 kDa-ndl jelent meg, azonban meglepd modon a teljes fehérjemennyiség tovabbra is
a gyantara kotve maradt, holott a hidrolizist kdvetéen az N-termindlis fragmens — ami az
eldallitandé nativ fehérje — mar nem tartalmazott hexahisztidin affinitastoldalékot
(41. abra a,). A reakcidra nem volt hatassal, hogy az inkubacio6 sordn kevertettiik-e a gyantat

vagy sem, igy megkiséreltiik kiilonb6z6 modokon elualni a fehérjét a gyantardl. Habar
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kvantitativ eliiciot nem sikeriilt elérni, azonban 15 perc 0,5 M NaCl, 1 M imidazol kezeléssel

a fehérjemennyiség ~60%-a, mig 0,5 (m/V)% SDS kezeléssel ~25%-a felszabadithato volt
a gyantarol (41. abra b).

@ | 8 Oh 72h b, | 5 |on 15 perc 8
S|F|ley| F|oay S|ey| Fley| Flay| S
— == =
— 104 Imidazol SDS ..
-
- ——
E
20 kDa s — 20 kDa « —
E——

AN4-NColE7-6xHis AN4-NColE7

41. abra: a, Ni-NTA gyantara kotott AN4-NColE7-6xHis fehérje hidrolizise Ni(II)-vel 50 °C-on 72 6éran
keresztiil Tricin-SDS-PAGE modszerrel vizsgalva. ¢(NiCly) = 1 mM; ¢(ZnCl) = 0,25 mM, 100 mM HEPES
(pH 8,2); F: feliiluszobal vett minta, Gy: gyantabol vett minta. b, hidrolizalt AN4-NColE7 fehérje elualasa a
gyantardl 0,5 M NaCl, 1 M imidazollal, illetve 0,5 (m/V)% SDS-sel 15 perc inkubaci6 soran.

A hasitast kovetd gyantara kotddés feltehetden minden fehérje esetén eltérd mértékd,

szerepet jatszhat, hogy 4 egymashoz kozeli hisztidin aminosavat is tartalmaz a C-terminalis
végehez kozel, igy minden bizonnyal ezek képesek az affinitastoldalék lehasitasat kovetden
tovabbra is koordindlodni a Ni-NTA gyantdhoz. Ezzel magyardzhato az is, hogy 1 M
imidazol hat4sara nagy szazalékban oldatba sikeriilt vinni a fehérjét. A kezeléshez hasznalt
SDS vagy imidazol ezt kovetden puffercserével tavolithatdo el. A kisérleteink soran
ultrasziirést alkalmaztunk 10 kDa porusatmérdjii Amicon Ultra-0,5 mL membransziirok
felhasznaldsaval, am itt érdemes megjegyezni, hogy az SDS effektiv eltavolitdsdhoz az
oldatot a micellaképzddési koncentracid ald kell higitani a folyamat megkezdése el6tt
(~0,23 (m/V)% SDS esetén), illetve a kezelés imidazollal felszabadithatja az
affinitastoldalékot is, ez azonban ultrasziirés soran az atfolydba keriil. A tisztitasi eljaras

sematikus folyamatabraja a fiiggelékben talalhato (F16. abra).
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42. abra: a, A hidrolizalt AN4-NColE7 fehérje mért m/z tdmegspektruma. b, Dekonvolucioval kiszamitott

~~~~~~~~~~~

~~~~~~

A reakci6d termékeként képzddd 127 aminosavbol allo6 AN4-NColE7 fehérje
dekonvolucioval kiszamitott tomegspektrumaban csak egy f0 csucs lathato,
melléktermékekhez rendelhetd csticsok csak elenyészd mértékben (< 5%) figyelhetok meg
(42. abra b,). A hidrolizélt fehérje mért (14501,6 Da) és elméleti (14501,4 Da) tomege jO
egyezést mutatott. Annak érdekében, hogy igazoljuk, a Ni(II)-indukalt hasitds nem okozott
— a hidrolizist leszamitva egyéb — modosuléast az eldallitandod fehérje szekvencidjaban a
legintenzivebb 726 m/z (z=20) cstcsot kivalasztva fragmentadltuk HCD technikdval. A
fragmentacio soran sikeriilt azonositanunk egy nagy intenzitasu yis> " részecskét (582 m/z,
z=3), ami a fehérje utolsé 15 aminosavjat tartalmazta: SVVTPKRHIDIHRGK. Ennek a
tovabbi CID fragmentacidjat elvégezve a kapott ionok megegyeztek a nativ fehérjébdl

varhat6 fragmensek tomegeivel (42. abra c,).

a, b, Becsiilt masodlagos
szerkezeti elemek:

AN4-NColE7
— Mérés
= === lllesztés
'E 2,0 - === Kuloénbség
'E 0,0
4-40 -
m a hélix: 20,2 %
-2,0 1 u Antiparallel B redd: 26,5 %
m Parallel 8 redé: 0,0 %
-0,0 r r r ) B kanyar: 14,4 %

190 200 210 220 230 240 250 = FEayeb: 38,9 %
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43. abra: a, AN4-NColE7 mért és BeStSel altal illesztett CD spektruma. b, masodlagos szerkezeti elemek
becsiilt megoszlasa AN4-NColE7 fehérjében BeStSel illesztés alapjan [2].
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Mindemellett a fehérje CD spektruma rendezett mésodlagos szerkezetre utal, a
BeStSel illesztés alapjan 60% az o-hélix, B-redd és P-kanyar szerkezeti elemek relativ
mennyisége, igy a fehérje gyantarol eludlhatd hanyada valdsziniileg inkéabb koordinativ

okokbol maradt a hidrolizist kovetden kotve, mintsem aggregacio miatt (43. abra).

5.5 Alkalmazas: allosztérikus szabalyozas

Az el6z6 alfejezetben ismertetett tisztitdsi procedurat laboratériumunkon beliil is
tobb fehérje eldallitasara alkalmaztuk. A koncepcid kiilondsen eldnydsnek bizonyult az
NColE7 fehérjén alapuld mesterséges metallonukledzok eléallitdsa soran, ahol a fehérje N-
¢s C-terminalis végeinek térbeli kozelsége elengedhetetlen a fehérje nukledz aktivitasanak
kifejtéséhez [172,174], igy barmilyen extra aminosav jelenléte géatolhatja a funkciot.
Munkdénk soran felkeltette a figyelmiinket, hogy amig a tisztitas végtermékeként kapott nativ
fehérjék aktivak voltak, addig a hexahisztidin toldalék — a Ni(Il)-szelektiv hidrolizist
megelozdéen — kimagaslo gatlo effektust gyakorolt a nukledzokra. Ezt a jelenséget

alaposabban kortljartuk.

5.5.1 Gének tervezése, sejtbéli kisérletek

A Ni(Il)-indukalt hidrolizisen alapuld fehérjetisztitasi rendszer optimalizacidjahoz
hasznalt AN4-NColE7 fehérjével szemben annak teljes valtozataban, nem hidnyzik a KRNK
szekvencia a fehérje N-terminalis végérol. Ez a fehérje oly nagymértékii nemspecifikus
nukledz aktivitassal rendelkezik, hogy akéar egyetlen molekula is képes egy sejt
elpusztitasara [165]. Ebbdl kifolyolag mar a fehérje génje sem juttathatd be bakterialis
hordozdba — csak az Uin. Im7 immunitasfehérje génjével egyiitt —, mivel amint a bejuttatott
génrél minimalis mennyiségli fehérje fejezédik ki, az feldarabolja a sejt sajat genomialis
DNS-¢t is (44. abra d,). Ez a gyakorlatban ugy nyilvanul meg, hogy a taptalajon nem
novekednek fel baktériumtelepek, miutdn a gént tartalmazd DNS hordozét bejuttatjuk a
baktériumsejtekbe. Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy a pET-21a*SRHS-6xHis
hordozoba épitett NColE7 gént lehetséges bejuttatni sejtekbe, és képzddnek telepek
taptalajon, ami a fehérje aktivitasdnak drasztikus csokkenésére utal. A fehérje tultermeltetése
a sejtekben ugyanakkor mar nem volt lehetséges, azaz az enzim aktivitdsa nem sziint meg
N-terminalis KRNK szekvencia egy argininjét glicinre cseréltiik (tovabbiakban KGNK-
SRHS-6xHis [169]), mar a fehérje taltermeltetése is lehetségessé valt Im7 fehérje nélkiil. A
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gének tervezését és bakterialis sejtekkel végzett munkat csoportunk korabbi PhD hallgatoja

doktori disszertacidjaban mar részletesen bemutatta [246,248].

a,

pET-21a*-
NCoIE7-
-6xHis e
Transzformalas

pET-21a*-

NCoIE7-
SRQS-6xHis —_—
Transzformalas

pET-21a*-
NColET7-
SRQS-....

pET-21a*-
NCoIE7-SRQS

44, abra: NColE7 gén beépitése kiilonbozé DNS hordozokba és ennek hatasa E. coli sejtekre. a, NColE7-
SRHS-6xHis és b, NColE7-SRQS-6xHis gén bejuttathatd sejtekbe, de a fehérje nem termeltethetd tul. c,
NColE7-SRQS-...... ¢és d, NColE7-SRQS gén nem juttathato be sejtekbe.

5.5.2 Ni(II)-indukalt hidrolizis hatasa a nukleaz aktivitasra

Kutatécsoportunk tavlati céljai kozott szerepel olyan NColE7-alapi mesterséges
metallonukledzok tervezése, amelyek mar specifikus DNS hasitasra is alkalmasak [174].
Megvizsgalva egy C45-ZF-N85, illetve C45-ZF#-N85 jelolésti mesterséges metallonukledz
DNS hordozoéjanak integritasat a fehérje affinitas toldalékkal és annak hidnydban torténd
kifejezését kovetden egyértelmiien lathatd volt, hogy az affinitastoldalék képes a DNS
hasitas visszaszoritasdra. A korkords DNS a kiindulési szuperhelikalis formdban van és
nagyobb hanyada egyszalu hasitast kovetden atalakult nyilt cirkuléris formaba (45. abra a,).
Ezzel szemben affinitastoldalék hidnyaban a DNS hordozo6 apr6 darabokra fragmentalodott,

amit a gélképen lathat6 elmosddas jelol.
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45. abra: a, mesterséges metallonukleazt kodolé DNS hordozé preparalasa fehérjekifejezés eldtt és utan
1 (m/V)% agar6z gélen vizsgalva. N: C45-ZF-N85 mesterséges metallonukleaz taltermeltetése, N-aff: pET-
21a*SRHS-6xHis hordozoéba épitett C45-ZF#-N85-SRHS-6xHis fehérje tultermeltetése. b, KGNK fehérje
nukledz aktivitas vizsgalata Ni(Il)-indukalt peptidhidrolizis elott és az affinitastoldalék lehasitasat kovetden.
KGNK-aff: toldalékkal ellatott KGNK-SRHS-6xHis fehérje. Sc.: szuperhelikalis, Oc.: nyilt cirkularis, lin.:
linearis formaja bakterialis DNS hordozd. Frag.: fragmentalodott DNS

In vitro DNS hasitasi kisérleteket hajtottunk végre a KGNK-SRHS-6xHis fehérjével.
A fehérjetisztitast kovetden a fehérje egy részletérdl lehasitottuk az affinitastoldalékot, mig
egy masik részletével valtozatlanul dolgoztunk tovabb. A két fehérjeverzid aktivitasa kozott
jelentds eltérés mutatkozott, affinitastoldalék hidnyaban a nukledz mar a minta dsszeallitasat
kovetden ,,0 6ras minta” teljes mértékben atalakitotta a szuperhelikalis kiindulasi DNS-t, és
a nyilt cirkularis és linearis forma mellett a fragmentaci6 is lathaté (45. abra b,). Két ora
elteltével a fragmensek donté hanyada 100-200 bp hosszisagl, mig az affinitastoldalékkal
ellatott KGNK-SRHS-6xHis csak egy és kétszali hasitasokat idézett eld, kismértékii

fragmentacio mellett.

5.5.3 Az affinitastoldalék szerepének vizsgalata

Az NColE7-alapu nukleazok funkciojukat csak Zn(II)-jelenlétében képesek
betdlteni, ahol a fehérje tin. HNH motivumanak harom hisztidinje (H544, H569, H573)
koordinalodik a fémionhoz, mig annak negyedik szabad helyén egy vizmolekula talalhato.
Ennek a vizmolekuldnak a helyére kdtddhet be a DNS vagy RNS molekula foszfodiészter
csoportja [164,169]. Azonban, ha a vizmolekula helyére egy tovabbi hisztidin koordinalodik,
az meggatolhatja a szubsztrdt megkotését és a foszfodiészter kotés hidrolizisét. Tobb
imidazolcsoportot tartalmazé ligandumokkal tanulmanyoztuk, hogy a C-terminalis
affinitastoldalékban taldlhat6 hisztidinek koordinativ effektusa lehet-e felelds a jelentds
mértéki gatld hatdsért. A harom hisztidin aminosavat tartalmazo Ac-Lys-His-Pro-His-Pro-
His-GIn-NH> heptapeptid (tovabbiakban KQ [249]) nem tudott kimutathato gatlé hatast
kifejteni az NColE7 nukledzra. Az mar 15 percet kovetden <100 bp hosszusagu
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fragmensekre szabdalta a korkords kiinduldsi DNS-t (F17. dbra). A KGNK fehérjét —
aminek aktivitdsa onmagaban legaldbb tizszer kisebb, mint az NColE7 enzimé — azonban
sikerilt mar 1:1 aranyban jelentdsen gatolnia, mivel egy 6rat kovetden is még lathato linearis
DNS. Ezzel szemben a KQ peptid hidnyaban a KGNK is 1000 bp-nal kisebb fragmensekre
darabolta a kiinduldsi DNS-t (F17. abra).
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46. abra: a, NColE7 ¢s KGNK nukleaz aktivitdsa ndvekvé mennyiségli imidazoltartalmu ligandum (Gly-
BIMA) jelenlétében 1 (m/V)% agaréz gélen vizsgélva. b, apo és holo KGNK fehérje CD spektruma EDTA és
Gly-BIMA jelenlétében. ¢, Gly-BIMA ligandum szerkezeti képlete [255].

