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., Everything should be made as simple as possible,
but not one bit simpler.”
(Albert Einstein)
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BEVEZETES

Az ¢él6 szervezetek felépitésében, az ezekben zajlé folyamatok végbevitelében és
szabalyozasaban sok ezer kiilonbozd fehérje vesz részt. Valosziniileg nincs is olyan
¢letfolyamat, amelynek molekuladris torténéseiben ne szerepelnének ezek a
makromolekuldk. A dinamikusan miikodd ¢él6 rendszerekben ezek a résztvevok
folyamatosan cserélddnek. Ehhez a cserélodéshez természetesen egyrészt arra van
sziikség, hogy az éppen szikséges fehérjék szabalyozott mddon jojjenck 1étre a
riboszomakon, masrészt pedig arra, hogy ugyancsak szabalyozott médon tiinjenek el, ha
mar nincs rajuk sziikség, vagy esetleg nativ allapotukat elvesztették. Ez az eltlinés a
peptidkdtések hidrolizisén keresztiil valosul meg, ami — bar termodinamikai értelemben
kedvezd, spontan lezajlé folyamat-, katalizator nélkiil mégis roppant lassan zajlana a
folyamat nagyon magas aktivalasi szabadentalpidja miatt. A folyamat katalizatorai a
peptiddzok, amelyeket (bar a peptiddz a hivatalos elnevezés) az irodalomban legtobbszor
proteazokként, vagy proteinazokként emlitenek. Mivel a leggyakoribb elnevezés a
protedz, igy a dolgozatban magam is ezt az elnevezést alkalmaztam.

A protedzok tehat nélkiilozhetetlen elemei az €10 szervezeteknek, de magatol
értetddik, hogy ezek az enzimek rendkiviill veszélyesek is a szervezet szamadra, hiszen
képesek lehetnek lebontani a kdrnyezetiikben el6forduld olyan fehérjéket is, amelyekre
az adott pillanatban sziikség van. A proteazok miikodését tehat szabalyozni kell. Ennek
egyik formdaja olyan fehérjék jelenléte, amelyek a protedzzal kolcsonhatisba 1épve
ahelyett, hogy elbomlananak, gatoljak a fehérjebontd enzimet. Az ilyen gatlofehérjék
legnépesebb csoportja az ugynevezett reverzibilis protedz inhibitorok. Ezek miikodésiik
soran a proteazhoz kapcsoldodva egyetlen helyen elhasadnak, de tovabbra is gatolni
képesek. Az ilyen inhibitorok miikddésének leirasara széles korben elterjedt a
,Laskowski modell”, amelyet kés6bb ismertetek.

Az ELTE Biokémiai Tanszékén Graf Laszlo kutatocsoportjdban egy pakisztani
egylttmiikodés kapcsan izolaltak, és bioanalitikai valamint kinetikai vizsgalatokkal
jellemeztek két, a Pacifastin csaladba tartozd reverzibilis protedz inhibitort. Ezek
vizsgélata arra a meglepd felismerésre vezetett, hogy viselkedésiiket nem irja le
megfeleléen a Laskowski modell. Doktori munkdm célja az emlitett jelenség hatterének

mind alaposabb kivizsgalasa volt. Az okok kozott felmeriilt, hogy a molekuldk dinamikai



sajatsadgai lehetnek a feleldsek, ezért esett a valasztds az NMR technoldgiara, amely
kivaloan alkalmas ilyen informaciok szolgaltatdsara. Ezzel parhuzamosan egy olyan
iranyitott evolucids megkozelités, a fag bemutatds alkalmazasara is lehetéségem nyilt,
amely a szerkezeti és dinamikai ismeretek hidnyéban is képes lehet megfejteni, hogy egy-
egy funkciondlis tulajdonsag hatterében a fehérjének melyik részlete jatssza a foszerepet.

Disszertaciomban e kétféle vizsgalat eredményeit ismertetem, €s hasonlitom Ossze.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Proteazok és inhibitoraik — rovid attekintés

1.1.1. Funkcio és csoportositas
Mint a bevezetében mar emlitettem, a proteazok a fehérjék bontdsat végzd

enzimek. Funkcidjuk rendkiviil valtozatos. Ez lehet olyan egyszeriibbnek tiind feladat,
mint a tdpanyagokban 1évé fehérjék peptidekre torténd feldaraboldsa, vagy olyan
precizen szabalyozott, és a hasitott fehérjekotések tekintetében nagy fajlagossagot
igényld feladat, mint a sejtosztédds vagy differencidlodas [Hou és mitsi. 2007], a
programozott sejthaldl [Thiemmara 2002], a komplementrendszer [Nonaka és mtsi. 2004;
Wallis 2007], a véralvadas illetve a véralvadék eltavolitasa [Medcalf 2007; Raul és mtsi.
2007], polipeptid hormonok és egyéb fehérjék processzalasa [Seidah és mtsi. 1997], és
igy tovabb. Az evolucio soran szdmos modja alakult ki az ilyen folyamatokban szerepld
protedzok szabdlyozdsanak. Ilyenek példdul a protedz inaktiv, proenzim formaban valo
termelése, majd proteaz hasitason keresztiili aktivalasa, vagy autoaktivaldsa, a mar aktiv
protedz egyéb protedzokkal torténd hasitason keresztiili inaktivalasa, vagy az
autoinaktivalds, a proteaz fizikai tdvoltartasa egyéb fehérjéktdl vezikuldkban wvald
elkiilonités utjan, és végiil a disszertacid témajaul szolgalé méd, az inhibitorokkal torténd
gatlas.

A protedzok szisztematikus csoportositdsa a szerint torténik, hogy milyen oldallanc,
vagy egyéb kémiai csoport jatssza a foszerepet a katalizisben. Ez alapjan négy csoportot
kiilonboztetiink meg: az aszpartil-, a cisztein-, a metallo- és a szerin protedzokat [Berg és
mtsi. 2002]. Az egyik legnépesebb, és az ELTE TTK Biokémiai tanszékén régota kutatott
csoport a szerin protedzok. Ezek miikodési modellje tankdnyvi adat, aminek ismertetése
talnyulna a disszertacio keretein, hiszen az nem a protedzok hatasmechanizmusdnak
eddig fel nem tart részletével foglalkozik. Az inhibitorok miikodésének jobb megértése
miatt azonban egy vézlatos ismertetés fontos lehet. A szerin protedzok neviiket egy
kiilonosen aktiv szeril oldallancrol (kimotripszin csaladban Ser195) kaptak, amely képes
nukleofil tdmadast végrehajtani a hasitandd peptidkotés karbonil szénatomjan. A
kiilonlegesen reaktivitds hatterében egy hisztidin (kimotripszin csaladban His 57) all,

amely bazisként protont von el a szerintdl. A hisztidinen ekkor megjelend pozitiv toltésti



allapotot egy aszparaginsav (kimotripszin csaladban Asp 102). stabilizalja sokotéssel. Ez
a harom oldallanc alkotja ezen enzimek aktiv helyét, a katalitikus triddot. A reakcidsor
elsé felének végén egy acilenzimnek nevezett koztes termék keletkezik, amelyben a
katalitikus szerin észter kotést 1étesit a leendd ) C-terminus karboxiljaval. Ez a kotés
hasad el a reakcid6 masodik részében egy vizmolekula belépésével. Mind az acilezés,
mind a deacilezés soran kialakul egy tetraé¢deres atmeneti allapot, amelyet az Gn. oxianion
iireg stabilizal hidrogénkotésekkel. A legtobb szerin protedz esetében van egy jol definialt
szubsztratkotd zseb, ami gy koti meg a szubsztratot, hogy annak hasitando kotése a
katalitikus tridd szamara optimalis pozicidoba keriil. Az inhibitorok egy része is ezt a
szubsztratkotd zsebet foglalja el (1asd késobb).

Mind az ismert proteazok, mind az ismert inhibitorok szdma oriasi. Ez részben annak
koszonhetd, hogy a protedzok ¢&s inhibitoraik klasszikus targyai a biokémiai
kutatasoknak. A masik ok az, hogy fontos szerepiik miatt valoban nagyon sokféle ilyen
fehérje alakult ki a természetben, és az utobbi id6szak genomikai és proteomikai
adatgytijtései egyre tobbet tarnak fel ezekbdl. A nagy szamossag €s sokféleség miatt
attekintésiik komoly rendszerezést igényelt. A protedzokat és ezek inhibitorait a
MEROPS adatbazis rendszerezi [Rawlings és mtsi. 2004; Rawlings és mtsi. 2006]. Az itt
megtalalhatd 4975 (2007. 10. 07-i allapot) protedz inhibitort szekvencia homologia
alapjan 56 csaladba soroljak. Az 56 csalad koziil azokat, amelyeknek van ismert
térszerkezettel rendelkez6 tagja (44 db), a térszerkezet alapjan 33 klanba rendezik. Az 56
csalad koziil 22 olyan van, amelyet részben, vagy kizarolag szerin protedz inhibitorok
alkotnak. Az inhibitorok MEROPS adatbazisban talalhaté felsorolasat, szekvencia
homoldgia, valamint térszerkezeti hasonlosag alapjan torténd elrendezését az 1.1.1./1
tablazatban mutatom be a kovetkezd oldalon. Eredetileg minden klan az ,,I” (inhibitor)
betli és az angol abécé valamelyik betiijének kombinalasaval kapta volna a nevét. Mivel
ez nem bizonyult elegendbnek, a soron kovetkezd ,,J” betli is haszndlatra keriilt. Az
altalam vizsgalt Pacifastin inhibitorok térszerkezetiik alapjan az IW klanba,
szekvenciajuk alapjan az 119 csaladba tartoznak, és az S1 klanba tartozd (tehat
kimotripszinszerii) szerin proteazokat gatoljak

A jelenlegi adatok alapjan ugy tlinik, hogy az evolucid sordn tobbszor is

kialakulhattak protedz inhibitorok. Az inhibitor csaladok nagy filogenetikai csoportok



szerinti eloszlasa alapjan a legtobb inhibitor féleség az eukariotdk kialakulasa koriil
jelenhetett meg, hiszen itt van a legtobb olyan forma, amely kizarélag ebben a csoportban
talalhaté meg, ahogy azt az 1.1.1./1 dbra Venn diagrammja is mutatja. A diagramm ko6zos
terliletein talalhatd klanok esetén sem bizonyos azok kozds eredete. Ugyanaz a vaz
létrejohetett konvergens evolucioval is [Rawlings és mtsi.; 2004]. Az eukariotakra
jellemz6 inhibitor csalddok nagy szama jol korreldl azzal, hogy az eukaridta
szervezetekben, - ¢és ez kiilondsen igaz a tObbsejtli, valodi szovetekkel rendelkezo
¢él6lényekre-, sokkal tobb szabalyzéas zajlik, mint a prokariotdknal. A sokféle inhibitor
csaldd megjelenése részben az ilyen folyamatokban szerepld protedzok reguldldsa miatt

lehetett elényds az jonnan kialakul6 €l61ény csoportok szamara.

13;15;16;17;18;112;113;114;
115;117;118;119;120;121;
125;127;129;130;131;132;
133;134;135;137;139;140;
143;144;146;147;148;149;
152

ARCHAEAK

1.1.1./1 abra Az eddig azonositott, és a MEROPS adatbazis szerint definialt proteaz
inhibitor csaladok el6fordulasa az élovilagban. [Rawlings és mtsi. 2004 ]
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Klan Csalad | Altalanos név Cel-pro’teaz El6fordulas Harmadlagos szerkezet|
csalad elemek
11 Kazal S1 Meleagris gallopavo Diszulfidhidas kis fehérjék, o és B
IA 15 Ascidian S1 Holocynthia roretzi szerkezettel
18 Ascaris S1; M4 Ascaris suum Diszulfidhidas szerkezet,  elemekkel
l2d POtZ. — = ] G Diszulfidhidas kis fehérjék, o és B
B 12 Kunitz (allati) S1 Bos taurus szerkezettel
152 TAP S1 Omithodorus moubata
IC 13 Kunitz (n6vényi) S1; C1; Al Sagittaria sagittifolia B-léhere szerkezet
1D 14 Serpin S1,S8;C1;C14 Homo sapiens Hélix-csokor B-szendviccsel
IE 17 Squash S1 Momordica charantia
137 PCI M14 Solanum tuberosum ,Cisztein-csomo” szerkezet
IF 112 Bowman-Birk S1;,C1 Glycine max
167 Bromein C1 Ananas comosus
1G 113 Pot1 51,58 Hirudo medicinalis o és B szendvics
125 Cystatin-1;-2;-3 C1,;C13;S8;M12 Homo sapiens; Gallus gallus; o és B mag, hélix és antiparallel B
H Bothrops jararaca lemezek
147 Latexin M14 Homo sapiens
1T 127 Calpastatin c2 Homo sapiens
8] 16 Cereal S1 Eleusine coracana Csak-o. szerkezet
138 Aprin M10 Erwinia chyorysanthemi
IK | I57 StaphostatinA c47 Staphylococcus aureus Zért B-hordd
158 StaphostatinB C47 Staphylococcus aureus
IL 139 oM Homo sapiens
M 114 Hirudin S1 Hirudo medicinalis Csomos szerkezet
IN I11 Ecotin S1 Escherichia coli B-szendvics
I0 | I15 Antistatin S1 Haemeneria officinalis Cisztein-csomd” szerkezet
P 117 Elafin S1 Homo sapiens i
IQ 150 P35 C14; C25 Baculovirus; Spodoptera ,,GOrog kulcs” B-szendvics
lituranucleopolyhederovirus
IR 133 Ascaris PI3 Al Ascaris sum a és B; ,Meander B-lemez”
hordészer(i szerkezetben
IS 146 LCI M14 Hirudo medicinalis Diszulfidhidas szerkezet(i kis fehérjék
o és P szerkezettel
IT 135 Timp M1, M12 Homo sapiens Nyitott hordd szerkezet
U 136 SMI M4 Streptomyces nigrescens ,Gorog kulcs” B-szendvics
v 132 IAP Ci14 Homo sapiens Fémkoto kis fehérjék o B
szerkezetekkel
W | 119 Pacifastin S1 Locusta migratoria, Schistocerca Diszulfidhidas kis fehérjék B
gregaria elemekkel
X 131 Thyropin C1l Actinia equina 3 egymasba fonddod azonos o hélix
Y 116 SSI S8, S1; M4 Streptomyces albogiseolus o és B szendvics
1z 159 Triabin S1 Triatoma pallidipennis Nyitott vagy zart B-hordd
JA 134 1A3 Al Saccharomyces cerevisiae Nem globularis csak- o szerkezet
JB 163 - M43 Homo sapiens
JC 19 YIB S8 Saccharomyces cerevisiae
D 118 Mustard S1 Sinapis alba
JE 151 IC S10 Saccharomyces cerevisiae
JF 129 CTLA C1 Homo sapiens
I- 110 Marinostatin S1 Alteromonas sp.
121 7B2 S8 Homo sapiens
124 pinA S16 74 bacteriphage
140 Bombyx S8 Bombyx mori
142 Chagasin C1 Leishmania major
143 Oprin M12 Didelphis marsupialis
144 - M14 Ascaris suum
148 Clitocypin C1 Lepisat nebularis
149 proSAAS C1 Homo sapiens
164 Thrombostatin S1 Haematobia irritans
168 - C1 Rhipicephalus bursa
171 Falstatin Plasmodium falciparum
173 Veronica S1 Veronica herderifolia
174 Variegin Amblyomma varegatum

1.1.1./1 tablazat A proteaz inhibitorok csoportositasa ¢€s jellemzéik a MEROPS
adatbazis szerint (2007. 10. 07.).

A szerin proteaz inhibitorokat tartalmaz6 csaladokat halvanykékkel emeltem ki.
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1.1.2 A szerin proteaz inhibitorok felosztisa hatasmechanizmus alapjan
Hatdsmechanizmus alapjan alapvetden harom csoport 1étezik [Bode és Huber 1992;

Otlewski ¢és mtsi 2005], amelyek koziil részletesen csak a reverzibilis inhibitorokat
mutatom majd be, mivel az altalam vizsgalt inhibitorok ebbe a csoportba tartoznak. A
masik két csoportrol csak a legjellegzetesebb tulajdonsagokat emelem ki az
Osszehasonlitas kedvéért.
1.1.2.1. Nem-kanonikus inhibitorok

Talan elsére furcsa lehet, hogy egy ilyen negativ modon definidlt csoporttal
kezdem, de annak érdekében, hogy a felsorolast a legrészletesebben targyalt, altalam is
vizsgalt csoporttal fejezzem be, ez tlinik a leglogikusabb sorrendnek. A tobbi inhibitor
tipustol eltéréen a nem-kanonikus inhibitorok a protedzzal nem ugy 1épnek kapcsolatba,
mint egy szubsztrat molekula, ugyanis vagy nem koétddnek a katalitikus tridadhoz kozeli
szubsztratkoté zsebhez, vagy nem ugy kotddnek, hogy ekdzben egy peptidkotés a
katalitikus triddhoz poziciondlodna. Ezért ezek a molekuldk nem is hasadnak el a
kapcsolodas eredményeképpen. Kérdés tehat, hogy vajon hogyan miikodnek? A
mechanizmus jol szemléltethetd a csoport klasszikus tagjan, az orvosi pidca hirudin nevi
trombint. Alapvetden két terlileten kotddik a molekuldhoz. Az egyik a szubsztratkotd
zseb, de ide nem a fehérje egy belsd részlete, hanem az N-terminalis végcsoportja keriil,
tehat a katalitikus triad kozelébe nem keriil peptidkotés. A hirudin C-terminalisa felé esd
része a trombinnak egy szubsztratkotd zsebtdl tavolabb esd, de a nagy fehérje
szubsztratok, és egyéb szabalyzd molekuldk megkotése szempontjabol kiemelkedden
fontos, ugynevezett ,.exosite” részéhez kapcsolodik. A két kotés egylittesen igen szoros
kolcsonhatast biztosit az enzimmel. Hasonld6 mikddési inhibitor a kullancsban
megtalalhat6 ornithodorin is. [Bode és Huber 2000].
1.1.2.2. Irreverzibilis inhibitorok

Ebbe a tipusba egyetlen klan,(az ID klan) egyetlen csaladjanak (I4 csalad) tagjai
tartoznak. Jollehet egyetlen csaladrél van szo, mégis ez az egyik legelterjedtebb
inhibitorfajta, hiszen ahogy azt az 1.1.1./1 abra is mutatja, az él6lények mindharom nagy
filogenetikai csoportjdban el6fordulnak, €s egyes virusok is hasznaljak ezt a tipust

milkddésiik sordn. Az irreverzibilis inhibitorok szubsztratszeri moddon 1épnek
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kapcsolatba a protedzzal egy felszini, ,reaktiv hurok™ részen keresztiil, amin egyetlen
konkrét aminosav pozicio (a P1, lasd késobb) mentén a peptidkotés el is hasad a
kolcsonhatas eredményeként. Ami ezutan torténik, az alighanem az egyik legérdekesebb
folyamat, amit protedzok gétlasaval kapcsolatban eddig leirtak: a hasitds soran keletkezd
kovalens acilenzim nem hidrolizal el azonnal, tehat stabil kovalens kapcsolat alakul ki az
enzim ¢€s az inhibitor kdzott. Az inhibitor komoly szerkezeti valtozdson megy keresztiil,
ugyanis az elhasadt reaktiv hurok proteazt is hordozo részlete mintegy 180 fokot elfordul,
¢s be¢kelddik az amugy is B-redés szerkezetli inhibitorba egy 0j antiparallel B-red6t
hozva létre. Ennek eredményeként az inhibitor szerkezete stabilizalodik, mikdzben az
enzim szerkezete torzul, és ezért nem képes egy vizmolekula segitségével a szokasos
modon befejezni a katalitikus ciklus masodik részét, a deacilezést. A szerpinek azért
irreverzibilis inhibitorok, mert ez a folyamat nagy negativ szabadentalpia valtozassal jar,
tehat gyakorlatilag nem megfordithatd. Mivel az ilyen inhibitor ,,egyszer hasznalatos”,
ezeket Oongyilkos inhibitoroknak is szoktdk nevezni. Az ebbe a csoportba tartoz6 fehérjék
egy doménesek, méretiik a harom csoport koziil a legnagyobb (45-55 kDa). Idetartozik
példaul az o-1-antitripszin €s az antitrombin [Hungtington 2006, Silverman és mitsi.
2001].
1.1.2.3. Reverzibilis inhibitorok

Habar az  irreverzibilis  inhibitorok  hatdsmechanizmusa  latvanyosabb,
megkockaztatom, hogy a reverzibilis inhibitorok miikodése rejtelmesebb. Az ebbe a
csoportba tartozo, ugynevezett kanonikus inhibitorok ugyanis szintén egy reaktiv hurok
région keresztiil, és szintén szubsztratszeriien reagalnak az enzimmel, majd el is
hasadnak, de ez a reakcid nem jar nagy szerkezeti valtozdssal, tehat sem az enzim
szerkezete, sem az inhibitoré nem valtozik meg 1ényegesen. Ennek ellenére a folyamatot
nem kiséri egyéb kotések elhasadasa, az inhibitor nem bomlik le szubsztrat-fehérjeként,
ugyanis az egyetlen kitlintetett helyen vald hasadas eredményeként keletkezett inhibitor
tovabbra is aktiv marad, igy gatolni képes az enzimet. A reakcio tehat egyensulyra vezet,
bedll egy enzim-inhibitor parra jellemzd arany a hasitatlan és a hasadt inhibitor formak
kozott (innen ered ennek a protedz inhibitor csoportnak a neve). Ennek érdekességét talan
a kovetkezoképpen lehet legjobban megvildgitani: a hasadt inhibitor homogén formaban

izolalhato, €s a ra specifikus protedzzal 6sszekeverve Gjra bedll az egyensuly a hasadt és
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hasitatlan formak ko6zott, tehat ekkor a protedz éppenséggel a peptidkotés helyreallitasat
katalizalja. Ennek az alapmechanizmusnak az elsd pontos leirasat Laskowski szolgéltatta
a hatvanas években [Finkenstadt ¢s Laskowski 1967], és ,,standard” mechanizmusnak
nevezte el ezt a tipust [Laskowski és Kato 1980]. Ma mar red valo tisztelettel az irodalom
ezt az alap mechanizmust Laskowski mechanizmusnak nevezi, és a disszertacid késobbi
részében ¢én is igy nevezem majd. Mar most megjegyzem, hogy a megfigyeléseink nem
ezzel az alapmechanizmussal vannak ellentmondasban, hanem az erre az inhibitor
csoportra vonatkoz6, ennél szigortubb kitételekkel, amelyeket késébb ismertetek.

Ezen inhibitorok ,kanonikus” elnevezése valdjaban a felszini hurok tulajdonsagéra
mechanizmussal miikodo protedz csaldd esetén, fiiggetleniil attol, hogy az inhibitor tobbi
része milyen térszerkezetli [Bode és Huber 1992]. Ezért gyakran szinonimként hasznaljak
a ,,standard mechanizmusu”, és a ,.kanonikus” kifejezéseket. Ez azonban félrevezetd
lehet, ugyanis bar az eddig megismert Osszes kanonikus inhibitor valdoban standard
mechanizmussal mukodik, a feltételezések szerint nem minden standard mechanizmussal
miikodd inhibitor rendelkezik a mar emlitett kanonikus szerkezetli hurokkal. A két
fogalom tehat nem szinonim [Laskowski JR és Qasim 2000].

A Laskowski mechanizmus reakciosémaja az 1.1.2./1 egyenlet szemlélteti.

E+I<«< EI < El" < E+T

1.1.2./1. egyenlet

Ahol E: enzim, I: inhibitor, EI: Enzim-Inhibitor komplex, I*: hasitott inhibitor, EI*: az enzim

¢s a hasitott inhibitor komplexe.

Az, hogy a hasitott inhibitor is aktiv arra enged kovetkeztetni, hogy az ép ¢€s a hasitott
inhibitor szerkezete nagyon hasonld [Niekamp és mtsi. 1969; Bode ¢s Huber 1992].

A reverzibilis inhibitorok hatékonysagat az enzim-inhibitor komplex disszociacios
allandgjaval jellemzik, amit ebben az esetben az inhibiciora valo tekintettel a szokésos Ky
helyett Kj-vel jeldlnek. Ezt az adatot tipikusan olyan koriilmények kozott mérik, amikor
az enzim-inhibitor rendszer termodinamikai egyensulyban van. Ilyenkor eltekintve attol,
hogy egyszerre kétféle (hasitatlan és hasitott) aktiv inhibitor van jelen a rendszerben, a K;

értéke az 1.1.2./2. egyenlet szerint alakul. Természetesen minél alacsonyabb értékii a K,
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annal szorosabb a komplex, anndl alacsonyabb koncentraciok esetén is mérhetd a gatlas,
tehat annal hatékonyabb az inhibitor.
[£]*[/]
K, =1t
[£1]
1.1.2./2. egyenlet

Ahol [E]: szabad enzim koncentracidja, [1]: szabad inhibitor koncentracioja, [El]: az enzim-
inhibitor komplex koncentracidja

1.1.3. A szerin proteazok és kanonikus inhibitoraik kolcsonhato felszinei
A kanonikus inhibitorok csoportjat kis és kézepes méretii (3-21 kDa) fehérjék,

illetve fehérje modulok alkotjdk. Ilyenek példaul a szarvasmarha bézikus pankreatikus
inhibitora (BPTI), a szdjabab tripszin inhibitor (STI) és az els6ként madartojasokbol
izolalt ovomukoid inhibitorok, amelyek vizsgalataval Laskowski megalapozta a standard
hatdsmechanizmus leirasat. Osszesen 18 kiilonbdzé inhibitor klan ismert, azaz legalabb
ennyiféle fehérjeszerkezet képes reverzibilis inhibitor funkcidra. Ezek az azonos funkcid
ellenére meghokkentden eltérd szerkezetek latvanyosan azonos szerkezetli felszini
proteazkotd hurokkal rendelkeznek [Krowarsch €s mtsi. 2003], amint azt az 1.1.3./1 abra
PDB adatbazisbol szarmazd, oOnkényesen kiragadott példai mutatjdk. Az eltérd
szerkezeteken megjelend azonos jellegli hurok a konvergens evolucio egyik szép példdja.
Az, hogy a gyakorlatilag azonos hurokszerkezeteket nagyon eltérd vazszerkezetek
hordozzak 6nmagaban is arra utal, hogy a kozos funkcid betoltésében a kozos szerkezet,
(lasd kanonikus) hurok, donté szerepet jatszik, ami kiindulopontja lett a részletes
Laskowski modell kidolgozésanak. Ez utobbit az interakcidban résztvevd csoportok

Schechter és Berger altal bevezetett nevezéktananak tisztdzasa utan ismertetem.
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1.1.3./1. abra Onkényesen kiragadott kanonikus inhibitor szerkezetek a PDB
adatbazisbol.

N

részeket hordoznak, az ellipszissel hatarolt oldallanc a gatolt enzim szubsztratkotd zsebébe
nyulik. A bekeretezett molekula az altalam is vizsgalt Pacifastin csalad egyik tagja. (Az egyes
formak nevét az azonossagok hangsulyozasa miatt nem jeldlom).

1.1.3.1. A Schechter-Berger nevezéktan

A legtobbet vizsgalt, az S1 klanba tartozd kimotripszinszerii szerin proteazok a
peptidszubsztratokkal illetve a szubsztratszerii inhibitorokkal jellegzetes elrendezédésben
kapcsolodnak. A szubsztrat (illetve inhibitor) egyik aminosav csoportjanak oldallanca
egy kotézsebbe nyulik. Schechter és Berger ezt az oldallancot P1-nek nevezte el, mig az
enzim oldalarol ez a stabilizald kotdzseb az S1 elnevezést kapta. A P1 oldallanctol N-
terminalis felé¢ haladva rendre a P2, P3 stb. csoportok kdvetkeznek, mig a P1-t6l a C-
terminus felé haladva P1°, P2’ stb. nevet kapjak a csoportok. Az ezen csoportokat
stabilizalo enzim felszinek a P1-S1 par példajaként S2, S3, S2°, S3’ stb. elnevezést

kaptak. Ezt a sémat az 1.1.3./2. dbra szemlélteti.
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1.1.3./2. abra A kanonikus inhibitor-proteaz kapcsolat sematikus szemléltetése. A
Schechter és Berger nevezéktan szerint.

Az inhibitor részérdl a P jelolések egy-egy aminosav csoportot jelentenek, a kotéshasadas a
P1 és P1’° csoportok kozott kovetkezik be. Az S jelolések a megfeleld P jeli csoportokat
stabilizal6 funkcionalis kotohelyeket jelzik. A kimotripszin szerii enzimeknél az S1 maga a
szubsztratkotd zseb.

1.1.3.2. A proteaz-inhibitor kapcsolat részletesebb bemutatasa

Az S1 klén enzimei, példaul a tripszin, a kimotripszin és az elasztdz kozismerten
modon leginkabb a szerint az oldallanc szerint szelektalnak a szubsztratok kozott,
amelyik oldallanctol C-terminalis felé es6 peptidkotést hasitjak. A Schechter-Berger
nevezéktan szerint ezek az enzimek tehat leginkabb a P1 aminosav csoport szerint
szelektivek. A P1 és az S1 zseb viszonya klasszikus tankonyvi példa: a tripszin zsebe
negativ toltésli aszparaginsavat tartalmaz, és ennek megfelelden a pozitiv toltésti arginil
¢s lizil P1 oldallancokat stabilizalja, a kimotripszin zsebe viszonylag nagy és apolaros, €s
ennek megfelelden a fenilalanin, triptofén, tirozin és leucin P1 oldallancokat kedveli, mig
a hasnyalmirigy elasztaz a sziikebb zsebe miatt leginkabb az alanin P1 mellett hasit.
Ennek megfeleléen jol ismert, hogy a tripszinszerii specifitdsi enzimek kanonikus
inhibitorai arginin vagy lizin P1 hellyel rendelkeznek, mig pl. a kimotripszinszer(i
enzimek inhibitoraindl gyakori a leucin.

A P1-S1 kolcsonhatason kiviil egyéb kapcsolatok is kialakulnak. Rontgen
krisztallografias vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy a proteaz-inhibitor kapcsolatokban a

minimalis kotofelszin a P3-P3’ tartomany, ez minden esetben lefedésre kertil. A kotohely
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rendszerint nem mutat tal a P6-P6’ tartomédnyon, bar néha mds szakaszokon keresztiil
egyeb kotések is kialakulnak az inhibitor és az enzim kozott. Bar az S1 klanban a P1
szerepe kimagasld, egyéb oldallancok is komoly szerepet jatszhatnak, a P1’ szerepe
példaul gyakran szintén fontos. A szubsztrat illetve inhibitor P3-P1 peptidlanc szakasza
az enzimmel kapcsolodva egy antiparallel B-reddt alkot, amit tehat féldnc csoportok
kozott kialakuld hidrogénhidak stabilizalnak. A P1 aminosav karbonil oxigénje az
oxianion ireg felé mutat és az enzim Gly193 ¢és Serl95 aminosav csoportok
(kimotripszin szamozas) amid részével alakit ki hidrogénkotést.

A reaktiv peptidkotés a rontgenszerkezetekben rendszerint ép, de egyes esetekben
eltér a sikalkattol, tehat a tetraéderes atmeneti allapot felé mozdul el [Bode és Huber
1992]. Az egyes inhibitorok szabad és proteazhoz kotott szerkezetének tovabbi elemzése
azt mutatta, hogy a kanonikus hurkot alkoté aminosavak gerinc konformacidjat jellemzo
¢ v diéderes szogek mind a szabad, mind a kotott formaban azonos tartomanyba esnek a
Ramachandran diagrammon [Laskowski ¢és Qasim 2000]. Ezen adatok alapjan
elfogadotta valt erre a kdlcsonhatasra is az Emil Fischer altal kordbban megfogalmazott
hires ,kulcs-zar” modell, amelyben merev szerkezetii kotdpartnerek eldre formalt
kotohelyei ugy illeszkednek 6ssze, hogy azt nem kiséri konformacios valtozas. Ebben az
esetben tehat az inhibitor reaktiv hurka egy olyan merev ¢és meghatarozott
konformécioval rendelkezik, ami éppen az enzim aktiv helyébe illik, akércsak a kulcs a
zarba [Laskowski és Qasim 2000].