A kisérleteinket egy egyszeriibb bisz-imidazol (tovabbiakban Gly-BIMA) peptiddel
is megismételtiik, amely szintén képes két imidazol gytirijének nitrogénjeivel kelatgytiriit
kialakitani Zn(II)-vel (46. abra b,). A ligandumot Dr. Viarnagy Katalin bocséjtotta
rendelkezésiinkre [250]. A KQ peptiddel végzett kisérletekhez képest egy nagysagrenddel
kisebb fehérjekoncentraciot és nagyobb kelatorfelesleget alkalmazva sikeriilt kimutatnunk
az NColE7 enzim részleges gatlasat is. Egy orat kovetéen a holo NColE7 esetén a
szuperhelikalis DNS savja teljesen eltlint, a nyilt cirkularis sav halvanyan latszodott, mig
jelentds fragmentacié is megfigyelhetd volt (46. abra a,). Ezzel szemben 100x Gly-BIMA
felesleget alkalmazva a linearis és cirkuldris sav is joval intenzivebb maradt, mig a

fragmentaciohoz rendelhetd sav kevésbé elmosddott a kisebb tomegtartomanyok felé. A

91



KGNK fehérje esetében még nagyobb mértékii gatlast tapasztaltunk. Itt 1:1 aranyndl még a
kiindulasi szuperhelikalis DNS savja is intenziven latszédott, mig a Gly-BIMA ligandum
hidnyéaban ez teljesen eltlint és intenziv linedris sav jelent meg (46. abra a,).

Sikeriilt tehat kimutatnunk hasonld gatlo effektust a fehérjeszekvencidhoz nem
kapcsolddo imidazoltartalmu ligandumokkal is, mint a hexahisztidin toldalék esetén. A gétlo
hatés kétféleképpen kovetkezhet be: a ligandum imidazol nitrogénjének koordinacidja révén
a katalitikus Zn(Il) negyedik koordinacids helyére, vagy oly médon, hogy a ligandum
imidazol nitrogénjei elvonjak a Zn(II)-t a katalitikus kézpont harom hisztidinjétdl. Ismerve
az NColE7, KGNK, KQ ¢és Gly-BIMA Zn(II)-affinitadsat utobbi eset nem valoszinii, am a
feltételezést mindenképpen bizonyitani akartuk. Erre az adott lehetdséget, hogy a korabbi
kutatasaink soran sikeriilt igazolnunk, hogy az NColE7-alapu nukledzok esetén a katalitikus
Zn(I1) bekotddése reprodukalhatoan 2 nm-rel eltolja a fehérje CD spektrumanak X-tengely
metszetét a nagyobb hullimhosszok irdnyaba [169]. Mindemellett a Gly-BIMA ligandum
akirdlis, azaz nincs sajadt CD  spektruma, ami egyszerlsiti a rendszer
megértését/kiértékelését. Megfigyelheté volt, hogy a holo és az apo KGNK CD
spektrumanak 197 nm kornyékén mérhetd x tengelymetszete kozott valoban ~2 nm a
kiilonbség (46. abra c,). EDTA hatasdra megkaptuk az apofehérjére jellemzé CD
spektrumot, mig 50% feleslegben alkalmazva a Gly-BIMA ligandumot, a CD spektrum a
zajtol eltekintve megegyezik a holo fehérje jelével. Igy igazoltuk, hogy valoban a hisztidinek
koordinalédnak a Zn(II) negyedik szabad helyére ternerkomplexet képezve, €s nem

tavolitjak el a fémiont a katalitikus centrumbol.

5.6 Alkalmazas: metallonukleaz kialakitasa

A specifikus mesterséges nukledzok kialakitasanak legelterjedtebb stratégidja szerint
egy nem specifikus DNS-hasité egységet (pl. ATCUN motivum) egy specifikus DNS
felismerd egységgel kapcsolnak 6ssze (pl. cinkujj fehérje). Ennek mintdjara egy S/TXH
aminosavszekvenciat tartalmazo cinkujj fehérje Ni(Il)-indukalt szelektiv peptidhidrolizise
révén eljuthatunk egy ilyen potencialis DNS-hasit6 enzimhez. Azt kovetden, hogy igazoltuk,
megvalosithatd az ATCUN motivumot hordozé6 IMEY# eldéllitasa (Id. 5.1.2 fejezet), a
fehérje specifikusan felismeri DNS célszekvencidjat (Id. 5.2.2 fejezet), tovabba a Ni(I)- és
Cu(Il)-komplexének kialakitasa is lehetséges(ld. 5.1.4 fejezet), tanulmanyoztuk a rendszer

esetleges DNS-roncsol6 tulajdonsagait bakterialis DNS hordozot felhasznéalva (47. abra).
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47. abra: DNS hasitasi kisérlet a, specifikus DNS + Cu(II)-1IMEY#; b, specifikus DNS + Ni(I[)-1MEY#;
¢, nemspecifikus DNS + Cu(Il)-IMEY#; d, nemspecifikus DNS + Ni(I)-IMEY# jelenlétében 1 (m/V)%
agaroz gélen vizsgalva. A mintaklat 1 (m/V)% SDS-sel kezeltiik a futtatast megelézéen. S1 DNS: IMEYpGEX
DNS hordozo; SO DNS: pET21a DNS hordozé; ¢(DNS) =4 nM; 2 mM HEPES (pH 8,2); 30 mM NacCl; 72 h;
37 °C; (1) nincs inkubalas (2) DNS; (3) +100 uM L-aszkorbinsav; (4) +0,8 uM Cu(I)-IMEY# + 100 uM L-
aszkorbinsav; (5) 0,08 uM Cu(Il)-IMEY# + 100 uM L-aszkorbinsav; (6) +0,8 uM Cu(Il)-1MEY#; (7) +100
pM HO»; (8) +0,8 pM Ni(ID)-IMEY# + 100 uM H»O2; (9) +0,08 uM Ni(II)-IMEY# + 100 uM H>0; (10)
+0,8 uM Ni(Il)-IMEY#. sc.: szuperhalikalis, oc.: nyilt cirkularis, lin.: linedris formaju baktertidlis DNS
hordozé. Marker: 1 kb Gene Ruler Plus

A haromnapos inkubaciét kovetéen a reakcioelegyeket 1 (m/V)% agardz
gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk meg. A kiindulasi korkorés DNS hordozé foként
szuperhelikalis formaban volt jelen (sc), igy gyorsan tudott eldrehaladni a gél porusaiban
elektromos erdtérben (47. abra 1, 2 oszlopok) (1d. 4.3.1 fejezet). A mintaban emellett kisebb
intenzitasu savok is lathatok voltak 5000 bp felett, amelyek a nyilt cirkularis formahoz
rendelheték. Amennyiben a DNS hasitas soran a szakirodalom alapjan sziikséges
aszkorbinsav, vagy H,O» segédreagenseket is tartalmazta a rendszer, a nyilt cirkularis DNS
aranya megnovekedett (47. abra 3, 7 oszlopok). Az IMEY# Cu(Il)- és Ni(II)-komplexével
sikeriilt DNS-hasitast kimutatnunk, mivel a DNS-ek kiindulasi szuperhelikalis forméja (sc)
az enzim hatasara fokozatosan nyilt cirkularis (oc), majd esetenként linearis formaba (lin)
alakult, ami 5000 bp koérnyékén jelent meg a gélképeken (47. abra 4, 8, 9, 10 oszlopok). A
reakcid azonban meglehetdsen lasstinak bizonyult, mivel 72 6ran keresztiil kellett inkubalni
a rendszert, emellett nagy (200x) fehérjefeleslegre volt sziikség, ebbdl adoddéan nem
kifejezetten volt lathato eltérés a fehérje viselkedésében specifikus (47. abra a, b,) és
nemspecifikus (47. abra c, d,) DNS-sel szemben. Ezzel szemben a szakirodalomban
bemutatott Ni(I)-GGH-Spl cinkujj fehérje komplexet alkalmazva 30 percet kdvetden

sikertilt specifikus hasitast detektalni. Fontos azonban kiemelni, hogy radioaktivan jelzett
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DNS-t alkalmaztak és a kisérlet nem adott informacidt arra vonatkozoan, hogy a kiindulasi
termék hany szazaléka alakult at, tovabba arrdl sem, hogy a detektalt specifikus hasitas
mellett bekdvetkezett-e nemspecifikus roncsolas [181]. Az ATCUN motivum DNS hasitasa
Osszetett folyamat (Id. 2.2.2 fejezet) és a reakcio sebessége fiigg az ionerdsségtol és a pH-
tol is [126]. Mindemellett a redukald és oxidaloszerek, mint segédreagensek alkalmazésa
miatt, amennyiben nyomnyi mennyiségli szabad vegyértékvaltd fémszennyezés van a
rendszerben (pl.: Fe(Il)/Fe(Ill)), az fals pozitiv eredményt adhat, igy ezeket a kisérleteket
nagy koriiltekintéssel kell értelmezni [251]. Annak érdekében, hogy jobban detektalhatova
valjanak a specifikus DNS-hasitdsok, olyan pUC19 DNS hordozokat terveztiink és
allitottunk el rekombindns DNS technologia segitségével, amelyekbe tobb IMEY# fehérje
felismerési helyet (5’-GAGGCAGAA-3’) épitettiink be egymassal atellenesen. Ily médon
egy homodimer fehérj¢hez hasonléan funkciondlhat az IMEY# Ni(Il)-, vagy Cu(Il)-
komplexe, és az egymassal szemben bekovetkezd egyszalu hasitdsok a korkoros DNS

hordozo6 linearizal6dasat eredményezhetik (F18. abra).

5.6.1 A linker szakasz modositasa az ATCUN motivum és a cinkujj fehérje kozott
Az el6zd fejezet végén felvezetett 1 DNS hordozok csak a DNS hasitasok
érzékenyebb detektalasara adhatnak lehetdséget. Emellett megkiséreltiik oly moddon
attervezni az IMEY# cinkujj fehérjét, hogy annak novekedjen a DNS-hasitasi aktivitasa,
specifitasa. A szakirodalomban fellelheté6 GGH-Spl cinkujj fehérje szekvencidjat
tanulmanyozva modositottuk az 1MEY# cinkujj fehérjében az N-terminalis ATCUN
motivum ¢és a cinkujj alegységek kozott talalhatd 6sszekotd (linker) szakasz hosszat, illetve
az aminosavosszetételét. A 8. tablazat alapjan lathatd, hogy az 1IMEY# fehérjében 5
aminosavval hosszabb a linkerszakasz az ATCUN motivum ¢és az elsd cinkujj fehérje
ciszteinje kozott. igy az IMEY#.2 fehérjeverzioban lerdviditettiik a linkerszakaszt. Ezzel
egylitt, tovabbi rovidebb linkereket tartalmazo fehérjéket is terveztiink.

A GGH-Spl1 fehérjében a linker szakaszon beliil harom pozitiv t6ltésii oldallanccal
rendelkezd lizin fordul eld, ami eldsegitheti, hogy kozelebb keriiljon az ATCUN motivum a
DNS szalhoz, igy bekovetkezzen a hasitds. Ezzel szemben az 1IMEY# fehérje linker
szakaszaban harom glutaminsav is talalhato, melyek karboxilcsoportjai negativ toltésiikkel
taszithatjdk a DNS-t. Ebbdl kifolyolag terveztiink olyan 1MEY# verzidkat is, ahol a
glutaminsavak helyett lizineket épitettiink be, illetve az ATCUN motivumba egy szintén

pozitiv oldallanccal rendelkezd arginint.
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A fehérjék génjeit a pETMI11-SUMO3-IMEY# korkorés DNS-bdl kiindulva
allitottuk eld (1d. F1.7 fejezet), majd a His-SUMO-1IMEY# fehérjével analog mddon
(Id. F1.2 fejezet) tortént a fehérjék tisztitdsa Ni-NTA gyantat alkalmazva. A His-SUMO
toldalékot ULP1 proteazzal hasitottuk le, és Tricin-SDS-PAGE gélelektroforézis alapjan
minden fehérje tisztitdsa sikeres volt, a géleken egy jol meghatarozott sav volt lathato
megfeleld tomegtartomanyban (F19. abra h,). A hasitast kovetden az affinitastoldalék,

illetve egyes esetekben az el nem hidrolizalt kiindulési fehérje is a gyantdhoz kétve maradt

(F19. abra i,).

8. tablazat: A GGH-Spl [181], az IMEY# és a megtervezett IMEY# verziok N-terminalis régiojanak, illetve
az els6 cinkujj alegységének dsszehasonlitasa. A linker szakaszt alahtzas jeloli, a pozitiv toltésii oldallanccal
rendelkez6 aminosavakat pirossal, a negativakat kékkel jeloltiik. A Zn(II)-hez koordinal6doé ciszteinek sarga,
a hisztidinek vilagoskék hattertiek.