Mindezek alapjan a specifitasért felelés P1 oldallanc jellege mellett, a kanonikus
hurok megfeleld konformacidja, és merev szerkezete is kiemelkedden fontos egy erds
kolcsonhatés 1étrejottében [Bode és Huber 1992; Kelly és mtsi. 2005]. Ezt a feltételezést
a szerkezeti adatok mellett a kdvetkezd eredmények is aldtdmasztjak: az ovomukoid és az
eglin C inhibitorok kot hurkéval analdg oktapeptidekkel mértek inhibicios allandot, és
Osszevetették a kapott értékeket a megfeleld vadtipusu inhibitorokon mért adatokkal.
Specifitds szempontjabol a peptidek €s az inhibitor fehérjék analog eredményeket adtak,
de a kotéserdsség rendre joval alacsonyabb volt a peptidekkel. A szamitasok alapjan az
inhibitor szerkezete -33 kJ/mol kotési energia hozzajarulast jelentett, amit a feltételezések
szerint a hurok stabilizalasan, mereven tartdsan keresztiil biztosit a fehérjevaz [Bode és

Huber 1992].
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1.1.3.3. A Laskowski modell

Laskowski és munkatarsai szamos zsenialis otlet, és mintegy 20 évnyi kitart6 munka
utan a Kazal tipusu ovomukoid inhibitorokra (IA klan I1 csalad) kidolgozott egy olyan
szekvencia-reaktivitas algoritmust (SRA), ami alapjan elég nagy pontossaggal meg
lehetett josolni egy-egy konkrét inhibitor varidns egy-egy adott protedzzal alkotott
komplexének stabilitasat, tehat a K; értéket. Az SRA algoritmus elméleti hatterében
ugyanaz a gondolat all, mint a hires Anfinsen kisérletben, tehat az, hogy egy fehérje
elsddleges szerkezete egyértelmilen meghatarozza a térszerkezetet, és ez utobbi a
fizikokémiai tulajdonsagokat. A standard mechanizmusu, kanonikus hurokkal rendelkezd
inhibitorok kulcs-zar jellegi protedz kotésének, tehdt a merev szerkezetek
kapcsolddasanak alapjan Laskowski Gigy vélte, hogy ez lehetdséget teremt arra, hogy az
inhibitor oldalarol nézve az egyes aminosav csoportok egymastol fiiggetlen mddon
fejtsék ki a hatdsukat, igy a protedz kotés kotési energidjaban az ilyen egyedi,
pozicidonkénti hozzajarulasok egyszeriien 6sszeadhatok, idegen szoval additivak. Egy-egy
adott pozicidban szerepld csoport hozzajarulasanak mértéke természetesen attdl fiigg,
hogy éppen milyen aminosav csoport szerepel az adott helyen, és attol, hogy milyen
proteazhoz kotdédik az inhibitor. Az algoritmus kifejlesztéséhez sziikséges mérési
adatokat heroikus munkaval gyujtotték Ossze, amennyiben elsé 1épésben 92 egyedi
ovomukoid inhibitor varianst izolaltak, ¢és ezek K; értékét megmérték 6 kiilonbozo
proteazzal szemben. Az igy kapott hatalmas adatmennyiségbdl szdmoltak ki, hogy egy-
egy aminosav tipus egy-egy pozicidban €s egy-egy adott enzim esetében mennyivel jarul
hozza a kotési energidhoz. Ezek utan additivitast feltételezve még nem 1étezd variansok
aktivitasat josoltak, és a joslasokat utolag kisérletesen tesztelték. Azt kaptak, hogy az
algoritmus az esetek tulnyom6 részében megbizhaté volt. Ez természetesen
visszamendlegesen 1igazolta a hipotézisikket az inhibitor alapmechanizmusaval
kapcsolatban [Lu és mtsi. 2001].

Jollehet ez mar onmagéban hatalmas eredmény volt, felmeriilt, hogy vajon ez a
,Laskowski modellnek” is nevezhetd leiras igaz-e barmely mas kanonikus inhibitorra is.
Ez azért tint jogosnak, mert az algoritmusban sem szerepeltek olyan faktorok, amelyek a
fehérje kotohurkon kiviili vazszerkezetére utaltak volna. A Laskowski modell tehat azt

javasolja, hogy a vazszerkezet egy fontos, de passziv résztvevd, amely a hurok régiot
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tartja mereven, de az egyik vazzal tartott hurok részrél szerzett informaciok atvihetéek
egy masik vazzal megtartott, azonos hosszusagi hurokrészre. A hipotézist kisérlet
kovette, és el0szor csak a P1 tekintetében, késobb pedig mas pozicidk esetében is
ellendrizték, hogy azok a hozzijarulds értékek, amiket a Kazal tipusu ovomukoidokra
kaptak, helytalloak-e az IG klan 113-as csaladjaba tartozd, az orvosi pidcabol izolalhatd
eglin C nevi inhibitorra, amely az ovomukoidokhoz hasonloan kedvelt modell fehérjéje a
kutatasoknak. Az eredmények azt mutattak, hogy az egyedi kitésenergia hozzajarulasok
az eltéro vazszerkezetek ellenére kozel azonosak voltak [Qasim €és mtsi. 1997 és 2006]. A
jelenség fontossaganak hangsulyozasara egy 01j elnevezést is bevezettek: ,,interscaffolding
additivity”, vagyis vazszerkezetek kozotti additivitas.

A Laskowski modell f6 allitdsai tehat Osszefoglalva a kovetkezok: a standard
mechanizmust  kanonikus inhibitorok valtozatos véazakkal megtamasztott merev
szerkezetli kotéhurokkal rendelkeznek, amelyen az egyes oldallancok egymastdl, és a
tartovaztol fiiggetleniil fejtik ki hatdsukat. Kotési hozzajarulasuk mértéke csak attol fiigg,
hogy éppen milyen protedzzal alakul ki a komplex. A tartovaz csak passziv szerepld.

Az ELTE Biokémiai Tanszékén mar régebb oOta vizsgalt, Pacifastin csaladba tartozo
inhibitorok Kj mérései olyan eredményekre vezettek, amelyek komoly ellentmondasban
alltak a Laskowski modell utobb emlitett szabalyaval. A csalddon beliil sem volt igaz,
hogy az egyik inhibitor hurokrészén tapasztalt aminosav-hozzajarulasok megegyeztek
volna a masik inhibitor esetén tapasztaltakkal. A részleteket alabb ismertetem, de mar
most megjegyzem, hogy ennek az ellentmondéasnak a feltarasat és magyarazatat célozta a

doktori munkam.
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1.2. A Pacifastin csalad

1.2.1. A Pacifastin csalad torténetének attekintése
Az ebbe az inhibitor csalddba tartozo fehérjét eldszor 1987-ben izolaltdk a

Pacifastacus leniusculus, (jelzérak) faj hemolimfajabol és irtak le Pacifastin néven az egy
nehéz ¢és egy konnytilancbol allo fehérjét [Hergenhalm ¢és mtsi. 1987]. A fehérje
szekvenciajat tiz évvel ezutdn hatdroztdk meg. Kideriilt, hogy a nehézlanc a
transzferrinekkel rokon, mig a konnyli lancon kilenc cisztein-gazdag domén taldlhato
[Liang és mtsi. 1997]. 1dokdzben ezekkel a doménekkel homologiat mutatd, proteaz
inhibitor aktivitast fehérjéket izolaltak a Locusta migratoria (keleti véandorsaska)
[Brehelin és mtsi. 1991; Boigegrain és mtsi. 1992; Nakakura és mtsi. 1992; Kellenberger
¢s mtsi. 1995] majd a Schistocerca gregaria (afrikai vandorsaska) [Hamdaoui és mitsi.
1997; Hamdaoui és mtsi. 1998; Vanden Broeck és mtsi. 1998; Boigegrain és mtsi. 2000].

Az igy feltart szekvencidk osszehasonlitasabol a ciszteinek szabalyos ritmusa alapjan

egy konzervalt motivum bontakozott ki az alabbi mintdzat szerint:

C'Xo.1nCNCXC* X5 3G X54CTX5CE

Az aminosavak egybetlis koddal szerepelnek, az X wvaridbilis poziciot jeldl, a
ciszteinek kozotti poziciok szamat alsdé indexben tlintettem fel. A hat sorszdmozott
cisztein 3 diszulfidhidat alkot az alabbiak szerint: C'-C*, C*-C® és C*-C°, ami a gyakran
alkalmazott, idevonatkozo jelolés szerint az abcach mintazatot adja. A szerkezetrdl kissé

késdbb részletesen is irok.

1.2.2. A Pacifastin csalad tagjainak elnevezése
A parhuzamosan kutatasok kellemetlen velejaroja lett az, hogy tobb eltéré néven is

megjelent ugyanazon faj ugyanazon inhibitora. Ez zavaros nevezéktanhoz vezetett. Ezért
Simonet és munkatarsai késobb bevezetésre javasoltak egy egyezményes nevezéktant a

kovetkezd logika szerint: a nemzettség és fajnév roviditése egy-egy betlivel, majd PI
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(mint Pacifastin-szerli Inhibitor), és a felfedezés sorrendjében egy sorszam. A mar
emlitett L. migratoria és S. gregaria fajok esetében az inhibitor nevek tehat a
kovetkezonek adodnak: LMPI-x illetve SGPI-x, ahol x a sorszamot jeloli. A
disszertdcidmban én is ezt a nevezéktant fogom kdvetni, de az 1.2.1./1. tdbldzatban
megadom a korabbi elnevezéseket is, illetve a szovegben is visszatérek némelyikiikre,
mivel a régi elnevezések néha jobban tiikrozték a (vélt vagy valos) specifitasokat (1asd

kés3bb).

Egységesitett | Korabbi In vitro

név nevek gétolt enzim Publikacio

szarvasmarha tripszin;

SGPI-1 SGTI AT Malik és mtsi. 1999
rak tripszin

i I Boigegrain és mtsi. 2000;
SGPI-2 SGCI a-kimotripszin Malik és mtsi. 1999

) LMCI-I L N Boigegrain 1992; Brehelin 1991
LMPI-1 PMP-C o-kimotripszin Nakakura 1992
LMPI-2 LMCI-II Pankreatikus elasztdz | Boigegrain 1992; Brehelin 1991

PMP-D2 szarvasmarha tripszin Nakakura 1992

LMPI-3 HI a-kimotripszin Kellenberger 1995

1.2.2./1. tdblazat A vandorsaska fajokbol eddig izolalt és leirt Pacifastin inhibitorok
elnevezései
SGPI: Schistocerca gregaria Protease Inhibitor; LMPI: Locusta migratoria Protease
Inhibitor; LMCI: Locusta migratoria Chymotrypsin Inhibitor; PMP: Pars Intercerebellaris Major
Peptide

1.2.3. A Pacifastinok elofordulasa és funkcioi
A legtobbet vizsgalt fehérjék az LMPI-1, LMPI-2, SGPI-1, SGPI-2, igy a

tovabbiakban az ezekrdl ismert adatokat irtam le. Az LMPI-1 és az SGPI-1 egymas
ortologjai, csakugy, mint az LMPI-2 és az SGPI-2. Az egy fajon beliili inhibitorok
(LMPI-1 és LMPI-2, illetve SGPI-1 és SGPI-2) egymas paralogjai.

A Pacifastin inhibitorok valdsziniileg tul kisméretliek ahhoz, hogy 6nallo fehérjeként
termelddjenek a riboszomakon. Bar a 30-40 aminosavas peptidek gyakran 0nallo
formaban is izolalhatok az €161énybdl, valojaban — ahogy azt elsd izolalasuk esetében is
lattuk-, mint tobbdoménes fehérjék moduljai termelddnek. Az 6nallé egydoménes formak

tehat utolagos enzimatikus processzalds eredményeként jonnek létre. A leggyakoribb
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domének kozotti, a processzalaskor elhasadd szekvencia egy Lys-Arg részletet tartalmaz.
A processzalast végzo enzimet egyeldre nem azonositottak, de a szekvencia jellege miatt
egy furin-szerli processzalo enzim lehet.

Az inhibitorok expresszidos mintazatat mindkét vandorsaska fajban megvizsgaltak,
foleg mRNS szinten [Kromer és mtsi. 1994; Vanden Broeck és mtsi. 1998; Hamdaoui és
mtsi. 1998; Simonet és mtsi. 2002b; Simonet és mtsi. 2002¢c; Rahman és mtsi. 2002;
Simonet ¢és mtsi. 2004; Simonet és mtsi. 2005]. Azt talaltdk, hogy az inhibitorok
larvadllapotban a zsirtestben, az agyban, az el6 és utdbélben ¢és a hemolimfaban
fejez6dnek ki, mig a kifejlett egyedekben, a fent emlitett szervek mellett a petefészekben
¢s a herékben is megjelennek. A génexpresszid szintje valtozik a peteérés soran, illetve
hormonkezelés hatdsara, €s kiillonbozik a ndstény és a him egyedekben. Ezek alapjan az
inhibitoroknak szerepiik lehet a peteérést és az egyedfejlédést szabalyozd folyamatokban
[Boigegrain és mtsi. 2000; Simonet és mtsi. 2002a].

Emellett nagy érdeklédésre tarthat szamot, hogy az expresszids szint életciklustol
fliggd szintet mutat olyan értelemben is, hogy az éppen nem-vandorld, kis csoportokban
¢l6 egyedekben mas, mint az éppen vandorld fazisban 1évoknél, tehat a saskajarasban
résztvevo egyedekben. Saskajards soran az egyik jellemzd véltozas, hogy az egyedek
szine sotétebb lesz, melanin termelddik. A melanint a polifenoloxiddz enzim termeli.
Ennek az enzimnek fontos szerepet tulajdonitanak a rovarok immunrendszerében is,
mivel a mikodése sordn keletkezd polifenolok antimikrobialis hatastiak. A
polifenoloxiddz enzimet egy kaszkadszertien aktivalodo proteaz rendszer aktivalja.

A feltételezések szerint tehat tobbek kozott ezen protedz kaszkad szabalyozasaban is
részt vehetnek a Pacifastin inhibitorok [Schoofs és mtsi. 1997; Kanost 1999; Simonet és
mtsi. 2003].

Gaspari Zoltan, aki az ELTE Szerves Kémia Tanszékén dolgozik, a Pacifastin
csalddra jellemzd cisztein mintazat alapjan ellendrizte, hogy az ¢éppen elérhetd
adatbankokban a mar ismert fajokon kiviill melyek esetében lehet Pacifastin-csaladba
sorolhatd szekvenciara lelni. Bioinformatikai analizise eredményeként azt kapta, hogy a
Pacifastinok rendre izeltlabu fajokban voltak detektalhatoak. A szigorti rendszertani
specifikussagnak azonban ellentmondani latszik az a meglepd tény, hogy Pacifastin

szekvenciak a termesztett rizs genomjaban is kimutathatok [Gaspari és mtsi. 2004].
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Természetesen az is elképzelhetd, hogy ez az adat a genom szekvenalasa soran

bekovetkezett mintaszennyezés eredménye. Géspari Zoltan analizisének eredményét az

1.2.3./1. 4bran ismertetem.

PLD3
PLD4
SGPI3
PLD9
PLD6
PLD8
PLD2
PLD1
PLD7
PLD5
BMPD11
PRPD1
BMPDY
BMPD10
BMPD2
MCPD2
AGPD2
CCpD1
CFPD2
CFPD1
BMPD12
SGCI
PMPC
LMPI5
SGPI5b

SGPT4Ca
SGPI4Cp

LMPTIO
AGPD1
AGPDS5
SGPI4B
SGPI4
LMPI8
LMPI7
LMPT4
AGPD6
AGPD3
0SPD1
MCPD1
AGPD7
AGPD4
0SPD2
0SPD3
LMPI3
SGPI5a
SGTI
PMPD2
LMPI6
SGPI4A
CFPD3
BMPD4t
BMPD4p
BMPD8
BMPD6
BMPD3
BMPD3n
BMPD5
BMPD7
BMPD1
MSPD1

-—-ETECYG--DPDTNRWR--IECNWCRCV-NG--KGSCTRKG=CPQV-==—==—=—=—==~ 37
-——TNECEG--TP---TWT--KGCNTCSCV-NG--SAQCTTEE-CDKL
—————— CTP---—-GSRKY--DGCNWCTCS-SGG-AWICTLKY-CPPSSGGGLTFA-——~ 40
-—-GGQCTE----- GESWR--QDCNMCSCS-TG--LRICSVKG=CPPT——==—=—=—=—~
---EAVCTD----- GSKWK--DDCNWCTCN-NG--SASCTEKL-CQYK-————=—=—-—~
---EAVCID----- GSRWK--VDCNWCTCN-NG--SSACTEKL-CLKP-————=—=—-—~
---ESVCSE----- GSRWK-ADDCNWCRCI-DG--SPSCTKRL-CRTK-————=—=—=—~
~--KSLCAP----~ GSRWK--NECNWCSCADHG--LALCTLMG-CFPG-——————=—=—~
~--NDMCVP--~---GSRWK~-DECNWCWCEANG--AAPCTRMG-CSED~
—~--YGQCVP-----GSRWK--KDCNWCSCTETA--IGMCTLIG-CLNY~
—-—PATCVP-----GSVYN--QGCNVCRCTDEGR-HATCTLMR-CPQE~
—-—-ATICAP----- LSSFK--IDCDDCOCSEDGT-QYSCOVGV-CGSA-————=—=—=—=
—-—ATVCVA----- NRMFI--KDCNTCWCNEDGT-TFYCTRRV-CVPM—=—==—====—=—
—-—PKECKP----- NETFQ--TIGCNRCRCNSEGT-LYSCTRVG-CLEA-—————=—=—=~
—-—PVRCQP----- GTSFQ--RDCNTCVCLDNGL-GL-CSLDA-CRRS———=——=—=—=—=
—==DKNCEP-----GTIIQ--RDCNSCNCVP-GI-GYACTKRA-CIKM-
—--GQVCSP-----NEIKM--KDCNRCRCANNGI -GWECTRRA-CPQR—
—-—AEQCSP-----GQTKM--0ODCNSCRCV-NG--GWACTRKA-CPHT~
———AVPCTP----~ GETKQ--EDCNECICKADGT-GYQCTERE-CKHD======—=—=—~
———TTPCKA-—--~ GEQRQ--VDCNTCTCAADGT-GYQCTROA-CEFA-——=—=—=———~
—-—GFRCNP----~ GEQFT--RDCNDCTCSADGK-SVFCTLRL-CDQD====—=—=—=—~
---EVTCEP----- GTTFK--DKCNTCRCGSDGK-SAACTLKA-CPQ-—-—-———————~
---EISCEP----- GKTFK--DKCNTCRCGADGK=SAACTLKA-CPNQ==—=—==—=—=—~
-——QVNCTP----- GTTFQ--DRCNTCRCSSNGR-SAACTLKA-CPGFG
-——EVNCTP-----GATFK--NKCNTCRCGSNGR-SASCTLKA-CPPGSY -~
-—-EVSCTP-----GATYK--EGCNICRCRSDGK-SGACTRKI-CAVDSN-~
-—-EVSCTP-----GATYK--EGCNICRCRSDGK-SGACTRKI-CPVDSN-~
STREVSCTP-—=--— GATYK--EDCNICRCRSDGK-SGACTKKS—CPVVED=-===—=—=—~
-—-EEKCEP----- GTTFM--EDCNKCRCGPDGQ-KA~CTRKM—-CPPN======—=—=—~
~--WEHCVRRNVNRGTTFM--EDCNKCRCGPDGQ-KA-CTRKM-CPPN=-—=—=—=—=—~—
--SEGHCTP----- NTTFK--KDCNTCSCNRDGT-AAVCTLKA-CLSRS-—————————~
~-SEGHCTP-----NTTFK--KDCNTCSCDNDGT-AAVCTLKA-CLS -~
~-SASHCTP-----NTTFQ--KDCNTCTCNKDGT -AAVCTLKA-CL———=———————
--SEEQCTP-----GTTFK--KDCNTCSCGNDGT-AAVCTLKA-CRELTTDQAGSRA--— 46
--QAQQCTP----~ NKSFK--KDCNTCTCNKDGT-AAICTQIA-CLNRG
—-—EKKCTP----- GTTFQSDDGCNTCFCTETGH-AA-CTLKA-CLPP-————=—=————
—-—EKKCTP----- GTTFRSDDGCNTCFCTETGH-AA-CTLKA-CLPP-————=—=—=——
—-—HEKC-P----- AKYFT--DGCNTCRCTEDGV-NAACTMKA-CIDF—=—=——=—=—=~
—-—GFSCTP----- GKSFLNSDGCNTCTCAKDGV-NAYCTLMA-CQSH-————=—=—=—=
—-—GFSCTP----- RSSFK--YHCNTCLCSDDGK-MAGCTFKF-CVPG-=————=—=—=—=
—-—GFSCTP-----RSSFK--YQCNTCLCSDDGK-MAGCTFKF-CVPG—
~--GKPC-P-----APVFY--DNCNRCWCSPDGV-SASCTKMG-CAPP~
—--GTKC-P-----APRFF--DNCNQCLCSKDGH-HAACTRMN-CPPR--~~
—--AGECTP----- GQTKK--QDCNTCTCTPTG--IWGCTRKA-CRTTREA
—-—-ASECTP----- GDTKK--EDCNTCRCTPTG--VWVCTRKG=CVT—====—=—————~
---EQECTP----- GQTKK--QDCNTCNCTPTG--VWACTRKG-CPPH--—————————~
—--EEKCTP----- GOVKQ--QDCNTCTCTPTG--VWGCTRKG=CQPA=——=—=—=—=—~
~EFEKECTP-----GETKK--LDCNTCFCTKAG--TWGCTLMA-CRTINIE--LTPGONA 47
-—-EKECTP-----GETKK--LDCNTCFCSDSG--IWGCTLMG-CRTYTLOPAPTPGEEA 47
-—-GKICEP-----GSTKK--EDCNTCTCTPDGK-NYMCTLMM-CGHH=-=—=—=—=——~~ 36
-—-KKECAP----—
-—-KKECAP----—
—~——KKDCAP----—
-——KKDCAP----—
~-—-GRECAP----~
~-—-GRECAP----~
---GRECAP--
~--GRDCAP----~
---EVECLA----~
---EAECQP-----

* *'** . * *

1.2.3./1. dbra A szekvencia adatbankokbdl azonositott Pacifastin inhibitorok

aminosav szekvencidi [Gaspari és mtsi. 2004]

Forras: http://www.chem.elte.hu/departments/protnmr/pif/DATA/pif alignmentP.aln
A sorok végén az aminosav szamot tiintettem fel. A sarga hattérrel a konzervativ ciszteineket
emeltem ki, és ezek diszulfidhidas kapcsolatait is ezzel a szinnel szemléltettem. A dolgozatban

vizsgalt két inhibitor szekvenciajat sziirke hattér jelzi.
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1.2.4. A Pacifastinok térszerkezete és a folanc dinamikaja
A Pacifastin csaladba tartozo inhibitorok kis molekula méretiiek, 35-47

aminosavasak. A csalad meglehet6sen homogén abban az értelemben, hogy az egyes
tagok kozotti atlagos szekvencia identitas 40 % koriili. Mint mar emlitettem, a diszulfid
hidak mintadzata az Osszes Pacifastin inhibitorban azonos (1.2.3./1. dbra) [Simonet és
mtsi. 2003; Gaspari és mtsi. 2004]. A protedzokkal kdlcsonhato reaktiv hurok a molekula
C-termindlisan helyezkedik el [Nakakura és mtsi 1992; Boigegrain és mtsi. 1992]. A kis
méretnek koszonhetéen, az NMR spektroszkopia kiilonlegesen alkalmasnak bizonyult
ezek szerkezetének felderitésére [Mer és mtsi. 1994; Mer és mtsi. 1996a; Mer és mitsi.
1996b; Gaspari és mtsi. 2002]. A legelsé vizsgalatokban az LMPI-1 és LMPI-2
inhibitorok szerkezetét fejtették meg [Mer és mtsi. 1994; Mer és mtsi. 1996a; Mer és
mtsi. 1996b]. A térszerkezetet 3 diszulfid hid altal kozre fogott 3 B-redd alkotja (1.2.4.1.
abra).

COO ==,

NH;"

1.2.4./1. abra. A Pacifastinok szerkezeti felépitésének sematikus modellje.

A szerkezet kompakt, és korabbi tanszéki eredmények szerint nagyon stabil, hiszen a
mérések szerint olvadaspontjuk meghaladja a 85°C fokot. Hasonldan kompakt és stabil,
diszulfidhidas B-szerkezeteket korabban kiilonbozd toxinok esetén is leirtak mar [Norton
¢s mtsi. 1998; Flinn és mtsi. 1999; Craik és mtsi. 2001].

A két vandorsaska fajbol izolalt LMPI-2, illetve SGPI-2 molekulak a 9-es pozicidban
1év6 treonin oldallancon fukéz csoporttal modositottak. Az 'H NMR mérések azt
mutattadk, hogy ennek a poszttranszlaciés modositdsnak szerepe van az inhibitor

szerkezetek merevitésében, azonban szintetikus formakkal 6sszehasonlitva kidertilt, hogy
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a modositas jelenléte a szerin proteazokon mért inhibicids aktivitdsokat nem befolydsolta
[Mer és mtsi. 1996b].
A kompakt és latszolag egyszeri, 3 [P-redé alkotta szerkezetek egymashoz

latvanyosan hasonlitanak (1asd 1.2.4./2. abra).

1.2.4./2. abra Az alapszerkezetek hasonlosaga

A Pacifastinok két, altalam is vizsgalt tagja: balra (vilagos barnan) az SGPI-1 jobbra
(halvanykéken) az SGPI-2 lathato.
A szerkezeti homologia egyértelmi. A térkitdltéssel jelzett oldallancok a P1 csoportot jeldlik,
amely altalaban dont6 szereppel bir az inhibitor proteaz-specifitasa szempontjabol.
Az SGPI-1 ezek alapjan tripszin-inhibitor (innen a régi elnevezés, SGTI), az SGPI-2 pedig
kimotripszin inhibitor (lasd régi elnevezés SGCI) aktivitasinak joésolhatd. SGPI-1 PDB ID =
1KJO; SGPI-2 PDB ID = IKGM

A térszerkezeteket alaposabban elemezve azonban kideriilt, hogy a Pacifastin csalad
szerkezete legalabb két tipusra (I. és II. tipus) oszthatd a molekula bels6 magjanak
aminosav Osszetétele alapjan. Amig a globuldris fehérjék nativ szerkezetére egy
nagyméretli, stirlin pakolod6 hidroféb mag jellemzd, addig ezek a kisméretli inhibitorok
geometriai okok miatt csak egy ,,minimalista”, par aminosav csoportbdl allo hidroféb

magot taldlunk, a nagy stabilitast tehat nyilvanvaldéan az optimadlis elrendezddési, és
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viszonylag nagyszamu diszulfidhid biztositja. A két legbehatobban vizsgalt inhibitor
forma az LMPI-1/SGPI-1 (a két vandorsaska fajban el6forduld ortologok) az 1., mig az
LMPI-2/SGPI-2 ortolég par a II. tipusba sorolodik. Az I. tipusban a hidrofob magot a
Lys10-Trp26 aminosav par dominélja, ahol a lizil oldallanc alifas része van kapcsolatban
a triptofannal. A II. tipusban ezzel szemben Phel0-Ala26 part talalunk, tehat a 10-es
pozicioban 1év0 fenilalanint a 26-os pozicidban 1évé alaninnal van hidrofob
kolcsonhatasban [Mer €és mtsi. 1996a; Gaspari és mtsi. 2002]. Az egy-egy fajban
eléforduld paralégok (pl. SGPI-1 és SGPI-2) tehat igencsak eltéré belsé pakolodast
mutatnak.

Az NMR spektroszkopiai mérések segitségével nemcsak az inhibitorok
szerkezetét, hanem azok dinamikajat is fel lehet térképezni. Ehhez “N-jelolt fehérjére
van sziikség, amit leginkdbb rekombinans tton lehet eldallitani, ugyanis az izotopjeldlt
aminosavak nagyon magas éara rendkiviil koltségessé tennék a jeldlt inhibitorok
peptidszintézissel torténd eldallitasat. Az SGPI-1 és SGPI-2 fehérjék rekombinans DNS
technikdkon keresztiill megoldott, bakteridlis expresszioval torténd eldallitasat én
dolgoztam ki, és mivel ez tette lehetdvé az NMR-es vizsgalatok elvégzését, ezért az
idevonatkozo eredményeket is ismertetem. A rekombinans anyagok felhasznalasaval az
elsd NMR spektroszkopiai vizsgalatokat Gaspari Zoltan végezte el.

A félanc dinamikai viselkedésének felderitését célz6 vizsgalatok réviden
osszefoglalva a kovetkezd eredményeket adtak: a 107'%-10” masodperces (psec-nsec)
skalan a reaktiv hurkot tekintve az SGPI-1 molekula dinamik4ja a nagyobb, de a
molekula egészét tekintve az SGPI-2 a mozgékonyabb (1.2.4./3. abra). Egy hosszabb
idétartamokra vonatkozo tartomanyban, a 10°-10” mésodperces (usec-msec) iddskalan
az SGPI-1-ben csak az Aspl3, Cysl4 és Cys32 gerinc amidok mozgasa figyelheté meg,
mig az SGPI-2-ben a Cys4, Cys19, Gly20, Ala26, Ala27 ¢s Thr29 amidok mozognak.

27



usec-msec
skala
jelent6s
valtozas
Rex (>1 1/s)

psec-nsec
skala
S2 (0=>1)

=

1.2.4./3. abra Az SGPI-1 ¢és SGPI-2 dinamikai sajatsagai

merev

A két inhibitor gerincének dinamikaja. A psec-msec idéskalan jelentés mértéki
mozgékonysaggal rendelkez6 részek pirossal vannak feltiintetve a peptid gerincen. A psec-nsec
idéskalan mért eltéré mértékii mozgékonysagok teriileti eloszlasat haromtonusu kék skala jelzi.

A képeket RasMol programot hasznalva Gaspari Zoltan készitette a kovetkezé PDB fajlok
alapjan: SGPI-1 PDB ID = 1KJO; SGPI-2 PDB ID = IKGM

Az inhibitorok proteazzal alkotott komplexben mutatott szerkezetérél tobb rontgen
krisztallografiaval megoldott modell is 1étezik. Az els6 ilyen szerkezetek kimotripszinnel
késziiltek. Az egyik komplexben az LMPI-2 kimotripszin inhibitor, a masikban az LMPI-
1 tripszin inhibitornak az Arg30Leu/Lys31Met pontmutaciokkal kimotripszin inhibitorra
alakitott varidnsa szerepelt [Roussel és mtsi. 2001]. Ezekbdl a vizsgalatokbdl kideriilt,
hogy azonos térszerkezetiik, és azonossa tett reaktiv hurok részletiik ellenére az LMPI-2
¢s az LMPI-1 mutans némileg eltérd komplexet alkotnak az enzimmel. Az LMPI-2 csak a
szokasos kotd hurkon (P3-P3’) keresztiil kapcsolodik az enzimhez, mig az LMPI-1
mutans formaja az elébbi teriileten kiviil a P6-P10 région keresztiil is kapcsolodik. A
tanszékiinkon Fodor Krisztian altal 1étrehozott SGPI-1 - kecskerak tripszin komplexben a
rontgen krisztallografias vizsgalatok szintén kiterjedt kdlcsonhatési feliiletet mutattak ki
[Fodor és mtsi. 2005]. Ebben a szerkezetben a P3-P3’ kapcsolaton feliil kontaktfelszin
alakult ki a P4’-P5” és a P12-P4 szakaszon is, ami egy szokatlanul nagy feliiletet jelent,
kiilonds tekintettel az inhibitor kis méretére. Az NMR-es szerkezettel Osszevetve az is
megfigyelhetd volt, hogy a komplex kialakulasa soran az SGPI-1 szerkezete a P10-P4-es

régioban kismértékben elmozdul, vélhetdleg idomul a gatolt tripszin szerkezetéhez.
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1.2.5. A Pacifastinok in vitro mért inhibicios aktivitasai
A Pacifastinok esetében még egyetlen protedzzal kapcsolatban sem igazoltik, hogy az

lenne a valdédi bioldgiai célpont enzim. Ugyanakkor az inhibitorok potencialis
funkcionalis hatasait feltarando szdmos mérést végeztek olyan klasszikusnak szamito (és
nem utols6 sorban tisztitott formaban vdasarolhatd) modell enzimekkel, mint a
szarvasmarha tripszin ¢s kimotripszin. Amikor az elsé Pacifastinok izoladlasa utan
kideriilt, hogy ezek proteaz inhibiciora képesek, azonositottdk az inhibicids aktivitasért
felelés reaktiv hurok régiot és az ezen 1évé P1 pozicidt a mar emlitett P1-P1° csoportok
kozotti reverzibilis hasithatosag alapjan [Kellenberger és mtsi. 1995]. A P1 ismeretében
ezek utan josolhatova valt az inhibitor specifitasa.

Az ezek utdn Graf Laszlo csoportjdban elvégzett kisérleteket és kovetkeztetéseket
szOvegesen ismertetem, de a szoveg jobb kovethetdsége érdekében az 1.2.5./1 abran
bemutatom a szovegben szerepld inhibitorok egymas ala rendezett szekvencidit, valamint
az 1.2.5./1 tablazatban Osszefoglalom a doktori munkdm elkezdésekor ismertté valt
inhibicios aktivitasi adatokat.

Az SGPI-1 molekula P1 helyén arginint, az SGPI-2 esetében leucint talalunk. Mivel a
két molekula amugy rendkiviil hasonld szerkezetli, a Laskowski szabaly értelmében
josolhat6 volt, hogy az SGPI-1 hatékony tripszin inhibitor, mig az SGPI-2 j6 kimotripszin
inhibitor. Amikor Graf Laszl6 csoportja tanulmanyozni kezdte ezen molekulakat,
kidertilt, hogy ezek a véarakozasok csak részben teljesiilnek. Az SGPI-2 ugyan valéban
rendkiviil stabil komplexet képes szarvasmarha kimotripszinnel, hiszen a K; értéke 6 x
10"°M, az SGPI-1 a szarvasmarha tripszinen meglehetésen gyenge inhibitornak
bizonyult, a K; értéke a mikromoldris tartomanyba esett. Még nagyobb meglepetést
okozott az, hogy az SGPI-1 az arginin P1 csoport ellenére a kimotripszint csak alig
gatolta rosszabbul, mint a tripszint. Az SGPI-1 viselkedése tehat eltért attdl, amit
kordbban a kanonikus inhibitoroknal tapasztaltak. Az SGPI-2 ugyanakkor tokéletesen
ugy viselkedett, ahogy az egy kanonikus inhibitortdl ,.elvarhato”. A P1 leucin arginire
torténd cseréjével ez az inhibitor 10°M tartomanyba es6 Kj-vel gatolta a szarvasmarha
tripszint. Mind az SGPI-1, mind az SGPI-2 lizil csoportot tartalmaz a P1’ pozicidban.
Mivel kordbbi irodalmi adatokbol ismert volt, hogy a szarvasmarha tripszin egy felszini

pozitiv toltésti oldallanca miatt nem kedveli a bazikus P1’ csoportokat [Kurth és mtsi
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1997]. Az SGPI-2 Leu30Arg mutansban a lizint metioninra cserélték. A P1’° csere a
korabbi varakozasoknal is joval nagyobb pozitiv hatdssal jart: az SGPI-2 (Leu30Arg;
Lys31Met) duplamutans pikomoléris tartomanyba esé Kj-vel gatolja a marha tripszint.
Ennek a felismerésnek a nyoman felmeriilt, hogy az anal6g aminosav csere az SGPI-1
forman is nagy javuldst okoz majd a szarvasmarha tripszinen. Csakhogy kidertilt, hogy az
SGPI-1 (Lys31Met) gyakorlatilag ugyanolyan gyenge inhibitor, mint maga az SGPI-1, az
SGPI-2 variansnal kapott ezerszeres javulas helyett itt egy szerény hétszeres javulas
tortént. Ez definicidszeriien igazolta, hogy az SGPI-1 — SGPI-2 inhibitor par nem kdveti a
korabban ismertetett Laskowski modellt, hiszen annak alapjan a Lys31Met mutécio a két
inhibitor molekulaban azonos protedzzal szemben azonos mértékii hatast kellett volna,
hogy kifejtsen. Az ,,interscaffolding additivity” tehat nem érvényesiil, ami azért rendkiviil
meglepd, mert itt két azonos csaladba tartozé inhibitorrél van szo.

Mivel a térszerkezet ekkor még ismeretlen volt, az elsé logikus magyarazat a
jelenségre az volt, hogy a ,renitens médon viselkedd” SGPI-1 molekula talan hibas
szerkezetli, talan nem is aktiv protedz inhibitor. Ezt a hipotézist a tanszéki csoport rogvest
cafolta is azzal, hogy elkészitette az SGPI-1 (Arg30Leu) P1 mutanst, ami a szarvasmarha
kimotripszint 10'°M-os K; értékkel gatolta. Mivel egyetlen felszini csoport cseréje
bizonyara nem okoz nagy térszerkezeti valtozast, a hibas feltekeredés hipotézisét
elvetették [Malik és mtsi. 1999].

Mivel kidertilt, hogy az SGPI-1 inhibiciora alkalmas térszerkezetli, figyelembe véve,
hogy arginil P1 csoporttal rendelkezik, a kovetkezd hipotézist allitottak fel: az SGPI-1
valddi biologiai célpontja valdsziniileg egy olyan tripszinszerli enzim, ami valamilyen
szempontbol eltér a szarvasmarha tripszintdl. Ezért lehetséges, hogy bar az SGPI-1 ezt a
még nem azonositott enzimet hatékonyan gatolja, az eml0s tripszinen csaknem inaktiv.

Bar ez a bizonyos célpont enzim ismeretlen volt (és ma sem ismert), valdszinlinek
tlint, hogy a célpont enzim a saska valamely sajat enzime. Ezért célszeriinek latszott
valamilyen izeltlabt fajbol szarmazo tripszinen ellendrizni az SGPI-1 aktivitasat. Bar faj-
azonos tripszint nem sikeriilt izolalni, kétféle rakfajbol is sikeriilt enzimet preparalni, €s
kideriilt, hogy az SGPI-1 mindkettét 10™*M-os K| értékkel gatolja[Patthy és mtsi 2002]..
Az SGPI-1 tehat egy kordbban soha nem tapasztal mértékli, 6t nagysdgrendes

specifitassal képes megkiilonboztetni az emlds tripszint az izeltlabu tripszinektdl. (Ez
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azonnal felvetette annak a lehetdségét, hogy a molekula kiinduld pontja lehet szelektiv

inszekticidek eldallitasanak, példaul transzgenikus ndvények rovarkartevok elleni

védelmére. Bar egy ilyen munkdban is részt vettem [Kutas és mtsi 2004; Kondrék és

mtsi. 2005] ebben a dolgozatban kizarolag a jelenség elméleti hatterével foglalkozom).

Mivel az SGPI-2 (Leu30Arg), illetve SGPI-2 (Leu30Arg; Lys31Met) mutansok is

rendelkezésre alltak, ezeket is tesztelték az izeltlabu tripszineken. Kideriilt, hogy ezek az

inhibitor varidns mind az emlds, mind az izeltlabu tripszineket nagy hatékonysaggal

gatoljak. A kiilonleges torzs-specifitas tehat az SGPI-1-re jellemzd sajatossag.

SGPI-1
SGPI-2
LMPI-1
LMPI-2
SGPI-1
SGPI-1
SGPI-2
SGPI-2

Lys30Met
Arg30Leu
Leu30Arg

1 5 10 15 20 25 30
KGCPPH
KACPQ
KGCQPA
KACPNQ
CPPH
KGCPPH
KACPQ

EQECTPGQTKKQODCNTCNCTPTG-VWACT
EVTICEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACT
EEKCTPGQVKQODCNTCTCTPTG-VWGCT
EISCEPGKTFKDKCNTCRCGADGKSAACT
EQECTPGQTKKQDCNTCNCTPTG-VWACT
EQECTPGQTKKQDCNTCNCTPTG-VWACT
EVICEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACT

Leu30Arg/Lys31Met EVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACT

35

CPQ

1.2.5./1 abra Vandorsaska Pacifastin inhibitorok illetve ezekbdl szarmaztatott mutansok

szekvenciai

A ciszteineket sargaval, a P1 poziciot pirossal jelzem. A mutacidkat dolt betiivel emeltem ki.

, Reaktiv hurok K; érték [M] K; érték [M] tripszinen
Nev .. szarvasmarha

szekvenciaja kimotripszinen Szarvasmarha | Kecskerak

SGPI-1 C»7TRKGC;, 2.0x10°® 2.1x107 -

SGPI-2 Cos TLKAC:3 6.2x10°1? 2.0x107 -

LMPI-1 C,;TRKGG;, 1.4x10°® 1.0x107 -

LMPI-2 Cos TLKAC:3 2.5x101° - -
SGPI-2 Leu30Arg CasTRKACs3 5.1x10°® 5.5x10°° 2.0x107*?
SGPI-2 Leu30Arg/Lys31Met | C,sTRMACs; 5.5x10°® 5.0x10°*? 1.2x10™"2
SGPI-1 Lys31Met C;TRMGCs, 7.1x10°® 3.0x10°® 5.0x10*?

SGPI-1 Arg30Leu C»7LRKGG;, 3.5x101° 1.0x10° -

1.2.5./1. tablazat Vandorsaska Pacifastin inhibitorok illetve ezekbdl szarmaztatott

mutansok Kj értékei.

Amikor mas kutatdcsoportok hasonld eredményeket kaptak az SGPI-1-ortolog LMPI-
1 és LMPI-3 inhibitorokkal [Kellenberger ¢és mtsi. 2003; Simonet ¢és mtsi. 2005],

nyilvanvalova valt, hogy a kiilonleges torzs-specifitds a mar emlitett I. tipust hidrofob
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maggal bird Pacifastinokra jellemzd, mig a II. csoport tagjai ezt a jelenséget nem
mutatjak. A Pacifastin csaladnal tehat sikeriilt egy olyan tulajdonsagra bukkanni, ami
ujfent ellentmondott a Laskowski modellnek: egy csalddon beliil a hidrofob mag
felépitése 1ényeges befolyassal van az inhibitorok miitkddésére. A dolgozatban azokat a
vizsgalatokat irom le, amelyek ennek a torzs-specifitdsnak az okait tartak fel.

Kétféle ilyen vizsgalatsorozatot végeztem. Az egyik egy NMR spektroszkopids
vizsgélatsorozat volt, mig a masik egy fag-bemutatdsnak (phage display) nevezett
iranyitott evolucios megkdzelitésen alapult.

Az NMR-es vizsgalatokra azért esett a valasztdsunk, mert a korabbi
rontgenkrisztallografias adatok, és az ezeken alapuldé molekulamodellezés nem adtak
valaszt arra, hogy mi all az inhibitor maggal korrelalo torzs-specifitas hatterében. A
kimerevitett allapotban jelenik meg, igy a molekula egyes részeinek dinamikai
tulajdonsagarol csak nagyon kis informaciot szolgaltatnak. Errdl a krisztallografia soran
meghatarozott B-faktorok sem adnak elegenddé ismeretet, hiszen magas B-faktort nem
csak az egyes csoportok mozgékonysiga okozhat, hanem maés jelenségek (pl.
kristalyhibak) is. Emellett a kristalyban ,befagyott” allapotba keriilhetnek olyan
szerkezeti elemek is, amelyek amugy oldatban mozgékonyak. Mint a bevezetében mar
emlitettem, Gaspari Zoltan mar feltérképezte a szabad inhibitorok félancanak dinamikai
sajatossagait. Az altalam vizsgalandd kérdés az volt, hogy vajon az enzimmel vald
interakci6 soran hogyan valtoznak ezek a dinamikék, hiszen elképzelhetd, hogy az eltérd
torzs-specifitds hatterében az 1. illetve II. tipusu inhibitorok eltérd dinamikai
tulajdonsaga, eltérd ,,idomulasi képessége”, illetve plaszticitasa allhat.

Ezzel parhuzamosan kezdtem el az irdnyitott evolucids kisérleteket, amelyek egy
rendkiviil hatékony megkdzelitést alkalmaznak. Az egy-egy funkcio betdltéséhez
szlikséges fehérjeszerkezeti tényezok azonositdsa itt azon alapul, hogy egy, specialisan a
feladatra tervezett, fagokon megjelenitett varians-konyvtarat készitiink a vizsgalando
fehérjébol. A variansokat a vizsgalt funkcionak megfeleld szelekcidnak vetjiik ald, €s
kigytijtjiik azokat, amelyek rendelkeznek az adott funkcioval. Statisztikailag elegendd
ilyen kigyljtott varians szekvencia-elemzésével megadhatd, hogy az adott funkcio

ellatasahoz az egyes poziciokban milyen aminosavaknak kell lenniiik, vagy éppen
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melyek tiltottak. A konkrét esetben az volt a kérdés, hogy az 1. csoport tagjaiban mik
azok a jelenlévé aminosav csoportok, amik a torzs-specifitast okozzak.

Mivel sem az NMR spektroszkopia, sem a fag-bemutatas nem széles korben elterjedt
technologia, sziikségesnek lattam, hogy egy-egy rovid ismertetOben mindkettd elméleti

alapjait roviden ismertessem.

1.3. Az alkalmazott metodikak rovid ismertetése

1.3.1. A fagbemutatas alapjai
Mivel a fagbemutatds egyelére nem része a rutin molekularis biologiai

eljarasoknak, sziikségesnek gondoltam, hogy roviden ismertessem az eljaras elméleti
hatterét. Az eljarast itt csak olyan részletességgel ismertetem, hogy az érthetévé tegye a
disszertacioban leirt kisérletek logikajat.

A fagbemutatas lényege a kovetkez6 (1.3.1./1. ébra). A fagon megjelenitendd
fehérje génjét egy burokfehérje génhez kacsoljuk ugy, hogy a fehérje a burokfehérjével
egyetlen folytonos polipetid lancot alkotva, tehat fizids fehérjeként termelddjon. Amikor
a fuziés burokfehérje rész beépiil fagburokba, a hozzakapcsolt idegen fehérje is
megjelenik a fag felszinén. A fag részecskén keresztiil a fehérjét kodold gén, és a
felszinen megjelenitett fehérje fizikai kapcsolatban marad. Ha egy DNS konyvtar
segitségével nem egyetlen fag-fehérjét, hanem egy fag-fehérje varidnsokbol &llo
konyvtart hozunk Iétre, akkor abban minden egyes tag éppen annak a variansnak a génjét
hordozza majd, aminek a kodold részét a genomjaban hordozza. Genetikusok altal
hasznalt nevezéktannal élve a genotipus és a fenotipus tehat ilyen modon klonélisan
kapcsolodik 6ssze. Tehat minden fag egyetlen fajta fehérjevarianst hordoz, és rendelkezik
az adott fehérjevaridns altal biztositott funkcioval (példaul protedz gatlasra képes).
Hatalmas, tobbmilliard kiilonb6z6 fehérjevarianst tartalmazéd fag-fehérje konyvtarakat
lehet 1étrehozni. Az ilyen konyvtarakbol a hordozott fehérje funkcionalis tulajdonsagai
alapjan alapvetden affinitaskromatografias modszerekkel izolalni lehet az adott funkciot
legjobban ellatni képes variansokat. A mddszer egyik rendkiviil fontos eleme az, hogy az
igy szelektalt variansok képesek baktériumokban szaporodni, megsokszorozodni.

Ezekkel tehat baktériumokat fertdziink, és elszaporitjuk a kiszelektalt variansokat. Az igy

33



kapott varidns gylijtemény egy olyan keverék, amelyben vannak funkcionalis
szempontb6l nagyon nagy hatékonysagu (pl. nagy affinitdssal kotddo), €s szerény
hatékonysagu (pl. kisaffinitdsu) variansok. Ezért jabb szelekcids kort alkalmazunk,
igyekezve elvalasztani a ,,jobb” klonokat a gyengébbekbdl. Tobb ilyen szelekcios ciklus
végére a szelektalt konyvtar feldisul funkciondlisan hatékony klonokban. Ezeket a
klonokat kiilon-kiilon vizsgaljuk meg kotési vizsgalatokban. A valamilyen elére
meghatarozott kritérium alapjan jonak itélt klonok fehérjeszekvencidjat a fagrészecskébol
izolalt DNS szekvenalasan keresztiil hatarozzuk meg. Kelléen nagyszdmu egyedi
szelektalt klon szekvenalasaval kiderithetd, hogy a szelekcid alapjaul szolgald funkcio
ellatasaért az egyes aminosav csoportok milyen mértékben felelések. A mddszer nagyon
nagy hatékonysagt, és alapvetden kétféle célra hasznalhato: annak felderitésére, hogy
egy-egy tulajdonsdg hogyan kodolddik a fehérje aminosavsorrendjében (lasd imént
ismertetett gondolatmenet), illetve 10j, a természetben nem Iétezd fehérje vagy
peptidvariansok kifejlesztésére. Az egyik legismertebb ilyen felhasznalas a monoklonalis

ellenanyagok fagbemutatason alapulo eldallitasa.

variacioképzés

In vitro szelekcio

~1010 egyedi immobilizalt @
fag-fehérje klon ’ célmolekulan

LU

Kotodés

immobilizalt
génvarians fehérjevarians célfehérje

Funkcionalis klénok elicioja, amplifikalas E. coli-ban, replikacio
1.3.1./1. dbra A fagbemutatéas alapsémaja

A modszer rovid leirasat lasd a fenti szovegben.
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1.3.2. Az NMR spektroszkopiai adatok rovid magyarazata
Ezzel az ismertetdvel nagyon réviden vdzolni szeretném a dolgozatban felhasznalt

NMR adatok jelentését annak érdekében, hogy az adott technikdban nem jaratos olvasé
konnyebben értelmezhesse az NMR spektroszkopiaval kapott eredményeket.

A dinamikai tulajdonsagok meghatidrozasdhoz homo- illetve heteronuklearis (tehat
egyfajta vagy tobbfajta atommagot gerjesztd) pulzus szekvencidkat (adott erdsségli és
adott ideig tartd magneses erdtereket) alkalmaztunk a mérések sordn. Homonuklearis
pulzus szekvencidk a COSY, NOESY ¢és TOCSY, mig heteronuklearis pulzusszekvencia
a HSQC. A homonuklearis pulzusszekvenciak esetén a jeleket tehat egyfajta magrol,
altalaban 'H-ré] kapjuk, mig a heteronuklearis pulzusszekvencidknal a 'H mellett °N
és/vagy '°C magokat is gerjesztiink. Az adott magneses besugarzasok hatisara az egyes
magok eltéré modon fognak reagélni, és eltérd ideig tart, amig visszaallnak eredeti
allapotukba. Errél a T1 és T2-HSQC mérés sorozatokkal lehet pontos informaciot
szerezni, a heteroatomok longitudindlis (spin-matrix, T1 érték) vagy tranzverzalis (spin-
mellett a kapott spektrumokbdl kiszdmolhatok még az R1 longitudindlis (spin-matrix)
illetve R2 tranzverzalis (spin-spin) relaxacios sebességi ratak, tovabba a t., vagyis a
vizsgalt belsd mozgés effektiv korreldcios ideje, és az erre vonatkozo 4ltalanos
rendezettségi paraméter, az S*, ami a mozgas amplitidojat jellemzi. Az S*-et szoktak
altalanos rend paraméternck is hivni. A psec - nsec idéskalan torténd mozgasokat
jellemazi, értéke 0 és 1 kozott lehet. Ha 0, akkor a csoport teljesen fiiggetleniil mozog attol
a molekulatol, aminek a része. Ha 1, teljesen egyiitt mozog a teljes molekulaval. Az R,
a kémiai kicserélddési allandd, amit két kiilonb6z6 kémiai kornyezettel jellemezhetd

konformacios allapot kozti atmenet leirasara hasznalhatunk.
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1.3.2/1. dbra: A dinamikai paraméterek egy lehetséges fizikai értelmezése
Az abra az NH vektor (vastag nyil) mozgasat a ,,diffizi6 a kiipban” modellnek megfeleldéen
mutatja. A vektor egy kuppalast mentén mozog. A mozgast egyrészt a kiip nyilasszogével
(rendezettségi paraméter 0< S* < 1, a kisebb érték szabadabb mozgast, azaz tigabb kiipot jelent),
masrészt a mozgas karakterisztikus idejével (t.) jellemezziik. A nagyobb amplitadoji

konformacios atrendez6dés eredményeként a vektor mas pozicioba ugorhat, ahol szintén hasonld

mozgast végez (szaggatott vonallal jeldlt kup). Az ilyen atmeneteket a kémiai kicserélodési

allandoval (Re,) jellemezziik.
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2. CELKITUZESEK

Mint a bevezetoben vazoltam, doktori munkam alapvetd célja az volt, hogy
feltarjam, vajon milyen szerkezeti okok huzdédnak meg a Pacifastin csalad egyes
tagjainak nem-kanonikus viselkedése mogott, tehat mi okozza azt, hogy a II. tipustiak
,hagyomanyos modon” miikodnek, mig az I. tipustiak rendkiviili mértékli torzs-
specifitast mutatnak. A kérdésekre a valaszokat NMR spektroszkopia és egy irdnyitott
evolucios megkozelités, a fagbemutatds modszerével igyekeztem megtaldlni. A

listaszertien felsorolhatd konkrét célkitiizések a kovetkezok voltak.

e A Schistocerca gregaria sivatagi vandorsaskaban kifejez6dé SGPI-1 és SGPI-2

inhibitorok klonozésa késobbi rekombinans munkéakhoz.

e FEgy olyan fehérje-expresszidos rendszer bedllitdsa, amivel biokémiai és NMR
spektroszkopiai vizsgalatokhoz alkalmas fehérjét lehet eldallitani.

o N és ’Cjelolt fehérje eléallitisa az NMR spektroszkopiai mérésekhez.

e NMR spektroszkopiai mérésekkel adatot gytijteni arrdl, hogy az inhibitorok

szerkezetének dinamikéja miként valtozik a proteazhoz valo kotddés hatasara.

e Fagbemutatds modszerével kideriteni, hogy az SGPI-1 molekuldnak mely
csoportjai felelések a példatlan mértékli torzs-specifitds kialakitdsaban. Ehhez

elobb be kellett allitani a fagbemutatas rendszerét az ELTE Biokémiai Tanszéken.
e Amennyiben a funkciondlisan fontosnak csoportok azonosithatok, annak

kideritése, hogy ezek egymastol fiiggetleniil fejtik ki a hatasukat, vagy esetleg

interakcios halozatokat alkotnak.
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3. ANYAGOK és MODSZEREK

3.1. Kompetens sejtek készitése

3.1.1. PEG-DMSO maodszerrel torténo kémiai transzformalashoz
A klénozashoz, DNS manipulacioéhoz hasznalt E.coli XL1Blue (Tet") és E.coli

CJ236 (Cam") torzs esetében alkalmaztam ezt a modszert. 10°db CFU/ug DNS
transzformalési hatékonysagot sikertlt ilyen uton elérni.

A -80°C-on tarolt XL1Blue (Stratagen) térzsbdl 2ml LB; 10ug/ml Tet oldatba
steril kaccsal leoltottam. A sejteket 4 6rat razattam 37°C-on 200 RPM-mel, majd steril
kaccsal a kulturabol kihtiztam LB; 10pug/ml Tet agar lemezre. Masnap 3ml LB; 10ug/ml
Tet oldatba ¢éjszakan at inkubalt kultirat inditottam el 1 teleprdl. Az éjszakéan at inkubalt
sejtkultarabol 50ul-nyit atoltva 50ml LB; 10ug/ml Tet oldatba ezt ODgoonm = 0,3 - 0,6-ig
inkubaltam 37°C-on 200 RPM-mel razatva. A sejteket centrifugéalssal iilepitettem
(3000g, 5 perc). A csapadékot 1/20-ad térfogatnyi (2,5ml) jéghideg TSB (LB; 10% PEG
3350; 5% DMS; 10mM MgCl,; 10mM MgSOs; pH 6,1) oldatban odvatosan
felszuszpendaltam, majd 10 percet allni hagytam jégen. Ezutan 270ul-nyi 99%-os
jéghideg glicerinnel kiegészitve az oldatot (hogy 10%-os legyen az oldat glicerinre
nézve) 100ul-es részletekben folyékony nitrogénnel lefagyasztottam. A centrifugalds utan

minden hidegszobaban, 4°C-on tortént.

3.1.2. CaCl,-os, hosokkos kémiai transzformalashoz
Fehérje expressziohoz hasznalt E.coli BL21 (DE3) pLysS (Cam®) sejteket tettem

ilyen Gton kompetenssé, mivel a fenti modszer ennél a tdrzsnél nem volt hatékony. Az itt
elért kompetencia 10°cfu/ug DNS volt.

A sejtek novesztése a fenti modszerrel megegyezé modon tortént, azzal a
kiilonbséggel, hogy a sejteket 200 ml LB; 20ug/ml kanamicint tartalmaz6 taptalajban
inkubaltam ODgoonm = 0,4-ig. Ezutdn 10 percig jégen hagytam allni a kultarat, majd
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centrifugéldssal ilepitettem (3200 RPM, 7 perc). Az 0Osszegyijtott sejteket 40 ml
jéghideg 60 mM CaCly; 15% glicerin; 10mM HEPES pH 7.0 oldatban szuszpendaltam
fel. A sejteket centrifugdlassal tilepitettem (3200 RPM, 5 perc), majd 10 ml jéghideg 60
mM CaCl,; 15% glicerin; 10 mM HEPES pH 7,0 oldatba vettem fel, és 30 percet
hagytam jégen allni. Ezt kdvetden a sejteket ujra centrifugalassal iilepitettem (3200 RPM,
5 perc), majd 2 ml jéghideg 60 mM CaCl,; 15% glicerin; 10 mM HEPES pH 7,0 oldatban

szuszpendaltam fel és 100 pl-es részletekben folyékony nitrogénnel fagyasztottam le.

3.1.3 Elektroporacioval torténo transzformalashoz
A fag-bemutatds specialis kovetelményei miatt Genentech cég az MC1061 coli

torzsbe konjugaciéval bevitte az XL1-Blue torzsbdl az F-episzomat, ily modon
létrehozva az E.coli SS320-as (Str¥; Tet®) torzset (Shidu és mtsi. 2000b). Ezt a torzset
kezeltem ilyen modon. Ez a baktérium torzs egyszerre nagy hatékonysaggal
elektroporalhato (E.coli MC1061 tulajdonsag, BioRad) és fertézheté M13 faggal (E.coli
XL1Blue tulajdonsag, Stratagen). Ez a leghatékonyabb transzformaldsi modszer, itt akar
a 10'? CFU/ug DNS hatékonysagot is el lehet érni, ami a hatalmas diverzitast konyvtarak
készitésének egyik fontos feltétele.

Leoltottam 1 teleprél 1 ml 2YT, 10 pg/ml tetraciklint és 30 pg/ml streptomicint
tartalmazé taptalajba, majd 6 6rat inkubaltam 37°C-n 200 RPM-mel razatva a kultarat.
Ezt az Iml sejtkulturat atoltottam 50 ml 2YT, 10 pg/ml tetraciklint (Tet) tartalmazé
taptalajba és folytattam a ndvesztést ¢jszakan at. Masnap 5-5 ml ¢éjszakan at inkubalt
kultarat atoltottam 900 ml Superbroth; 100 ml KHPOy4; 10 pg/ml Tet oldatba, majd
ODgoonm = 0,6-ig inkubaltam 37°C-on 200 RPM-mel razatva. Ezutan 10 percig kevertem
a sejteket jégen a hidegszobaban. A sejteket centrifugalassal iilepitettem (5500 RPM, 5
perc). Az iilepitett sejteket 450 ml ImM HEPES pH 7,0 oldatban szuszpendaltam fel
magneses keverd segitségével. Ettdl a 1épéstdl kezdve minden felhasznalt oldat a lehetd
legnagyobb tisztasagu vizzel késziilt. A sejteket centrifugélassal iilepitettem (5500 RPM,
10 perc), majd megismételtem az el6z6 két 1épést. A masodik 1 mM HEPES pH 7,0-es

mosast kovetden 150ml 10% glicerin oldatba vettem fel a sejteket, majd 10 percet
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centrifugaltam 5000 RPM-mel. Ezutdn 1ml 10% glicerinben vettem fel az sszes sejtet,

majd 350 pl-es részletekben, folyékony nitrogénben fagyasztottam.

3.2. Transzformalas

3.2.1. Transzformalas kémiai uton - PEG-DMSQO modszerrel

PEG-DMSO moddszerrel kezelt kompetens sejteket —80°C-rol jégre tettem. A
sejtszuszpenzidval megegyezo térfogatnyi (40 pl) transzformald elegyet készitettem eld,
amibe az 6tszords toménységii KCM (0,5 M KCl; 0,15 M CaCl,; 0,25 M MgCl,) puffert
kihigitottam (8 ul), megfelelé mennyiségli DNS-t mértem be (1 ul), majd kiegészitettem
desztillalt vizzel (31 pl). Miutan a kompetens sejtekhez hozzaadtam a transzformald
elegyet 20 percet jégen, majd 10 percet szobahémérsékleten inkubaltam a mintat. Ezutan
10x térfogatnyi (800 pl) LB-t mértem a sejtekre és 30 percet razattam 37°C-on 200 RPM-
mel. Megfelel6 antibiotikumot tartalmaz6 LB-agar lemezre kentem ki a sejteket

(4ltalaban 300 pl-t) és éjszakan at inkubalt inkubaltam 37°C-on.

3.2.2. Transzformalas kémiai uton - CaCl,-os modszerrel, hosokkal
A CaCly-dal kezelt sejteket kivettem —80°C-r6l jégre, majd amikor felolvadtak dvatosan

hozzdadtam a DNS-t (1 pl). 45 percet inkubaltam az oldatot jégen, majd 1 percet 42°C-s
termosztatban. A sejteket visszatettem 2-5 percre jégre, majd 300 ul LB hozzaadasa utan
30 percet razattam 37°C-on 200 RPM-mel. Ezutin a megfeleld antibiotikumot tartalmazd

LB-agar lemezen szélesztettem a sejteket és &jszakan at inkubaltam 37°C-on.

3.2.3. Transzformalas elektroporacioval
A sejteket jégen felolvasztottam. A transzformalandé DNS-t teljesen ion-mentesitettem

(PCR CleanUp oszlopon, Sigma). A kompetens SS320-as sejtekhez 60 ul térfogatban
adtam DNS-t, 6vatosan Osszekevertem ¢€s az eldre behiitott, 0,2cm-es, 400 pl-es,
elektroporacids kiivettaba pipettaztam a keveréket. BioRad elektroporatorral, 2,5 kV, 200

Q, 25 uF paramétereket beallitva sokkoltam a sejteket. Az elektroporalt sejteket ezutan
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25 ml SOC taptalajba vittem at Pasteur pipettaval, és 30 percig 37°C-on 100 RPM-mel

razattam.

3.3. Kiilonb6z6 PCR-alapu eljarasok

3.3.1. ¢DNS készitése
Az inhibitorok intron-mentesitett génjét klonoztam ezen a moédon. Him sivatagi

vandorsaska zsirtestébol teljes RNS készletet izoldltam RNeasy (QIAGEN) kittel. Az
izolalt RNS allomany mRNS-érél cDNS-t szintetizaltam a First Strand cDNA Synthesis
kitben (Fermentas) leirtak szerint. Mivel az SGPI-1 és SGPI-2 inhibitorokat kédol6 DNS
szakasz ismert volt, primerként egy specifikus oligonukleotidot hasznaltam, amelynek a

szekvencidja a kovetkezd: 5’-GAATTCTCACTGGGGGCAGGCCTTGAG-3’).

3.3.2. A cDNS termék PCR-es felszaporitasa
A cDNS terméket a mar emlitett 3’ primerrel, és egy specifikus 5’ primerrel

szaporitottam fel, melynek szekvencidja: 5’-
TATATACATATGGAACAGGAATGTACACCTGGC-3".
A két primer egyben a vektorba torténd beépitéshez sziikséges hasitohelyeket (Ndel

illetve EcoRlI) is tartalmazta, amelyeket alahuzassal jeldltem.

PCR elegy 100ul
10xpuffer 10 ul
P " Héprofil

25 mM MgCl, 6 ul -

1. Denaturacid 95 °C 140sec
10 mM dNTP 2wl - -

2. 30 ciklus, 1. Denaturacio 94 °C 40sec
10 uM 5’ primer 2ul . . v o

ciklusonként 2. Anellalas 52 °C 40 sec
10 pM 3” primer 2ul 1 mp-vel nyGjtva |3, Polimerizaci6  |72°C | 80 sec
5 U/pl Taq polimeraz Ll 3. Polimerizacio 72°C | 180 sec
cDNS 1 ul
DV 76 ul

41



3.3.3. ,Megaprimer”-rel torténé PCR alapi mutagenezis
Aminosavak cseréjéhez a primerbe vittem be a lecserélni kivant kodont. Az elsé PCR

reakcioban a mutaciot tartalmazd primerrel és egy, a gén végére specifikus primerrel
készitem terméket (a megaprimert), majd gélbdl vald izolalast kovetden (QIAgen Gel
purification Kit) a terméket primerként hasznaltam a parban egy, a gén masik végére

illeszkedd primerrel. Az ehhez hasznalt elegyek és koriilmények a kovetkezdk voltak:

100ul PCR elegy
megaprimer-készitéshez Héprofil
10 x puffer 10 pl
1. Denaturacio 95°C 180sec
25 mM MgCl, 6 ul
2. 30 ciklus, 1. Denaturacio6 94 °C 45sec
10 mM dNTP 2 ul
ciklusonként 2. Anellalas 55°C 45 sec

10 uM T7 reverse oligo (3°) 2ul . —
1 mp-vel nyujtva | 3. Polimerizicié |72 °C 45 sec

*10 uM SGPI-1-Met-SGPI-2 2ul

3. Polimerizacidé 72 °C 300 sec
primer (3°)
5 U/ul Taq polimeraz 1wl
* Az SGPI-1-Met-SGPI-2 primer az eredeti Lys-Arg linkert
cDNS 1wl

Met-re cseréli a bromcianos hasitdshoz. Szekvencidja:

0,1 x SGPI-1-Lys-Arg-SGPI-2- | 1 ul
pET17b vektor

5’GGCTGCCCGCCCCATATGGAGGTCACCTGCGAG3’

DV 76 ul

3.3.4. PCR inhibitor konyvtar létrehozasahoz
Az SGIL (Schistocerca gregaria Inhibitor Library) konyvtarat az SGPI-1, SGPI-2

inhibitorok kdzepén talalhato rovid konzervalt régionak kdszonhetéen 2 nagy méretii (76-
80mer), a konzervalt részeknek megfeleld teriileten egymassal 3° végeikkel atfedd
primerrel PCR reakcidban szintetizaltam. Ez a reakcio6 eltért a hagyomanyos PCR-tdl,
mivel itt egyetlen ciklust hasznaltam. A él nem a felszaporitas, hanem duplaszali egyedi

konyvtartagok eldallitasa volt.

PCR elegy 60ul
10xpuffer 6 ul
25 mM MgCl, 3,6 ul
25 mM dNTP 0,5 ul
10 uM Chimera forw-1;-2 12 ul
10 uM Chimera rev-1; -2; -3; -4 12 pl
5 U/ul Taq polimeraz 1l
DV 23 ul
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3.3.5. PCR ligalas ellenorzéséhez
A ligatum transzformalasa utan LB-agar lemezen kinétt telepekbdl vett mintat vizsgaltam

egy olyan primer parral, ahol az egyik primer a vektorra, a masik a beépitett DNS-re volt
specifikus. A telepekrdl steril pipetta heggyel vettem mintat, majd desztillalt vizben

aztattam a hegyet. A PCR reakcioba a templatot ebbdl a mintabol mértem bele.

3.4. DNS izolalas, tisztitas
Az E.coli sejtekben felszaporitott plazmidokat QIAgen Plasmid Purification Kit-tel, az

agardz gélbdl, illetve PCR reakciobdl szarmazd DNS-t pedig a QIAGen Gel Purification

Kit segitségével izolaltam a gyart6 utasitasai szerint.

3.5. DNS emésztés
Az itt hasznalt enzimek (Acc65I, Bglll, EcoRI, Kpnl, Mphl13, Ndel, Nsil, Xhol,) a

Fermentas cégt6l szarmaztak. Minden esetben a cég altal megadott koriilményeket

hasznaltam. Az emésztések altalaban 3 - 16 6raig tartottak 37°C-on.