Név Fehélggsifnker Szekvencia
GGH-Spl 10 GGHGDPGKKKQHICHIQGCGKVYGKTSHLRAHLRWHTGERPFM...
IMEY# 101 15 SGHIEGRHMLEPGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLOKHQRTHTGEKPYK...
IMEY#.2 96 10 SGHILEPGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQORTHTGEKPYK...
IMEY#.2R 96 10 SRHILEPGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQORTHTGEKPYK...
IMEY#.2RK 96 10 SRHILKPGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...
IMEY#.3 90 4 SGHKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQORTHTGEKPYK...
IMEY#.3R 90 4 SRHKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQORTHTGEKPYK...
IMEY#.4 91 5 SGHKKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...
IMEY#.4R 91 5 SRHKKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...
IMEY#.5 91 5 SGHEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...
IMEY#.5R 91 5 SRHEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK...
IMEY#.6E 92 6 SGHGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLOKHORTHTGEKPYK...

A modositott fehérjék CD spektrumait 6sszehasonlitva a kiindulasi IMEY# fehérje
spektrumaval nagymértékli hasonlosagot lathatunk. Ez alapjan feltehetéen minden fehérje
harom Zn(II)-t tartalmazott és ezzel egyiitt felvette a megfelelé BPa masodlagos szerkezetet
(48. abra). A 197-201 nm hulldmhossztartomanyt kézelebbrél megvizsgéalva, a spektrumok
X-tengelymetszete minden modositott fehérje esetén a nagyobb hulldmhosszak felé tolodott
el. Mindezeken feliil, 0sszefliggés figyelhetd meg a tengelymetszet és a fehérjék hossza
kozott. Ez azzal magyardzhato, hogy minél révidebb az N-terminalis végen elhelyezkedd
rendezetlen szerkezetli szakasz, anndl nagyobb mértékli a CysyHis, cinkujj alegységek
hozzéjarulasa a fehérjék CD spektrumédhoz. A szakirodalmi adatok alapjan a tisztdn o-
helikalis szerkezeti fehérjék CD spektruma ~200 nm koérnyékén, mig a B-redds fehérjék

~205 nm koérnyékén metszik az X-tengelyt, ezzel szemben a rendezetlen fehérjeszerkezet a
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kisebb hullamhosszak felé¢ tolja el azt (Id. 4.4.2 fejezet). A tendencidtdl csupan az
IMEY#.2RK fehérje tért el, am amint a 48. abran is lathato, ez a spektrum kifejezetten
zajos, a ténylegesen megmért fehérje koncentracidja ~6 uM volt. A fehérje CD spektrumokat
megkiséreltiik kiértékelni a BeStSel program segitségével is, hogy alatamaszthassuk az X-
tengelymetszetek alapjan tett megallapitasainkat. Azonban mivel a program még a legjobb
illesztés esetén is 44% nem hozzarendelhetd szerkezeti elemmel szamol, igy az aranyokban

megfigyelhetd apro valtozasokat nem tudtuk egyértelmiien meghatarozni (F6. tablazat).

Fehérje (Aminosavak

szama)
8 - 1MEY#.1 (101)
1MEY#.2 (96)
----- 1MEY#.2R  (96)
el W% | ONNURS | e 1MEY#.2RK (96?)
1MEY#.6E  (92)
1MEY#.4 (91)
A8 W NN\ | 1MEY#4R  (91)
1MEY#.5 (91)
1MEY#5R  (91)
<, 1MEY#.3 (90)
e “1fr 0 0B /N IMEY#3R  (90)
E
oo
(&
-2 -
-4
-6 T T T T T T T ]
180 190 200 210 220 230 240 250 260

Hullamhossz (nm)

48. abra: IMEY# cinkujj fehérje verziok CD-spektrumai. A kinagyitott részlet az egyes fehérjespektrumok
X-tengelymetszetét mutatja. Az abrafeliratok mogott az egyes fehérjék aminosavszekvencidjdnak hossza
zéardjelben taldlhato. A spektrumokat 18,8 uM fehérjekoncentraciora normaltuk 10 mM HEPES (pH 7.4);
[=0,02 cm

A CD mérés eredményeit az ESI-MS mérések is alatamasztottak a legtobb esetben.
A fehérjék harom Zn(II)-t és egy Ni(II)-t kotottek meg €s a holo-fehérjék molekulatomegei
jo egyezést mutattak az elméleti értékekkel (9. tablazat). A fémmentes fehérjék
molekulatomegei egy-két esetben 0,5-2 Da-nal kisebbek voltak a vart értéknél, ami
ugyanezeknek a fehérjéknek a Zn(II)-kotott formaiban teljes egyezést tapasztaltunk. A
latszolagos ellentmondasra magyarazat lehet, hogy a mérést chip-alapti TriVersa NanoMate
(Advion) ESI-MS ionizacids feltét segitségével hajtottuk végre, és a 0,1 (V/V)%
hangyasavat tartalmazo (apo) mintakat egyszerre allitottuk 0ssze a mérést megel6zden.

Mivel a Zn(II)-t eltavolitottuk, a szabad ciszteinek idével oxidalodhattak, ezért lathatok
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szisztematikus tomegeltérések a késObb sorra keriild apofehérje mintdkban. Zn(II)-
jelenlétében fehérjék ciszteinjeit védte a fémion az oxidaciotdl, igy az utolsoként sorra

keriil6 holo fehérje mintak tovabbra is épek maradtak.

9. tablazat: A médositott IMEY# fehérjék molekulatémegei ESI-MS mérés alapjan 8 mM ABC (pH 7,8)

Apo fehérje Holo fehérje (3 Zn(I1) 1 Ni(II))

Szimulalt (Da) Mért (Da) Szimulalt (Da) Mért (Da)

IMEY#.2 10875,26 10875,32 11122,92¢ 11121,98¢
IMEY#.2R 10974,34 10974,41 11222,00 11222,04

IMEY#.2RK 10973,40 10970,41* 11220,05* 11218,12*
IMEY#.3 10236,94 ¢ 10235,99¢ 10483,59 10483,66
IMEY#.3R 10336,01 10336,05 10582,67 10582,72
IMEY#.4 10365,03 10359,07* 10611,68 10611,74
IMEY#.4R 10464,11° 10463,19°¢ 10710,76 10710,83
IMEY#.5 10365,98" 10364,01° 10612,63 10612,68
IMEY#.5R 10465,06° 10463,10° 10711,71 10711,79
IMEY#.6E 10423,00°¢ 10422,02°¢ 10669,65 10669,72

2 Da-nal nagyobb eltérés
® 1-2 Da kozétti eltérés
©0,5-1 Da kozotti eltérés

Ismét kivételt jelentett az IMEY#.2RK fehérje, aminek sem apo-, sem holo fehérje
mért molekulatomege nem egyezik a vart értékkel (9. tablazat). Az apofehérje
molekulatdmege harom Da-nal kisebb a vartnal, azonban az eltérést nem okozhatja a
ciszteinek részleges oxidacidja, mivel a holo fehérjében harom Zn(Il)- jelenléte detektalhato.
A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy a holo fehérje mérésénél 2 csucs is megjelent egymastol
6 Da tavolsagra (11224,11 Da és 11218,12 Da). Megkiséreltiik fragmentalni az apofehérjét,
hogy azonosithassuk az eltérés okat. Utkdzés indukalt disszocidcios technikaval (CID)
azonositottuk a fehérje 10 aminosavbdl all6 N-terminalis fragmensét, és egy C-terminalis 26
aminosavbol felépiild fragmenst is, amelyek molekulatomegei megegyeztek az elméleti
értékkel (F20. abra). EbbOl latszolag arra lehetett volna kovetkeztetni, hogy a fehérje
szekvenciaja jonak bizonyult, igy ezt az IMEY# verziot a késébbiekben Gjra el6 kell allitani

¢s alaposabban megvizsgalni.

5.6.2 In vitro nukleaz aktivitasi vizsgalat
Mivel az IMEY#.2RK kivételével a tobbi fehérjét SDS-PAGE, CD és ESI-MS
alapjan is sikeresen eldallitottuk, ezek Ni(Il)-komplexeivel megkezdhettiik a nukleaz
aktivitasi kisérleteket (10 fehérje). A korabbi IMEY# fehérjével végzett vizsgalatokhoz
képest noveltiik a DNS koncentraciot, hogy a fehérjék ne legyenek extrém feleslegben a

DNS-hez képest. Annak érdekében, hogy jobban detektalhatova valjon a DNS hasités, tobb
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felismerési helyet tartalmazd DNS molekuldkat is felhasznaltunk kisérleteinkben

(F18. abra).

0 O
Aoc | 23%| 24%
57 —.TGCTGAACTGGGGTCACATAGA...-3’ |Alin 0%
37 -.ACGACTTGACCCCAGTGTATCT...-5’ |Asc 0%

17%| 12%| 18%| 12%| 23%| 12%, -60%
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
0%| 0% 0% 0% 0% 0% 0%

1 2 [2R] 3 [3R] 4 [4rR ] 5 | 5R | 6E
gé«% Noc | -9%| -3%| -12%| 18% 3% -3%| 5% 4% -15% 4%
57 —.CTGCTGAGAGGCAGAAACATAG..=3" |Alin |  0%| 0%| 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

37 -..GACGACTCTCCGTCTTTGTATC...-5" Asc 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

N 0 %@@j@ 1 2 2R 3 3R 4 4R 5 5R | 6E

57 —..GAGGCAGAATTCTGCCTC...=3" |poc 4% 5% 3%  19% 1% 4%

37 —.CTCCGICTTAAGACGGAG..~5 |Alin | 0% 0% 0% 0% 7% 6% 0% 0%
@m Asc | -4%| -5%| -2%| -23% -42%| -33%| -48%| -43% 1%| -4%

N3 BR%o

2:‘"-—CT‘S‘;S??;‘?;?;@KEFCCTC“z'Aoc -9%| 7% -13% -12%|122% 22% 1%, -11%
CGGAG-~S |alin | 0% 0% 0% 0% 3% 5% 0% 0%

» Gl Asc 0%| 0%| 0%| 0% -26%| -17%| -31%| -28%| 0% 0%

% 1 | 2 [2R] 3 [3R| 4 [4R [ 5 | 5R | 6E
5 ~..GRGGCAGAATACGCAGTTCTGCCTC..=3 noe |  9%| 1%| -13%| 2%| 6% 1% -67%| 5% 6%| 14%

37’ -.CTCCGTCTTATGCGTCAAGACGGAG...-5 Alin 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
@m Asc 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

S1

49. abra: Nukledz aktivitasi teszt kiilonbozé 1MEY# verziok Ni(IT)-komplexeivel. SO: nulla, S1: egy, N0, N3,
N6: két felismerési helyet tartalmazé pUC-19 DNS. A két felismerési hely kdzott NO, nulla; N3, négy; N6, hét
bazisparnyi tdvolsdg van amint azt a sematikus abrak is bemutatjak. ¢((DNA) = 0,05 uM; c¢(IMEY# fehérje
varidns) = 0,1 uM; c(H20,) =50 pM; 10 mM HEPES (pH 8,2); 150 mM NacCl; 48 h; 37 °C; a fehérje-DNS
elegyeket 1 (m/v)% agar6z gélen vizsgaltuk, a savintenzitasokat ImageJ program segitségével kvantifikaltuk.
Az abran az egyes DNS formak aranyaban bekdvetkezé valtozast jeloltiik a nulla 6ras mintdhoz képest
szazalékos formaban. Aoc: nyilt cirkularis DNS, Alin: linearis DNS, Asc: szuperhelikalis DNS. Minél s6tétebb
kek, illetve zold egy érték hattere, az adott fehérje annal nagyobb mértékben volt képes elhasitani a vizsgalt
DNS-t.

A nagy mintaszambo6l adoddan a gélképek bemutatdsa nem lenne atlathato, igy a
49. abra a gé¢len megjelend DNS savok intenzitdsanak valtozasat mutatja be szamszertisitve
a 0 oras mintahoz viszonyitva. DNS hasitas esetén a szuperhelikalis DNS-hez tartoz6 sav
aranyanak csokkenése és a nyilt cirkularis és linearis DNS formak ardnyanak novekedése
figyelheté meg. Ilyen jelenségeket az IMEY#.3, .3R, .4, 4R ¢és .5 fehérjevaridnsok esetén
lathatunk leginkabb a pUC-19-NO, valamint -N3 DNS hordozdkat alkalmazva, azonban az
adatok kozott igen nagy az eltérés. Ezeket az eredményeket még tovabbi mérésekkel kell
aldtdmasztani. A jovében tovabbi koriilményeket is meg kell vizsgalni. Amennyiben a
megfigyelésiink valoban ezen IMEY# varidnsok specifikus DNS hasitdsdhoz rendelhetok,

akkor a DNS hasitashoz a legrovidebb és tobb pozitiv aminosav oldallancot tartalmazo

linkerszakaszok a legkedvezdbbek.
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6 Osszefoglalas

Doktori munkam sordn a Ni(Il)-indukalt peptidhidrolizist és annak alkalmazasi
lehetdségeit tanulmanyoztam foként cinkujj fehérjéket felhasznalva, valamint jellemeztem a
kialakult termékek oldatkémiai sajatsagait.