3.6. Kunkel mutagenezis
Ezt az eljarast alkalmaztam a fagbemutatdsnal hasznalt vektor-konstrukciok

létrehozasahoz. Az uracil tartalmu egyszala DNS-t E.coli K12 CJ236 (NEB) sejtekben
hoztam létre M13KO Helper Fag (NEB) segitségével. Az izolalt egyszalu, uracil tartalmt
fagmidhoz (Kunkel templathoz) T4 Polinukleotid Kinazzal (Fermentas) foszforilalt
mutacidés oligonukleotidokat adtam. A hibridizalast kovetéen T7 DNS polimeraz
(Fermentas) enzimmel szintetizaltattam a kétszald DNS-t. A frissen polimerizalt DNS
szal két végét a szintén az elegyben 1évé T4 DNS ligaz (Fermentas, vagy NEB)
segitségével kapcsoltam Ossze. Az igy létrejott ,,uracilos” vadtipusu, és a mutaciokat
tartalmazd normalis (timines) heteroduplex DNS-t XLI1-Blue (Stratagen) sejtekbe
transzformaltam. Ezekben a sejtekben a vadtipusu, uracil tartalma DNS szal lebomlik, és

a szintetizalt mutans szal szaporodik fel, amit ezek utdn izolalni lehet. Amennyiben a
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mutacid soran restrikcids helyet épitettem be, vagy sziintettem meg, a mutécio jelenlétét
elsd lépésben restrikcids endonukledzos emésztéssel ellendriztem. A végso ellendrzést

minden esetben DNS szekvenalassal hajtottam végre.

3.7. DNS defoszforilalas

Ezt a reakcidt akkor hasznaltam, mikor egyetlenféle restrikcios endonukleazzal felnyitott
vektorba kellett ligdlassal DNS szakaszt bejuttatnom. A hasitott vektor 5° OH
csoportjardl a foszfatcsoportot eltavolitva a ligdz nem képes dsszekapcsolni a vektor két
végét. A beépitend0 DNS ugyanakkor hordozza az 5° OH csoportjan a ligalashoz
sziikséges foszfatcsoportot, igy az 0Osszekapcsolhaté a vektor 3’OH végeivel. A
reakcidhoz mindkét enzimet 1 restrikcidos endonukledzzal hasitott DNS ligalasa, illetve
PCR termék szekvendldsa esetén alkalmaztam. Fermentas cégtdl szereztem be és az
altaluk javasolt korilmények kozt hasznaltam. SAP, vagy CIP enzimet hasznaltam,

amelyeket a Fermentas cégtdl szereztiink be.

3.8. Ligalas
Ligalashoz T4 DNS ligaz enzimet hasznaltam (Fermentas). A ligalds rendszerint

szobahdmérsékleten egy, masfél 6ran keresztiil zajlott.

3.9. DNS koncentracio meghatarozas
Fotometrias ton tortént 260 nm-en mérve. Kétszali DNS esetén 1,0 OD2gonm = 50 pg/ml;
oligonukleotidokra és egyszalu cirkularis DNS-re 1,0 OD2gonm = 33 pg/ml. A hasitéssal

crer

meg a GeneTools szoftver és kontrol DNS-ek segitségével.

3.10. DNS szekvenalas
A DNS szekvenalasi reakciokat ,,ABI PRISM®BigDye™ Terminator v3.1 Ready

Reaction Cycle Sequencing Kit”-tel végeztem a gyari leirds szerint. A reakciokat a Biomi

Kft futtatta meg kapillaris gélelektroforézissel ABI 3700-as gépen.
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3.11. M13 Fag termelése és izolalasa
A 37°C-on ODgo0nm=0,5-ig inkubalt E.coli (XL1Blue, CJ236) kulturat az altalunk a sejtbe

juttatando faggal fertéztem, majd megfeleld antibiotikumokat tartalmazo 2YT taptalajon
inkubaltam 16 oran at 37°C-on. A sejteket ezutan centrifugalssal tilepitettem (10 000
RPM, 10 perc). A kapott feliiliszoéhoz 1/5 térfogatnyi 20 % PEG 8000 (Sigma); 2,5 M
NaCl (Sigma) oldatot adtam, amivel kicsaptam a jelenlévd fagokat. Szobahdémérsékleten
valo 15 perces inkubalast kdvetden a kicsapott fdgokat centrifugalassal tilepitettem (12
000 RPM, 10 perc), majd lepipettaztam a feliiliszot, és a kapott csapadékot az eredeti
tenyészet térfogatanak 1/50 részének megfeleld6 PBS pH 7,2 oldatban vettem fel. A

fagkoncentraciot fotometridsan hataroztam meg 268 nm-en (1 OD = 5x10'* fag / ml).

3.12. Konyvtar méret meghatarozasa
A fagkonyvtar két 1épésben késziilt. E16szor elektroporaldssal juttattam a fagmid-DNS

konyvtarat a sejtekbe (lasd fent leirtakat), majd az igy transzformalt sejtekhez adott
helperfaggal fagmidot hordoz6 fag részecskéket, tehat fag konyvtarat hoztam létre. A
konyvtar  diverzitasdra informécidt szolgaltatdo  konyvtarméret valojaban az
elektroporalassal transzformalt sejtek szdma. Ezt a kovetkezd mddon hatdroztam meg. Az
higitasokat végrehajtva 8 Iépésben. A higitott mintdkban 1évd sejteket LB/Amp
agarlemezekre szélesztettem. A madasnapra megjelend telepek szamabol lehetett
kovetkeztetni arra, hogy hany egyedi transzformalt sejt keletkezett az elektroporalas

soran.

3.13. Konyvtar szelekcio
Az SGIL konyvtarral elektroporalt SS320-as sejteket M13KO7 helper faggal fertéztem,

majd a termelt fidg konyvtarat izoldltam a fent leirtak szerint. A célfehérjéket
(szarvasmarha kimotripszin (Sigma); szarvasmarha tripszin (Sigma); kecskerdk tripszin
(izoldlt; Fodor ¢s mitsi. 2005)), valamint az anti-FlagTag-IgG ellenanyagot
(AffinityBioReagents) MaxiSorp (Nunc) ELISA lemezekre kotottem ki. Az enzimekbdl
mintahelyenként 2 pg-ot, az ellenanyagbol 0,5 pg-ot kotottem ki 100ul térfogatban.
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Kikotéshez 50 mM Na,COs pH 9,6 puffert hasznaltam. A kikotés 2 oran at
szobahOmérsékleten zajlott. A szabadon maradt felszineket 200 pl/mintahely PBS-ben
szobah6émérsékleten. A lemezeket négyszer PBS; 0,05% Tween20 oldattal mostam. Az
izolalt fag konyvtarbol 100-ul térfogatot vittem fel PBS; 5 mg/ml BSA; 0,05 % Tween 20
(Sigma) oldatban mindegyik célfehérje esetén. Haromodras inkubalast alkalmaztam, majd
a nem kotddott fagokat tizenkétszeres mosassal tavolitottam el PBS; 0,05% Tween20
oldattal. A kotddott fagokat 100 pl/mintahely 100 mM sésavval eludltam. Az azonos
célmolekulékrél szarmazo eluatumokat azonos csébe gytijtottem Gssze, 15 pul-nyi 1 M
Tris-Bazis oldattal semlegesitve minden 100 pl eludtumot. Az els6 korben szelektalt
fagokat kiilon-kiilon célenzim szerint felszaporitottam a tovabbi szelekcios ciklusokhoz a
kovetkez6 modon. Az eludlt faggal és M13KO7 Helper Faggal tizszeres térfogatnyi XL1
Blue ODgponm = 0,4 sejtet fertéztem, amit 200 ml 2YT; 100 pg/ml Amp; 25 pug/ml Kan
taptalajba oltottam at és inkubaltam 16 6ran keresztiil 37°C-on razatva. A felszaporitott
kultarabol a fent leirtak szerint izolaltam a fagokat. Az izolalt fagokat ismét szelektaltam
az adott célenzimeken ugyanugy, mint az els6 korben annyi kiilonbséggel, hogy itt mar
kontroll mintahelyeket is hasznaltam, olyanokat, ahol nem volt kikétve célfehérje, de
BSA-val burkolva volt a felszin. Ezek a helyek Osszehasonlitds céljara szolgalnak. A
célfehérjét is tartalmazo mintahelyekrdl elualt oldat fag-koncentracidjat 6sszehasonlitva a
hogy az oldat milyen mértékben duasult fel olyan klonokban, amelyek valéban
specifikusan a célfehérjéhez kotddnek. Négy szelekcios ciklust hajtottam végre, minden

ciklusban fokozatosan csokkentve az alkalmazott mintahelyek szamat.

3.14. Fag titralas

Ezt a modszert azért alkalmaztam, hogy megtudjuk pontosan mennyi fertézéképes fag
van az eludlt fag oldatban. A célmolekulakrdl elualt fag oldatbol 30 ul-t vettem ki, és
ezzel 0,27 ml ODgoonm = 0,4 XL1 Blue sejtkultarat fertéztem 30 perig 37°C-on, 100
RPM-mel razatva. Ebbdl 20 ul-nyit vettem ki és higitottam tovabb 2YT-ben tizszeres

higitasokkal, nyolcszor. Az igy kapott higitasi sorbdl 10 pl-t szélesztettem LB/Amp
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agarlemezre. A masnapra megjelend telepek szdmabol vissza lehetett szdmolni a

fert6zoképes fagok mennyiségét.

3.15. Fag ELISA
A fag ELISA mérések egyedi fag klonok kotési képességét ellendrzik. A MaxiSorp

(NUNC) lemezek mintahelyeibe 1ug-nyi célenzimet (szarvasmarha tripszin (Sigma),
szarvasmarha kimotripszin (Sigma), kecskerdk tripszin (izoldlt)) illetve 0,1 pg-nyi
ellenanyagot (anti-FlagTag-IgG, AffinityBioReagents) kotottem ki 50 mM Na,CO3 pH
9,6 pufferben oldva 2 oran. Az oldat kiontése utan blokkoltam a még szabadon maradt
aktiv felszint mintahelyenként 200 ul, PBS pH 7,2 pufferben oldott Smg/ml BSA oldattal.
A blokkolast kovetden négyszer mostam a lemezeket PBS pH 7,2; 0,05 % Tween 20
(Sigma) oldattal. Ezutdn az ellendrizni kivant, klondlisan tiszta fagokat vittem fel,
mintahelyenként 50 pl-t. A kikotés 1 o6ran at tartott szobahdmérsékleten, razatva. A nem
kotédo fagoktol hatszoros mosassal (PBS pH 7,2; 0,05 % Tween 20) szabadultam meg. A
kikotodott fagok megjelenitésére anti-M13KO7-HRP konjugalt IgG-t hasznaltam 5000-
szeres higitasban PBS pH 7,2; Smg/ml; 0,05 % Tween20 oldatban, 50 ul-t alkalmazva
mintahelyenként. Az lemezeket 30 percig inkubaltam szobahdmérsékleten. A nem
kotddott ellenanyagokat hatszoros moséssal tavolitottam el a fenti puffert haszndlva,
majd kétszer PBS pH 7,2 oldattal térténé mosast alkalmaztam. A kotodott fagokat az
ellenanyaghoz konjugéalt HRP segitségével jelenitettem meg 50 pl-nyi TMB (Sigma)
szubsztrattal. A reakciot 50 pl-nyi 1 M sosavval allitottam le. A fotometrids jelet ELISA

leolvasoval 450 nm-en detektaltam.

3.16. Citoplazmatikus fehérje expresszio E.coli sejtekben
Bakterialis, citoplazmatikus fehérje expressziohoz az E.coli BL21 (DE3) pLysS (Cam®)

(Novagen) torzset hasznaltam. Az altalunk termeltetni kivant fehérje génjét tartalmazo,
azt T7 RNS polimeraz promoterrel ellaté pET17b (Novagen) vektorral transzformaltam a
sejteket. A megfeleld antibiotikumra (ampicillin) kiszelektalt sejtek koziil mésnap 1
teleprdl telitett kultarat hoztam létre Sml LB/Amp tépoldatban. Ebbdl a kultirdbdl egy

ezred térfogatnyit oltottam at 2x500 ml tapoldatba, ami nem jelolt fehérje expresszidja
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esetén 2YT/Amp, jelolt fehérje expresszidja esetén pedig egy szintetikus, minimal
tapoldat volt. Ennek Osszetétele: 0,6 % Na,HPOg4; 0,3% KH,PO4 0,05 % NaCl; 100
ug/ml Amp; 0.4 % "C-gliikkoz; 0,1 % ""NH,4Cl (Cambridge Isotope Labs). Amikor a
sejtkultara turbiditasa elérte az ODgponm=0,8 értéket, a T7 RNS polimerdz expressziojat
100pg/ml  végkoncentracidban alkalmazott IPTG-vel indukalva elinditottam a
rekombinans gén atirdsat. A sejteket tovabbi négy oran at inkubdltam, majd
centrifugalassal tilepitettem (10 000 RPM, 30 perc). A sejtek inkubdldsa minden esetben
37 °C fokon tortént.

3.17. Fehérje izolalasa E.coli citoplazmabol

s

zarvanytestben, denaturalt formaban aggregalodva jelent meg a sejtekben. Ezek az
inhibitorok oldott formédban termelddtek. Ezért a hagyomanyos feltarasi modtol eltéréen
izolaltam a fehérjéket. A lecentrifugalt sejteket 1/10 térfogatnyi S0mM Tris, ImM EDTA
pH 8,0, 0,01% TritonX-100 (Sigma) oldatban vettem fel, majd Gjra lefagyasztottam. A
felolvasztast kdvetden 30 percet szonikaltam az oldatot, hogy a feltart genomialis DNS
széttoredezzen. Ezt kovetden dializissel puffert valtottam (15mM Tris pH 7,6; 15mM
NaCl). A dializist 16 6ran at, 4°C-on, 10 liter pufferrel végeztem. Az atdializalt oldatbol
30 percig 15 000 RPM-mel centrifugaltam ki a kicsapodott komponenseket. Az igy
kapott feliiliszobol szilard fazisra kotott protedz segitségével, affinitas kromatografiaval

tisztitottam ki a fehérjénket.

3.18. Kimotripszin-Sepharose-4B készitése
7 g bromcian aktivalt oszloptdltetet (Sigma) 15 ml 1 mM so6savban szuszpendaltam fel. A

toltetrél G3 iivegsziirdn szlirtem, majd a szlirén 1,8 liter 1 mM sdésavval mostam. A
toltetet ezutdan 25 ml 0,1 M NaHCOs; 0,5 M NaCl pH 8,3 oldatban vettem fel és
iivegedénybe toltottem. A tdltethez 10 ml 20 mg/ml szarvasmarha kimotripszin, 0,1 M
NaHCOs3; 0,5 M NaCl pH 8,3 oldatot adtam. Az igy kapott elegyet 4 °C-on 16 6ran at
kevertettem, majd G3 szlrdn lesziirtem. A nem ko6tédott kimotripszin mennyiségét OD =

280 nm-en mérve kiszdmoltam, hogy mennyi kimotripszin kétddott a toltetre. A toltetet

48



30 ml 0,1 M NaHCOs; 0,5 M NaCl 0,2 M Tris pH 8,3 oldatban vettem fel, és 4°C-on, 16
oran at kevertettem lengdasztalon. Ismét lesziirtem G3 szlirén, majd 1 liter 0,1 M
NaCH3;COOH; 0,5 M NacCl pH 4,0 oldattal mostam. Ezutan tovabbi mosas kovetkezett 1
liter 0,1 M Tris; 0,5 M NaCl pH 8,3 oldattal. A toltetet ezt kdvetden 15 mM Tris; 15 mM
NacCl; 0,1% Na-azid pH 7,6 oldatban taroltam 4 °C-on.

3.19. Inhibitor izolalas affinitas kromatografiaval
A 15mM Tris pH 7,6; 15mM NaCl pufferben 1évé sejt lizdtumbol egyszerre 1x-2x

oszloptérfogatnyi mintat vittem fel olyan Sepharose4B oszlopra, amelyre eldzdleg
kovalens moédon szarvasmarha kimotripszint kotottem ki. A mintafelvitel utan az
oszlopot kétszer mostam oszloptérfogatnyi desztillalt vizzel, majd 20 mM sodsavval
eludltam az inhibitor (SGPI-1 vagy SGPI-2) molekuldkat. Az oszlopot 50 mM sésavval
mostam le, majd 15mM Tris pH 7,6; 15mM NaCl pufferrel regeneraltam.

3.20. Fehérje koncentracio meghatarozasa

en mért fényelnyelés értékek ¢s a www.expasy.ch honlapon taldlhaté ProtParam program

segitségével meghatarozott molaris extinkcios egylitthato (8) értekekkel szamoltam ki.

titralassal hataroztam meg, lasd késobb). Mind az SGPI-1-Lys-Arg-SGPI-2 fzids
fehérje, mind pedig az SGPI-1-Met-SGPI-2 fuzios fehérje Er30nm=0410 1/M*cm
egylitthatoval rendelkezik. Az SGPI-1 értéke €380nm=6050 1/M*cm, mig az SGPI-1-Met-

SGPI-1 fuzios fehérje értéke Er80nm=12100 1/M*cm.

3.21. HPLC
Az inhibitorokat egymastol ¢és egyéb szennyezddésektél RP-HPLC segitségével

valasztottam el. A kromatografia Phenomenex 10.0 C-18 oszlopon tortént, HP Agilent

Series 1100 HPLC berendezéssel. Az elvalasztas linedaris gradienssel tortént, a B puffer
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80 % acetonitril/0,1% TFA 20 perc alatt 10%-r6l 14 %-ra ndtt 3ml/perc atfolyasi
sebességgel. Az A puffer 0,1 % TFA volt. A detektalas 280 nm, és 220nm-en tortént.

3.22. A fuzios fehérje hasitasa bromciannal
Az affinitaskromatografiat kovetéen homogénre tisztult inhibitorokat liofilizaltam. 200

ng fehérjét 100 pl atnitrogéneztetett, 10 % bromcian; 70% hangyasav oldatban vettem
fel. A csovet a fehérje feloldasa utan nitrogénnel telitettem. A hasitasi folyamat
szobahomérsékleten, 18-24 oran keresztiil tortént, sOtétben. A reakcidt tizszeres
mennyiségli desztilldlt viz hozzdadéasaval Aallitottam le. Ezt kovetéen a mérgezd

bréomciantol liofilizalassal szabadultam meg.

3.23. Tomegspektrometria
Ezeket a méréseket Kékesi Katalin végezte HP1100 Series HPLC-ESI-MS rendszeren.

Az injektalas 10 mM NH4COOH; 10 % CH3;OH pH 3,5 oldatban 0,2 ml/perc sebességgel
tortént. A vivégaz 300°C-os 10 I/perc sebességli, 30 PSI nyomast nitrogén volt. A
kapillaris fesziiltség 3500 V volt. A kapott adatok AgilentChem szoftver segitségével
lettek kiértékelve.

3.24. Peptidszintézis
A peptideket Patthy Andras szintetizalta szildrd fazist standard Fmoc modszerrel. A

felszinrdl valo hasitds és véddcsoportok eltavolitisa TFA-val tortént. Az oldatot
liofilizalta, majd a kapott csapadékot desztillalt vizben vette fel, majd ismét liofilizalta. A
peptidek diszulfidhidas térszerkezetének elnyerését levegd szamara nyitott oldatban
torténd kevertetéssel érte el. Az oldatban az inhibitor 0,1 mg/ml-es koncentracidoban volt
jelen, az oxidalast eldsegitd magas (8-9 kozotti) pH értéket N,N-diisopropil-etilaminnal
allitotta be. Az oxidacios folyamatot HPLC kovette. A szintetizalt peptidek ellendrzése

tomegspektrometriaval tortént.
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3.25. Fehérjeszekvenalas
J A rekombinans fehérjetermékek vizsgalatahoz a tisztitott termékeket SDS-PAGE

elektroforézisnek vetettem ala. A PVDF membrant 10 percig 100 % metanolba aztattam,
majd 15 percre CAPS pufferbe helyeztem. A membrant a gélre helyeztem, majd ezt a
,»szendvicset” két Whatman papir kozé ugy tettem a BioRad blottolo késziilékbe, hogy a
PVDF membran a pozitiv polus felé keriiljon. Az elektroforézist CAPS pufferben
végeztem masfél oran at 100V fesziiltséget alkalmazva. A PVDF membrant 0,1 %
Coomassie Blue R-250 + 50 % metanol oldatban festettem, majd megszaritottam. A
megfeleld csikokat kivagtam. Ezeket a kivagott membranokat felhasznalva a szekvenalast
mar Patthy Andras végezte el. A PTH-aminosavak detektalasa és azonositdsa 269nm-en

tortént.

3.26. NMR spektroszkopia

Az NMR-es adatgytijtéseket Perczel Andras végezte, de a kiértékelésben mar én is részt
vettem. A titralasi méréseket 10 mM MES pH 6,0; 0,001% Na-azid pufferben végezte 1
mM inhibitor koncentracié mellett. Az asszignacidhoz a kiindulasi helyzetben
homonuklearis TOCSY, NOESY, 3D-TOCSY-HSQC ¢és NOESY-HSQC spektrumokat
rezonancia spektrumokat vett fel: HNCA, HNCOCA, HNCACB, COCACBNH. Az
elébbiek mellett minden egyes titralasi pontban 'H-">’N HSQC spektrumokat is felvett és
ezeket is elemezte. A jeleket 600 MHz Varia Inova NMR spektrométeren gytijtdtte. Az
NMR relaxacios paramétereket (T1, T2, NOE) 500 MHz-en vette fel a Farrow és mtsi.
1994. altal leirt pulzusszekvencidkat felhasznalva. A felvett NMR spektrumokat az
NMRPIPE programmal processzaltuk mindegyik dimenzioban négyzetes, 0 feltoltéssel.
A tripla-rezonancia kisérletekben a >C dimenzioban visszafelé torténé jel asszignaciot
alkalmaztunk. A spektrumok analiziséhez az XEASY (Bartels és mtsi. 1995), a SPARKY
(Goddard ¢és Kneller 2005), és a SYBYL program TRIAD moduljat (Triops Inc. 2001)
hasznaltuk. A szabad ¢és a kimotripszinnel komplexalt SGPI-2 molekula kémiai eltolodas
értékeit, valamint relaxdcios paramétereit a BMRB adatbazisban (www.bmrb.wisc.edu,

Seavy és mtsi. 1991) helyeztiik el 6880 és 6881-es azonositdval.
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3.27. Enzim aktivhely titralas
Az aktivhely titralast fluorimetridas méréssel végeztem Spex FluoroMAX késziiléken

MUTMAC (kimotripszin) ¢és MUGB (szarvasmarha illetve kecskerdk tripszin)
szubsztratszerli inhibitorokkal. Ezek az enzim aktivhelyére kovalensen bekotddnek, és
ahany aktivhellyel reagdlnak, annyi fluoreszcens jelet produkal6 MUB hasad le beldliik.
A molekuldak masik része stabil acilenzim formaban kotve marad az enzimhez gatolva
azt. A méréseket 1 ml 50 mM Tris; 10 mM CaCly; 0,005% Triton-X100 pH 8,0 pufferben
végeztem. Egy méréshez 5 pg-nyi enzimet hasznaltam, majd 6t egymas utani bemérésben
5 ul, 50 uM MUGB (vagy MUTMAC) szubsztratot mértem be. A gerjesztési
hullamhossz 380 nm, az emisszids hullamhossz 460 nm volt. A késziiléket 50 uM MUB
oldattal kalibraltam, hogy a MUGB-os, illetve MUTMAC-o0s mérésekben felszabadulo

fluoreszcens jelr6l megallapithassam, hogy ezekben mennyi MUB keletkezett, tehat

crer

cres

3.28. Inhibitor aktivhely titralas
Ez a modszer akkor alkalmazhatd, amikor a K; értékét nagysagrendekkel meghalado

koncentracioban tudjuk az enzimet és az inhibitort 0sszekeverni. Mivel a mérésekben
alkalmazhatd legmagasabb enzimkoncentracié a mikromolaris tartomanyban van, ezért
inhibitor aktivhely titralast a legalabb 10*M K értékkel rendelkezé inhibitor-enzim
paroknal lehet kivitelezni. A magas enzim és inhibitor koncentraciok miatt a masodrendii
reakcid pillanatok alatt egyensuly kozeli allapotra jut, ezért rovid inkubécios iddk is
aktivhely-titralt enzim oldatot hasznaltam 50 mM Tris; 10 mM CaCl,; 0,005% Triton-
X100 pH 8,0 pufferben ugy, hogy kiilon-kiilon csdvekben nullatol indulva linearisan
novekvo inhibitor koncentracidt alkalmaztam. A csoveket 10 percig szobahdmérsékleten
inkubaltam. Az oldatokb6l maradék enzimaktivitast mértem az enzimnek megfeleld
szubsztrat segitségével. A maradék enzimaktivitds adatokat a bemérési inhibitor
koncentraci6 fliggvényében dabrazoltam. Az aktiv inhibitor koncentraciot linearis

regresszio analizissel hataroztam meg.
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3.29. K| mérési eljarasok

3.29.1. K| mérés az 1 mM-1 pM tartomanyban
folyamatgorbe (progress curve) modszer

A folyamatgorbe analizis olyan kinetikai modszer, ami alkalmas az ebbe a tartomanyban
esé K; értékek meghatarozasara megfeleld nemlinearis illeszté program, (DYNAFIT)
segitségével. Ezekben a mérésekben az enzim, a szubsztrdt és az inhibitor gyors
Osszekeverése utan fotometrids modszerrel folyamatosan mérjiik a keletkezd szines
az aktudlis szubsztrat koncentracio is megkaphat6. A termékkeletkezés liteme, és az
aktualis szubsztrat koncentracié értéke megfeleld elo-kisérletek utan megadja, hogy
mennyi a pillanatnyi szabad enzim koncentracio, amibdl természetesen az inhibitorhoz
kotott enzim koncentracidja is adodik. Ez utdbbibol a bemérési inhibitor koncentracid
figyelembevételével adodik a szabad inhibitor koncentracidja. Mindezen adatok idobeni
valtozasa alapjan a K;j értéke kiszamolhato. A mérés csak akkor végezhetd igy el, ha az
inhibitor €és a szubsztrat kozott valodi versengés van, ami csak akkor teljesiil, ha a K; a
szubsztratra vonatkoz6 Ky kozelében van. Ez csak gyenge inhibitorokra igaz. Ezeket a
méréseket 1 ml 50 mM Tris; 10 mM CaCly; 0,005% Triton-X100 pH 8,0 pufferben, 10
nM aktivhely-titralt enzim koncentracio, 0,9 nM aktivhely-titralt inhibitor koncentracio
és 50 mM CZB-Gly-Pro-Arg-pNA (Sigma) szubsztrat koncentracié mellett végeztem. A
kapott gérbék alapjan a fent emlitett szoftver segitségével hatdroztam meg a kérdéses K;
értekeket. A méréseket 405 nm-en Shimadzu Spektrofotométeren végeztem. Minden K;

érték meghatarozasahoz 4 parhuzamos mérést végeztem.

3.29.2. K| mérés az 1 pM-1 nM tartomanyban fotometriaval
egyensulyi modszer
Ez egy Kklasszikus, Laskowski altal tokéletesitett modszer, ahol allandé bemérési

enzimkoncentracid, és tobb eltérd inhibitor koncentracié mellett mért maradék enzim
aktivitds alapjan hatarozzuk meg K; értéket. Az enzimkoncentracidnak a K; érték
kozelében kell lennie, ezért a mddszer eldzetes iterativ probalkozast igényel. Adott [E]
mellett [I]=0-tol koriilbeliil []=3[E] értékig noveljiikk az inhibitor koncentraciot kiilon-

kiilon mintdkban. Megvarjuk az egyensuly bealltat, majd egy gyors méréssel megmérjiik
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crer

crey

alkalmazott koncentraciok esetén az 1:1 ardnyu enzim-inhibitor keverékben a maradék
szabad enzim koncentraci6é az Osszes bemérési enzim koncentracié mintegy 5-20 %-at
teszi ki.

Az inkubaciot 1 ml 50 mM Tris; 10 mM CaCl,; 0,005% Triton-X100 pH 8,0 pufferben
végeztem szobahOmérsékleten 405 nm-en. Szubsztratként tripszin esetében 0,25 mM Z-
Gly-Pro-Arg-pNA, kimotripszin esetében Z-Gly-Pro-Phe-pNA szubsztratot hasznaltam.
Minden egyes mérési ponthoz harom parhuzamos mérést végeztem. A kapott értékeket a
LabFit szoftverrel (Wilton and Cleide Pereira da Silva; www.labfit.net) értékeltem ki

nemlinearis regresszioval az alabbi egyenlet alapjan.

[E] _1_ [E]o +[]]0 +K, _x/([E]o +[1]o +K,)’ _4[E]0[1]0

[E], 2[E),

Ahol az indexben nullat hordozo értékek rendre a bemérési (teljes) anyagkoncentraciora,

crer

vonatkoznak

3.29.3. K; mérés a 0,1 nM-1 pM tartomanyban — fluorimetriaval-egyensulyi
modszer

A mérés elve, ¢és a kiértékelés modja tokéletesen megegyezik az el6z6 pontban
emlitettekével, de az alacsonyabb K; értékek miatt alacsonyabb enzimkoncentracidkat (€s
inhibitor koncentraciokat) kell alkalmazni. Ez két mddositast is megkovetel. Az egyik,
hogy a nagyon alacsony maradék enzim aktivitdsokat a lehetd legérzékenyebb mérési
technikaval, esetiinkben fluorimetriaval kell meghatarozni. A masik eltérés, hogy a
masodrendli  enzim-inhibitor komplexképzési reakcid iiteme a koncentraciok
csOkkenésével drasztikusan csokken, ami az egyensuly eléréséhez hosszi inkubdcios
idoket igényel. Pikomolaris K; értékek esetében éjszakan at kell inkubalni. Az enzim
koncentracié ezekben az esetekben 0,1 nM volt. Az enzim inhibitor keveréket 1 ml 50

mM Tris; 10 mM CaCly; 0,005% Triton-X100 pH 8,0 pufferben, 18 6ran at inkubaltam.
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A maradék enzimaktivitast tripszin esetében 50 uM szubsztrattal, kimotripszin esetében
Succ-Ala-Ala-Pro-Tyr-AMC szubsztrattal mértem 380 nm-es gerjesztési ¢s 460 nm-es
emisszios hullimhosszokon Spex FluoroMAX spektrofluoriméteren. Mindegy egyes

mérési adatot harom parhuzamos méréssel hataroztam meg.

3.30. Fagszelektalt inhibitor szekvenciak paronkénti kovariancia
analizise
A szelektalt szekvencidkban taldlhatdo egyes poziciok kozotti esetleges nem-fiiggetlen

kapcsolatot Pal Gabor Gtlete nyoman péaronkénti kovariancia analizissel szamoltam Kki.
Ennek soran az OMES (Observed Minus Expected Squared) kovariancia szamitasi
modszert alkalmaztam [Fodor és mtsi. 2004]. A mddszerben leirt algoritmusra Gaspari
Zoltan irt programot, amellyel a kovariancia értékek meghatadrozasa automatizalhato lett.
Az algoritmus a szekvencidk egymads ald rendezésével kapott, az aminosav poziciokat
jelentd oszlopokat (i; j) parba allitja, majd kigy(ijti az Osszes itt megjelend aminosav part
(L). (A hianyokat (gap) is beleértve elvileg 21°=441 aminosav-par lehetséges. A
konyvtarunk specidlis kiméra mutagenezissel késziilt, amelyben egy-egy varialt
pozicidban 2, vagy 4-féle pozicidt engedtiink meg, igy pozicié paronként 4, illetve 16-
féle aminosav part kellett figyelembe venni). Mindenegyes oszlop-parra egy ,,S (score)

értéket szamoltam a kovetkezd egyenlet segitségével:

(Nobs o ]\']exp)2

L
S =
2y

Ahol N, a kapott aminosav-parok szdma, N.., az elméletileg varhaté aminosav-parok
szama, N pedig az egymads ala rendezett szekvencidk szdma. Egy X és Y aminosav-par
egyiittes el6forduldsara az i és j poziciokon az N, értéke a kovetkez6 modon

szamolhato:
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Ahol Cx; az 1 pozicidban talalhaté X tipusi aminosav el6éforduldsi szdma, Cy; a j
pozicidban talalhaté Y tipusu aminosav el6fordulasi szdma. A négyzetes Osszefiiggés
miatt az S értéke vagy nulla, vagy pozitiv. Fliggetlenség esetén nullat, mig egyre nagyobb

kapcsoltsag esetén egyre nagyobb S értéket kapunk.

3.31. Statisztikai szignifikancia analizis Bootstrap modszerrel
Ahhoz, hogy az S értékébdl meg tudjuk becsiilni, vajon az ,,elegendéen magas-e” ahhoz,

hogy kapcsoltsagra utaljon, a kapott S értékeket 6ssze kellett vetni olyanokkal, amelyek
fliggetlen poziciok kombindlodasa esetén adodnak. Tehat statisztikai szignifikancia
tesztet kellett hasznalnunk. Egy ilyen 6sszehasonlitas pusztan azért is fontos volt, mert az
S numerikus értéke fligg attol, hogy az adott pozicid-parokban pozicionként kettd, vagy
négy aminosavféleség megengedett. Mindezek figyelembevételével Pal Gabor a
,Bootstrap modszer” nevil kiértékelési modot javasolta. A célmolekulakon szelektalt
szekvenciakat (célmolekula tipusonként szeparalva) egymas ala rendeztiik. A kovariancia
érték meghatarozasat kdvetden ezt az dsszerendezett szekvencia egyiittest hasznaltuk fel
a véletlenszerien kombindl6do esetek eldallitdsara. Ezt ugy értikk el, hogy az egyes
oszlopokon beliil véletlenszeriien sszekevertiik az egyes aminosavakat. Igy olyan 1j
szekvencia sereget kaptunk, ahol az egyes poziciokban (oszlopokban) az egyes
aminosavak eldforduldsi gyakorisdga megegyezik a valdsagban meghatarozott
gyakorisaggal, de az adott szekvencia seregben az §sszekeverés miatt az egyes aminosav
parok véletlenszertien keriilnek ugyanazon szekvenciara. Egy ilyen szekvencia seregre
meghatarozott S érték (amit statisztikai S értéknek, S’ jeloliink) tehat csak a
mintavételezési hiba miatt fog nullatdl eltéré értéket adni. Minden egyes célfehérje
szelekciobol szarmazo szekvencia seregre kiilon-kiilon elvégeztiik ezt a keverést és
kovariancia szamolast 100 000-szer egymads utan szoftveres eljarassal. Az algoritmust és
a szoftvert Gaspari Zoltan irta. A valddi szekvenciakbol kapott S értékek szignifikancia
szintjét az S1 értékek eloszlasa alapjan hatdroztuk meg a kovetkezd modon.
Meghataroztuk azoknak az S’ értékeknek a szamat, amelyek egyenldek, vagy nagyobbak,
mint a kisérlet alapjan kapott S érték, és ezt a szamot elosztottuk 100 000-rel. igy egy
szignifikancia értékre vonatkozo P értéket kaptunk, melynek jelentését a kdvetkezo példa

szemlélteti. Ha P < 0,05 akkor a véletlenszeri kombinalodas esetére szamolt S’
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értekeknek nem tobb mint 5%-a nagyobb, mint a kisérletesen kapott S értékiink. Ez azt
jelenti, hogy nem tobb mint 5% a valdszinlisége annak, hogy a kapott S értékiink nem
valos fliggetlenség, hanem mintavételi hiba eredménye. Més szoval 95% a valdszinlisége
annak, hogy a kapott S érték valoban nem-fiiggetlen, tehat kapcsolt poziciokra

vonatkozik.

4. EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

4.1. Az SGPI-1 és SGPI-2 inhibitorok klonozasa

Az inhibitorok kloénozésa egyszeriinek bizonyult, ugyanis szdmos ehhez sziikséges
ismeret a rendelkezésemre allt. Ismert volt, hogy a két inhibitor tandem médon, egyetlen
fehérjeként termelddik, ismert volt, hogy mely szdvetekben fejezddik ki, és végiil ismert
volt a cDNS szekvencigja is (Vanden Broek 1998).

Ezek ismeretében egy him saska zsirtestébdl izolaltam a teljes RNS allomanyt,
cDNS-t készitettem, majd specifikus primerek segitségével, PCR-rel kierdsitettem a két
épitéshez sziikséges klonozohelyeket is biztositottdk. A terméket pET17b expresszios
vektorba ligdltam, és a beépités sikerét a ligdtummal transzformalt E.coli telepekbdl
kinyert DNS PCR-es ellenérzésével, ezutan a pozitiv klonokbol izolalt plazmidok
emésztéssel ellendriztem. Az igy is jonak talalt klonkat DNS szekvenaléassal ellendriztem,
hogy meggy6zddjek arr6l, szekvencidjuk mindenben megegyezik-e az irodalomban
kozolttel. Egy tokéletesnek talalt klont SGPI-1-Lys-Arg-SGPI-2 névvel ellatva
megoriztem.

A konstrukci6é a neve jelzi, hogy az egyes inhibitorok milyen sorrendben kovetik
egymast a keletkezd fehérjében, és mutatja, hogy egy Arg-Lys pozicid melletti hasitassal
lehetne elvalasztani egymastol az SGPI-1 és SGPI-2 doméneket. A tobbi konstrukciot,
amelyek a fehérje izolalas egyszerlsitését céloztak, ebbdl a konstrukciobol hoztam létre

(4.1./1. abra).
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i Him Schistocerca gregaria zsirtest
Ossz-RNS izoldlasa QIAGen RNeasyKittel

6ssz-RNS
cDNS szintézise Reverz Transzkriptazzal l

cDNS

Az SGPI-1-Lys-Arg-SGPI-2 gén PCR-es felszaporitasa 1
57 illetve 3végre specifikus primerekkel

NdeI
5 TATATACATATGGAACAGGAATGTACACCTGGC3"
5’ ATGGAACAGGAATGTACACCTGGCCAGACGAAGAAACAAGACTGCAACACATGCAATTGTACCCCTACTGGAGTTTGGGCCTGTACTCGCAAGGGCTGCCCGCCCCAT
M E Q ECT P G Q T K K QD CNTTZCNTZGCTU®PTGV WATZCTRIZKTGTCUP P H

GAGGTCACCTGCGAGCCGGGCACAACGTTCAAGGACAARATGCAACACGTGTCGCTGTGGAAGTGACGGAARAATCGGCAGCGTGCACCCTCAAGGCCTGCCCCCAG 3’
E V T CE P G T TVF KD KCNTT CURTG CGSD G K S AACTTULI KA ATCP Q STOP
3 GAGTTCCGGACGGGGGTCACTCTTAAG
5
STOP
EcoRI

PCR termék és pET17b emésztése Ndel / EcoRI-el, ligalds

BspEl - 4-T'CCGG_A

Xhol - 141 - C'TCGA_G

Neotl - 147 - GC'GGCC_GC

Eagl - 147 - C'GGCC_G

EcoRV - 166 - GAT'ATC

Pstl -173 - C_TGCA'G

EcoRI -174 - G'AATT_C

Aec65I - 261 - G'GTAC_C

Kpnl - 265 - G_GTAC'C

Ndel - 286 - CA'TA_TG

Xmal - 373 - C"CCGG_G

Smal - 375 - CCC'GGG

Ndel - 394 - CA'TA_TG

Xbal - 432 - T'CTAG_A

Asel - 473 - AT'TA_AT

Belll - 490 - A'GATC_T

Msel - 515 - TGG'CCA - dem methylated!
Fspl - 525 - TGC'GCA

BspEl - 733 - T'CCGG_A - dam methylated!
Afel - 798 - AGC'GCT

Aatll - 3359 - G_ACGT'C

Zral - 3357 - GAC'GTC
Sspl - 3241 - AAT'ATT
Secal - 2917 - AGT'ACT

Pyul - 2807 - CG_AT'CG

Pstl - 2682 - C_TGCA'G
Fspl - 2659 - TGC'GCA
Asel - 2609 - AT'"TA_AT

Pyull - 1135 - CAG'CTG

BstZ171 - 1315 - GTA'TAC

Peil - 1544 - A'CATG_T

4.1./1 abra Az SGPI-1-Lys-Arg-SGPI-2 gén klonozasa, és pET17b vektorba épitése

A vektor térképet a pPDRAW32 szoftverrel szerkesztettem.
(Az abran helyhiany miatt egy roviditett név, SGTCI szerepel, ami az inhibitorok korabbi elnevezését, SGTI és SGCI,
tiikrozi)



4.2. Az inhibitorok expresszidja, izolalasa
Fehérje termeléshez technikai részleteit az Anyagok ¢s Modszerek fejezet tartalmazza.

Mivel egy nagyon magas szintli citoplazmatikus fehérje expressziora alkalmas pET rendszert
hasznéltam, a véarakozasunk az volt, hogy a termék zarvanytestek formdjaban jelenik meg,
ugyanis ez a leggyakrabban tapasztalt jelenség ezzel a rendszerrel kapcsolatban. Ennek
elénye, hogy a zarvanytestben 1évé fehérjék konnyen tisztithatok, hatranya ugyanakkor, hogy
ki kell dolgozni egy fehérjénként eltérd renaturacios technikat, amellyel nativ konformacioba
lehet segiteni a fehérjét. Ennek fényében meglepd volt, hogy az altalam Ilétrehozott
konstrukcid az inhibitorok oldott formaji termelését eredményezte. Emiatt nem kellett
renaturalast alkalmazni (bar ennek technologidja a peptidszintézissel eldallitott formak miatt
mar ki volt dolgozva), ellenben nagyobb mennyiségli szennyezd fehérjétdl kellett eltavolitani
a rekombinans terméket. Ezt végiil a néhany centrifugalasos frakciondlastol és dializistol
eltekintve egyetlen 1épésben, affinitdskromatografiaval tettem meg. A tandem parban szerepld
inhibitorok koziil az SGPI-2 (régebbi nevén SGCI) nagyon jo kimotripszin inhibitor, igy az
affinitaskromatografia soran immobilizalt kimotripszint alkalmaztam, amivel nagytisztasagu
terméket kaptam (4.2./1. dbra). A meglehetdsen jo kitermelés mértékét a 4.2./1. tablazat
tartalmazza, és itt mutatom be az dsszes egyéb termelt varians kitermelését is.

Mint emlitettem, a Pacifastin inhibitorokat egyesével nem sikertilt kifejezni. Ennek pontos
molekuléris oka ugyan ismeretlen, de az ismert tény, hogy a riboszomalis fehérjetermelés
hatékonysaga fiigg a polipeptidlanc méretétél, amennyiben bizonyos méret alatt nem
keletkezik termék. A jelek szerint a 35 aminosavas méret még ebbe a nem termel6dd
tartomanyba esik. Az inhibitorokat tehat legalabb parosaval kellett el6allitanunk, 6sszhangban
azzal, hogy az adott két inhibitor a természetben is igy termelddik. El0szo6r ugyanazt a
terméket izolaltam, ami processzalas elott a természetes gazdaéldlényben is termelddik.
Kidertilt azonban, hogy a két inhibitort 6sszekotd Lys-Arg processzald helyet nem sikertil
marha tripszinnel elhasitanunk. Természetesen nem arr6dl volt sz, hogy az inhibitorok
gatoltak volna az enzimet, hiszen mind az SGPI-1, mind az SGPI-2 nagyon gyenge emlds
tripszin inhibitor, masfeldl pedig a molaris feleslegben adott tripszin sem volt megoldas. A
jelek szerint az adott kotés nem volt hozzaférhetd az enzim szdmara. Részben ezért, részben
pedig azért, mert terveink kozott szerepelt nagy aktivitdsu tripszin inhibitorok fejlesztése,
alternativ utat valasztottunk. Patthy Andrds javaslatira egy kémiai processzalast
valasztottunk, a bromcidnos hasitast, amely meglehetdsen szelektiven hasitja a metionint

kovetd peptidkotést. Ez a lehetség azért adodott, mert sem az SGPI-1, sem az SGPI-2 nem
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tartalmaz metionint. Ugyanakkor ez az eljards természetesen nem lenne alkalmas olyan
formak termelésére, amelyekbe metionint akarunk bevinni (amit késébb egyes P1°
mutansoknal meg is tettlink).

A kovetkez06, metionin mentén hasithat6 konstrukciokat készitettem el:

SGPI-1-Met-SGPI-2-pET17b; SGPI-1-Met-SGPI-1-pET17b és SGPI-2-Met-SGPI-2-
pET17b. Tehat az eredeti vegyes tandem elrendezés mellett két olyat is készitettem,
amelyekben azonos felépitésii két inhibitor koveti egymast. Ez utdbbiakkal egyszeriibbé valt
egyik illetve masik inhibitor tiszta forméban torténd eldallitisa. A brémcianos hasitast
kdvetden az inhibitorokat forditott fazisat HPLC-vel valasztottam el egymastol (4.2./1. abra).
Az eldallitott inhibitorokat Patthy Andras fehérje szekvendlassal, Kékesi Katalin pedig
tomegspektrometridval ellendrizte, mig én kinetikai mérésekkel igazoltam az inhibitorok nativ
allapotat (4.2./1. tablazat). Az igy eldallitott formak tisztasaga €s mennyisége (4.2./1. tablazat)
megfeleld volt ahhoz, hogy a tovabbi kinetikai és NMR spektroszkopiai vizsgélatokban
felhasznaljuk oket.

qQq
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1000 §
66kDa i
800 B 16°
45kDa - a 2
= 600} = &
E § 3 440 X
20,1kDa ~ L 400k aa]
HASITAS
B e =y 200 420
14,2kDa
~~ BrCN-al
] L I L ] Ll ] L ]
0 5 10 15 20 25 30

t (min)

4.2./1. abra Az SGPI-1-Met-SGPI-2 expresszidja, hasitasa €s a két inhibitor izolalasa
SDS-PAGE mintak: 1. molekulastly marker;
2. E.coli lizatum indukcio el6tt, 3. E.coli lizatum indukcid utan;
4. Affinitaskromatografiaval tisztitott SGPI-1-Met-SGPI-2.
A bromciannal hasitott SGPI-1-Met-SGPI-2 mintabol az egyes komponenseket forditott fazisu
HPLC-n valasztottam szét. Pirossal a 220 nm-en detektalt jelet, zolddel a gradienst jeleztem.
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, Tomeg Literenkéfuti K: (M)
Nev (Da) Kitermeles Szarvasmarha | Szarvasmarha | Kecskerak
(mg) kimotripszin tripszin tripszin
SGPI-1-Met-SGPI-2 | 7721.8 25 5.5x107* 2.0x107 4.3x10*
SGPI-2-Met-SGPI-2 | 7552.7 5.5x10*? 2.0x10” -
SGPI-1-Met-SGPI-1 | 7890.9 10 2.0x10°® 2.0x107 4.3x10"
SGPI-1 3823.3 4 2.0x10°® 2.0x107 4,3x10"
SGPI-2 3654.1 6 5.5x107* 2.0x107 -

4.2./1. tablazat A rekombinans SGPI-1 és SGPI-2 variansok termelhetdségre és aktivitasra

vonatkozd jellemzai.

4.3. NMR mérések - titralas

A dinamikai vizsgalatokhoz "N, illetve °C jelzett fehérjékre volt sziikség. Ezeket izotop
tartalmi minimal taptalajon inkubdlt E. coli baktérium sejtekben termelve allitottam elé a mar
ismertetett modon. Mindkét inhibitort sikeriilt egyszeresen (°N) és duplan (""N'°C) jellt
formaban is eldallitanom az NMR mérésekhez megfeleld, 3-4 mg mennyiségben. Amint a
bevezetOben mar vazoltam, az altalam izolalt anyagokat felhasznalva Géspari Zoltan mérte
meg a szabad formédban 1évd inhibitorok peptidgerincének dinamikai tulajdonsagait, amit
részletesen ismertetett doktori értekezésében. Ezeknek az adatoknak a birtokdban és a két
inhibitor dinamikajanak a komplexképzés soran bekdvetkezo valtozasat vizsgaltam. A duplan
jelolt inhibitorhoz SGPI-1 estén kecskerak tripszint, mig SGPI-2 esetén szarvasmarha
kimotripszint, adtam harom kiilonb6z6é aranyban, 30%; 60% ¢és 98%-os titraltsag, amelyek
koziil a legmagasabb tehat kozel ekvimolaris volt. A hdrom titralasi pontban Perczel Andrés
vette fel a spektrumokat, amelyeket az O, valamint Géaspari Zoltin Gtmutatasai szerint
asszignaltam az erre alkalmas programmal.

Mieldtt az eredményeket ismertetném, szeretném kiemelni az ilyen jellegli mérésekkel
kapcsolatos egyik olyan problémat, ami ebben az esetben is gondot okozott. Ez a kdvetkezd:
erds, jol definidlt NMR jelek érdekében a méréseket — amikor csak a minta azt megengedi-,
alacsony pH-n veszik fel, mert ilyenkor lassi a f6 informaciét szolgaltaté, amid protonok
kicserélodése. Ezért az egyedi, szabad formdju inhibitorok mérései harmas pH értéken
zajlottak. Sajnos ez a pH nem alkalmas a proteaz-inhibitor kapcsolat vizsgalatara, mert ilyen

alacsony pH értéknél a komplex nem alakul ki, vagy nagyon instabil. A méréseket ezért hatos
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pH-n végeztiik, ami ugyan kedvez az erds, nativ jellegli komplex kialakulasanak, de nem
kedvez maganak az NMR mérésnek. Ennek ismeretében eleve szamitottunk ra, hogy az NMR
jelek viszonylag gyengék lesznek.

Az SGPI-1 — kecskerak tripszin titralasi pontjaiban mért spektrumok jelei sajnos a vartnal
is gyengébbek voltak, ezeket csak részlegesen lehetett asszignalni. Ennek oka az emlitett pH
probléman feliil esetleg annak is betudhat6, hogy az SGPI-1 molekula a komplexben nem egy,
hanem t6bb eltéré konformacids allapot kozott (vagy koriil) fluktudl. Errdl az enzim-inhibitor
kapcsolatrol ezért csak részleges, és nem egyértelmii informéciokat kaptam.

Az SGPI-2 — kimotripszin parrol gylijtott adatok azonban elégségesek voltak a rezonancia
asszignalashoz ¢és az inhibitor molekula fobb dinamikai jellemzdinek meghatarozasahoz, de
pontos szerkezet meghatarozdshoz ezek az adatok sem voltak elegendéek. Az ehhez
sziikséges NOE jelek szama tal kevésnek, intenzitdsa pedig til alacsonynak bizonyult hatos

pH-n zajlo6 intenzivebb kémiai kicserélddés miatt (lasd 4.3./1. &bra).

1 5 10 15 0 25 Ei] 35 1 5 10 15 20 25 30 a5
G0 mmm hosszitavu 0 mmm hosszutava
szekvencialis szekvencialis
50 === csoporton belilli -, == csoporton beliili

0 ‘ pH=3.0 40 pH=6.0
a0 30
| (]
20 ‘ l || lI I‘ ‘ Il‘ ‘ I | 0
AL W
b

0 I | SEERUN BT
. |||| i |||| 1T RN ||||| g_=.|J.|_:_|.I..IJ.I.LI.|].l_|.LI.|.I.n.I.J.|.|.I_

EVTCEPGTTFEDKCNTCRCOGSDGHSARCTLEACPQ EVTCEPGTTFXDRCNTCROGEDGHKSAACTLEACPQ

4.3./1. abra Az SGPI-2 molekula NOE értékei A: pH 3.0 és B: pH 6.0-on.

Kékkel a tavoli, zolddel a szekvencialis, mig pirossal az egyes aminosav csoportokon
beliili NOE jeleket jeloltem.
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Természetesen alapvetd kérdés, hogy vajon a harmasrdl hatosra torténé pH novelés nem
okoz-e 6nmagaban jelentds dinamikai valtozasokat az egyes inhibitorok szerkezetében. Ezzel
kapcsolatban az eddigi méréseink alapjan annyit mar tudunk, hogy az emlitett pH ndvelés
onmagaban atlagosan mintegy feleakkora valtozdsokat okoz az NOE jelek és a kémiai
eltolédasok tekintetében, mint a hatos pH-n zajlo komplexképzés (lasd 4.3./2 abra). Ezért
egyelore ugy véljik, hogy a komplexképzés soran kapott jelek értelmezésénél

elhanyagolhatjuk a pusztan a pH-valtasbol eredd valtozasokat.

0.6

0.4

0.3

0.2 | | ‘
0.1 I | ‘ “

0
EVICEPGTTFEDECNTCRCGSDGEKSAACTLEACPQ

4.3./2. abra Az SGPI-2 kémiai eltolodas értékeinek valtozasa a pH-val és a
komplexszalassal.

A pH 3,0 és pH 6,0-on mért eltolodas értékek kiilonbsegét a zold oszlopok,
a szabad és a komplexalt inhibitoron mért kémiai eltolodas értékek kiilonbségét a piros
oszlopok abrazoljak. Csak a mindharom allapotban, (pH 3,0 és pH 6,0 szabad, valamint a pH
6,0, komplexalt) detektalhatd oldallancok adatait tiintettem fel.

A titrdlas soran az SGPI-2 molekula HSQC spektruma jelentése megvaltozott (4.3./3
abra). A jelek kiszélesedtek (26-19 Hz-r6l 25-30 Hz-re ndtt a csucsok félérték-szélessége) €s
eltolddtak, ami egyrészt stabil komplex képzésére, masrészt jelentds szerkezeti valtozasokra
utal. Az enzim-kotott formaban a Gly7-Lys24 régiot sikeriilt asszignalni, a molekula tobbi
része — a harmadik B-red6 nagy része ¢és a reaktiv hurok (!) — a kotédés hatdsara
asszignalhatatlanna valt, azaz a HSQC spektrumban itt eltlintek, illetve kiszélesedtek a jelek
(4.3./3. 4bra). Szinte az Osszes jel elmozdult a HSQC spektrumban, ami azt mutatja, hogy az

enzimmel val6 kdlcsonhatas az egész molekuléra kiterjed6 szerkezeti valtozasokat okoz.
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Legkevésbé a masodik és harmadik B-reddket Osszekotd hurok (Ser21-Ser25) kémiai
eltolédasai valtoztak meg, mig a legnagyobb valtozast az Argl8 csoport félanc-amid

csoportja mutatta (4.3./4. abra).

11—

iy

13+

125+

4.3./3. abra Az SGPI-2 HSQC spektruma pH 6,0-on, szabad és enzimkdotott allapotban
Kékkel a szabad, pirossal a komplexalt SGPI-2 HSQC spektrumat jeldltem. Az abra a
SYBYL (Tripos Inc. 2001) programmal lett szerkesztve.
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sulyozott kémiai eltolodas valtozas

4.3./4. abra Az SGPI-2 kimotripszinhez kotését kiséré kémiai eltolodas értékeinek atlagos
valtozasa.
Az egyes oldallancok kémiai eltolodas valtozasanak mértéke szinekkel kodolva jelolom.
A mérték z6ld — kék — piros iranyba novekszik. Az értékeket a linedris szekvencian (B),
illetve a harmadlagos szerkezeten is jeloltem. A linearis szerkezet esetében a 3-reddket
nyilakkal, a reaktiv hurkot alahuzassal jeloltem.

Az R1 és R2 relaxécios adatok szintén megvaltoztak, a magasabb pH-n megnéttek. A
komplexben az R1 értékek csokkentek, mig az R2 értékek novekedtek. Nem tudtam R2
értékeket meghatarozni a Cys4, Ser25, Ala26, Ala27, Cys28, Thre29 és Leu30-as oldallancok
esetében (4.3./5. abra).

A 4 B 25
S3GI pH=6.0 —— = 53C1 pH=50 ——
35| SGCLchymatrypsin pH=6.0 —— SGECchymatypsn pH=5.0 ——
3 L] L I el LR
n - h o n
L} | | ] — +
L - l ~ st S
2 5l Lo =
— - o] - ]
[s =R B P b N e o1
11 L i : .
5 L W =yt
05 T8
Q a
1] E 10 15 20 25 20 a5 0 5 10 15 20 25 30 35
EVTCEPGTTFEDKCNTCRCGSDGKSAACTLEACED EVICEPGTTFEDKCNTCRCGEDGESAACTLEACPQ

4.3./5. abra Az SGPI-2 relaxacios paraméterei szabad formaban harmas és hatos pH-n, illetve
szarvasmarha kimotripszinnel komplexben hatos pH-n.
Z61ddel és kékkel a harmas pH-n, illetve hatos pH-n szabad inhibitoron mért adatokat, mig
pirossal hatos pH-n a komplexben mért adatokat abrazoltam.
(Az abran szereplé SGCI elnevezés az SGPI-2 inhibitor korabbi neve.)
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A komplexképzés hatdsira a latszolagos méretndvekedés miatt az SGPI-2 molekula
korrelacids ideje 3 ns-rol 12 ns-ra emelkedett. Ez kisebb, mint az ismert komplex-méret
alapjan vart érték (16,4 ns). Ennek az egyik oka az is lehet, hogy a komplexben szerepld 280
aminosav helyett — mivel a kimotripszin nem hordozott jelolést-, csak 18 aminosavrdl volt
adatom. Az eltérés tehat egyfajta mintavételi hibanak is tulajdonithato. Az adatokat a
www.bmrb.wisc.edu adatbazisban helyeztiik el, a 6880 és 6881 azonositdt kaptak.

A relaxacios paraméterek valtozasanak egyik oka tehat az, hogy az inhibitor molekula
latszolagos tomege jelentdsen, nyolcszorosara ndtt a kolcsonhatds miatt. Habar az NMR
mérések szempontjabol elényteleniil magas, hatos pH miatt nem sikeriilt a teljes inhibitor
molekulat asszignalni, azt a kdvetkeztetést mar ezekbdl az adatokbol is levonhatjuk, hogy a
Pacifastin inhibitor csalad esetében az enzim - inhibitor kdlcsonhatds nem irhato le egyszerii
kulcs-zar mechanizmussal. Az eddigi, Laskowski-féle felfogastol eltéréen ugyanis ebben az
esetben még az inhibitor molekuldanak a kotéhuroktol tdvol esd részein is jelentds szerkezeti /

dinamikai valtozasok kovetkeznek be, 1asd az Argl8 csoport jeleit a 4.3./4. dbran.

4.4. Fag konstrukciok — a rendszer miitkodésének igazolasa
A konyvtarkészités eldtt tobb fontos kérdést kellett tisztdznom. Az elsd, hogy vajon az

SGPI-1 illetve SGPI-2 inhibitorok kifejezheték-e M13 fag burokfehérjéhez kotve aktiv
formaban. A masik kérdés az volt, vajon sikeriil-e a kérdéses célenzimeinket megfeleld
mennyiségben aktiv forméaban kikdtném gy, hogy azokhoz hozzaférjen a fagon megjelenitett
inhibitor. El6szor tehat a vad tipusat SGPI-1 és SGPI-2 inhibitorokat épitettem fagmid
vektorba. A vadtipusi vektorok szintetikus génjének elkészitése egyben tesztelte azt az
eloallitasi modszert, amivel majdan a konyvtarakat is el kellett allitanom. Két olyan fagmid
vektorral dolgoztam, amelyeket Pal Gébor szerzett be szerzédés keretében a Genentech cégtol.
Az inhibitorok génjének két-primeres eldallitasat, valamint a késobb ismertetett kiméra

Fagmid rendszert hasznaltam, aminél minden burokfehérje vadtipust, nem fuzids forméaja
is jelen van a fert6zott sejtben. Ezeket a helper fag biztositja. A fuzidsan megjelenitett fehérjék
»potyautasként” keriilnek a fagfelszinre, és nagyban fiigg az adott fehérjétdl, hogy végiil
atlagosan hany példanyban jelenik meg. Az M13 fagok felszinén két f&6 modon fejeznek ki
fehérjéket: a plll fehérjéhez kotve, ami fagmid rendszert hasznalva atlagosan fagonként

kevesebb, mint egy fehérjét jelenit meg, illetve a pVIII burokfehérjén, aminél a kopiaszam nem
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josolhatd, de akar tobb példany is lehet. A célunk az volt, hogy fagonként atlagosan egy
inhibitor jelenjen meg (monovalens megjelenités). Ennél kevesebb csokkenti a konyvtar
méretét, mig ha egynél joval tobb inhibitor van jelen, az ,,aviditds’-hoz vezethet. llyenkor a fag
egy id6ben tobb inhibitor-protedz kapcsolaton keresztiil is kikotddhet, és egyedileg gyenge
kapcsolatok is erds kotést hoznak létre. Mi egyedileg is erds kapcsolatokat akartunk
szelektalni. Mivel nem tudtuk, hogy melyik burokfehérje lesz alkalmasabb, mind a két verziot
eldallitottam. Emellett egy masik szempont miatt is dupldzodott a vektorok szdmossaga.
Fagbemutatasndl elényds, ha a fuzids fehérje tartalmaz egy olyan jelet, cimkét is, amin
keresztiil igazolhato, hogy a rekombinans fehérje valoban megjelenik a fagokon. Egy ilyen
cimkét célszerli az N-terminalison elhelyezni, ugyanis amennyiben a rekombinans fehérjéhez
képest C-terminalis irdnyban lenne, egy protedz hasitds eltavolithatn4 a rekombindns fehérjét,
mig a cimke fent maradhat. Igy a cimke jelenlétébél nem tudnank eldénteni, hogy a kivant
fehérje is a fagon van-e. Ugyanakkor egy cimke elhelyezése gatolhatja a fehérje funkciojat.
Ezért készitettem cimkével ellatott, és cimke nélkiili konstrukciokat is. Tehat az SGPI-1 illetve
SGPI-2 géneket 4-féle vektorba épitettem, és igy Osszesen 8-féle konstrukcidt kaptam (lasd
4.4./1. abra).

A Genentech-t6] kapott fagmid vektorok, pS1602a és pS1607 plll-as illetve pVIll-as
megjelenitésre alkalmasak (Sidhu és mtsi. 2000a). Eredetileg a human novekedési hormont
jelenitették meg, ezt cseréltiik ki az inhibitorokkal. A megjelenitendd fehérje egy phoA szignal
peptidhez van kapcsolva, igy a periplazmaba keriilne, de a mogé kapcsolt fagfehérje miatt
megakad a membranban, és beépiilhet a burokba. A megjelenitendd fehérje és a fag
burokfehérjéje kozott egy szerin és glicin aminosavakat tartalmaz6 szakasz van, ami
térszerkezeti értelemben filiggetleniti egymastol a két fehérjét, és hozzaférhetobbé teszi a fagon

megjelenitett polipeptidet.
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pS1602a

6310 bp

Xhol - 1864 - C'TCGA_G
Bglll -2015 - A'GATC_T

1. a) Egy eredeti Xhol hasitohely kiiktatasa a pS1607vektorbdl,
b) Xhol és Acc651 és helyek bevitele iranyitott médon
apl602a és a pl607 vektorokba Kunkel mutagenezissel
¢) Opcionalis Flag-cimke (Flag-tag) bevitele Nsil és BglII
helyek kozé adapterrel

pGPVIII
6528 bp

Xhol -1612- C'TCGA_G
Xhol -1612-CTCGA_G

J— Beni-1782- AGATC_T

J " Acc6S1-1946 - G'GTAC_C

Bglll - 2021 - A'GATC_T
Acc651-2185 - G'GTAC_C

Xhol -1639-C'TCGA_G.
[ Bemi-1645- AGaTC_T
AccS1- 1809- G'GTAC_C

Xhol -1639- C'TCGA_G
Byl - 1645 - A'GATC_T
Acc651-1809 - G'GTAC_C

5’ Xhol SGPI1 vagy SGPI-2 elsé fele 3

3’ SGPI1 vagy SGPI-2 masodik fele
Acc651 5’

2. Az SGPI-1 illetve SGPI-2 gének szintézise és
ligalasuk fagmid vektorokba

SGPI1-pGPVIII __\
6305 bp i

-
3
_\/l

4.4/1. abra Az SGPI-1 illetve SGPI-2 fagon valo kifejezéséhez hasznalt fagmidok

l1étrehozasa pS1602a és pS1607 vektorokbol. A vektortérképeket a pDRAW3.2 szoftverrel készitettem.
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Az inhibitorokat kodold szintetikus géneket Xhol (5°vég) és Acc651 (3°vég) enzimparral
terveztem betenni a fagmid vektorokba (4.4./1. édbra). Ehhez els6 1épésben ki kellett iktatni
egy, a pS1607 vektorban az 1864-es pozicidoban szerepld Xhol helyet. Ehhez a vektort Xhol
enzimmel, és az 1625-6s pozicidban hasité Sall enzimmel emésztettem. A két enzim azonos
ragados végeket hoz 1étre, de ligalds utan mindkét palindrom enzimfelismerd hely megsziinik.
Ezek utan az j Xhol helyet, és egy Acc65I helyet alakitottam ki mindkét vektorban az adott
helyekre és adott vektorokra specifikus mutdcios oligonukleotidokkal (1asd lent).

Xho-in-1602a 5’GCCTCGGCTTATGCACTCGAGACTATACCACTATCTCG3'
Xho-in-1607 5’ GCCTCGGCTTATGCACTCGAGACTATACCACTAAGTCG3’
Acc65I-in-1602a 5’ GGCAGCTGTGGCTTCGGTACCGGCGGTGGCTCTGG3 ;
Acc65I-in-1607 5’ GGCAGCTGTGGCTTCGGTACCGGTGGAGGATCCGG3'

A mutéciokat Kunkel mutagenezissel vittem be. A mar emlitett Flag-cimkét (DYKDDDDK

aminosav szekvencia) az aldbbi adapterrel épitettem be:

5’ -TCGGATTATAAAGACGATGATGACAAACTCGAGA-3’
3’ -ACGTAGCCTAATATTTCTGCTACTACTGTTTGAGCTCTCTAG-5" .

Az adaptert a phoA szignal peptid mogé az Nsil és Bglll hasitohelyek kéz¢é iranyitottan
vittem be olyan vektorokba, amikbe kordbban csak az Acc65I helyet vittem be, az Xhol
helyet nem. Az adapter ugyanis egy Xhol helyet is beépit, mégpedig tigy, hogy ugyanazokat a
szintetikus géneket lehessen beépiteni a cimkementes vektorokba, mint a cimkével
ellatottakba.

A két beépitendd inhibitor génjét szintetikusan allitottam eld két, egymassal a 3’ végiikon
atfedo primer ,kiegészit6-polimerizacidjaval” (4.4./1. dbra). A két szintetikus uton eldallitott
inhibitor DNS szekvenciajat (SGPI-1, SGPI-2) a megfeleld restrikcidos endonukledzokkal
(Xhol, Acc65I) hasitva beépitettem a fent leirt plazmidokba. Igy Osszesen 8 konstrukciodt
hoztam létre (4.4./1. abra). Az egyes Iépéseket emésztésekkel, a végsé konstrukcidkat pedig
DNS szekvenalassal ellendriztem.