Sikeresen eldallitottunk olyan DNS-hordozokat, amelyek tartalmaztdk egy 3
alegységbdl felépiil6 cinkujj fehérje, dekahisztidin-, vagy hexahisztidin-SUMO toldalékkal
ellatott génjét, majd olyan fehérjetisztitasi modszert optimalizaltunk, amivel eldallithato a
tiszta célfehérje. SDS-PAGE vizsgalatok segitségével megallapitottuk, hogy az (S/T)XH
szekvenciat tartalmaz6 IMEY# fehérje Ni(I1l)-indukalt peptidhidrolizis révén szelektiven és
kvantitative elhasithatdo az (S/T) aminosavat megel6z6 peptidkdtés mentén 3 nap alatt,
50 °C-on (pH 8,2). A reakci6 végtermékeként kapott Ni(Il)-1MEY# fehérje teljes mértékben
azonos volt a hagyomanyos fehérjetisztitasi modszer segitségével tisztitott, majd ULP1
proteazzal elhasitott fehérjével. ESI-MS mérések alapjan igazoltuk, hogy a reakciotermék
mindkét esetben harom Zn(II)-t és egy Ni(Il)-t tartalmaz, és masodlagos szerkezete CD
mérések alapjan rendezett volt. UV-Vis abszorbancia ¢és ESI-MS mérésekkel
megallapitottuk, hogy a Ni(II)-ATCUN komplex kinetikai inertségének koszonhetéen nem
befolyasolta a fehérje cinkujj alegységeinek tanulmanyozasat, tovabba a Ni(Il) 10x%
feleslegben sem tudott versengeni a Zn(Il)-vel a cinkujj kotohelyekért. Ezzel szemben Cu(II)
felesleg jelenlétében a cinkujj fehérjék szerkezete Osszeomlott, a fehérje fokozatosan
aggregalodott, igy a cinkujj fehérje Cu(Il)-indukalt szelektiv peptid hidrolizise nem
valdsithaté meg. Vizsgalataink alapjan amennyiben a fehérje N-terminélis végén az ATCUN
motivum szabadon volt mikdzben a cinkujj alegységek telitettek voltak Zn(II)-vel, a Cu(II)
elséként az ATCUN motivumhoz koordinaldédott, €s csak Cu(Il) felesleg alkalmazéasa
esetében kezddott meg a fehérje szerkezetének fokozatos 6sszeomlésa.

Kompeticios ITC és CD titralasok alapjan megallapitottuk, hogy az IMEY# cinkujj
fehérje cinkujj alegységeinek Zn(Il)-affinitasa és a Zn(Il)-kotésre jellemzd entalpidja
hasonl6 a fehérje alapjaul szolgalé CP1 modellpeptid értékeihez. Ez azt sugallta, hogy a
kotohelyek dsszekapcesoldsa nem befolyasolta jelentdsen a viselkedésiiket, azok egymastol
fiiggetlennek tekinthet6k. Hasonld kvantitativ 6sszehasonlitd vizsgalat korabban nem allt
rendelkezésre a szakirodalomban. Gélelektroforézis saveltolodas ¢és fluoreszcencia
anizotropia vizsgalatok alapjan az IMEY# cinkujj fehérje nM-os Kg-val tudta felismerni
DNS célszekvencidjat és 2 nagysagrend kiilonbség volt a specifikus és nemspecifikus, de

guaninban gazdag szekvencidk felismerésében. Tovabba igazoltuk, hogy a fehérje DNS-
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kotése termodinamikailag stabilizalta a Zn(IT)-kotést is. A DNS célszekvencia jelenlétében
a fehérje latszolagos Zn(Il)-affinitdsa 3,4 nagysdgrenddel novekedett. Ez a megfigyelés
magyarazatot adhat ra, hogyan képesek egyes Zn(II)-t kis affinitassal kotd természetes
cinkujj fehérjék is kifejteni funkciojukat a szervezetben.

A cinkujj fehérjék és toxikus fémionok kdlcsonhatdsa terén szdmos ellentmondas
talalhat6 a szakirodalomban. Elséként igazoltuk, hogy az Ag(I) képes meggatolni egy cinkujj
fehérje DNS-felismerését, ¢s CysaHisy cinkujj fehérjék esetében 2 Ag(l) képes egy Zn(II)
kiszoritasara a cinkujj kotohelyrél. Emellett kimutattuk, hogy tovabbi Ag(I) is képes
koordindlodni a fehérjéhez, a4m ezek pontos szerkezete nehezen meghatarozhato.
Egyértelmiien igazoltuk, hogy nagy stabilitast cinkujj fehérjékben a Cd(Il) a Zn(II)-hez
hasonléan képes koordindlodni a CyspHisy kotohelyekhez 1-2 nagysagrenddel kisebb
affinitassal. A kialakult komplex szerkezete nagyban hasonlitott a Zn(IlI)-komplexéhez, és
szintén képes volt specifikusan felismerni a fehérje eredeti DNS célszekvenciajat, de ~0,6
nagysagrenddel csokkent affinitdssal. A Hg(II) kloridion-mentes kozegben legalabb 4
nagysagrenddel erdsebben tudott koordinalodni a cinkujj alegységekhez, mint Zn(II),
rendezetlen fehérjeszerkezetet kialakitva. Igy a fehérje a tovabbiakban nem volt képes DNS
célszekvencidjahoz kotddni. Az IMEY# fehérje akar 12-nél is tobb Hg(II) megkdtésére is
képes volt Hg(Il) feleslegben. A fémionok pontos koordindcidja nem ismert, de
fluorimetridsan kovetett kompeticios mérések alapjan mindegyik fémion legalabb ~nM-os
Kg-val koordinalddott a fehérjéhez.

A fehérjék tisztitasa gyakran affinitastoldalékok segitségével torténik, azonban ezek
modosithatjak a nativ fehérje funkciojat. Igy a tisztitist kovetden sok esetben el kell
tavolitani a toldalékokat. Kordbban erre csak protedzok segitségpével volt lehetdség,
azonban ezek eldallitasa, tisztitasa, idoigényes és koltséges. Sikeriilt olyan DNS hordozét
tervezniink, amelybe egy fehérje génjét beépitve az egy N-terminalis hisztidintoldalékkal
fejez6dott ki. Bemutattuk, hogy tisztitast kdvetden ez a toldalék eltavolithaté Ni(I)-indukalt
szelektiv peptidhidrolizis révén mind oldatban, mind Ni-NTA gyantan. CD ¢és ESI-MS
mérések alapjan a hidrolitikus reakcid N-termindlis fragmense maga a nativ fehérje, igy
bizonyitottuk, hogy draga és koriilményes proteazok helyett Ni(Il)-ionokat alkalmazva is
megval6sithatd egy nativ szekvencidju fehérje eldallitasa és tisztitasa.

Egyes enzimek aktivitdsdt jelentdsen gatolhatja, amennyiben a nativ
fehérjeszekvencidhoz tovabbi peptidrészlet kapcsolodik. Az NColE7 nukledz modositott

verzidinak tanulmanyozadsa soran azt tapasztaltuk, hogy ezeknek a rendkiviil toxikus
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enzimeknek az eldallitasa az altalunk kifejlesztett fehérjeeldallitasi és tisztitasi modszerrel
lehetségessé¢ valt, holott a toldalék hidnyaban a fehérje génjét bejuttatva egy sejtbe az
azonnal elpusztult. A gatolt aktivitasi enzimet Ni(Il)-indukalt szelektiv hidrolizis révén Gjra
lehetett aktivalni, ami a nukledzok szabalyozasat tette lehetové. Nukleaz aktivitasi és CD
mérésekkel igazoltuk, hogy az effektusért nem teljes mértékben allosztérikus hatasok
felelosek. A hisztidintoldalék az enzim aktiv centrumaban 1évo Zn(II) szabad koordinacios
helyéhez kotott.

A His-IMEY# cinkujj fehérje Ni(Il)-indukalt szelektiv peptid hidrolizise soran
sikertilt eléallitani a Ni(I)-IMEY# komplexet, majd ebben utdlag megvaldsithatd volt a
Ni(Il) cseréje Cu(Il)-re. Az igy eldallitott cinkujj-ATCUN fazios fehérjék képesek voltak
DNS hasitast eloidézni korkéréos DNS hordozokban, azonban a reakcid aktivitasa és
specifitisa mérsékelt volt. Uj korkoros DNS-hordozokat terveztiink, melyek segitségével
konnyebben tudtuk detektalni a specifikus hasitdsokat, tovabba ujraterveztik az 1IMEY#
fehérjét, annak reményében, hogy javitsuk az enzim aktivitasat és specifitdsat. A modositas
soran az ATCUN motivum ¢és a cinkujj alegységek kozotti linker szakasz hosszat és
aminosav-0sszetételét modositottuk. 9 fehérje Ni(Il)-komplexét sikerrel eldallitottuk és
kitisztitottuk. Azok szerkezete, mérete és fémtartalma SDS-PAGE, ESI-MS ¢és CD mérések
alapjan a vartnak megfeleld volt. Az elézetes mérések alapjan a rovidebb linkerszakaszokat
¢s a tobb pozitiv toltésii oldallancot tartalmazo fehérjék aktivitasa volt a legnagyobb. A
kozeljovoben ezek a fehérjék tovabbi vizsgalatra szorulnak, emellett tanulmanyozni
kivanjuk a Cu(Il)-komplexek viselkedését is eltérd koriilmények kozott (ionerdsség, pH).

Tavlati terveink kozott szerepel, a nukledzok mitkddésének sejten beliili tanulményozasa is.
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7 Summary

During my doctoral work, I investigated the Ni(Il)-induced peptide bond hydrolysis
using zinc finger and other proteins and its possible applications. The solution chemical
properties of the formed products were also characterized.

We successfully established DNA molecules containing the gene of a 3-subunit zinc
finger protein with a decahistidine or hexahistidine-SUMO tag, and then optimized a protein
purification method that can be used to produce the pure target protein. By SDS-PAGE
experiments, we determined that the protein containing the (S/T)XH sequence can be
selectively cleaved before the (S/T) amino acid by Ni(Il)-induced peptide bond hydrolysis
in 3 days at 50 °C (pH 8.2). The Ni(II)-IMEY# protein, obtained as the final product of the
reaction is completely identical to the protein purified by the traditional protein purification
method and then cleaved by the ULP1 protease. Based on ESI-MS measurements, the
reaction product contains three Zn(II) and one Ni(Il) in both cases, and based on CD
measurements the proteins were folded into the Bpa secondary structure. Using UV-Vis
absorbance and ESI-MS measurements, we proved that due to the kinetic inertness of the
Ni(II)-ATCUN complex, it does not affect the investigation of the zinc finger subunits of
the protein, and Ni(II) cannot compete with Zn(II) even in a 10x excess for the zinc finger
binding sites. In contrast, in the presence of excess Cu(Il), the structure of the zinc finger
proteins collapses. The protein gradually aggregates, so Cu(Il)-induced selective peptide
bond hydrolysis of zinc finger proteins cannot be performed. Based on our experiments,
however, if the ATCUN motif is freely located at the N-terminal end of the protein, but the
zinc finger subunits are saturated with Zn(II), Cu(Il) coordinates first to the ATCUN motif,
and only in the presence of Cu(Il) excess the gradual collapse of the protein structure is
observed.

Based on competitive ITC and CD titrations, we determined that the Zn(II) binding
affinity of the zinc finger subunits in IMEY# zinc finger protein and the Zn(II) binding
enthalpy are similar to the values obtained for the CP1 model peptide. This suggests that the
fusion of the binding sites does not significantly affect their behaviour, they behave
independently of each other. A similar quantitative comparative study was not previously
available in the literature. Based on gel electrophoresis band shift and fluorescence
anisotropy studies, the IMEY# zinc finger protein can recognize its target DNA sequence
with nM Ky and the recognition of specific DNA is 2 orders of magnitude stronger than with

a non-specific but guanine-rich sequence. Furthermore, we proved that the interaction with
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DNA thermodynamically stabilizes the Zn(II)-binding of the protein as well. In the presence
of a DNA target sequence, the apparent Zn(Il)-binding affinity of the protein increases by
3.4 orders of magnitude. This observation may explain how some natural zinc finger proteins
that bind Zn(II) with low affinity are also able to perform their biological function.

There are many contradictions in the literature regarding the interaction of zinc finger
proteins and toxic metal ions. For the first time, we reported that Ag(I) can inhibit the DNA
recognition of a zinc finger protein, and in the case of Cys;His> zinc finger proteins, 2 Ag(I)
can displace a Zn(II) from the zinc finger binding site. In addition, we showed that further
Ag(]) can coordinate to the protein, but the exact structure of the complex is challenging to
determine. We clearly proved that in high-stability zinc finger proteins Cd(II) can coordinate
to CyszHisz binding sites with 1-2 orders of magnitude lower affinity than Zn(II). The
structure of the formed complex is very similar to the Zn(Il) complex. It is also able to
specifically recognize the protein's DNA target sequence, but with a decreased affinity of
~0.6 orders of magnitude. In a chloride ion-free medium, Hg(II) can coordinate to the zinc
finger subunits at least 4 orders of magnitude stronger than Zn(II), forming complex with
disordered secondary structure. So the protein is no longer able to bind its target DNA
sequence. The IMEY# protein can bind more than 12 Hg(II) in an excess of Hg(Il), where
the exact coordination of the metal ions is not known, but based on fluorimetrically
monitored competition measurements, each metal ion binds to the protein with an at least
~nM Kg.