Ezt kdvetden az inhibitorok fagon vald kifejez0dését vizsgaltam. Ehhez a létrehozott
fagmid vektorokat XL1Blue sejtekbe transzformaltam, és fagokat izolaltam. Az izolalt
fagokat ELISA moddszerrel vizsgaltam. A lemezekre Flag-cimke elleni ellenanyagot,
szarvasmarha tripszin, szarvasmarha kimotripszin, illetve rak tripszint kotottem ki. Sikeriilt
igazolni, hogy a cimkét is megjelenitd konstrukciok szelektiven kikotddnek a megfeleld
ellenanyaghoz, és az egyes inhibitor formdk a nekik megfeleld specifitdssal kotddnek a
célenzimekhez. Az SGPI-1 erds jelet adott rak tripszinen, és nagyon gyengét az emlds
enzimeken, mig az SGPI-2 erds jelet adott kimotripszinen, és nem adott jelet a tripszineken. A
cimkével ellatott és a cimkementes konstrukciok csaknem azonos ELISA jelet produkaltak,
vagyis a cimke nem gatolta az expressziot, illetve az inhibitor aktivitasat, és az is kideriilt,

hogy a pVIII fehérjéhez valo fuzionalas mintegy haromszoros ELISA jelet ad a megfeleld
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pllI-fiziés konstrukciohoz képest. Ezen adatok alapjan célszerlinek latszott a cimkével
ellatott, pVIII-fuziés rendszert hasznialnom, de a dontés eldtt ellendrizni kellett, hogy
fagonként atlagosan hany inhibitor jelenik meg. Ezt fluorimetrids aktivitds-gatldas méréssel
gatoltam ismert, novekvO koncentracioji SGPI-2-fag oldattal. A teljes gatlasnal
meghatarozhat6 enzim-fag aranybol kidertilt, hogy atlagosan egy inhibitor szerepel fagonként,
ami idedlis volt a soron kovetkezd konyvtar szelekcidkhoz. A rendszer optimalizaldséval

kapcsolatos adatokat helysziike miatt nem mutatom be.

4.5. Fag konyvtar tervezése, eloallitasa
Egy olyan konyvtérat akartunk létrehozni, amelynél minden olyan aminosav pozicidban,

ahol az SGP-1 és SGPI-2 inhibitorok szekvencidja eltér, pontosan azt a két aminosavat
engedjiik megjelenni, amelyik a két inhibitorban egyiittesen szerepel. Ilyen konyvtar csak
akkor hozhato 1étre, ha a szintetikus oligonukleotidokat triplet prekurzorokbdl szintetizalnak,
igy binaris keverés esetén a szintézis adott 1épésénél kétféle kodon keverékét hasznalnak
[Fellouse ¢és Pal 2006]. Bar ilyen szintézis ma mar elérhetd, csillagdszati ara miatt a
hagyomanyos, nukleotid monomerenkénti szintézist valasztottuk. Ez azzal jar, hogy
amennyiben két aminosav kodonjat akarjuk csak megengedni, akkor ezt csak akkor tehetjiik
meg, ha a két kodon csak egyetlen pozicidban tér el. Példaul a glicin (GGN) és az alanin
(GCN) esetén ez teljesiil, egy G(G/C)T kevert triplet fele-fele aranyban reprezental majd
glicin és alanin kodonokat. Amennyiben a két kodon 2 pozicidéban tér el, ugy négy, ha pedig
3-ban, akkor akar nyolc eltér6 aminosavat, sot, esetleg stop jelet is reprezentalhatna egy-egy
kevert kodon. Egy ilyen 8-aminosavas illetve stop kodonos probléma a mi esetiinkben is
felmeriilt. Ezt mindenképpen el akartuk keriilni, hiszen kifejezetten az SGPI-1 és SGPI-2
szekvenciakban szereplé aminosavak felcserélhetdségére voltunk kivancsiak. Marpedig ha 8-
féle aminosavat engediink meg, akkor olyan alacsony reprezentaltsaggal jelenhet meg a két
SGPI-re jellemz6é aminosav, hogy ezek aranyanak megallapitdsdhoz rendkiviil sok klont
kellene szekvenalni.

A masik fejtorést az okozta, hogy a két SGPI szekvenciat egymas ald rendezve jol lathato,
hogy bar mindkettd Osszesen 35 aminosavas, az SGPI-1 a harmadik és negyedik cisztein
kozotti hurokban egy aminosavval rovidebb, mig a C-terminuson egy aminosavval hosszabb.
A kérdés tehat az volt, hogy a bindris keverésnél mi legyen a 24. pozicidban, illetve a C-
terminuson megjelend hiannyal. Nem lehet ugyanis tigy oligonukleotidot rendelni, hogy az

adott pozicidban a ndvekvd nukleotid lancoknak pontosan a felén kialakitsak a csak az egyik
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molekulaban szereplé kodont, mig a masik felén sziineteltessék a szintézist. Ezt oszloptdltet-
megosztasos modszerrel lehetne elérni, de ez a hagyomdnyos forrdsokbdl szintén nem
elérhetd. Ugyanez az dbra mutatja be azt is, hogy a lehetéleg minél inkabb binaris konyvtar
eléallitdsdhoz azt is figyelembe kellett venniink, hogy a két inhibitornal az egymastol eltérd
aminosavak esetében az egyes aminosavakra vonatkoz6 szinonim kodonok koziil melyek
azok, amelyek a masik aminosav kodonjatdl a legkevésbé térnek el. Ennek optimalizélasa
soran még arra is ligyelni kellett, hogy lehetdleg ne hasznaljunk olyan kodonokat, amelyek
coliban ritkak, tehat esetleg rontandk az expresszidt. Ezt a problémakort, és annak megoldésat
a 4.5./1. ébra illusztralja. Két primerrel nem lehetett volna a feladatot megoldani, de az abra
aljan lathaté 8 primerrel egy-egy pozicioban maximalisan 4-féle aminosavat megengedo, a
hianyokat (gap) is megengedd, €s stop kodon-mentes megoldast sikertilt kidolgozni.

A 10. pozicidban 1évé Lys/Phe eltérés miatt kellett volna ebben a pozicidban stop jelet, és
7-féle aminosavat megengedniink, amennyiben csak egyetlen degeneralt 5° (forward) és 3’
(reverse) primer parral dolgoztunk volna. A problémat ugy kiiszoboltiik ki, hogy egyetlen 5’
primer helyett kettdt hasznaltunk. A két primer minden randomizéaland6 pozicidban azonos
degeneraltsagot hordozott, kivéve a 10. poziciot, ahol az egyik a Phe (TTT), a masik a Lys
(AAA) kodont hordozta. A két primer keverék egyiitt tehat azt az eredményt adta, mintha a
10-es pozicioban binarisan tudtuk volna szintetizaltatni a TTT/AAA kodonok keverékét.

A két ,,gap” (24. és 36. pozicid) esetén hasonléan modon jartunk el, de ezek a pozicidk a
3’ primereket érintették. A két opcionalis ,,gap” 4-féle 3’ primerrel volt lefedhetd, melyek a
tobbi randomizalt pozicidban egymassal azonos degeneraltsdgot hordoztak. Ezek hasznélata
tehat azzal az eredménnyel jart, mintha binaris modon szintetizaltattunk volna egy-egy ,,gap”-
et és normalis kodont tartalmaz6 nukleotidot.

A két 5°, és a négy 3’ primer Osszesen nyolc PCR reakciot jelentett, amellyel 1étrehoztam
a kiméra konyvtdrat. A 7 bindris és 11 tetranomidlis randomizalds miatt a lehetséges

. r 11 . r ’ . . ’ r ’
variansok szama 2'x4''=53x10®%, aminek még a tizszerese is rutinszertien 1étrehozhato.
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GAG GTC ACC TGC GAG CCG GGC ACA ACG TTC AAG GAC

1. A vadtipusu DNS szekvencidk kozti

szekvencidkat eredményezi.

GAA GTG ACG TGC GAG CCG GGT ACG ACC TTT AAA GAT

SGPI-2 ENMTCEPGETEKDKCNTCRCGSDGKSAACTEKACPO=
A két inhibitor egymas ald rendezett aminosav-sorrendje. A 18 variabilis pozicidt kiemelés jelzi.

AAA TGC AAC ACG TGT CGC TGT GGA

kiilonbség minimalizalasa ¢és

AGT GAC GGA AAA TCG GCA GCG TGC ACC CTC AAG GCC TGC CCC CAG

optimalizalasa E.coli kodon preferencia szerint az alabbi

C AAC ACC TGC CGT TGC GGC TCG GAC

GGC ARA AGC GCG GCG TGC ACC CTT ARA GCC TGC CCG CAG ---

2. Az eltérés-minimalizalt és kodonhasznalatra optimalizalt szekvenciak keverése az alabbi aminosav konyvtarat eredményezné.

SGPI-1 EQECTPGQTKKODCNTCNCTPTG-VWACTRKGCPPH
SGPI-2 EVTCEPGTITEFKDKCNTCRCGSDGKSAACTLKACPQ

3. A vilagoskék hattér jelzi a kivant bindris keverést, a tobbi ,.felesleges”. Atgondolt stratégiaval sikeriilt elérni, hogy a piros hétterii rész
ne keriiljon be a kdnyvtarba. A valosagban létrehozott konyvtar tehat csak a vilagos, és sotétkék részek randomizalasat tartalmazza.

Forward-1:

Forward-2:

Reverse-1: K24; H35:
Reverse-2: K24; H35del:
Reverse-3: K24del; H35:
Reverse-4: K24del; H35del:

5/ GAA
5 GAA
S5'ATG
57 CKG
S5'ATG
57 CKG

SWG
SWG
CKG
CGG
CKG
CGG

RMG
RMG
CGG
Geca
CGG
Geca

TGC
TGC
GCA
GSC
GCA
GsC

RMG
RMG
GsC
TTT
GsC
TTT

cCG
cCG
TTT
AMG
TTT
AMG

GGT
GGT
AMG
GGT
AMG
GGT

MMG
MMG
GGT
Geca
GGT
Geca

ACC
ACC
GCA
CGC
GCA
CGC

AAA
TTT
CGC
csM
CGC
csM

AAA
AAA
csM
GMY
csM
GMY

SAK
SAK
GuY
TTT
GMY
GCC

RAW
RAN
TTT
GCC
GCC
GKY

TGC
TGC
GCC
GKY
GKY
CGR

AAC
AAC
GKY
CGR
CGR
GSY

ACC
ACC
CGR
GSY
GSY
GCA

TGC3’

TGC3’

GSY GCA AYK GCA GGT GTT GCA3’
GCA AYK GCA GGT GTT GCA3’

GCA AYK GCA GGT GTT GCA3’
AYK GCA GGT GTT GCA3’

A fenti 2x4 primerrel eléallithatd a 3. pontban jelzett kiméra konyvtar. Az alahuzott részek a nukleotid keverést jelolik az IUPAC kod szerint.

4.5./1 abra A konyvtartervezés logikai sémadja, €s az ez alapjan tervezett szintetikus konyvtar oligonukleotidok.
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A DNS konyvtar szintézisét tehat a két 5° és a négy 3’ primerrel kiilon-kiilon, azaz
Osszesen nyolc reakcidoban végeztem el. Ezek mindegyikét kiilon-kiilon emésztettem Xhol és
Acc65I enzimekkel, és ligaltam a megfeleld enzimekkel emésztett Tag-pGP-VIlII-as fagmid
vektorba. Az igy kapott ligatumokat elektroporacioval vittem be az erre alkalmas SS320-as
E.coli sejtvonalba (Sidhu és mtsi. 2000b.) Az igy létrehozott nyolc alkonyvtarnak megfeleld
fagokat izolaltam. Az alkonyvtar méreteket (4.5./1. tablazat) titraladssal (lasd anyagok és

modszerek) ellendriztem.

ALKONYVTAR FAG KONYVTARMERET (db)
SGIL-11 1.2x10°
SGIL-12 1.5x10°
SGIL-13 2.8x108
SGIL-14 5.8x10°
SGIL-21 7.5x108
SGIL-22 1.0x10°
SGIL-23 2.5x10®
SGIL-24 2.5x10®

4.5./1. tablazat Alkonyvtar méretek

SGIL= Schistocerca gregaria Inhibitor Library, az alkonyvtarak szamozasa a felhasznalt
primerek szerint tortént, igy az elsé szamjegy (1,2) az egyes illetve kettes 5° primerre, a
masodik szamjegy (1, 2, 3, 4) a 3’ primer sorszamara utal

Az alkdnyvtarméretek, illetve az egyesitett konyvtar mérete boven meghaladta az elméleti
diverzitast, igy biztosak lehettiink abban, hogy minden egyes lehetséges konyvtar varians

DNS-e elkésziilt a valosagban.

4.6. Szelekcio

Amikor fagbemutatas soran szelektdlunk, egyszerre, egymassal Osszefonodva kétféle
szelekcid is zajlik. Az egyik az, amely miatt a kisérleteket végezziik, tehat az in vitro
szelekcio a kikotott célpont molekuldkon. Emellett azonban egy madsik szelekcid is zajlik,
mégpedig a coli sejtben. A sejt a rosszul feltekeredd variansokat proteazaival eliminalja, tehat
a sejtet elhagyo, a fagon valoban megjelend variansok mar eleve feldusulnak feltekeredésre
alkalmasabb formakban anélkiil, hogy mi magunk erre kiilon szelektalnank. Emiatt vigydzni

kell, hogy a valddi célpont fehérjéken torténd szelekcid hatdsat ne mossuk Ossze a fenti
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hatéssal. Az elkiilonités lehetdségét az epitdp cimke biztositja. Amikor az inhibitorokat nem
protedzon, hanem a cimkét felismerd ellenanyagon szelektaljuk, akkor valojaban olyan
klonokat izoldlunk, amik nem méretddnek meg enzimgatlasi képesség szempontjabol, de a
sejtben mar megmérettek a feltekeredés képessége alapjan. Az ilyen szelektalt klonok
szekvencidinak kigyiijtése megmutatja, hogy az egyes randomizalt poziciok milyen mértékben
képesek hozzajarulni a fehérje stabilitdsahoz, és ehhez az adott pozicidkban milyen
aminosavakra van szlikség. Ezt az informéciot kell majd Osszevetni a célpont proteazokon
szelektalt klonok adataival, ugyanis az azoknal kapott trendekbdl ,le kell majd vonni” a
cimke-szelektalt csoport trendjeit ahhoz, hogy megtudjuk mik az adott célpont protedz altal
specialis kiszelektalt jellemzok.

A szelekcidhoz koncentraci6 aranyosan kevertem 6ssze a nyolc alkonyvtart, majd az
egyesitett konyvtdrat kiilon-kiilon  szelektaltam Flag-cimke elleni ellenanyagon,
kimotripszinen, valamint szarvasmarha és rak tripszineken. A masodik szelekcids kortdl
kezdve kovettem, hogy mekkora a célpont fehérjékrdl elualt fagok mennyisége egy
indifferens fehérjén, a szérumalbuminon kik6t6doé fagok szamahoz képest. Ez a dusulasi érték
jol jelzi, hogy a célpont fehérjéken valdoban szelektalédnak-e ahhoz specifikusan kotddni
képes variansok. A dasulds mar az elsd tesztelésnél, tehat a masodik kor végén is magas volt,
az ellenanyag esetén elérte az ezerszeres szintet, mig a protedzokon szazszoros szint koriil
volt. A harmadik korben a proteazokon is ezerszeres volt ez az érték. Ezért az ellenanyagon
szelektalt alkonyvtarbol a masodik ciklus utan, a protedzon szelektalt alkonyvtarakbol pedig a
harmadik szelekcios ciklus utdn izolaltam egyedi fag klonokat fag-ELISA tesztelésre (lasd
Anyagok ¢és modszerek). Végiil célpontonként 33 magas ELISA jelet produkald klont
gyljtottem O0ssze, amelyek identitasat DNS szekvenaldssal hataroztam meg. Az ellenanyagnal
30, szarvasmarha tripszinnél 31, rak tripszinnél 33, a kimotripszinnél pedig 31 szekvencia volt

olvashat6. (4.6./1. abra).
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4.6./1. abra. Szelektalt szekvenciak.

A) ellenanyagon, B) és C) marha és rak tripszinen, D) marha kimotripszinen. S

1 az SGPI-1-re, zolddel

,

argava

b megengedett aminosavakat jeloltem. A fehér hatt

I3

7

€T a ném-

ig az egyé

"

az SGPI-2-re jellemzd, sziirkével, ped

: 7
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Ez a mintaszdm mar megfeleld volt a késObbi statisztikai elemzésekhez is. A kapott
szekvencidkban kizarolag az ellenanyagon szelektalt klonok kozott voltak olyan varidnsok is,
amelyeket nem terveztiink bele a konyvtarba, tehat valoban véletlenszeri mutaciot hordoztak.
Egyetlen helyen, a 32-es aminosav pozicidban jelent meg treonin, holott itt csak glicin és
alanin volt megengedve. A DNS szekvencia szintjén azt taldltuk, hogy ezt - a leolvasott
kodonok tekintetében - egy guanin—adenin csere okozta. Mivel a gén elkészitéséhez a masik
szalat vettik meg szintetikus oligonukleotid formdajdban, a valdésagban a mutacio egy
citozin—timin cserét jelent, ami minden bizonnyal egy oxidativ dezaminaci6 eredménye volt.
Figyelemremélto, hogy egyik protedz szelekcio sem tolerdlta a 32. pozicidban az igy bekeriilt
treonint.

A szekvencidkat a négy célpont fehérje alapjan csoportokba gyiijtéttem. Az egymas ala
rendezésnél ugy jartam el, hogy lathatova tegyem az esetleg megfigyelhetd, a 10-26 mag
pozicidkra vonatkozd nem-véletlen eloszlast, tehat kapcsoltsagot. Egy egyszerl, az
aminosavak egybetiis jelolését haszndlo, abécé szerinti elrendezést alkalmaztam. A 10-es
pozicioban csak fenilalanin (F) és lizin (K) volt megengedve, igy el6szor az F10, majd a K10
tartalmu szekvenciakat listaztam. Ezutan az F10-et tartalmazo6 alkonyvtarban az egyes klonok
szekvenciakat ugy rendeztem, hogy a 26-0s pozicidban szintén abécé sorrend alakuljon ki, és
ugyanezt tettem a K10 alkonyvtar esetében. A szekvencidk felsoroldsa igy az F10-A26 parral
indul, ami az SGPI-2 magra jellemz6, és a K10-W26 parral végzodik, ami az SGPI-1 magra
jellemzo. A két blokk kézott a nem vadtipusu parok, amelyek vagy kevertek (pl. F10-W26),
vagy nem vadtipusi aminosavat is tartalmaznak (a 26-os pozicidoban 4-féle aminosavat
engedtiink meg). A vadtipusii magokat vastag keretezéssel emeltem ki. Mivel a P1 pozicid
vélhetden kitlintetett fontossagunak bizonyul, vastag és ddltbetiis irasmoddal emeltem ki az itt
szerepl0 aminosavakat.

A négy célponton és 18 pozicioban randomizalt pozicidk olyan nagy adathalmazt, annyi
szamszerlsithetd Osszefliggést jelentenek, amit szovegesen nehéz, és talan felesleges is lenne
mind felsorolni. Ezek meglehetdsen részletesen leirasra keriiltek a munkéval kapcsolatos
publikacionkban (Szenthe et al, 2007), ezért a disszertacioban csak az esszencidjat kivanom
leirni a megfigyeléseinknek, és ezekbdl levont kovetkeztetéseinknek. Eldszor a kvalitativ
kovetkeztetéseinket irom le, amelyeket késdbb kvantitativ statisztikai adatokkal is

alatamasztok.
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Az ellenanyagon szelektalt szekvenciak elemzése

Mint emlitettem, ez a szelekcid arra szolgalt, hogy az inhibitor szerkezetének stabilitasara
vonatkoz6 trendeket tarjunk fel. Az elsé fontos megfigyelés az volt, hogy meglehetdsen nagy
aranyban vannak nem-vadtipusti maggal rendelkezd klonok ebben a csoportban (4.6./1. dbra
A szekcid). Ezzel egyiitt az Osszetétel nem tiint randomnak, ugyanis a 26-os pozicidoban a 30
klon kozil csak egyetlen tartalmazott glicint mikdzben véletlen mintavétel esetén 7-8 ilyennek
kellett volna lennie. A maradék harom aminosav tipus (A, S, W) egyenletesebb, de nem
random eloszlasu. (9 A, 13 S, 6 W). Ha a hidrofob magokat tekintjiik, 9 F10-A26 (vadtipusu
SGPI-2-re jellemzd), 11 F10-S26, csak 4 F10-W26, és csak egyetlen F10-G26 mag jelenik
meg. Ez arra utal, hogy a feltekeredésre vonatkozo szelekcid az SGPI-2 magnak kedvez, és
megengedi az ahhoz vélhetdleg hasonld F10-S26 magot is. Az F10-W26 magok jelzik, hogy a
Pacifastin vazszerkezet elviseli a belsé mag méretének novelését.

Meglehetdsen latvanyos, hogy a P1 pozicidban leucin dominal. Elképzelhetd, hogy az
ilyen klonok konnyebben vihetdk at a membranon, mint a pozitiv toltésti argininesek. Talan
erre utalhatna egy tovabbi rendkiviil erés trend: a 18-as pozicidbdl szinte eltlinnek az SGPI
formakra jellemz6 csoportok (kiilondsen az arginin), és helyettiik egy ,,jovevény” aminosav, a
hisztidin dominél. Az ellenanyagokon kapott trendek tovabbi analizise helyett attérek az
enzimes szelekciok elemzésére azzal a megjegyzéssel, hogy az azoknal kapott aminosav
preferencidk értelmezésénél érdemes lesz megnézni, hogy az ellenanyag szelekcid az adott

poziciokra mit eredményezett.

A szarvasmarha tripszinen szelektalt szekvenciak elemzése

Az eml0s tripszinen szelektalt szekvenciak (4.6./1. dbra B szekcid) vizsgalata rendkiviil
érdekes eredményekre vezetett. Az elsd, rendkiviil fontos megfigyelés, hogy a P1 pozicidoban
kizarolag arginin fordul eld, mig az ellenanyagos szelekcioban a leucin dominalt. Ez
tokéletesen egyezik a tripszin Pl-specifitasaval kapcsolatos ismeretekkel. Az enzimes
szelekcid tehat kétségteleniil miikodott. Szintén az ellenanyag szelekcioval Osszevetve
latvanyosan felszaporodtak a vadtipusu magok (F10-A26, és K10-W26). Gyakorlatilag (egy
hijan) csak egyetlen alternativ megoldas szelektalodott ki, az F10-S26 mag, ami hasonlo lehet
az SGPI-2 maghoz. Igaz, ennek az aranya is alacsony.

Ezutan megnéztem, hogy kvalitativ alapon vannak-e az eltérd tipusu magokkal korreldlo
egyéb jelenségek. Két ilyen jelenség egyszerti szemléléssel is észrevehetd. Az egyik az, hogy
mig Az SGPI-2 tipust F10-A26, és az ehhez hasonldo F10-S26 magok nagyjabol egyforma
aranyban engedik meg az SGPI-1 és SGPI-2 jellegi csoportok eléfordulasat a 21. és 22.

77



pozicioban, addig az SGPI-1 jellegi K10-W26 mag lathatéan nem toleralja az SGPI-1-re
jellemzé P21 ¢és T22 aminosavakat. A KI10-W26 mag tehat kapcsoltnak tiinik ezen
poziciokkal.

Szintén egyértelmiinek tlinik, hogy csak az SGPI-1 tipusi K10-W26 mag tolerdlja a 32.

pozicioban a szintén SGPI-1-re jellemz6 glicint.

A rak tripszinen szelektalt szekvenciak elemzése

A rék tripszines szelekci6 (4.6./1. dbra C szekcio) is egyértelmiien miikodott, hiszen a P1
pozicioban itt is kizarolag arginint taldlunk. Az egyik érdekes eltérés az emlds tripszinen
kapott eredményektél az, hogy itt jol megfigyelhetd modon felszaporodtak az SGPI-1-re
jellemz6é magok az SGPI-2-re jellemz6é magok rovasara. Az izeltlabubol szarmazd enzim tehat
valami miatt elényben részesiti ezt a mag tipust. Kiilondsen erds ez a trend, ha az ellenanyag
szelekcidhoz hasonlitjuk, ahol szinte alig jelent meg ilyen mag! Tovabbi érdekesség, hogy ez
a tripszin megengedi a nem vadtipust, de az ellenanyag szelekcidban mar detektalt F10-W26
mag jelenlétét, ami talan arra utal, hogy a rak tripszin képes alkalmazkodni a bizonyéra kissé
eltéré konformacioju inhibitorhoz. Az F10-W26 magok ardnya megegyezik az ellenagyagos
szelekcidban eléforduldéval, ezért azt mondhatjuk, hogy a rak tripszin sem nem preferalja,
sem nem keriili ezt a varidnst. Tovabbi megjegyzésre érdemes megfigyelés, hogy a rak
tripszin esetében nyoma sincs az emlds tripszinnél latott, maghoz kapcsolt 21-22. pozicidkra
vonatkoz6 trendnek. Tehat mind a K10-W26, mind pedig a (joval ritkdbb) F10-A26 mag
megengedi mindkét fajta inhibitor jellemz6 aminosavait a 20-21. pozicidokban. Azt azonban
ennél az enzimnél is megfigyelhetjiik, hogy az SGPI-1 jellegli G32 aminosav itt is csak a
K10-W26 maggal parban jelenik meg. Tovabbi érdekesség, hogy mind az ellenanyag
szelekcidohoz, mind pedig az eml0s tripszin szelekcidhoz képest felszaporodik (magtipustol

fiiggetlentil) az arginin a 18. pozicidban.

A szarvasmarha Kimotripszinen szelektalt szekvenciak elemzése

Az emlds kimotripszinen szelektalt klonoknal lathato trendek (4.6./1. abra D szekcio)
mintegy kombinaljak a kétféle tripszinnél latottakat. Ez természetesen nem vonatkozik a P1
pozicidra, ahol itt kizardlag leucin szelektalodott ki, ami (bar maga az ellenanyag-szelekci6 is
ezt az aminosavat preferalta) egyértelmiien arra utalt, hogy a szelekcio itt is sikeres volt. A
vadtipusi magok tekintetében az emlds kimotripszin szelekcid ugyanolyan eloszlast adott,
mint az emlds tripszin szelekci6. Ugyanakkor azt latjuk, hogy megjelenik az F10-W26 mag is,

ami a rak tripszinnél, és az ellenanyagnal volt tapasztalhaté. Erdekes jelenség, hogy a 32.
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pozicidban most egyaltalan nem jelenik meg glicin. A 18-as pozicidra vonatkozdan hasonld
eloszlast kapunk, mint az ellenanyag esetében, a nem vadtipusii hisztidin dominal. A
kordbban mar érdekesnek talalt 21-es pozicid kornyékét megvizsgalva lathato, hogy itt is
felismerhetd egyfajta kapcsolat, még ha ez részleteiben el is tér attol, amit az emlds tripszinnél
lattunk. Az F10-A26 ¢és F10-S26, tehat SGPI-2 tipusu magok ugyanis itt is ,,érzéketlennek”
tlinnek a 21-22. pozicid Osszetételére, mig a K10-W26 mag itt is valogatni latszik, de az emlds
tripszinétdl eltérd preferenciaval. A K10-26W mag a 20-as és 22-es pozicidban nem tiiri meg
az SGPI-2 jellegli csoportokat (az emlds tripszin a 22-es pozicidban éppen az SGPI-1 tipust
nem tlirte meg), de a 21. pozicidban nem mutat preferenciat (mig itt az emlds tripszin ismét az

SGPI-1 tipust nem engedte meg).

4.7. Statisztikai analizissel alatamasztott kapcsoltsagok
Jollehet a fenti kvalitativ megfigyelésekbdl levont kovetkeztetéseket késobb a kisérleteink

is igazoltak, természetesen fontosnak tartottuk, hogy azokat valamilyen szigora statisztikai
probaval is alatamasszuk. Az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben részletesen ismertettem az
idevonatkoz6 kovariancia analizis, és az ehhez kapcsolodo szignifikancia teszt leirasat, igy
ezek technikai részleteire itt mar nem térek ki. Amit fontosnak tartok kiemelni az az, hogy a
két analizis egylittesen képes azonositani a paronkénti nem-fiiggetlen szelekciokat, amelyek
tehat valamilyen funkciondlis kapcsoltsagra utalnak. A kapcsoltsdg jellegét természetesen
onmagukban nem tarjdk fel, ehhez mindenképpen egyedileg kell megnézni az egyes
poziciokban megjelend kapcsolt trendeket (ahogy ezt a fenti kvalitativ elemzésben egyes
esetekben megtettem), és végiil kisérletesen kell igazolni, vagy cafolni a megfigyelésekbdl
levont hipotéziseket. Egy tovabbi fontos szempont, hogy a kovariancia analizis logikdjabol
adodoan kizardlag olyan poziciok kapcsoltsagat képes kimutatni, amelyekben van variabilitas.
Tehat sem a nem-randomizalt, sem a tokéletesen egynemiire szelektalt poziciokrol nem lehet
eldonteni, hogy azok akar egymassal, akar mas, variabilis pozicidkkal kapcsoltak-e.

A statisztikai vizsgalatok eredményeként tablazatos elrendezésben kaptuk meg (lasd
4.7./1. téblazat), jelezve az egyes kapcsoltsagok szignifikanciaszintjét, tehat annak

valdsziniiségét, hogy a kapcsoltsagra vonatkozo hipotézis igaz-e.
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A 2 3 5 8 10 12 13 18 20 21 22 24 25 26 30 32 35 36
2 0.78 0.03 0.26 0.60 0.65 0.50 0.68 0.53 0.38 0.58 0.21 0.21 0.11 1.00 0.91 0.03 0.71
3 (021 0.44 0.99 0.11 0.37 0.51 0.24 0.90 0.13 0.15 0.03 0.69 0.09 1.00/0.06 0.94 0.62
5 10.79 0.46 0.17 0.30 0.68 0.03 0.88 0.20 0.15 0.34 0.21 0.22 0.55 0.62 0.39 0.06 0.30
8 |0.43 0.09 0.67 0.04 0.26 0.93 0.61 0.99 0.34 0.67 0.85 0.86 0.21 0.09 0.43 0.22 0.62
10]0.09 0.40 0.26 0.58 0.83 0.77 0.18 0.82 0.62 0.46 1.00 1.00 0.32 1.00 0.58 0.13 1.00
12]0.26 0.49 0.33 0.55 0.07 0.49 0.70 0.57/0.02 0.77 0.64 0.46 0.33 1.00 0.65 1.00 0.12
1310.34 0.44 1.10 0.19 0.10 0.45 0.12 0.25 0.70 0.37 0.80 0.83 0.36 0.77 0.90 0.07 0.36
18]0.22 0.54 0.21 0.31 0.30 0.28 0.72 0.19 1.00 0.97 0.23 0.89 0.17 0.77 0.10 0.10 1.00
20(0.32 0.20 0.66 0.11 0.07 0.38 0.63 0.60 0.32 0.86 0.14 0.34 0.09 0.59 0.66 0.61 1.00
2110.26 0.67 0.62 0.39 0.13[1.17 0.17 0.02 0.40 0.06 0.47 0.10 0.77 1.00 0.71 1.00 0.27
2210.30 0.72 0.55 0.33 0.18 0.29 0.55 0.13 0.24 0.91 0.55 0.52 0.82 0.14 0.58 0.91 0.07
2410.39 1.09 0.51 0.10 0.00 0.18 0.14 0.45 0.67 0.19 0.21 0.72 0.57 0.49 0.24 0.46 0.73
25
26
30
32
35
36
B
2
3
5
8

0.51 0.31 0.66 0.21 0.03 0.45 0.27 0.18 0.54 0.80 0.42 0.13 0.46 0.77 0.56 0.32 0.16
0.61 0.83 0.41 0.62 0.25 0.52 0.54 0.62 0.84 0.13 0.26 0.21 0.45 0.13 0.76 0.90 0.89
0.04 0.03 0.06 0.24 0.02 0.02 0.06 0.04 0.09 0.01 0.17 0.10 0.05 0.19 1.00 0.50 0.49
0.09 0.69 0.34 0.30 0.10 0.21 0.14 0.55 0.22 0.06 0.26 0.38 0.24 0.17 0.04 0.07 0.61
0.87 0.05/0.86 0.47 0.53 0.05 0.91 0.66 0.24 0.01 0.11 0.19 0.42 0.08 0.09 0.68 0.26
0.13 0.21 0.43 0.22 0.00 0.64 0.40 0.02 0.02 0.43 0.89 0.05 0.66 0.07 0.10 0.12 0.43

2 3 5 8 10 12 13 18 20 21 22 24 25 26 30 32 35 36
0.59 0.72 0.98 063 0.54 0.49 0.96 092 0.54 0.41 1.00 0.82 0.95 1.00 0.85 0.52 0.21
0.34 0.42 0.17 888 0.07 0.55 0.87 0.70 0.14 0.10 0.49 0.68 M@ 1.00 [0.04 1.00 0.21
0.32 0.46 0.180.05 0.92 0.60 0.16 0.40 0.480.04 0.27 0.55 0.04 1.00 0.14 0.58 0.66
0.10 0.65 0.72 0.53 0.29 0.50 0.26 0.66 0.58 0.89 0.74 0.61 0.52 1.00 0.71 0.30 0.60
10 | 0.21 @@l 0.90 0.23 0.11 0.48 0.14 0.93 0.13 0.11 1.00 0.89 @@ 1.00 JONGEN 1.00 0.49
12]0.37 0.78 0.20 0.53 0.61 0.25 0.43 0.39 0.47 0.28/0.02 0.58 0.12 1.00 0.31 1.00 0.40
13]0.29 0.26 0.27 0.30 0.17 0.46 0.62/0.03 0.02 0.33 0.17 0.77/0.04 1.00 0.53 1.00 0.72
18]0.09 0.13 0.61 0.46 0.49 0.32 0.16 0.96 0.56 @@ 1.00 0.70 0.20 1.00 [JBNGHN 1.00 0.34
20[0.15 0.26 0.48 0.27 0.07 0.43/1.05 0.09 0.93 0.71 0.16 0.42 0.50 1.00 0.56 1.00 0.95
21[0.22 0.55 0.28 0.23 0.66 0.25 1.13 0.14 0.06 0.64 1.00 0.52 0.08 1.00 0.63 1.00 0.72
22048 0.77/1.06 0.18 0.73 0.56 0.43 [Jl§8l 0.29 0.22 0.09 0.54 0.27 1.00 0.74 1.000.04
24[0.02 0.07 0.12 0.04 0.01/0.28 0.14 0.01 0.13 0.01 0.19 0.48 0.35 1.00 1.00 1.00 1.00
25[0.24 0.30 0.41 0.33 0.08 0.35 0.17 0.20 0.42 0.24 0.40 0.08 0.78 1.00 0.31 1.00 0.19
26| 0.13 [l 1.03 0.35 8@ 0.71 0.97 0.51 0.35 0.86 0.59 0.12 0.22 1.00 [JBIB@N 1.00 0.26
30[0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00
32]0.060.48 0.37 0.09 [l2ll 0.25 0.12 8@ 0.13 0.08 0.08 0.01 0.23 @8 0.00 1.00 0.38
35]/0.05 0.02 0.05 0.05 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03 0.02 0.04 0.00 0.02 0.03 0.00 0.00 0.43
36]0.49 0.49 0.21 0.17 _0.14 0.31 0.07 0.29 0.05 0.05 1.02 0.00 0.51 0.47 0.00 0.16 0.04

c 2 3 5 8 10 12 13 18 20 21 22 24 25 26 30 32 35 36
2 0.38 1.00 0.10 0.55 0.83 0.45 0.29 0.72 0.69 0.98 0.41 0.09 0.45 1.00 0.86 0.07 0.87
3 |046 0.03 0.05 0.38 0.33 |ll0Hl 0.37 0.78 0.59 0.80 0.06 0.79 0.81 1.00 0.47 0.44 0.37
5 10.10 1.06 0.15 0.26 0.03 0.30 0.38 0.96 0.24 0.23 0.73 0.73 0.32 1.00 0.10 0.91 0.38
8 |0.74 0.92 0.69 0.64 0.84 0.28 0.55 0.20 1.00 0.40 0.780.04 0.69 1.00 0.56 0.53 0.31
10]0.22 0.32 0.48 0.13 0.83 0.66 1.00 0.10 0.13 0.17 0.27 0.53 @@ 1.00 0.26 1.00/0.04
1210.25 0.53 1.10 0.19 0.11 0.21 0.30 0.10 0.74 0.65 0.49 0.70 0.94 1.00 1.00 [HNGHN 0.52
13| 0.50 [lll8B 0.64 0.55 0.19 0.72 0.40 0.83 0.09 0.99 0.76 0.84 0.94 1.00 0.15 0.23 1.00
18 |0.48 0.42 0.47 0.24 0.00 0.50 0.48 0.20 0.86 0.34 0.86 0.88 0.79 1.00 0.18 0.86 0.43
20(0.30 0.25 0.17 0.59 0.74 0.83 0.27 0.60 0.11 0.60 0.43 0.13 0.47 1.00 1.00 0.84 0.41
21]0.18 0.23 0.50 0.01 0.66 0.15 0.77 0.12 0.66 0.58 1.00 1.00 0.83 1.00 1.00 1.00 1.00
220.11 0.22 0.64 0.39 0.55 0.33 0.12 0.44 0.34 0.23 0.43 0.74/0.02 1.00 0.81 0.85 0.02
2410.30 0.80 0.18 0.09 0.34 0.27 0.16 0.12 0.30 0.01 0.27 0.17 1.00 1.00 0.53 1.00 1.00
25]0.86 0.27 0.36/0.99 0.26 0.36 0.30 0.15 0.78 0.04 0.29 0.57 0.10 1.00 0.85 0.64 0.33
26[0.28 0.13 0.37 0.15 J2ISM 0.12 0.11 0.11 0.27 0.12/0.85 0.00 0.58 1.00 0.54 0.74 0.04
30(0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00
32)0.04 0.10 0.26 0.08 0.17 0.00 0.20 0.28 0.02 0.00 0.06 0.12 0.05 0.06 0.00 1.00 0.24
35[0.44 0.19 0.09 0.14 0.00 l0GH 0.27 0.05 0.05 0.01 0.05 0.01 0.10 0.04 0.00 0.03 1.00
36]0.08 0.33 040 0.35 1.16 0.25 0.04 0.24 0.33 0.00 1.22 0.00 0.42 0.85 0.00 0.23 0.01

D 2 3 5 8 10 12 13 18 20 21 22 24 25 26 30 32 35 36
2 0.69 0.71 0.41 0.21 0.68 0.24 0.17 0.12 0.37 0.99 0.73 8@ 0.37 0.14 1.00 1.00 0.96
31033 0.96 0.440.02 0.31 0.21 0.82 0.15/0.05 0.91 0.34 0.60 0.19 1.00 1.00 1.00 0.45
510.34 0.16 0.48 0.89 0.63 0.94 0.54 0.56 0.43 0.78 0.79 0.93 0.66 0.32 1.00 1.00 0.37
8 |0.47 0.44 046 0.72 0.92 0.71 0.64 0.26 0.29 0.95 1.00 0.45 0.84 0.63 1.00 0.82 0.56
10]0.43/0.97 0.07 0.13 0.48 0.82 0.930.05 0.27 1.00 lBIB8I 1.00 1.00 1.00 1.00
12029 0.49 0.34 0.13 0.23 0.34 0.88 0.11 0.89 0.53 0.08 0.17 0.47 1.00 0.80 0.28
13]0.64 0.65 0.21 0.32 0.13 0.51 0.12 0.78 0.44 0.57 0.36/0.05 0.63 0.66 1.00 0.26 0.24
18 [0.55 0.21 0.35 0.26 0.06 0.15 0.66 0.30 0.26 0.24/0.06 0.19 0.71 0.08 1.00 0.31 0.54
20[0.79 0.73 0.46 0.63/0.89 0.78 0.32 0.48 0.66 0.24 1.00 0.72 @& 1.00 1.00 0.57 0.71
210.38/0.90 0.35 0.51 0.33 0.07 0.35 0.39 0.23 0.88 0.72 0.87 0.03 0.45 1.00 1.00 0.35
22[0.13 0.21 0.32 0.14 0.44 0.53 0.66 0.10 0.34 0.04 0.11 1.00 0.34 0.14
24(0.15 0.39 0.14 0.04 0.22 0.40/0.75 0.04 0.10 0.87 88 0.45 1.00 0.30 0.61
25 |88l 0.25 0.12 0.31 0.01 0.68 0.86 0.45 0.21 0.07 0.43 0.07 0.03 1.00 1.00 0.08 0.11
260.48 0.64 0.32 0.15 [JSI88I 0.64 0.35 0.23 8@ 1.07 1.09 [l 1.06 1.00 1.00 0.510.04
300.07 0.02 0.05 0.04 0.01 0.05 0.05 0.08 0.04 0.04 0.07 0.04 0.01 0.03 1.00 1.00 1.00
32(0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00
35]/0.02 0.03 0.04 0.06 0.01 0.07 0.25 0.20 0.17 0.01 0.21 0.20 0.31 0.12 0.00 0.00 0.67
36 0.07 0.32 0.40 0.23 0.02 0.40 0.52 0.23 0.19 0.28 0.68 0.12 0.56 1.11 0.02 0.00 0.06

4.7./1. tablazat Aminosav poziciok paros kovariancia analizissel kapott (S)
kapcsoltsag értékei €s ezek (P) szignifikancia szintje.

Szelekcio: A) ellenanyagon B) szarvasmarha tripszinen, C) rak tripszinen, D) kimotripszinen.
Mindegyik szekcio alsé haromszogében az (S) kapcsoltsagi értéket, a fels6 haromszogében a (P)
szignifikancia szintet adtam meg (lasd Anyagok és mddszerek). Az egyes pozicid parok szinezése a
P értékre utal: piros: P<0.02; narancssarga: 0.02<P;<0.06; z6ld: 0.06<P<0.1. Magyarazat: a P<0.02
azt jelenti, hogy kisebb, mint 2% annak a valdszintlisége, hogy a detektalt kapcsoltsag mintavételi
hibanak kdszonhet6 (tehat 98% a valoszinlisége, hogy a kapcsoltsag valos).



Egyszerli szemrevételezéssel is levonhatd az a fontos kovetkeztetés, hogy az ellenanyagon
tortént szelekcid esetén is van kapcsoltsag szamos pozicid kdzott, annak ellenére, hogy itt nem
volt inhibitor funkciéra torténd szelekcid. A randomizalt csoportok egy részének tehat mar
pusztan azért is egylitt kell miikddniiik, hogy a molekula fel tudjon tekeredni, és termelhetd
legyen. A viszonylag alacsony (az enzimes szelekciokhoz képest, lasd késdbb) szignifikancia
szintek, és a kisszdmu kapcsolat arra utal, hogy a Pacifastin szerkezet robosztus, sokféle
mutéciot elvisel.

A masik rogton szembe6tld jelenség, hogy az enzimes szelekcioknal talalt kapcsoltsagok
szama, ¢és szignifikancia szintje rendre magasabb, mint az ellenanyag szelekciora vonatkozo
értékek. Ez bizonyara azt jelenti, hogy az enzimekhez vald kapcsolodas a feltekeredésen feliil
tovabbi kritériumokat tdmaszt az inhibitor molekulédk szerkezetével szemben, ami még tobb
egylittmiikodést kovetel meg a poziciok kozott.

A harmadik, latvanyos jelenség, hogy az egyes enzimek més-mas pozicidkapcsoltsagokat
hivnak elé a konyvtarbol, tehdt az egyes enzimek eltérd ,igényeket tdmasztanak”. A
tablazatos elrendezés lehetové teszi az egyes S (score) értékek, és az ezekhez tartozd P
szignifikancia szintek szemrevételezését, de nem jol vizualizaljak a kapcsolatok haldzatat. Ezt
két eltéré modon is megkiséreltem. A 4.7./1.A dbran az egyes poziciokat egyetlen koron a
négyféle szelekcid esetében azonos modon rendeztem el, igy viszonylag jol lathatéak voltak
az azonossagok, ¢s eltérések az egyes szelekciok kozott. Ugyanakkor a rengetek Osszekotd
vonal egymast keresztezve, mégis kusza képet adott. Ezért a 4.7./1.B abran egy olyan
abrazolast is alkalmaztam, ahol minimalizaltam a pozicidkat 0Osszekoté vonalak
keresztezddését. Ez a mddszer jobban kiemelte bizonyos csomopontok meglétét, és azt, ha
esetleg szigetek alakultak ki, amik mas poziciokkal nem tartanak kapcsolatot.

Ugyancsak kiemelendd tény, hogy a kvalitativ analizissel felismert 10-26 pozicidok
kapcsolatat mindharom enzimszelektalt szekvencia sereg esetén igazolta a statisztikai analizis,
mégpedig a legerdsebb szignifikancia szint, P=0.0 értéken. A magok tehat nem csak
térszerkezeti analizisben kimutathat6, egymashoz kozeli aminosav csoportok, hanem valddi,
alapvetd funkcionalis szereppel bird milkodési egységek. A halozatok tokéletesen
visszaigazoltdk a magok és a 20-22 pozicidok kézotti, valamint az egyéb, a szovegben emlitett
kapcsoltsagokat is (lasd 4.7./1.B é&bra). A halézatok a kordbban emlitetteknél joval tobb
funkcionalis kapcsolatot javasolnak, amelyek értelmezéséhez még tetemes mennyiségi

kisérletes munkara lenne sziikség.
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FLAG-tag Szarvasmarha tripszin Kecskerak tripszin Szarvasmarha kimotripszin

@&
4.7./1.B abra Az egyes randomizalt pozicidk funkciondlis fiiggdségi halozata paros kovariancia analizis alapjan.

A 4.7./1. tablazatbdl szarmazo adatok alapjan abrazoltam a josolt funkcionalis kapcsoltsagot minden egyes randomizalt pozicio parra.
A fels6 sorban az elrendezés igyekszik megkonnyiteni az egyes szelekciok kozott meglévd azonos kapesoltsagok felismerését.
Az also6 sorban alkalmazott séma ezzel szemben jobban vizualizalja a halozatok egyedi szerkezetét.
A szinezési séma a kovetkezd: a vonalak szine megegyezik a 4.7./1. tablazatban szerepld, a kapcsoltsag szignifikancia szintjére vonatkozo
szinekkel. A poziciok szine a legmagasabb szignifikancia szintii kapcsolatukat tiikrozi.
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Ebben a munkaban elsdsorban a célkitlizésem szempontjabol legfontosabb
kapcsoltsagokra koncentraltam: annak megvalaszoldsara, hogy mi okozhatja az SGPI-1
jellegli inhibitorok nem-kanonikus viselkedését, illetve torzs-specifitasat. Ebbdl a
szempontbol két pozicidcsoportra lettem figyelmes. Az egyik, a mar emlitett 20-22 régio,
amin belil az SGPI-1 mag nem tlri meg az SGPI-1 jellegli csoportok eléfordulasat,
amennyiben a célenzim az emlds tripszin. Mivel az idevonatkozé SGPI-2 jellegli
aminosavakat az ellenanyagos szelekcié nem preferdlta, szinte bizonyosak lehettlink abban,
hogy ezek asszociacioja az SGPI-1 jellegli maggal komoly affinitdsndveld szerepet jelez. A
masik csoportba két pozicid, az 5. és a 18. tartozott. Ezek szintén kapcsoltsagot mutattak
részben a 10-es, részben a 26-0s poziciokkal. Mindkettére igaz volt, hogy a K10-W26-o0s
SGPI-1 tipusii maghoz asszocialodva ezen a két pozicion is SGPI-2 jellegli aminosavak
jelentek meg. Ezekben az esetekben azonban az ellenanyagos szelekci6 is az SGPI-2 jelleget
preferalta. Ezért nem voltunk bizonyosak abban, hogy a latott asszociacio affinitdsndveld,

avagy inkabb feltekeredést javitd hatasu-e, illetve esetleg mindkét funkciora hatassal vannak.

4.8. Inhibitorok tervezése a szelekcio fényében
A fenti gondolatmenet alapjan a kovetkez6 variansokat terveztiik:

A) SGPI-1-PO1 (PO1 = Phage-Optimised-1): SGPI-1-(TSE/N18R/T20G/P21S/T22D)

A fenti gondolatmenet alapjan ebbdl a variansbol kihagytuk azokat az SGPI-1
csoportokat, amelyeket a szarvasmarha tripszinen torténd szelekcié sordn a K10-W26-o0s
SGPI-1 mag nem toleralt. Ezeken a pozicidkon az SGPI-1 jellegii aminosavakat az SGPI-2-
ben szerepl$ valtozataikra cseréltiik. Frdemes megjegyezni, hogy a 20-22 szakasz a
molekulaban egy hajtlikanyart alkot, amelynek szekvencidja SGPI-1-ben TPT, mig SGTI-2-
ben GSD. A szakasz cseréje tehat igy is jelolhetd: TPT20-22GSD.

B) SGPI-1-PO2: SGPI-1-(TSE/N18R/T20G/P21S/T22D/K31M)

Mivel tudtuk, hogy az emlds tripszin a P1’ pozicidban szerepld pozitiv csoportokat
nem kedveli (lasd ,,Irodalmi attekintés™), az SGPI-1-PO1 variansban lecseréltiik az SGPI-1
illetve SGPI-2 molekuldkra egyarant jellemzdé P1° K31 csoportot metioninra, eldéllitva az
SGPI-1-PO2 varianst..

C) SGPI-1-PO3: SGPI-1(TSE/N18R)

Ezt a mutanst annak kideritésére terveztiik, hogy vajon az SGPO-1-PO1 aktivitasdban

mekkora szerepet jatszanak az amugy kevésbé fontosnak josolt TSE és N18R mutaciok.

D) SGPI-1-PO4: SGPI-1-( T20G/P21S/T22D)

83



Ezzel a varianssal azt akartuk megtudni, hogy a felszini hurokcsere 6nmagaban mekkora
hatassal jar. A konnyebb attekinthetdség érdekében a variansok szekvencidit is bemutatom a

4.8./1. dbran.

SGPI-1 EQECTPGQTKKQDCNTCNCTPTG-VWACTRKGCPPH
SGPI-2 EVTCEPGTTFKDKCNTCRCGSDGKSAACTLKACPQ-
SGPI-1-PO-1 EQECEPGQTKKQDCNTCRCGSDG-VWACTRKGCPPH
SGPI-1-PO-2 EQECEPGQTKKQDCNTCRCGSDG-VWACTRMGCPPH
SGPI-1-PO-3 EQECEPGQTKKQDCNTCRCTPTG-VWACTRKGCPPH
SGPI-1-PO-4 EQECTPGQTKKQDCNTCNCGSDG-VWACTRKGCPPH

4.8./1. abra Fag-szelekcio, kovariancia analizis, és korabbi ismeret alapjan tervezett

variansok

Az SGPI-1 szekvencidjaba beemelt SGPI-2 jellegii csoportokat z61d szin jeldli, a korabbi
ismeret alapjan bevitt metionint kékkel emeltem ki. A P1/P1’ pozicidkat aldhtiztam.

A mérési eredményeket, €s ezek dsszevetését a tanszéken kordbban készitett formak adataival

a 4.8./1. tibldzatban mutatom be.

Szarvasmarha tripszin Kecskerak tripszin
- . , K
Inhibitor varians P1-P1’ | Mag | K; (PM) | K ocpra/K varidns (pl\}[) K, scprt/K varidns
SGPI-1-PO-1 R-K | K-W 3500 60 2,6 1,2
SGPI-1-PO-2 R-M | K-W 20 10500 6,4 0,5
SGPI-1-PO-3 R-K | K-W | 270000 0,8 0.3 10
SGPI-1-PO-4 R-K | K-W | 10100 21 35 0,9
SGPI-1 R-K | K-W | 210000 1,0 3,0 1,0
SGPI-1-K31M R-M | K-W [ 30000 7,0 5,0 0,6
SGPI-2-L30R R-K F-A 5500 38 2,0 1,5
SGPI-2-L30R/K31M | R-M F-A 5 42000 1,2 2,5

4.8./1. tablazat SGPI-1 és SGPI-2 variansok 0sszehasonlitd inhibicios adatai.

A tablazatban Osszefoglalt adatokat a kovetkezoképpen értelmeztem. Az eml0s tripszinen
mért adatokat elemezve lathatjuk, hogy a szelekcio és kovariancia alapjan josolt mutaciok az
SGPI-1-PO-1 varianst hatvanszor aktivabba tették ezen az enzimen, mint az SGPI-1 volt, és
annak affinitasa igy a nanomolaris tartomanyba keriilt. Ennél is fontosabb azonban, ezekkel a
valtoztatasokkal a molekula gyakorlatilag ugyanolyan jé inhibitorra valt, mint a II. tipusu
maggal rendelkez6 SGPI-2-L30R (P1 pontmutins) varians. SOt, ha megnézzilk a rak
tripszinen kapott adatokat, azt lathatjuk, hogy az SGPI-1-PO1 és az SGPI-2-L30R ebben a
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tekintetben is azonos viselkedéstick, mindkettd pikomolaris affinitdssal gatolja az izeltlabu
enzimet. Mivel a két forma izofunkcionalis, sikeriilt bizonyitani, hogy pusztan az I. tipusu
mag 6nmagaban nem lehet felelds a torzs-specifitasért.

Az irodalmi adatok alapjan tervezett K31M (P1”) mutéci6, ami az SGPI-1-PO2 mutanshoz
vezet tovabbi 175-sz06ros javulast okoz, €s a pikomolos tartomanyba mozditja a K értéket az
emlGs tripszinen is. Erdemes kiemelni, hogy ugyanez a P1’ mutacié a kiindulasi SGPI-1
molekulan csak egy szerény 7-szeres hatassal jart. Ez arra utal, hogy az SGPI-1 molekula nem
ugy illeszkedik az emlds tripszinhez, hogy kihasznalhatnd az optimalizalt P1° csoport
elényeit. Ugyanez a K31M P1° mutici6 az SGPI-2-L30R molekuldban ezerszeres
affinitasndvekedést okozott, ami arra utal, hogy az SGPI-2 alapu L30R pontmutans és az
SGPI-1 alapu SGPI-1-PO1 tovébbra sem tokéletesen azonos modon kotddnek az emlds
enzimhez.

A kovetkezd kérdés az volt, vajon az egyes mutacid-csoportok (TSE/N18R illetve
T20G/P21S/T22D) mekkora szerepet jatszanak, ha blokkonként épitjik az SGPI-1
molekulaba. Mint az, az SGPI-1-PO3 adatbdl lathato, az SGPI-1 molekuldban emlds
tripszinnel szemben a TSE/N18R blokk nem okoz valtozast. Az SGPI-1-PO4 adatbol ezzel
szemben azt lathatjuk, hogy a T20-P21-T22 hurok cseréje f0szerepet jatszik (21-szeres hatés)
az emlds tripszinen torténd affinitdsnovekedésben. Az eddig emlitett adatok Osszevetésébol
ugyanakkor az is vilagos, hogy a hurokcserével kombinalva a TSE/N18R blokknak is van
valami szerepe, hiszen ezzel a blokkal egyiitt mar 60-szoros az affinitds ndvekedése. Ez tehat
egy Ujabb (igaz szerény, 3-szoros) nem-additiv jelenség.

Az izeltlabu tripszines adatokat megnézve azt lathatjuk, hogy ott a P1’° poziciot és a T20-
P21-T22 hurkot érinté mutaciok gyakorlatilag nem okoznak valtozast, mig a TSE/N18R blokk
tizszeres affinitdsnovekedést okoz. Utdlag Ujra ellendrizve a szelektalt szekvencidkat, ez az
affinitasnoveld hatas akar josolhatd is lett volna, hiszen az R18 csoportra komoly pozitiv
szelekciot fejt ki a rak tripszin, kiilonosen az ellenanyagos szelekcidhoz viszonyitva (lasd
4.7./1. abra).

A fenti eredményeket Osszefoglalva azt a kdovetkeztetést vontam le, hogy az I. tipust
maggal rendelkez6 molekulak torzs-szelektivitdsat nem 6nmagéban a hidroféb mag felépitése,
hanem az adott tipusti mag, és a T20-P21-T22 szekvenciaju hurok kombinacioja okozza.

Ennek funkcionélis magyarazatat a ,,Konkluziok” fejezetben igyekeztem megadni.
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5. KONKLUZIO

Amint azt a célkitiizésekben leirtam, doktori munkdm sordn arra igyekeztem magyarazatot
talalni, hogy a Pacifastin csaladba tartozd6 SGPI-1 (és annak ortologjai) miért viselkednek
nem-kanonikus modon. Pontosabban: i) miért rendelkeznek kordbban soha nem tapasztalt
mértékill torzs-specifitassal, és ii) a P1-kornyéki mutaciok tekintetében miért nem kovetik a
Laskowski modellbdl kovetkezd additivitasi szabalyt, tehat azonos mutaciok miért fejtenek ki
nagyon eltéré mértéki hatast SGPI-1-ben illetve SGPI-2-ben.

A torzs-specifitds kapcsan az irodalomban korabban 3 hipotézist vetettek fel.

Hipotézis 1.: az SGPI-1 (és ortologjai) torzs-specifitdsanak oka a P1’ jellegében rejlik. Ez
egy pozitiv toltési lizin, ami komplementer moédon megfelel az izeltlabu tripszinekben S1°
helyén 1év6 negativ toltésii csoportoknak, de kifejezetten elonytelen emlds tripszineken, ahol
az S1’ helyen pozitiv oldallancot talalunk. Ez a hipotézis csak részben bizonyult helyesnek,
ugyanis SGPI-1 esetén a K31M P1’° csere csak nagyon szerény, 7-szeres hatast fejtett ki
(szemben az SGPI-2 L30R molekuldban bekdvetkezé 1000-szeres hatassal). A f6
meghatarozo elem tehat nem a P1° jellege [Malik és mtsi. 1999; Patthy és mtsi. 2002].

Hipotézis 2.: az eltérd viselkedést az 1. és II. tipusu formak szerkezeti merevségének
eltérései okozzak. Amint azt az irodalmi 4attekintésben is bemutattam, Gaspari Zoltan korabbi
eredményei azt mutattak (lasd 1.2.4./3. abra), hogy az SGPI-1 vazszerkezete merevebb, mint
az SGPI-2-¢. Ez alapozta meg azt a hipotézist, hogy a torzs-specifitds oka az SGPI-1
merevebb szerkezete gatolja az emlds tripszinhez idomulésat, mig valami miatt nem gatolja az
izeltlabu eredetli tripszinhez val6 idomulast. Ennek a hipotézisnek a felallitasdhoz fel kellett
tételezniink, hogy a 6-diszulfid hidat tartalmazé emlds enzim merevebb szerkezetii, mint a
csak 3 diszulfid hidat tartalmazo rak tripszin. Ennek a hipotézisnek a témakdorét komplikalja
az az irodalmi attekintésben ismertetett tény, hogy a természetes forrasbol szarmazé SGPI-2
(és LMPI-2) poszttranszlaciés modositasként fukéz csoporttal rendelkezik, ami igazoltan
merevebbé teszi a molekulat. Tehat az is elképzelhetd, hogy a fukoziladlt SGPI-2 ¢és a
természetes formajaban sem modositott SGPI-1 dinamikai sajatsdgai hasonldéak. Mindenesetre
ennek a hipotézisnek az ellendrzésére terveztik az Osszehasonlito NMR-titralasos
vizsgalatokat.

Hipotézis 3.: az eltérd viselkedést a P6-P10 hurok (20-25 régid) eltérései okozzak. Az
SGPI-1-ben és ortologjaiban a 21-es pozicioban prolin van, mig az SGPI-2 tipusban itt szerin
csoport szerepel. Az LMPI-2 és a szarvasmarha kimotripszin komplexének

rontgenkrisztallografiai elemzésével és ezt kovetd modellezéssel azt talaltdk, hogy ha az
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LMPI-2 molekulat LMPI-1 molekulaval helyettesitik, akkor ez utobbi P21 csoportja nagyon
kozel esik a kimotripszinen 1évé felszini G173 csoporthoz. Ebben a pozicidban emlds
tripszinekben prolin van (P173). Ezek utan molekulahelyettesité modellezéssel a
kimotripszint is lecserélték, mégpedig szarvasmarha tripszinre, és azt kaptak, hogy az LMPI-1
P21 csoportja és a szarvasmarha tripszin P173 csoportja iitkdznének, és ezzel magyaraztak,
hogy az LMPI-1 (és az SGPI-1) szinte inaktiv emlds tripszinen.

A mi irdnyitott evolucids kisérletiink egyértelmiien azonositotta a tdrzs-specifitas
hatterében all6 okat, mar ami az egyes poziciok funkciondlis hozzéjarulésat jelenti. Az ilyen
értelemben vett ok nem mas, mint az I. tipust K10-W26 mag és az 1. tipusa T20-P21-T22
hurok kombinaciojanak Osszeférhetetlensége az emlds tripszinhez vald nagy affinitasa
kotéssel. Ezt a fagbemutatason alapulo felismerést az egyedi varidnsokon végzett inhibicios
mérések is tokéletesen igazoltdk. Az irdnyitott evolucios megkdzelités tehat megvilagitotta a
funkcionalisan legfontosabb f&szereploket, helyesen megjosolta, hogy azok milyen
kombinacioban fejtik ki a hatasukat, de maga a modszer természetesen nem képes
megvalaszolni, hogy az adott kombinaci6 miért okoz torzs-specifitast.

Ha alaposabban Osszevetjiik az 1. és II. tipusu inhibitorok vazszerkezetét ugy, hogy a P3-
P3’ szakaszon illesztjiik 6ssze ezeket a molekuldkat, akkor azt fogjuk tapasztalni, hogy a 20-
22-es hajtli radikdlisan mas pozicioban van az I. tipusndl, mint a II. tipusnal (lasd 5. /1.-es

abra).
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NMR (baloldalon) és rontgenkrisztallografias (jobboldalon) szerkezetek azt mutatjak,
hogy L. tipusu (sarga) Pacifastin mag esetén a 20-22 hurok 1ényegesen kijjebb nyomaddik, mint
II. tipusu (kék) mag esetén.

A szerkezetek a P1 kdrnyéki hurok, és az abszolut konzervalt 13-16 pozicidkban lettek
Osszeillesztve. Felhasznalt PDB fajlok: ID2F91, 1GL1, 1IKGM és 1 KJO
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Ezek alapjan a legegyszeriibb magyarazat a kovetkezd: a K10-W26 mag kifelé nyomja a
T20-P21-T22 hurkot (5./2. dbra), és igy az litkozni fog az emlds tripszin P173-as csoportjaval.
Ez a kovetkeztetés tehat hasonlit a harmadik hipotézis okfejtésére, de ugyanakkor Iényeges
eltérés van a két magyarazat kozott. A harmadik hipotézis feltette, hogy a P21 onmagaban
képes akadalyozni az eml0s tripszin kotést. A mi modelliink azonban azt éllitja, hogy csak a
mag ¢s a P21 tartalmu hurok kombindcioja okoz problémat.

5./2. abra A II. tipusti mag és a 20-22 hurok fizikai kapcsolata.

A K10-W26 pozicidk funkcionalis kapcsoltsaganak oka, hogy egymassal fizikai
kapcsolatban léve a molekula magjat alakitjak ki. A mag és a 20-22 hurok funkcionalis
kapcsoltsaganak legvalosziniibb oka, hogy a triptofan mintegy ,,.kidomboritja” a prolin

tartalma hurkot.

Az eml0s tripszinen szelektalt klonok mintegy harmada tartalmaz P21 csoportot, jelezve,
hogy a P21 onmagaban nem jelent problémat. Ugyanakkor ezeknek a megengedett P21
csoportoknak szinte mindegyike SGPI-2 tipusti maggal parosult. Az irdnyitott evolicids
megkozelités erejét éppen ez mutatja: sokkal eredményesebben tarja fel a kombinaciok okozta
jelenségek hatterét, mint az egyedi muticidkat hasznald klasszikus fehérjemérnoki
megkozelités.

Komoly tanszéki eredmény volt az utobbi években az SGPI-1 és a rak tripszin
komplexének kristalyositasa [Fodor ¢és mtsi. 2005]. A kiilonlegesen nagy felbontasu
rontgenszerkezet alapjan kideriilt, hogy a szokasos P3-P3’interakcios felszineken (lasd
Schechter és Berger nevezéktan) tal itt a P12-P4, és a P4’-P5’ szakaszon is vannak
egymashoz fekvd inhibitor-enzim felszinek. A szerkezeten alapuld in silico analizis azt
josolta, hogy ezek a teriiletek — beleértve az N18 oldallancot, ami a Schechter-Berger
nevezéktan szerint a P12 csoport, és a P10-P8 teriiletre es¢ T20-P21-T22 szakaszt, hozzajarul
ahhoz, hogy az SGPI-I er6sebben koti a rak tripszint, mint az emlds tripszint. Bar az atomi

felbontasu térszerkezetek felbecsiilhetetleniil nagymértékben jarulnak hozzéd a molekularis
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mechanizmusok megértéséhez, ebbdl a vizsgalatbol is kideriilt, hogy nagy 6vatossagot
igényelnek a pusztan szerkezeti alapon levont funkcionalis kovetkeztetések, foleg, ha
modellezésen alapulnak. A kisérleti tények ugyanis azt mutatjdk, hogy mind az N18, mind
pedig a T20-P21-T22 szakasz kicserélhetd teljesen eltérd tipusu csoportokra ugy, hogy a rak
tripszinhez kotés affinitdsa egyaltaldn nem csdkken, s6t akdr még tizszeresére is ndvekedhet
(lasd 4.8./1. tablazat).

Jollehet a fenti magyarazat a legegyszeriibb, és a disszertaciom mottdjaként valasztott,
Albert Einsteinnek tulajdonitott mondas is a lehetd legegyszeriibb modell elfogadasara buzdit,
ugyanezen idézet arra is figyelmeztet, hogy a tilegyszerisités is keriilendd. Bar a konkrét
kérdésben nagy valdszintiséggel ez az egyszerli mag + hurok kombinacids modell helytallo,
ez nem jelenti azt, hogy a Pacifastin csaldd kétféle tipusanak ne lehetnének olyan eltérései,
amiket csak bonyolultabb modell magyarazhatna, példaul olyan, ami az eltéré dinamikai
sajatsagokra alapoz.

Ezt a gondolatot erdsiti az is, hogy a fagszelekcidé szdmos olyan funkcionalis kapcsolatot
tart fel, amelyek nem kozvetlen kontaktusban 1év6 csoportok kozott allnak fent. Ezeknél
valoszinil, hogy a dinamikai sajatsdgoknak is szerepiik van. Elképzelhetd, hogy éppen ezekre
a nehezen értelmezhetd kapcsoltsagokra utal az az ,,Eredmények és Diszkusszio” fejezetben
leirt NMR alapu megfigyelés is, miszerint az SGPI-2 kimotripszinhez valo kotésekor az
inhibitor molekulanak a proteazkotd helytdl tavoli részei is komoly szerkezeti-dinamikai
valtozasokat mutatnak.

Szintén érdekes, és valdsziniileg fontos parhuzam az NMR-es és fag-szelekcios vizsgalat
kozott a 18-as pozicid jellegzetes viselkedése. A fagszelekcio soran csak néhany pozicié adott
drasztikus valaszt az eltéré szelekcios nyomasokra. A P1, a mag és a 20-22 hurok mellett
éppenséggel a 18-as pozicid volt az, amelyik kiilonleges mddon viselkedett (1asd 4.7./1. &bra).
Az ellenanyag-szelekcidban és a kimotripszines szelekcidban szinte eltlint innen az SGPI-2-re
jellemzd R18, és helyette az egyik Pacifastinra sem jellemz6é H18 jelent meg. Ehhez képest az
emlos tripszin ,,visszaengedte” az R18 aminosavat, mig a rak tripszin kifejezetten preferalta
azt.