Proteins are often purified using affinity tags, but these tags can modify the function
of the native protein, so in many cases these tags must be removed after purification.
Previously, this was only possible with the use of proteases, but their production and
purification is time-consuming and expensive. We managed to design a DNA carrier in
which a protein gene is incorporated and expressed with an N-terminal histidine affinity tag.
We demonstrated that after purification, this overhang can be removed by Ni(II)-induced
selective peptide bond hydrolysis both in solution and on Ni-NTA resin. Based on CD and
ESI-MS measurements, the N-terminal fragment of the hydrolytic reaction is the native
protein itself. So we proved that it is possible to use Ni(Il) ions instead of expensive and
cumbersome proteases to produce and purify a protein with a native sequence.

The activity of some enzymes can be significantly inhibited if an additional peptide
fragment is attached to the native protein sequence. During the investigation of the modified

variants of the NColE7 nuclease, we experienced that the production of these highly toxic
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enzymes became possible with the aforementioned protein expression and purification
method, although in the absence of the attachment, introducing the gene of the protein into
a cell killed it immediately. The inhibited enzyme could be reactivated through Ni(II)-
induced selective peptide bond hydrolysis, thus the regulation of nucleases became feasible.
With nuclease activity and CD measurements, we confirmed that not only allosteric effects
are responsible for the inhibition. The oligohistidine sequence was able to coordinate to the
free site of the central Zn(II) in the active centre of the enzyme preventing the binding of the
substrate.

During the Ni(Il)-induced selective peptide bond hydrolysis of His-IMEY# zinc
finger protein, we could establish the Ni(I)-IMEY# complex, after which it was also
possible to exchange Ni(Il) for Cu(Il). The synthetized zinc finger-ATCUN fusion proteins
were able to induce DNA cleavage in circular DNA vectors, however, the activity and
specificity of the reaction was moderate. We designed new circular DNA vectors, in order
to detect more easily the specific DNA cleavages, and we also redesigned the IMEY#
protein in hope to improve the activity and specificity of the enzyme. The length and amino
acid composition of the linker section between the ATCUN motif and the zinc finger
subunits were modified. The Ni(II) complexes of 9 proteins were successfully expressed and
purified, their structure, size and metal content met the expectations based on SDS-PAGE,
ESI-MS and CD measurements. The activity of proteins with shorter linker sections and
increased number of more positively charged side chains was promising. In the near future,
further optimisation of these proteins is needed, and we also plan to study the behaviour of
Cu(Il) complexes under different conditions (ionic strength, pH). In the future, nuclease

activity experiments inside cells are also planned.
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F1. Fiiggelék

F1. tablazat: CLARIOstar Plus lemezolvasé automatizalt titralasainak programja.

;Protocol Names:

stl:="Scan"
st2:="Injection"
;Plate ID:
ID1:=""

s;Number of readings(number of kinetic cycles):

NumberOfReadings1:=20

;Define the time in seconds after which the plate should be measured again:
CycleTime:=900

;Define the shaking parameters

ShakingTime:=30

ShakingFrequency:=150

;set target temperature

TargetTemp:=25.0

g ——

R_Temp TargetTemp ;switch incubator on

wait for temp >= TargetTemp ;wait until target temperature reached
for Reading:=1 to NumberOfReadingsl do begin ;kinetic loop
ID2:="Script"

R_Run"<stl1>" ;execute test protocol

R_Run"<st2>" ;execute first injection

s;merge horizontal (kinetic):

if Reading>1 then begin

Call "MergeReadings.exe <DataPath> <User> S ID2"

end;

R_Shake 2 ShakeFrequency ShakeTime

end;

R_Run"<stl1>" ;execute test protocol

;merge horizontal(kinetic):

Call "MergeReadings.exe <DataPath> <User> S ID2"

;end of script
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F1. abra: Az injektalasok kozott eltelt ido hatdsa az integralt hovaltozas értékekre az EDTA-Zn(Il) ITC
titralasok soran. Az adatok kozott erételjes negativ Pearson korrelacio (r =—0,715) allapithaté meg [252].
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F1.1. A cinkujj fehérjék génjeinek tervezése

Az IMEY PDB koéddal jelolt fehérje-DNS kristalyszerkezetben talalhatd cinkujj
fehérje génjét STOP-kodonnal ellatva rendeltiik meg (IDT Japan Ltd). Ez a gén az Ndel és
a BamHI restrikcios endonuklaz helyek kozé keriilt beépitésre a pET-16b bakterialis eredeti
DNS hordozokba. Ezt kévetden QuikChange® tipusti pontmutaciokat hajtottunk végre a
DNS molekuldban (QCM, Stratagene, La Jolla, CA). Ennek kovetkeztében a képzddd
fehérjében a 99. helyen 1év0 hisztidin helyett aszparagin (HO9N), a 101. helyen 1év6 szerin
helyett pedig valin (S101V) épiilt be. Igy a fehérjében csak egyetlen olyan szekvencia jelent
meg, ahol a Ni(Il) vagy Cu(Il)-indukalt szelektiv peptidhidrolizis megvaldsulhat. Az igy
kialakitott dupldn modositott fehérjét a tovabbiakban 1MEY#-nek neveztiik. Ehhez az
IMEY#-F (5’-tcgccatcagcgtacccatac-3") és IMEY#-R (5’-accaggttatcgetgegggaaaatgacttc-
3’) oligonukleotidokat hasznaltuk [193].

A pET-16b-1MEY# vektorbodl (F2. abra b,) a cinkujj fehérje génjét atklonoztuk a
pETM11-SUMO3 hordozéba. Ehhez polimeraz lancreakcidoban (DreamTaq polimerdz,
Thermo Scientific) sokszorositottuk a 303 bp hossziasaga gént (inzert) az 5’-
aaaaggatcCGGCCATATCGAAGGTC-3’ és 5’-
ttttctcgag TCCTTAAGAGGTTTTTTTACCAG-3’ oligonukleotidokat felhasznalva
(F2. abra ¢,). Az alahtzott szakaszok a génhez jonnan hozzdkapcsolt BamHI és Xhol
restrikcios endonukledz felismerési helyeket jelolik. Ezekkel az enzimekkel alakitottuk ki a
megfeleld ragados DNS végeket a beépitendd cinkujj fehérje génjében és a vektorban is. Az
elegyet elébb fenol-kloroform eleggyel extrahdltuk, majd a DNS-t a vizes fazisbol etanollal
csaptuk ki tisztitas céljabol [253]. Az igy kezelt inzertet és a hordozdt ~20:1 mdlaranyban
T4 DNS ligazzal (Thermo Scientific) 6sszekapcsoltuk (F2. abra d,), majd a reakcioelegyet
vagy annak egy részét E. coli DH5a kompetens sejtek transzformaldsahoz hasznaltuk fel.
Az LB+ taptalajon képz0d6 baktériumtelepekbdl néhanyat kivalasztva, azokat 5-5 ml LB+
tapoldatban szaporitottuk [210]. A sejtek feltardsa és a pETM11-SUMO3-1MEY# DNS
tisztitasa alkalikus lizis segitségével tortént EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kit

(BioBasic) alkalmazasaval.
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a, PETM11-SUMO3

SUMO3 tag BamHI Xhol
ataccATGaaa ...90bp...300bp....cagaccggtggatcc ctcgagcaccaccaccaccaccactga
M K H H H H H H .oiiiiennneennnns QT & G S L EHHHHH H *
b. PET16b-P-1MEY#
)
1MEY# Stop
AGGAGATATACCATGGGC AGCAGCGGCCATATCGAAGGT. . .303bp. . . AAAAAAACCTCTTAAGGA
M G S & 6 H T B G Genes sersets o K XK T 8 *
C, Sokszorositott P-TMEY# gén ) )
) Forward primer Reverse primer
AAAAggatcCGGCCATATCGAAGGT. - i vvennnn AAAAAAACCTCTTAAGGActcgagARAA
CGGCCATATCGAAGGT. . .303bp. . .AAAAAAACCTCTTAAGGA
8 W H B R G eiiee aeees o K K " § %
d, PETM11-SUMO3 -1MEY#
SUMO3 tag BamHI 1MEY# Stop Xhol
ataccATGaaa ...90bp...300bp....cagaccggtggatcCGGCCATATCGAAGGT. . .303bp. . .AAAAAAACCTCTTAAGGACtcgagcaccace
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F2. abra: a, A kiindulasi pETM11-SUMO3 DNS hordoz6 multiklonozo régidja; b, a pET16b-P-1IMEY# DNS
hordoz6 DNS szekvencidja a His-IMEY# fehérje génjének régiojaban; ¢, a pET16b-P-IMEY# DNS
hordozérél PCR-rel sokszorositott IMEY# génszakasz; d, az eléallitott pETM11-SUMO3-IMEY# DNS
hordozé benne az IMEY# fehérje génjével; illetve e, az eldallitott pETM11-SUMO3-1MEY# DNS hordozé
szekvenciajanak ellendrzése soran kapott kromatogram egy részlete UGENE programban elemezve [5].

A gének atépitésének és e mutaciok kialakitasanak sikerességét a DNS termékek
szekvenalasaval ellendriztiik (3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems™). Az F2. abra
e, részén reprezentativ célbol a pETM11-SUMO3-1MEY# DNS hordoz6 szekvenalasa soran
kapott kromatogram kezdeti szakasza lathato. Megfigyelhetd, hogy az els6é néhany bazispar
meghatarozasa még bizonytalan, &m ezt kvetden €les csucsok jelennek meg. Az eltérd szinli
csticsok eltéré nukleobazisokat jeldlnek. A kromatogram felett 1athatok az automatikusan
azonositott nukleobazisok, amelyeket balrdl jobbra dsszeolvasva megkaphatjuk a vizsgalt

DNS szakasz szekvenciajat.

F1.2. Fehérjék kifejezése, tisztitasa
A His-IMEY#, His-SUMO-IMEY# ¢és ULP1 fehérjéket E. coli BL21 (DE3)
sejtekben termeltettiik standard LB+ tapoldatban [254], 100 pg/ml végkoncentracioja
ampicillin vagy 50 pg/ml kanamicin antibiotikum jelenlétében. A sejtkultirakat 37 °C-on 8
oran keresztiil inkubaltuk 150 RPM razatas mellett ODgoo ~ 0,3-1,0 érték eléréséig. A fehérje
hozzéadasaval indukéltuk tovabbi 8 6ra 25 °C vagy 18 6ra 20 °C 150 RPM razatés soran.
Az IPTG a lac represszor fehérjéhez kotddve beinditja a lac operonban talalhato gének
kifejez6dését. A sejteket centrifugalassal (4000% g; 15 perc; 4 °C) iilepitettiik. Atlagosan
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~10 g nedves tomegi sejtet nyertiink ki 1 liter tdpoldatbdl. A sejteket 500 mM NaCl, 100
mM HEPES (pH 8,2) tartalmt pufferben szuszpendaltuk fel. A His-IMEY# esetében a
puffer tovabbi 10 mM imidazolt (dekahisztidin toldalék), mig a His-SUMO-IMEY# ¢és
ULPI fehérjék esetében 5 mM imidazolt (hexahisztidin toldalék) és 1 (V/V)% Triton X-100
nemionos detergenst tartalmazott. A sejteket ultrahangos roncsoladssal tartuk fel 50%
amplitddéval, 10 x30s ciklusokban (VCX 130 PB 130 W). Az oldhaté fazist
centrifugalassal (4000x g; 35 perc; 4 °C) valasztottuk el a sejttormeléktol.

Ezt kovetéen a His-IMEY# fehérjét HPLC segitségével Ni(Il)-affinitds oszlopon
tisztitottuk (GE AKTA Explorer). Imidazol koncentracio-gradienst alkalmazva a
legintenzivebb fehérje frakciét 300 mM imidazol koncentracio mellett elualtuk az oszloprol.
Az SDS-PAGE képen a termékben egyetlen f6 sav lathatd (F3. abra a,). A fehérje Zn(II)-
tartalmu forméban nyerhetd ki a sejtekbdl, amint azt a holo fehérjék BPa masodlagos
szerkezetére jellemzd CD spektrum igazolta (F4. abra).

A His-SUMO-1MEY#, illetve ULP1 fehérjéket szakaszos (batch) moédszerrel
tisztitottuk. A lizatum oldhaté frakcigjat 1/20x gyantatérfogatnyi Ni(I)-affinitds gyantara
kotottik (His*Bind Novagen) 1 o6ran keresztiil 4 °C-on forgatva, majd a gyantat
centrifugaldssal (1000x g; 5 perc; 4 °C) valasztottuk el a feliiliszotol. Ezutin 3 x 2
gyantatérfogatnyi 500 mM NaCl; 100 mM HEPES (pH 8,2); 50 mM imidazol tartalma
pufferrel mostuk a gyantat, majd a folyamatot 3 x 2 gyantatérfogatnyi 500 mM NacCl;
100 mM HEPES (pH 8,2); 60 mM imidazol tartalmu pufferrel folytattuk. A tisztitas végén
csak egy intenziv f6 sav volt lathat6, ami a gyantara kotott His-SUMO-1MEY# fehérjéhez
rendelhetd (F3. abra b,). Az ULPI1 rosszul oldddott a lizis koriilményei kozott. Ezért a
tisztitas végén csak halvany fehérjesav lathato a gyantara kotott fehérje SDS-PAGE
vizsgalata soran. Ez a fehérje azonban elegendének bizonyult a SUMO affinitastoldalék
hidroliziséhez (F3. abra c,).

F2. tablazat: ULP1 proteaz aminosav szekvencidja.
MHHHHHHSALVPELNEKDDDQVQKALASRENTQLMNRDNIEITVRDFKTLAPRRWLNDTIIEFF
MKYIEKSTPNTVAFNSFFYTNLSERGYQGVRRWMKRKKTQIDKLDKIFTPINLNQSHWALGIIDL

KKKTIGYVDSLSNGPNAMSFAILTDLQKYVMEESKHTIGEDFDLIHLDCPQQPNGYDCGIYVCMN
TLYGSADAPLDFDYKDAIRMRRFIAHLILTDALKGHHHHHH

A His-SUMO-1MEY# fehérje esetében a desuomiléciot a fehérje tisztitasa kozben
valositottuk meg oly moddon, hogy a gyantara kotott cinkujj fehérjét és proteazt

Osszekevertiik, majd 16 °C-on 12 6ran keresztiil forgattuk (10 RPM) az elegyet 50 uM

s
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kozben biztositsuk a cinkujj alegységek Zn(ID)-telitettségét, megvédve a ciszteineket az
esetleges oxidaciotol. Az inkubéciot kdvetden a gyantaszuszpenzidt 3x térfogatra higitottuk
100 mM HEPES (pH 7,4) oldattal. Ezzel az imidazolkoncentraciot 20 mM-ra csokkentettiik.
Tovébbi 1 6ran keresztiil forgattuk (10 RPM) az elegyet 16 °C-on. Ezzel biztositottuk, hogy
a His-SUMO-1MEY# hidrolizise soran felszabadult C-teminalis holo-1MEY# a feliiliszoba
keriiljon, mig az N-terminalis His-SUMO fragmens, valamint az ULP1 proteaz biztosan a
gyantdhoz kotddve maradjon. A gyantatdl elvalasztott feliiliszé az ESI-MS vizsgalatok
alapjan valdban csak holo-1MEY# fehérjét tartalmazott, ULP1 protedzhoz, vagy His-SUMO
toldalékhoz rendelhetd csticsokat nem tudtunk detektélni (21. abra b, f, g,).

a! His-1MEY# b! His-SUMO-1MEY# c! ULP1
E E 2 Imidazol koncentracié (mM) E E
T 8 Ke] o o o o = =
= 53 2 8 2 & 8 8 §1£‘3_4_‘567 =12 3 456 7
- = - - =S
— 35,0 kDa

31,0 kDa - : 25,0 kDa N W “ W

& s =

21,5kDa = £d
... o 14,4 kDa B ] &

14,4kDa' g ®» -- - [ -—

F3. abra: a, A His-IMEY#; b, a His-SUMO-1MEY#; ¢, és az ULP1 fehérjék tisztitasa soran gytijtott frakciok
vizsgélata SDS-PAGE segitségével. Jelolések a b, és c, dbra esetén: 1: a teljes fehérjefrakciok szonikalas utan;
2: az oldhato fehérjefrakciok; 3: az oldhatatlan fehérjefrakcidk; 4: a Ni-NTA gyantdhoz valé kotddés utan a
feliiltiszd; 5: a gyanta fehérjekdtés utan; 6: feliiliszo a 6. mosasi 1épést kdvetden; 7: a gyanta mosas utan.
Marker1: 5 ul Low Range Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standard Bio-Rad. Marker2: 5 ul Thermo

Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker.

—His-1MEY#

CD (mfok)

2

-3 T T T T T T T ,
180 190 200 210 220 230 240 250 260

Hullamhosz (nm)

F4. abra: His-IMEY# fehérje CD spektruma 18,8 uM koncentraciora normalva 10 mM HEPES (pH 7,4);
/=0,1 mm
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a, b,

0,14 - 0.28
0,12 0,26 1
0,10 . 0,24 +
go,oa 1 — MEY# X 0.22 1
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0,02 - 0,16 1
0,00 . . . 0,14 . . . .
250 35()Hullémhosgg(znm) 550 0 100 Idc")2 3ra) 300 400

F5. abra: a, IMEY# UV-Vis abszorbcids spektruma Ni(II) jelenlétében (zo6ld) és hianyaban (fekete) az N-
terminalis ATCUN motivumban. b, 250 nm-en mért abszorbancia idébeli alakulasa 66 ekvivalens EDTA
jelenlétében. c(1IMEY#) =25 uM; 10 mM HEPES (pH 7,4); /=1 cm

1658.7827
1451.5612 2=7
°\°1 OOt 7z=8 r |
) 1451.1875
S 804 z=8
N -
§ 60 -1 1161.3507
s z=10
2> 40 1055.9556 -
= 1536.1691 7211
< 2=1 1935.0757
A =6
0- ‘I ‘A‘] T A“I‘ T T l |
500 1000 1500 2000

F6. abra: Holo IMEY# ESI-MS mérések alapjan 12,5 ekvivalens EDTA jelenlétében. A lathatd csucsok mind
Ni(ID1Zn(ID): IMEY# ¢és Ni(I)1Zn(I); IMEY# részecskékhez rendelhetok, Ni(I)-mentes format nem
detektaltunk. z az adott részecske toltését jeldli.

’ b’ * Szimulaci6 logB’ = 8 értéket feltételezve

100 10 96, Szimulacié logB’ = 9 értéket feltételezve
X v ¢ Szimulacié logB’ = 10 értéket feltételezve
-g 80 - g 0,8 ® *® FluoZin-3 moltort mérések alapjan
§ g .: ° ° o
o 60 - Elméleti maximalis intenzitas *? 0.6 1 ® ¢
g ® Mért intenzitas ,% ® .
S 40 o 0,4 - °
= 2 ° ° ° ®
2 ° ° ‘s o b ° ° ° °
% 20 - e o ° ° L4 N 0,2 ° 4 ° ° °
© 0 T 0,0

0,0 2,0 0,0

0,5 1,0 1,5 05 1,0 1,5

1MEY# kot6hely / FluoZin-3 arany 1MEY# kotéhely / FluoZin-3 arany

F7. abra: a, A ZnFluoZin-3 komplex fluoreszcencidja ndvekvé mennyiségii holo-IMEY# jelenlétében (fekete
pontok). Ezzel parhuzamosan referencia méréseket is végeztiink, ahol a holo-IMEY# helyett azonos
mennyiségii ZnCly-t adtunk a FluoZin-3-hoz (sarga pontok), igy megadva a lehetséges maximalis intenzitast.
A mérési pontokat egyedileg allitottuk 0Ossze (végkoncentraciok: c(FluoZin-3)=1,1;uM; c(holo-
IMEY# kotéhely) =0 — 2,25 uM; 10 mM HEPES (pH 7.4); végtérfogat: 150 ul; 12 h; b, ZnFluoZin-3
(egy IMEY# fehérje harom egyenértéki kotdhelyet tartalmaz). A FluoZin-3 moltort (fekete pontok) az F7.
abra a, részén bemutatott mért intenzitasok és az elméleti maximalis mért intenzitasértékek hanyadosa. A mért
értékek szimulaciokkal vannak dsszevetve, feltételezve, hogy a Znl1MEY# komplex latszolagos stabilitasa egy
kotohelyre vonatkoztatva (lgf’pn74) 8 (z0ld pontok), 9 (vildgoskék pontok) vagy 10 (piros pontok). A
szimuldciokat PSEQUAD programmal végeztiik [4].
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a, b,
7
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4 = ®x
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F8. abra: a, holo-IMEY# fehérje titralasa EDTA-val CD spektroszkdpiaval kovetve b, 190 nm hulldmhosszon
mért ellipticitas értékek az EDTA / IMEY# arany fiiggvényében abrazolva. 3 ekvivalens kornyékén lathatod
toréspont. A mérési pontokat egyedileg allitottuk 6ssze. c(IMEY#) = 16,4 uM; 10 mM HEPES (pH 8,2);
[=0,2 mm

1MEY# + 600 ekv EGTA
0 perc

60 perc

CD (mfok)
o
'
\
i

190 210 230 250
Hullamhossz (nm)

F9. abra: Az IMEY# cinkujj fehérje CD spektrumanak id6fiiggése 600 ekvivalens EGTA jelenlétében. Fekete
szaggatott vonal: 1MEY# 5 ekvivalens EDTA jelenlétében 5 perc inkubaciot kdvetéen
c(holo-1IMEY#) = 9,3 uM; 10 mM HEPES (pH 7,4); /= 0,1 mm
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F1.3. Entalpia értékek korrekcidja

Az ITC mérések soran tobb folyamat jatszodik le egyidoben. Ezen folyamatok
mindegyike kiilonb6zé mértéki hdeffektussal jarul hozza a tényleges mért
hémennyiségekhez. Emiatt 0Osszehasonlito mérésekre van sziikség. A ZnEDTA
referenciamérés sordan a ZnCl, torzsoldatot EDTA mérdoldattal titraltuk 10 mM HEPES
(pH 7,40) pufferben. EDTA-puffer merések is torténtek, a higuldsbol szarmazdé ho
meghatarozasara, majd ezzel az értékkel a referenciatitralast kaptuk meg a Zn-EDTA
rendszer alapvonalkorrigalt entalpidjat (AHirc = —16,2 kJ/mol).

Az EDTA pK, értékeit (2,07; 2,75; 6,26 10,34) [207] figyelembe véve PSEQUAD
programsegitségével kiszamoltuk [4], hogy pH 7,40 értéken 93,4% HIEDTA, 6,5%
H>EDTA ¢és 0,1% protonalatlan forma van jelen. Ezek alapjan 1,064 ekvivalens proton
felszabadulasara szamithatunk a Zn(II)-komplexalédasa soran (a toltéseket nem tiintettiik
fel):

Zn(1) + 0,934 H,EDTA + 0,065 H,EDTA + 0,001 EDTA = ZnEDTA + 1,064 H*  (F1)

A felszabadul6 protonok egy része reagal a HEPES pufferrel:
H* + HEPES = H,HEPES (F2)

Figyelembe véve az EDTA (AHk, = —22,3 kJ/mol; AHk, = —17,2 kJ/mol) [255] és HEPES
(AHu,nepEs = —21,01 kJ/mol) [256] szakirodalmi protonalddasi entalpiaértékeit 25 °C-on, az
alabbi egyenlet megoldéasaval kaptuk meg a tényleges Zn(II)-EDTA komplexképzddéshez
rendelhetd entalpiat:

AHznepra = AHirc — Ang+ - AHy,yepes — ANy, epra " AHk, — Ang,epra (F3)

b (AHKl + AHKz)

Az igy meghatarozott AHy, gpTa €rtéket felhasznalhattuk az EDTA-1IMEY# rendszer jelemzése
soran. Ebben az esetben is meghataroztuk a higulasbol szarmaz6 hdeffektust EDTA-IMEY#

atfolyd’ titralasok segitségével. Az alabbi egyenletet hasznéltuk fel az adatok illesztése soran:

AQ; = Anzpymeyw,i " AHrre + Anzngpra,i - AHznepTA (F4)

ahol AHz,gpTa @ kordbban meghatarozott ZnEDTA komplexképzddés entalpidja, AHytc
pedig magéaban foglalja az 6sszes egyéb mért folyamatot. Ebbol az alabbi egyenlet alapjan

® Az IMEY# atfolyot a holo-IMEY# fehérje ultrasziirésének utolsd 1épése soran kaptuk igy a fehérjét
leszamitva teljes mértékben megegyezik a ténylegesen titralt mintaval. Az ultrasziirést Amicon 3K ultrasziird
segitségével hajtottuk végre (1d. 4.6 fejezet).
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lehet kiszamitani az 1MEY# fehérje cinkujj alegységeinek Zn(Il)-komplexalasahoz
rendelhetd entalpiat:

AHznimey# = AHpre + Any gpra - AHg, + Ang,gpra - (AHg, + AHg,) + Angy+ (F5)

* AHy, yepes + Any, cys - AHy, cys

ahol AHz, mpyw Crtelemszerien az 1MEY# fehérje egy alegységének Zn(Il)-
komplexalodasdhoz rendelhetd entalpia, mig a fehérje ciszteinjeinek protonalddasat a
szakirodalmi adatok alapjan vettiik figyelembe: AHy, cys = —29,7 k] /mol [257].

A folyamat sordan 1,064 ekvivalens proton szabadul fel az EDTA-b6l, amit a puffer és a
cinkujj fehérje ciszteinjei képesek felvenni. Habar elméletben a kompeticio soran a cinkujj
fehérje két ciszteinje képes protonalddni pH 7,40 értéken, de Blasie és mtsai. kisérletileg azt
talaltak, hogy a CP1 modellpeptidben csak ~0,5 cisztein protonalodik feltehetden a kdzelben
elhelyezkedd pozitiv toltésti aminosav oldallancoknak koszonhetdéen [208]. Mivel az
IMEY# fehérje alegységeinek szekvencidja nagymértékben hasonlit a CP1 modellpeptidre
(25. éabra), els6 kozelitésben elfogadtuk az itt meghatarozott értéket, és az alabbi egyenlet
megoldasaval hatdroztuk meg a tényleges Zn(II)-1MEY# kotOhely entalpiat:

AHznimeyw = AHire — 0,934 - AH,, — 0,065+ (AHk, + AHg,) + 0,564 - AHy, ygpes (F6)
+ 0,5 - AHy, cys

F14. Statisztikus tényezok figyelembevétele stabilitasi allandok szamitasanal
A legtobb szamitas soran azzal a feltételezéssel é€ltiink, hogy az IMEY# cinkujj fehérje
harom alegysége azonos erdsséggel kototte meg a Zn(ID)-t. Igy a fehérje koncentracioja
fehérje viselkedését kovetjilk nyomon (EMSA, ESI-MS), igy az alegységek fokozatos
telitodését kiilon kell kezelni. Ilyen esetekben, habar a kotéhelyek identikusan viselkednek,
mégis statisztikai alapon a fehérje K1 K> K3 értékei kozott eltérés mutatkozik. J. Bjerrum

vezette be a kdvetkezd Osszefliggést a 1épcsdzetes stabilitasi allandok becslésére:

K:
J 2
Kipx

(F7)

ahol x a “terjedesi faktor” €s f; a statisztikai alapon varhato egyensulyi dllandok hanyadosa
[258, 259]. Ebben az esetben az azonos tulajdonsagt kotdhelyekre meghatarozott atlagos K
stabilitasi allando €s az egyedi l€pcsbzetes K; stabilitasi dllandok kozotti Osszefligges az

alabbi egyenlettel irhato le:
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— (N _] + 1) K . x(N+1_2j) (F8)
J

ahol j a telitett kotohelyek szama, N pedig a kdtohelyek szama dsszesen. A terjedési faktor

Kj

identikusan viselkedd kotohelyek esetében x = 1, amennyiben a 1épcsdzetes stabilitasi

allandok nem teljesen identikus kotdhelyekre vonatkoznak x > 1.

F1.4.1. Zn(ID)-1MEY#-DNS-EDTA rendszer jellemzése
Amennyiben a fehérje és az EDTA DNS jelenlétében verseng a Zn(II)-ért az alabbi

reakciok irhatok fel:
DNS(Zn3;1MEY#); = DNS + Zn; 1MEY# (F9)
Zn;1MEY# + EDTA" = Zn, IMEY# + ZnEDTA* (F10)
Zn,1MEY# + EDTA* & Zn1MEY# + ZnEDTA* (F11)
Zn1MEY# + EDTA" & ZnEDTA* + 1MEY# (F12)

ahol EDTA" az aktudlis protonalt formdjat jeloli az EDTA-nak, és a toltéseket az egyszeriiség
kedvéért elhanyagoltuk. Amennyiben a fehérje alegységeinek Zn(I)-affinitdsat azonosnak

tekintjiik, a kdvetkezd Gsszefiiggések allapithatok meg:

3—1+1) _ B 13

K'zn,1meys = gl{ -16+1-21) — 3 (F13)

K'70. 1MEYSE = ME L1B+1-22) — (F14)
2

3—-3+1) _ e _

K'zn 1mEY# = %K . 16+1-2:3) — 3 (F15)

A szamitasok sordn az F10-F12 egyenletekre vonatkozé allandokat szamoltuk ki ujra a
DNS jelenlétében, majd az igy meghatarozott K allandot hasonlitottuk dssze a kordabban ITC

¢s CD mérések alapjaén meghatarozott értékkel.

F1.4.2. ESI-MS-ben kivetett kompeticios titralasok jellemzése
Amennyiben a Zn(II)-kotott IMEY# titralasat Cd(Il)-, vagy Hg(Il)-ionokkal ESI-
MS-tiik kovetve az alabbi reakciok irhatok fel:

Kznymy (F16)
Zn;1IMEY# + M2* "2 Zn,M, IMEY# + Zn2*
K£H1M2 (F17)
Zn,M; IMEY# + M?* "2 Zn,M,1MEY# + Zn?*
Kiy (F18)

Zn,;M,1MEY# + M2* 2’ M;1MEY# + Zn2*
ahol M Cd(Il); Hg(Il). Emellett Hg(Il) esetében tovabbi fémionok bekdtddése is

megfigyelhetd, igy itt az alabbi reakciok is felirhatok:
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Kitgs (F19)
Hg,1MEY# + Hg?* = Hg,1MEY#

Kiigg (F20)
Hg,1MEY# + Hg?* = Hgs1MEY#

K (F21)

H
Heg< IMEY# + Hg?* = Hg,1MEY#
Fontos megjegyezni, hogy a maximalis kdtdhelyek szamat N tovéabbra is haromnak

tekintettiik és formalisan tigy kezeltiik a 4-6. Hg(II) koordinéciojat, mint az elsé biszkomplex
kialakuldsa, azaz j =1 ¢és a Hgz1MEY# részecskét tekintettiik szabad ligandumnak.
Természetesen a tovabbi Hg(II) koordinaciok pontos maddjat nem ismerjiik, igy az itt leirt
modszer csak feltételezés amit nem tudtunk aldtdmasztani, de a rendszer viszonylag jol

leirhat6 volt igy.
A fenti reakcidkra szintén megadhatok a 1épcsdzetes stabilitasi allandok F2 egyenlet

alapjan. A szamitashoz sziikséges latszolagos stabilitdsi allandok az alabbi éltalanos

formaban irhatok fel:

N (F22)
lg i, = ) Ik,
j
A vegyeskomplexekre pedig:
18 Bzn,m, = 18Kzn, +18Kzn, + 18Ky, (F23)
Ig Bzn,m, = 18Kzn, + 18Ky, + 18K, (F24)
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cres

fragmensek. Az azonositast a Protein Prospector programmal hajtottuk végre. ZF: cinkujj fehérje alegység.

JATCUN C-term 1.ZF 3. ZF 1.és2.ZF 2. és 3. ZF
bs a0 ys-H2O bso 40 Y27 a74-NH;3 Y55
by a1 ys-NHz by a44-NHj3 y27-H20 Y73
bs d14 Y15 bs2-H,0 a,5-NH3 y27-NHjz

bg a;5-NH3 y15-H20 b,2-NHs a46-NH3 Yas

b a16-NH3 v15-NH3 bys a,7-NH3 y28-H20

be-H,0 az4-NH3 v17-NH3 bys-H,0 aso y28-NH3z

bio az6-NH3 V22 bys-NHs ass Y30

b1y az7-NHj3 Y23 bue as6-NH3 Y31

b11-H;0 dz9 Y24 bs. y31-H20

b11-NH; azo-NH3 v24-NH3 bss-NH; y31-NH3z

bi3-H,0 y25-NH3 bss-H,O0 Y39

b13-NH; y25-H20 bso ¥39-H20

b;s-H20 Y26 bso y39-NH3

bio y26-H20 bso-NHs Yao

baq y26-NH3 bso-H,0 Yaz

b,3-H,0 beo Y42-H20

b,3-NH; Ya2-NH3z

bas Ya3

bzs Yas

b2s-H,0 Y46-H20

b2s-NH3 yae-NH3

b7 Yaz

bze-H,0 Yao

bzo-NH; ya9-H20

b31-H;0 yao-NH3

bz;-NH; Y51

bz Y52

bz Y54

bzs-H,0 Yss

F4. tablazat: A holo-IMEY# + 12,5 ekvivalens EDTA minta 1451 m/z-nél talalhatdé csucsanak CID

s

hajtottuk végre a FreeStyle 1.6 (Thermo Scientific) program segitségével.

ATCUN C-term |1. ZF 3. ZF 1.és 2. ZF 2.¢s3.ZF egyéb
Ni* Zn** Zn** Zn?* Zn?* Zn**
b; |by+Ni** Uly,e b +Ni?* V- y30 Y ya1+Zn** U agg+Zn?* U yse+tZn** Yog+Zn**
bg b3+Ni2+ Y1s b43+Ni2+ Y31 y42+Zn2+ b36+Zn2++Ni2+ ysg-NH3+Zn2+ y:;g-NH3+Zn2+
bg u 33+Ni2+ yls-NHg b46+Ni2+ Ya2 Y42-H20+Zn2+ 390+Zn2+ U y59+Zn2+ U YQg-Hzo+Zn2+
b11 [b1stNiZ* |y15-H,0|bse+Niz* U yaz-Hz0|ys4+Zn?* U ygztZn** U YosTZn?*
b18 b18+Ni2+ yg-Hzo Yao Y30+Zn2+ y90+Zn2+
blO—"_I\Ii2+ Y54 y36+Zn2+

Y36-NH3+ZI]2+

Yse 'HZ O+Zn2+

dg 8-NH3 +7Zn**+Ni**
U

dg g+Zn2+

U Az illesztés bizonytalan, mivel a cstucsok atlapolddnak.
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F10. abra: a, holo-IMEY# cinkujj fehérje titralasa AgClOs-tal 4-(2-piridilazo)rezorcin (PAR) jelenlétében
UV-Vis spektroszkopiaval kdvetve c(IMEY#) = 2,5 uM; ¢(PAR) = 89 uM; 50 mM HEPES (pH 7,4); b, 492
nm-en mért abszorbancia alakulasa a hozzaadott Ag(I) ekvivalensek fiiggvényében.

Zn
100+ — holo 1MEY#
504
0 T T T T 1
100+ 1,5 ekv
50 /Ags
o T z T T T 1
1004 3 ekv
504
0 | . . . .
100+ 4,5 ekv
» 50
®
N0 A d : : : .
|5 100 6 ekv
£ 50] Age
> /
= 0 T L T T T !
8 100 -
&) l Ag, Ag 7 ekv
8
50 1 l
0 L. */ : : .
100
Ag, 9 ekv
50 1 I
0 ; | Y L lll T T 1
100 910 12 ekv
Agqy
50 -
‘ l 1 A1915
T = T 1
100+ Ag,, Adu | Ade 100 ekv
50 \ l J /A917
0 . . U W TN TR ,
100+ 1 Ag,s 200 ekv
501 / Agqg
0 N .1 I\ il ll A‘. .l/u

11500 12000 12500 13000 13500 14000
m/z

F11. dbra: A holo IMEY# fehérje ESI-MS spektruma névekvé mennyiségti Ag(I) jelenlétében.
c(IMEY#) =2 uM; 8,2 mM ABC (pH 7,8);
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F1.5. Cd(II)-Zn(IT) csere az 1IMEY# fehérjében

A Cd(II) hatasanak vizsgalatdt megnehezitette, hogy a Zn(II) 1-2 nagysagrenddel
nagyobb affinitassal koordinalodik az IMEY# cinkujj fehérjéhez. Emiatt tobb 1épésben
valositottuk meg a fémionok cseréjét, hogy tanulmanyozhassuk a tisztan Cd(II)-t tartalmazo
cinkujj fehérjét is. A 10 mM HEPES (pH 7,40); 50 mM NaClO4 pufferben 1évé fehérjét
25 °C-on 10 percig 0,5 mM végkoncentracioji EDTA-val, (~25x% ekvivalens IMEY#-hez
képest) kezeltiik. Ezzel eltavolitottuk a koordinaldédott Zn(II)-t. A puffer 0,2 mM
Ezt kovetden az EDTA koncentracidt fokozatosan 1 uM ala csdkkentettiik puffercsere soran
(10 mM HEPES (pH 7,40); 50 mM NaClOg; 0,2 mM TCEP), amit ultrasziirés segitségével
hajtottunk végre (Amicon 3K 0,5 ml sziir6k (Merck), 14000xg 5x5 perc 15 °C). Ekkor
on. Tovabbi puffercsere soran a TCEP és a felesleg Cd(II)-koncentracidt is 1 uM ala
csokkentettiik. A puffercserét kovetéen a Cd(I) koordinacidja a fehérje UV-Vis
spektrumanak 230-250 nm hulldmhossztartomanyban megfigyelhetd toltésatviteli savok

megjelenésének koszonhetden (F12. abra).

Zn(ll)-1IMEY#
cd(Il)-1MEY#

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Hullamhossz (nm)

F12. abra: 1 MEY# UV-Vis abszorpcios spektruma Zn(Il)- (kék), vagy Cd(Il)- (narancs) kotott formaban.
c(IMEY#) = 13,5 uM; 10 mM HEPES (pH 7,4); 50 mM NaClOg; /= 1 cm.
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F1.6. FluoZin-3 kolcsonhatasanak tanulmanyozasa Cd(II)-vel és Hg(II)-vel

Annak érdekében, hogy a FluoZin-3 fluoreszcens kompetitort alkalmazhassuk a
cinkujj fehérje Cd(II)- ¢és Hg(Il)-kolcsonhatdsanak tanulmanyozasara, elézdleg
megvizsgaltuk a fémionok kolcsonhatasat FluoZin-3 ligandummal. Négy eltéro osszetételi
Zn(1II) : FluoZin-3 rendszert parhuzamosan titralva Cd(Il) vagy Hg(II)-vel megallapitottuk,
hogy mindkét ,,soft”-karakterti fémion kolcsonhatasba 1ép a fluoroforral. Cd(Il)-vel csak
monokomplex képzddése volt kimutathatd. A meghatarozott pH-fiiggetlen stabilitasi allando
lgf = 7,44 + 0,01 segitségével j6 egyezés mutatkozott a mért és a szamitott titralasi gorbek
kozott (F13. abra a, d,) Az alland6 pH 7-re atszamolva (1gf°pu 70=7,18) 0,3
nagysagrenddel tér el az egyetlen szakirodalomban fellelhetd stabilitasi allandotol:
1gf’pu70=6,9 [260]. Hg(I)-re nem allt rendelkezésre szakirodalmi adat, és a mérések
illesztése mono- €s biszkomplex képzddésének feltételezése mellett sem volt kifogastalan:
lgf mi= 6,68+ 0,06, 1gf mr,= 13,56+ 0,1 (F13. abra b,). A stabilitasi allandok alapjan a
ligandum a Zn(II)-t preferalja Cd(Il) helyett, mig Hg(Il)-nél ez nem allapithatd meg

egyértelmiien a biszkomplex képzddésébdl adoddan.

a, Zn : FluoZin-3 b, Zn : FluoZin-3
X 1,33 :1 X 1,33 :1
1,0 » 0,72 : 1 1,0 0,73 : 1
o 1 & 1
° . © .
50,8 1 50,8 i1
2 3
] N 0,6 -
50,6 T 8 ] XXX
g 5 on
60,4 _M 504 - TR
= [T
[ 3434
° w 02
0,0 T T T 0,0 T T T
0 1 2 3 0 1 2 3
Cd(ll) / FluoZin-3 arany Hg(ll) / FluoZin-3 arany
c, d, e,
1,0 - 1,0 - 1,0 4 ——FluoZin-3
t £ —_— in-
0,8 208 - £08 1 HE(FF'Tffz'?:s)
0 - i © o =)z
£0,6 FluoZin-3 € 0,6 - —FluozZin-3 £0,6 -
? . ? ] -
£04 - ——ZnFluoZin-3 £ 0,4 - —CdFluozin-3  £04
Y 3 ]
30,2 1 50,2 20,2 -
[ [ [
0,0 T T 0,0 T - 0,0 - ;
0 1 2 0 1 2 0 1 2
Zn(ll) / FluoZin-3 arany Cd(ll) / FluoZin-3 arany Hg(ll) / FluoZin-3 arany

F13. abra: Kiilonboz6 6sszetételti Zn(Il) : FluoZin-3 rendszerek mért (pont) és szamitott (folytonos gorbe)
relativ fluoreszcencidja titralas soran a, Cd(ClOs4), vagy; b, Hg(ClOs), mérdoldattal. 200 pl mintakat
lemezolvas6 segitségével 3 nl 1épésekben titraltuk 25 °C-on. ¢(FluoZin-3) = 3,98 uM; 10 mM HEPES (pH
7,40); 150 mM NaClOes. ¢, Zn(Il) : FluoZin-3 rendszer eloszlasi diagramja pH 7,4-en irodalmi adatok alapjan
szdmolva [190] c(FluoZin-3) = 4 uM; d, Cd(II): FluoZin-3 és e, Hg(Il) : FluoZin-3 rendszer eloszlasi diagramja
pH 7,4-en kompeticiés mérés alapjan. A szamolasokhoz a PSEQUAD programot hasznaltuk
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— 1MEY#
— + 3 ekv Hg(ll)
---+5 ekv EDTA

o
1

CD (mfok)

-6 T T T 1
180 200 . 220 240 260
Hullamhossz (nm)

F14. abra: Zn(1)-kotott IMEY# (folytonos fekete), Hg(Il)-kotott IMEY# (piros) és IMEY# 5 ekvivalens
EDTA jelenlétében (1,7 ekvivalens kdtohelyenként) (szaggatott fekete) CD spektruma. c(1MEY#) = 16,4 uM;
7,5 mM HEPES (pH 7,4); / = 0,2 mm ASTRID szinkrotron, Aarhus.

5
T |0h|72h
=
—
- —
20 KD v s <«— AN4-NCoIE7-6xHis
15 KDa <«— AN4-NColE7

F15. abra: AN4-NColE7-6xHis fehérje hidrolizise Ni(Il)-vel oldatban Tricin-SDS-PAGE mddszerrel
vizsgalva. ¢(NiCly) = 1 mM, ¢(ZnCl,) = 0,25 mM; 100 mM HEPES (pH 8,2); 72 h; 50 °C
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Klénozas

pET-21a*- Fehérjét kodolo gén

OB T.21a- Fehérjét

kédolo gén-

“bxHis -6xHis

lFehérje kifejezés

N s X
Ni(ll)-Affinitas + Mos6 puffer
g)lanta
Ismétlés 4-szer!
Célfehérje ' —> —_—
-6xHis Inkubalas 3 perc 4 °C Inkubalas 3 perc 4 °
3000 rpm 2 perc 4 °C 3000 rpm 2 perc 4 °
\ Liza umFeluluszo eltavolitasa Feliiliszo eltavolitasa )
Hasitas gyantan Hasitas oldatban
+100 mM pH 8,2 HEPES + Elual6 puffer

Inkubalas 3 perc 4 °C Inkubalas 3 perc 4°C
SH00 Tpim;< Fere &7 3000 rpm 2 perc 4°C

Feliiliszo eltavolitasa T I
Feliiluszo gyiijtése 4

Feliilisz6 puffercsere 100 mM
Hepes pH 8,2-re

N

Inkubalas: ~1 mM Ni(ll) ~250uM Zn(ll) 100 mM
HEPES pH 8,2 50 °C 3 nap

[

+ 100 mM pH 8,2 HEPES
500 mM NaCl 1 M Imidazol

Inkubalas 15 perc 4°C
3000 rpm 2 perc 4°C

Feliilusz6 gyiijtése %
Puffercsere S

/ -

Tiszta célfehérje nemkivant extra aminosavak nélkiil
a megfelel6 pufferben

| 4 |

F16. abra: A Ni(II)-indukalt hidrolizist alkalmazo fehérjekifejezési és tisztitasi eljaras folyamatabraja. A Moso
puffer esetiinkben 100 mM HEPES 500 mM NaCl, 50 mM imidazol (pH 8,2), de 0sszetétele az

imidazolkoncentraciot leszamiva finomhangolhato a célfehérjéhez. Az Elualo puffer a mosépufferhez képest
legalabb 300 mM imidazolt tartalmaz.
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F17. abra: NColE7 és KGNK nukleaz aktivitdsa ndvekvd mennyiségli imidazoltartalmi Ac-Lys-His-Pro-His-
Pro-His-GIn-NH, heptapeptid (KQ) jelenlétében 1 (m/V)% agar6z gélen vizsgalva.

0 kotohely 1 kotohely
5’ -..TGCTGAACTGGGGTCACATAGA..-3" 5 —...CTGCTGm%TAGW-?)'
-..ACGACTTGACCCCAGTGTATCT...-5" 3’ -..GACGACTCTCCGTCTTTGTATC...-5"
2 kotohely 0 koz 2 kotdhely 4 koz
g
57’ -..GAGGCAGAATTCTGCCTC...-3" 57 - .GAGGCAGAATCAGTTCTGCCTC...-3"
3’ -..CTCCGTCTTAAGACGGAG...-5 37’ - .CTCCGTCTTAGTCAAGACGGAG...-5

355 a

2 kotbéhely 7 kéz

5! —@%CAGTTCTGCCTC::&’

3’ -.CTCCGTCTTATGCGTCAAGACGGAG...-5

F18. abra: pUC19 DNS hordozokba beépitett, kiilonb6z6 szamu és elrendezésii IMEY# fehérje felismerési
helyek.
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F1.7. Modositott fehérjék génjeinek tervezése

Els6éként a pETM11-SUMO3-1MEY#.2 DNS-t allitottuk eld. Ehhez polimeraz
lancreakcioban (DreamTaq polimeraz, Thermo Scientific) sokszorositottuk a 288 bp
hosszusagu gént (inzert) az 5’-aaaaggatcCGGCCATATCCTGGAACCGGGCGAAAA-3’
és 5’-ggggggoctcgagtccTTAAGAGGTTTTTTTACCAG-3° oligonukleotidokat
felhasznalva. Az aldhtuzott szakaszok a génhez ujonnan hozzakapcsolt BamHI és Xhol
restrikcios endonukleaz felismerési helyeket jelolik. A folyamat ezt kovetden teljesen analdog
modon zajlott, mint a pETM11-SUMO3-1MEY# DNS el6allitasa, tisztitdsa €s ellendrzése
(1d. F1.1 fejezet).

A tovabbi fehérjeverziok génjeit a pETM11-SUMO3-1MEY#.2 DNS-t felhasznalva
allitottuk el6 Quikchange-tipusti pontmutécids eljarassal az F5. tablazatban feltiintetett

oligonukletidok segitségével.

F5. tablazat: A modositott IMEY# fehérjék génjének eldallitdsahoz hasznalt oligonukleotidok szekvencidja.

Fehérje Irany |Oligonukleotidok
IMEY#.2R F |5 -ATCCTGGAACCGGGCGAAAAG-3
R |5’ -ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3"
IMEY#.2RK F |5’ -ATCCTGAAACCGGGCGAAAAGC-3’
R |5’ -ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3"
IMEY#.3 F |5’ -AAGCCGTATAAATGCCCAGAATGC-3'
R |5’ -ATGGCCGGATCCACCGGT-3"
IMEY#.3R F |5’ -AAGCCGTATAAATGCCCAGAATGC-3'
R |5’ -ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3"
IMEY#.4 F |5’ -AAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATGC-3'
R |5’ -ATGGCCGGATCCACCGGT-3"
IMEY#.4R F |5’ -AAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATGC-3”
R |5’ -ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3"
IMEY#.5 F |5’ -GAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATG-3'
R |5’ -ATGGCCGGATCCACCGGT-3"
IMEY#.5R F |5’ -GAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATG-3'
R |5’ -ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3"
IMEY#.6E F |5’ -GGCGAAAAGCCGTATAAATGCC-3’
R |5’ -GAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATG-3'

A folyamat sordn a Phusion™ High-Fidelity DNS polimerazzal (Thermo Scientific)
a teljes DNS hordozét sokszorositottuk a szokasos rovid szakaszok helyett. A
reakcidtermékeket eldbb fenol-kloroform eleggyel extrahaltuk, majd a DNS-t a vizes
fazisbol etanollal csaptuk ki tisztitas céljabol [253]. A DNS 5’ végeit T4 polinukleotid
kinazzal (Thermo Scientific) foszforilaltuk 20 percig 37 °C-on, majd a f6 reakcidtermékeket
gél extrakcioval kiilonitettiik el az egyéb DNS melléktermékektdl 1 (m/V)% agaroz gélt és
GeneJET gél extrakcios kittet (Thermo Scientific) alkalmazva. A foszforilalt és tisztitott

tompa végii linearis DNS hordozokat T4 DNS ligazzal (Thermo Scientific) dsszekapcsoltuk
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1 6ra 37 °C inkubacid soran, majd a reakcidelegyek részletével E. coli DH5a kompetens
sejteket transzformaltunk. Az eléallitott DNS molekuldk sokszorositdsa, tisztitisa és

ellendrzése a korabbiakkal analog modon zajlott (1d. F1.1 fejezet).

g 1IMEY#.2 g 1MEY#.2R g 1MEY#.2RK
Slalofc]d|e]f]g]n]i g'a|b|c|d|e|f|g|h|i .§.a|b|c|d|e[f|g|h|i
s~ EE L “EELH ~EELH
250kDa ! P, — - ,__Fne-__. | — - ~-————
1AkDa —t o Y .
g 1MEY#.3 g 1MEY#.3R g 1MEY#.4
Slafo|c]d]el[f]g]n]i][E]ab]c]d]e]f][g]n]i]|E]alb]c]d]e]f]g]n]i

35,0kDa::EE§E gg:g i i
25,0kDa - o g —, e =N - =

5 - = - 3 — — —
144kDa o | e T B~

i EE -=
g 1MEY#.4R g 1MEY#.5 g 1MEY#.5R
Slalbfcld]elf]a]n]i]|E]a]b]c]d]e]f[ag]n]i]||{E[a]b]c|d]e][f][g]n]i
: BEE B BEE B
EE_-. ..
350kDa S Gl et = g B e
25,0 kDa
144 kDa
g 1IMEY#.6E
Slafbcldfe[f[a[n]i]
350 kDa EE Ej
25,0 kDa — : A
144 kDa

F19. abra: IMEY# verziok tisztitdsanak vizsgalata Tricin-SDS-PAGE modszerrel. a: teljes fehérjefrakcio
szonikalds utan; b: oldhatd fehérjefrakcio; c: oldhatatlan fehérjefrakcio; d: feliilisz6 a Ni-NTA gyantahoz valo
kotodés utan; e: feliiluszd 1. mosasi 1épést kovetden; f: feliiluszo 4. mosasi 1épést kovetden; g: Ni-NTA gyanta
mosas utan; h: feliilusz6 ULP1-gyel torténd hasitds utan; i: gyanta ULP1-gyel torténd hasitas utdn; Marker: 5
pl Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker
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F6. tablazat: Kiilonboz6 IMEY#-alapi cinkujj fehérjék madasodlagos szerkezeti elemeinek szazalékos

Osszetétele BeStSel program alapjan a CD spektrumok 185-250 nm tartomanyait felhasznalva [2].

Aminosavak szama o-hélix

B-redd B-kanyar

Egyéb

IMEY#.1 101 15%

26% 15%

44%

IMEY#.2 96 14%

25% 15%

46%

IMEY#2R 96 13%

26% 16%

45%

IMEY#.2RK 96 17%

25% 13%

45%

IMEY#.3 90 16%

24% 14%

45%

IMEY#3R 90 14%

22% 15%

50%

IMEY#.4 91 13%

25% 15%

47%

IMEY#4R 91 15%

20% 16%

49%

IMEY#.5 91 14%

25% 14%

46%

IMEY#.5R 91 16%

26% 14%

44%

IMEY#.6E 92 14%

20% 18%

49%
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F20. abra: IMEY#.2RK fehérje MS2 fragmentacidja, és a hozzarendelhetd fragmensek. A vizsgalat sordn a
784,00 m/z értéknél talalhatd 14 x t6ltdtt részecske csucsat fragmentaltuk 30 eV {itkdzési energiaval litkdzés

indukalt disszociaciés modszerrel (CID).
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