Osszefoglalasképpen tehdt a dolgozatom legfontosabb eredményének azt tekintem, hogy a
fagbemutatassal sikeriilt megtalalnom az SGPI-I tipusu Pacifastinok nem-kanonikus
mukodésének okat. Legjobb tudoméasom szerint ez az elsé olyan reverzibilis inhibitor,
amelynél a mag szerkezete kifejezetten nagy hatast gyakorol a molekula felszini
tulajdonsagaira, és ezen keresztiil az inhibitor specifitasara. Ezek az eredmények arra utalnak,

hogy még szdmos olyan standard mechanizmussal miikoddé protedz inhibitor csalad 1étezhet,
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amelynek tagjai nem-kanonikus médon miikodnek, tehat amelyek leirdsara nem alkalmas a
Laskowski-féle szekvencia-reaktivitas algoritmus.

M¢g inkébb altaldnositva az eredményeket, ezek a vizsgalatok azt mutatjak, hogy még a
rendkiviil egyszeri miikodéstinek itélt reverzibilis proteaz inhibitorok esetében sem lehet
feltétleniil eldonteni pusztan a térszerkezet, és foként a szekvencia alapjan, hogy egy-egy
adott molekula milyen funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkezik.

Kiilonosen fontos ezt szem el6tt tartani a genomprojektek és szerkezeti genomikai
programok koraban, amikor ilyen jellegli predikciok 6zonével talalkozunk.

Végiil szeretném kihangsulyozni, hogy a munkdm sordn vizsgalt Pacifastin motivumok
egy jellegzetes mérettartomanyt reprezentalnak valahol a kisstabilitastu peptidek, és a kicsi, de
stabil fehérjék egyfajta hatarmezsgyéjén. Mig a globularis fehérjék nativ szerkezete egy siirtin
pakolt, stabilitast biztosit6é hidrofob mag koré szervezddik, egy 35-tagu peptid topologiai okok
miatt ilyen maggal nem rendelkezhet. Ezeknél csak egy minimalista bels6 mag alakulhat ki,
¢s a stabilitast optimalis elhelyezkkedésii, nagyszamu diszulfidhid biztositja. Ez természetesen
azzal is jar, hogy itt a nagyobb olyan természetesnek tiiné ,,mag” és ,,felszin” fogalmak is
kissé¢ elmosodnak. Mindenesetre a mi altalunk ,,mag”-ként definialt két pozicié valoban azt a
két csoportot jelentik, amelyek az oldoszer szdmara a legkevésbé hozzaférhetdek.

Pacifastin csaladba tartoz6 inhibitort most el0szor sikeriill miikodoképes formaban
fagfelszinen bemutatni. Ugy gondolom, hogy ez az eredmény 01j dimenziokat nyit majd ennek
a kiilonlegesen érdekes, nem-kanonikus viselkedési jegyeket mutatod inhibitor csaladnak a
vizsgalataban. Az elditéletmentes evolucios megkozelités és az ez alapjan tervezett egyedi
variansok nagyfelbontasu szerkezet-funkcid vizsgalata még szamos értékes eredménnyel
szolgalhat. Kis méret, nagy stabilitas, nagy aktivitas, ezek mind olyan tulajdonsagok, amelyek
ezeket az inhibitorokat a makromolekularis kolcsonhatasok vizsgalatanak kiilonlegesen halés
modellrendszerévé teszik. So6t, ezek a molekuldk akar proteaz-gatlason alapuld gyogyszerek

tervezésének kiindulépontjaul is szolgalhatnak majd.
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KOSZONETNYILVANITAS

Természetesen koszonet illeti Graf Laszlot, aki annak idején lehet6vé tette, hogy ezen a téman
kezdhessek el dolgozni az ELTE Biokémiai Tanszékén €s mind a diplomamunkam, mind a

PhD munkam témavezetdje volt.

Pal Gabornak koszonom, hogy kidolgozta a torzs-specifitasi probléma megoldasanak kiméra-
mutagenezisen ¢s fagbemutatason alapuld koncepcidjat, valamint azt, hogy megtanitotta
ennek az iranyitott evoluciés megkozelitésnek az elméletét, és gyakorlatat. Ugyancsak
koszondm Neki, hogy felkutatta az eredmények elemzésének és statisztikai analizisének a

dolgozatban hasznalt modszerét. Nélkiile ez a dolgozat nem johetett volna létre.

Perczel Andrast és Gaspari Zoltant koszonet illeti azért, hogy az NMR spektroszkopia
méréseket elvégezték, és a kiértékelésekhez sziikséges tudasukat megosztottdk velem,
mindezt mindig optimista hangulatban. Gaspari Zoltannak kiilon koszondm, hogy segitett
algoritmizalni a Pal Gébor altal javasolt kiértékelési eljarast, és az altala irt programmal

kiértékelte az adatokat.

Enekes Vilmosnénak, Eminek koszonom, hogy csendes szorgalommal és kedves
gondoskodassal biztositotta a technikai feltételeket ahhoz, hogy a laborban mindig

gordiilékeny munka folyhasson.

Patthy Andrasnak koszondom, hogy megtanitott a HPLC-s technikakat, és magas mindségii
peptideket szintetizalt a kisérletekhez, Kékesi Katalinnak pedig azt, hogy a

tomegspektroszkopias méréseket elvégezte.

Nagy Attilanak azt koszondm, hogy szakdolgozati munkam kezdetén megismertetett a DNS
manipulaciés technikdkkal, Fodor Krisztidnnak pedig azt, hogy baratsigos hangulatot
teremtett a laborban. Carminita Frostnak kdszonom, hogy kutatdi batorsagra és alapossagra
tanitott. Tovabbd koszondm az ELTE Biokémiai Tanszék Osszes tagjanak, hogy szakmai

problémakkal bizalommal fordulhattam hozzajuk.

Ko6szondm a GenolD Kft. (jelenlegi munkahelyem) 6sszes dolgozdjanak, hogy felhdtlen

jokedviikkel atsegitettek a dolgozatirds id6szakan.

Végiil de valdjaban els6sorban kdszonet illeti a csalddomat és barataimat, akik csondes és

optimista biztatassal mind a napos mind boras napokon mellettem alltak.
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ROVIDITESEK ES MAGYARAZATOK JEGYZEKE

2YT = tapanyagban gazdag baktérium taptalaj, sszetétele: 16 g bacto Trypton, 10 g bacto Yeast extract (élesztd
kivonat), Sg NaCl, pH =7.0 / 1 1 desztillalt viz

3D-TOCSY-HSQC= 3D-Total Correlated Spectroscopy - Heteronuclear Single Quantum Correlation,
haromdimenzioés spektrumot eredményez6 heteronuklearis pulzus szekvencia.

7B2 = intracellular protein of unknown function, mas néven secretogranin, proprotein convertase-2 precursor
éréséhez sziikséges (Martens és mtsi. 1994).

0o2M = alpha-2 Makroglobulin, nagyméretii szérum fehérje, amit a maj termel, a fehérje elektroforézis soran a
f6 alkoto eleme a gélképen megjelend alfa-2 csiknak.

€xnm = Moldris extinkcids egylitthatd, adott hullimhosszon mérve az adott molekula sajatja, a kovetkezd
Osszefiiggésben lehet koncentraciomérésre hasznalni: A = c*1* g, ahol A, a mért abszorbancia, | a az anyagban
megtett fénylit cm-ben, ¢ a koncentracié M-ban.

puF =mikro Farad, elektromos kapacitas mértékegysége

Q) = ohm, elektromos ellenallas mértékegysége.

Amp® = ampicillin resiatance, ampicillin elleni rezisztenciat biztositd genotipus jele. Az ezzel a genotipussal
rendelkez6 baktériumok a fB-laktamaz fehérjét expresszaljak, ami elbontja a baktérium sejtfalszintézisét gatlo -

laktam gytriit tartalmazé antibiotikumokat.

anti-Flag-Tag-IgG = olyan ellenanyag, ami az YKDDDDK linedris epitopot ismeri fel. Ez a peptid egyben
enterokindz hasito helyet (DDDDK) is tartalmaz.

anti-M13KO7-HRP-konjugalt-IgG = olyan immunoglogulin G ellenanyag, ami az M13KO7 fagot ismeri fel és
torma peroxidaz (= Horseredish Peroxidase) enzim van hozzakapcsolva. A peroxidaz altal elbontott szubsztraton
keresztiil, fotometriasan detektalni lehet a jelenlévo (kikotddott) ellenanyag mennyiségét.

BAPNA = benzoyl-L-arginine p-nitroanilide, tripszinszeri szerinproteazok fotometrias szubsztratja, a hasitast
kovetden felszabaduld paranitroanilin sargéas szinét 405 nm-en lehet detektalni.

BPTI = Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor, szarvasmarha pankreatikus tripszin inhibitor

BSA = bovine serum albumin, szarvasmarha szérum albumin

Cam® = chloramphenicol resistance, kloramfenikol rezisztenciaért felelds gént hordozo baktérium genotipusa. A
rezisztenciaért felelds gén a kloramfenikol acetil-transzferdz, ami a kloramfenikolt acetilalva, gatolja annak az

508 riboszémahoz vald kotését.

CAPS = 3-[cyclohexylamino]-1-propane sulfonic acid, fehérje szekvenaldst megel6z6 blottolashoz hasznalt
puffer vegyiilete.

CFU = colony forming unit, koloniat 1étrehozo egység. Szilard taptalajon nové baktérium telepek szama, ami
megegyezik a kikent oldatban jelenlévd baktérium sejtek szamaval, mert egy telep, egy sejt osztodasaval jon
létre.

CNBr = cianogen bromide, brom cian, er6sen mérgez0 kristalyos vegyiilet, ennek hangyasavas oldata
szelektiven hasitja fehérjéket metionint kdvetden, ugy, hogy egy homoszerin lakton gytirti alakul ki az metionin
oldallancbol.

CTLA = Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen, CD28 receptor csalddban tartozik, féleg CD4+ T sejteken fordul
eld.
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COCACBNH = NMR pulzus-szekvencia, ami a kdvetkezd atomokat gerjeszti: karbonil-szén-alfa-szén-béta-
szén-amid-nitrogén.

cbz-Gly-Pro-Arg-pNA = carbobenzoxy- Gly-Pro-Arg-paranitroanilid, szerin proteazok fotometrias peptid
szubsztratja, a felszabadul6 paranitroanilin 405 nm-en detektalhato.

DMSO = dimethylsulfoxide, dimetilszulfoxid, oldatok fagyasztasakor vizkristalyok képzdodésének
megakadalyozasara, és hidrofob olddszerként hasznaljak.

dsDNS = ,,double stranded” dezoxiribonukleinsav, duplaszala DNS

ssDNS = ,,single stranded” dezoxiribonukleinsav, egyszali DNS

cDNS = ,,copy” DNS, mRNS-r6l készitett dezoxiribonukleinsav

dNTP = dezoxinucleotidetriphosphate, DNS szintézishez sziikséges nukleotidok keveréke

E. coli BL21 DE3 pLysS = olyan Escherichia coli torzs, ami fehérje expresszio céljabol lett létrehozva. A
baktériumok genomjaba egy lac promoter mogé bevitték a T7 RNS polimeraz génjét, amit szelektiven IPTG-vel

srcr

tartalmazza. Cam® torzs.

E. coli K12 CJ236 = olyan Escherichia coli térzs, ami a dut, ung genotipusnak kdszénhetden dUTP4z és uracil
N-glikozilaz enzimeket nem tartalmaz, ezért uracilt épit be timin helyett a DNS-be. A Kunkel mutagenezishez
sziikséges egyszalit DN eléallitasara alkalmas ez a torzs. Cam"® torzs.

E. coli SS320 = olyan Escherichia coli torzs, amit az XL1Blue és az MC1061 torzsbol hoztak 1étre, ezért
egyszerre rendelkezik F pilussal, ezért M13 KO7 bakteriofaggal fertdzheté (XL1Blue tulajdonsag) és
nagyhatékonysaggal elektroporalhato (MC1061 sajatja). Str® és Tet" torzs.

E. coli XL1Blue = olyan Escherichia coli torzs, F pilussal rendelkezik, ezért M13 KO7 bakteriofaggal fertézhetd
és plazmid DNS felszaporitasara alkalmas torzs. Tet®

EDTA = etiléndiamin-tetraaceticacid, etiléndiamin-tetraecetsav, kelator, oldatban jelenlévd fémionokat koti
meg.

eglin-c = pidcaban eléforduld katepszin inhibitor.

ELISA = Enzyme Linked Immuno Surface Assay, enzimhez kapcsolt felszinen végzett immunvizsgalat

fagmid = olyan plazmid konstrukcié, ami egyszerre tartalmaz bakterialis és fag replikacios origot is. Egy ilyen
konstrukci6 baktérium sejtekben plazmidként tarthat6 fent, fagként csak helper faggal egyiitt lehet szaporitani. A
helper fag biztositja a fagmid fagszerii replikdcidjahoz, és fag részecsképe pakolodashoz sziikséges fehérjék
génjeit.

g = a foldi gravitacios potencial jele. A centrifugalis gyorsitopotencial gyakori mértékegysége.

G3-as sz{ir6 = 40-100 um poérus atmérdvel rendelkezd tivegsziro.

HEPES = 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, pH = 7.0 koriil hasznalt puffer
hGH = human growth hormon, human névekedési hormon

HNCA = pulzusszekvencia, ami soran szelektiven az amid hidrogénen és az alfa szénen torténik a besugarzas

HNCOCA = pulzusszekvencia, ami soran szelektiven az amid hidrogénen, a karbonil szénen ¢€s az alfa szénen
torténik a besugarzas

HNCACB = pulzusszekvencia, ami soran szelektiven az amid hidrogénen, az alfa szénen as béta szénen torténik
a besugarzas
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HPLC-ESI-MS = High Pressure Liquid Chromatography-Electrospray-Mass Spectrometry,

HSQC = Heteronuclear Single Quantum Correlation, kétdimenziés spektrumot eredményez6 pulzus szekvencia
IA3 = saccharopepsin inhibitor, élesztében el6forduld pepszin inhibitor

IAP = inhibitor of apoptosis, apoptozist gatld inhibitor, viralis fehérje

IC = inhibitor Carboxypeptidase Y (CPY), carboxipeptiddz Y inhibitor, élesztd fehérje

IPTG = isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside, laktéz analdog bakterialis fehérje expresszidt indit be a lac
operonon keresztiil.

IUPAC = International Union of Pure and Applied Chemistry, Nemzetk6zi Alkalmazott és Elméleti Kémiai
Egyesiilet

K| = inhibicios egyensulyi allando

Kan® = kanamycin resitance, kanamicin rezisztenciaval rendelkezd baktérium genotipusa,
KCM puffer = Kalium Calcium Magnesium puffer, kémiai transzformalashoz hasznalt puffer
kV =kiloVolt, elektromos fesziiltség mértékegysége

LB taptalaj= Luria-Bertani taptalaj, bakterialis taptalaj, melynek Osszetétele: 10 g bacto tryptone, 5 g bacto
élesztd kivonat, 10 g NaCl, pH= 7.0/ 1 1 desztillalt viz

LCI = leech carboxypeptidase inhibitor, pidca karboxipeptidaz inhibitor

LMCI -# = Locusta migratoria chymotrypsin inhibitor-#, vandorsaska fajbol izolalt kimotripszin inhibitorok
MI13KO7 Helper Fag = olyan fag ami tartalmazza a fagként szaporodasahoz sziikséges Osszes fehérje génjét,
azonban a replikacids origdja a normalisnal rosszabb hatasfokt, Ezért amikor ugyanabban a coli sejtben
egyszerre M13KO7 és normalis fag-replikacios origot tartalmazo fagmid vektorok is van jelen, akkor ez utdbbi

termelddése a gyorsabb. Ezért a sejtet elhagyo fagrészecskék zomében a fagmid DNS lesz jelen.

MEROPS adatbazis = peptidazokat és azok inhibitorait rendszerezd elektronikus adatbazis. Weblapja:
www.merops.sanger.ac.uk

MES = 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid, pH = 6.0 koriil hasznalt pufter.

MUB = 4-methylumbelliferon, fluoreszkald anyag, ldsd aktivhelytitralas

MUGB = methylumbelliferyl-p-guanidinobenzoate hydrochloride, tripszin szubsztrat analdg, az acilenzim
komplex kialakulasat kovetéen kovalensen kétve marad az enzimen, a fluorimetridsan aktiv MUB felszabadul,
ezen keresztiil detektalhato a folyamat.

MUTMAC = 4-methylumbelliferoyl. p-trimethylammonium cinnamate chloride, kimotripszin szubsztrat, ami az
acilenzim komplex kialakulasat kovetden kovalensen kdtve marad az enzimen, a fluorimetriasan aktiv MUB
felszabadul, ezen keresztiil detektalhato a folyamat.

NMR = Nucler Magnetic Resonance, mag-magneses rezonancia

NMR PIPE = Nucler Magnetic Resonance spektrumot processzalo és analizalé szoftver

NOE = Nuclear Overhauser Effect, atommagok kozt fellépd Overhauser effektus

NOESY = Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy, atommagok kozt fellépé Overhauser effektuson alapuld
NMR spektroszkopiai modszer.
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NOESY-HSQC = Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy - Heteronuclear Single Quantum Correlation, az
emlitett kétféle pulzus szekvenciat alkalmazo mérés

ODxnm = Optical Density xnm, adott hulldmhosszon (x) mért optikai denzitas, (abszorbancia, vagy extinkcio)
jele

Oligo-dT = csupa dezoxitimin monomerbdl szintetikus oligonukleotid, ami az mRNS poliA 3’ végére specifikus,
mRNS cDNS-re torténd atirasahoz primerként szoktak hasznalni,.

plll = protein 3, 3-as szamu fehérje, M13 fonalas fag burokfehérjéje, amibdl fagonként 5 helyezkedik el a fag

crer

pVII= protein 8, 8-as szamu fehérje, M 13 fonalas fag f6 burokfehérjéje, amibol fagonként 2000-3000 darab van.

p35 = 35 kDa protein, baculovirusban eléforduld 35 kDa-os fehérje, ami a virus talélését biztositja a
virusfertdzés hatasara apoptozisra itélt sejtekben, kaszpaz inhibitor aktivitassal bir.

PBS = phosphate buffer saline, NaCl tartalmu foszfat puffer pH = 7.5 koriil hasznaljak.
PCI = potato metallocarboxypeptidase inhibitor

PCR = polimerase chain reaction, polimeraz lancreakciod, adott DNS szakasz in vitro felszaporitasara hasznalt
folyamat, mara a legelterjedtebb DNS manipulécios technika.

PDB ID = Protein Data Bank Id, fehérje adatbank azonositd

pET-17b = plasmid Expression T7, bakteridlis, citoplazmatikus fehérje expressziot biztositd plazmid
konstrukci6.

PEG = PolyEthylene Glicol, polietilén glikol, kiilonb6z6 méretekben 1étezd, hidrofil polimer. Adalékanyag, ami

mennyiségli vizet von el a hidratburkahoz.

PLD = Pacifastin Like Domain, Pacifastacus leminisculus rék fajban leirt fehérje (pacifastin) doménjéhez
hasonl6 egyéb fehérjék, illetve fehérje részletek.

PMP-C; -D2 = Pars intercerebellaris major peptide-C / -D2, Locusta migratoria saskafajbol izolalt szerin
proteaz inhibitorok elsé elnevezése szoveti eléfordulasuk alapjan. A késObbickben a faj és genus elnevezése
alapjan LMPI-1;-2 lett a neviik.

polyA = poly adenin, mRNS 3’ végére jellemz6 csupa adeninbdl all6 szekvencia rész.

Pot-# = potato inhibitor - #, burgonyaban megtalalhat6 proteaz inhibitor

proSAAS = proprotein convertase subtilisin/kexin type 1 inhibitor

pS1602a = Genentech cégben kifejlesztett fagmid vektor, a human névekedési hormon génjét tartalmazza egy
olyan konstrukcioban, amiben a fehérje a plll-as fehérje N-terminalisahoz kapcsolodik egy szerin-glicin linkeren
keresztiil.

pS1607 = Genentech cégben kifejlesztett fagmid vektor, a human ndvekedési hormon génjét tartalmazza egy
olyan konstrukcioban, amiben a fehérje a pVIll-as fehérje N-terminalisdhoz kapcsolodik egy szerin-glicin
linkeren keresztiil.

PSI = pound per square inch, font per négyzet inch, a nyomas angolszasz mértékegység

PVDF = Polyvinylidene Fluoride, fehérjeszekvenalast megel6z6 elektroblottolas esetén hasznalt membran
alapanyaga.
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R1 = spin-matrix relaxacios sebességi egyiitthatoja
R2= spin-spin relaxacios sebességi egyiitthatdja

RP-HPLC = Reverse Phase-High Preassure Liquid Chromatography, forditott fazist, nagy nyomasu folyadék
kromatografia

Rex = kémiai kicserélodési allando

RNS, mRNS = ribonukleinsav, ,,messenger” ribonukleinsav, hirvivé ribonukleinsav, DNS-rél atir6dé6 RNS
molekula, ami a fehérje szekvenciajat kodolja.

rpm = revolutions per minute, fordulatszam per perc, mindig az adott rotorra vonatkozik, at kell szamolni relativ
centrifugalis erbre, azaz rcf-re

S? = 4ltalanos rendparaméter

Sepharose-4B = affinitas kromatografiaban hasznalatos, aktivalt aldehid csoportokat hordozé agardz gydngyok
SERPIN = Serine Protease Inhibitor, irreverzibilis médon miikddé szerin protedz inhibitorok

SGIL-# = Schistocerca gregaria inhibitor library-#

SGPI-# = Schistocerca gregaria PLD-like Inhibitor-#,

SGPI-PO-# = Schistocerca gregaria PLD-like Inhibitor-Phage Optimized-#,

SMI = Streptomyces metallopeptidase inhibitor

SSI = Streptomyces subtilisin inhibitor

Str® = streptomycin resitance, streptomicin rezisztenciat hordozo baktérium genotipusa

Superbroth = tapanyagban gazdag baktérium taptalaj, amit E. coli SS320 kompetens sejtek készitésénél
hasznéltunk. Osszetétele egy literre: 32 g tryptone + 20 g élesztékivonat + 5 g NaCl + 1.5 ml 4 N NaOH

T1 = spin-matrix relaxacios id6
T2 = spin-spin relaxacios id6

T4 DNS ligase = T4 bakteriofag DNS ligdza, ez az enzim képes szabad DNS végeket ATP segitségével
Osszekotni.

T4 polynucleotid kinase = T4 bakteriofag polynucleotide 5'-hydroxyl kindz, dsDNS, ssDNS és RNS szabad 5’
hidroxil csoportjat foszforilalja ATP segitségével.

T7 DNS polimerase = T7 bakteriofdg nagy processzivitassal rendelkezd DNS polimeraza amelynek 3°-5°
exonukleaz aktivitasa is van.

TAP = tick anticoagulant peptide, kullancsbdl szarmazoé véralvadasgatlo peptid

Tet® = tetraciclin resistance, tetraciklin rezisztenciaért felelds gént hordozé baktérium genotipusa

TFA = Tri-Fluor-Aceticacid, trifluor ecetsav, HPLC kromatografidban altalaban ez az egyik eltiicios oldat

TMB = 5.5’-tetramethylbenzidine, tormaperoxidaz fotometridsan aktiv szubsztratja, a felszabaduld termék kék
jelet ad, ami 360 nm és 650 nm en detektalhatd. A reakciot sosavval lehet leallitani, a szubsztrat szine igy sarga

lesz, amit 450 nm-en lehet detektalni.

TOCSY = Total Correlated Spectroscopys, teljes korrelacios spektroszkopia
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Tris = trishydroxymethylaminomethane, (HOCH,);CNH,, puffer, ami pH = 7.5- pH = 8.5 kdzt hasznalatos.
Triton-X100 = nemionos detergens

Trypton = bakteridlis és élesztd taptalajok Osszetevdje, fehérjékbdl tripszinnel eldallitott peptideket tartalmazo
tapanyag.

TSB = Tris Saline Buffer, Tris bazist és NaCl-ot tartalmazoé puffer, pH7.5 - pH8.5 kozott hasznaljak.
Tween-20 = nemionos detergens
YIB = yeast inhibitor proteinase B, élesztd proteaz B inhibitor

X-EASY = NMR spektrumokat processzalo szoftver

Megjegyzések:

Az aminosavak roviditései:

A fehérjéket alkotd6 husz féle aminosav IUPAC szerinti roviditése kozismert, ezért itt nem szerepel. A
dolgozatban harombetiis €s egybetils roviditések is szerepelnek, az aminosav szekvenciakban az egybetiis kodot
hasznaltam.

A degeneralt bazisok IUPAC szerinti elnevezése a kdvetkezok:

R=AorG K=GorT S=GorC
Y=CorT M=AorC W=AorT
B=notA(C,GorT) H=notG(A CorT) N = any nucleotide
D=notC(A GorT) V=notT (A CorG)

Az 1.2.2./1. ébran felsorolt szekvencidk elnevezése a kovetkezd szabalyt koveti: Genus Species PLD-like
Inhibitor-# abban az esetben, ha mar ismert az inhibitor célmolekuldja, ha még nem, akkor Genus Species PLD-
like Domain-# . A felsorolasban szerepld fajok pedig a kovetkezok:

Anopheles gambiae = AG; Bombyx mori = BM; Cicindela campestris = CC; Ctenocephalides felis = CF;
Locusta migratoria = LG; Meladema coriacea = MC; Manduca sexta= MS; Oryiza sativa = OS; Pacifastacus
leniusculus =PL; Pyrocoelia rufa = PR; Schistocerca gregaria = SG;
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SUMMARY

SGPI-1 and SGPI-2 are small, single domain proteins of 35 residues isolated from the
haemolymph of the desert locust Schistocerca gregaria. The two proteins are homologous
having 50% sequence identity. SGPI-1 and SGPI-2 share the same disulfide topology, same
overall structure and their main chains are almost superimposable. On the other hand, the
composition of their hydrophobic core is different. SGPI-1 has a K10-W26 pair as core
residues, while SGPI-2 has an F10-A26 pair.

In terms of function, both are reversible serine protease inhibitors. Such inhibitors bind to
the protease like a protein substrate. However, while normal protein substrates decompose to
smaller peptides upon protease action, reversible inhibitors do not. These inhibitors have a
single cleavable site for the inhibited protease, but the cleavage at this site does not go to
completion. Instead, it results in a thermodynamic equilibrium between the intact and the
cleaved inhibitor forms. Both the intact and the cleaved inhibitors are functional and form a
well-defined complex with the enzyme.

Inhibitors acting through this mechanism have a rigid surface loop, the reactive site, which
binds to the protease. This loop has a canonical conformation therefore these inhibitors are
called canonical inhibitors. The loop is cleaved by the protease between the P1 and PI’
residues, the P1 being the one which occupies the substrate binding cavity of the enzyme. In
case of inhibitors of the S1 protease clan, the nature of the Pl is a key determinant of
specificity. Inhibitors having Arg or Lys P1 residue inhibit trypsin-like enzymes, while those
having a hydrophobic P1 are chymotrypsin inhibitors.

Canonical inhibitors have been thought to bind to their cognate protease through a simple
“lock and key” mechanism that does not involve structural rearrangements or adaptations.
Based on this paradigm Laskowski and his coworkers suggested a few simple rules that
should apply for all canonical inhibitors. One rule is that individual canonical loop residues
act independently, therefore their contribution to the overall binding energy is additive. The
second important rule is that the scaffold of the inhibitor plays a passive role in the inhibition.
Its only function is to provide rigidity to the canonical loop. The third rule, which is called
“interscaffolding additivity”, combines the previous two. It states that identical residues at
identical positions on two canonical loops carried by two different scaffolds will have the
same contribution to the binding energy when inhibiting the same enzyme. With other words,

swapping two canonical loops will swap the activities as well. Thus, rules learned by studying

103



the canonical loop of one inhibitor can be readily applied to another inhibitor that has a
different scaffold.

It turned out that the two very similar inhibitors, SGPI-1 and SGPI-2 do not comply to
Laskowski’s interscaffolding additivity rule. While SGPI-2 is a “well behaving” inhibitor,
SGPI-1 has unusual properties. SGPI-1 has an Arg as P1 position so it should be a good
trypsin inhibitor. However, it is almost inactive on mammalian trypsins. On the other hand it
is an excellent inhibitor of arthropod trypsins. Thus, SGPI-1 is phylum-specific. When loop
residues from SGPI-1 are grafted onto SGPI-2, the mutant SGPI-2 becomes a great
mammalian trypsin inhibitor, with no sign of phylum specificity. Lack of interscaffolding
additivity despite of almost identical scaffolds was a mystery.

In my PhD work I aimed to decipher the causes of the enigmatic non-canonical behavior
of SGPI-1. With using NMR spectroscopy I found that SGPI-1 appears to be in more than one
conformation even when it is in complex with the arthropod trypsin. With SGPI-2 I found that
upon binding to its target enzyme many residues far from the canonical change their structural
and dynamic properties. These findings suggest that these inhibitors might not work through a
simple key and lock mechanism.

By using a directed evolutionary method, phage display, I could produce all the possible
chimeras of the SGPI-1/SGPI-2 proteins. By selecting this pool on immobilized proteases, I
could pinpoint the cause of phylum specificity of SGPI-1. It is the combination of its K10-
W26 core and a proline-containing surface loop. The core orients this rigid loop in an
orientation that is detrimental for binding to mammalian trypsin. This finding was verified
through kinetic analyses of designed mutants of SGPI-1. Thus, in the case of SGPI-1 the
composition of the core has a profound effect on the functional properties of the inhibitor. To
our knowledge this is the first case when the core of a reversible inhibitor was shown to play
such an active role. It suggests that special care should be taken when one predicts functional
properties of a reversible inhibitor solely based on the sequence of the canonical loop — a

common procedure in the era of the genome projects.
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OSSZEFOGLALO

Az SGPI-1 és az SGPI-2 kisméretii (35 aminosavas), egy doménes fehérjék, amiket a
Schistocerca gregaria vandorsaska hemolimfijabol izolaltak. A két fehérje egymadssal
homolog, fehérje szekvencidjuk 50 %-ban azonos. A disszulfidhidak elrendezddése,
harmadlagos szerkezetiik topologidja, és a peptid gerinclik lefutdsa szinte teljesen
megegyezik. Ezzel szemben a két molekula hidroféb magja eltérd, az SGPI-1-ben a K10-
W26, az SGPI-2-ben az F10-A26 alkotja ezt a ,,minimalista” magot.

Aktivitasat tekintve mindkét fehérje reverzibilis szerin protedz inhibitor. Az ebbe a
csoportba tartozo inhibitorok a szubsztrathoz hasonlé mddon kotnek a protedzhoz. Mig a
szubsztrat fehérjék kisebb fehérje fragmentumokra esnek szét a proteolitikus hasitas
eredményeként, addig a reverzibilis inhibitorok nem. Ebben az esetben, termodinamikai
egyensuly all be az ép és a hasitott inhibitor formdk koézt. Mind az ép, mind a hasitott
inhibitorforma aktiv és jol definidlt komplexet alakit ki az enzimmel.

Az ezzel a mechanizmussal miik6do inhibitorok egy merev felszini hurokkal, a reaktiv
hurokkal, rendelkeznek, amivel a proteazhoz kétnek. Ez a hurok kanonikus szerkezettel bir,
ezért kanonikus inhibitoroknak szoktdk az ilyen inhibitorokat nevezni. A hurkot az enzim a
P1 ¢és P1’ oldallancok kozt hasitja el, a P1 oldallanc az, amelyik az enzim szubsztrat kotd
zsebébe kot. Az S1 protedzok estében a P1 kulcsfontossagu szereppel bir az enzim specifitasat
illetéen. Az Arg vagy Lys P1 csoporttal rendelkez6 molekuldk a tripszinszerli proteazokat,
mig a hidrofob csoporttal rendelkezdk a kimotripszinszerlieket gatoljak.

A kanonikus inhibitorok a mai felfogés alapjan a ,kulcs-zar” modell szerint kotédnek
a cél proteazukhoz, a folyamat soran nincs sziikség szerkezeti atrendez6désre a molekulakban.
Ennek a paradigmanak a nyoman Laskowski és munkatéarsai par egyszert szabalyt allitottak
fel a kanonikus inhibitorok miikddését illetden. Az elsd szabaly szerint a kanonikus hurok
oldallancai egymastol fliggetleniil hatnak kdlcson a protedzzal, igy a kotési energidhoz vald
hozzajarulasuk osszeadddik. A masodik fontos szabaly szerint az inhibitor szerkezete passziv
modon vesz részt a gatlasban. Egyetlen szerepe a gatlasban az, hogy a kanonikus hurok
merevségét biztositja. A harmadik szabaly, az ,interscaffolding additivity”, tehat a
vazszerkezetek kozotti fliggetlen 6sszeadhatosag az elsd két szabalyt 6tvozi. Azt allitja, hogy
azonos oldallancok, azonos kanonikus hurok poziciokban de két kiillonbozé vazszerkezeten
elhelyezkedve ugyanolyan médon fognak hozzajarulni a kotési energidhoz ugyanazon enzim

gatlasa soran. Més szoval, a kanonikus hurkok felcserélése két véazszerkezet kozott az
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aktivitas felcserélését eredményezi. Az egyik inhibitor miikodésére vonatkozé szabalyok tehat
igazak lesznek a masik miitkodésére is.

Korabbi kisérletek soran kideriilt, hogy a két nagyon hasonld szekvencidju és
térszerkezetli SGPI-1 ¢és SGPI-2 nem koveti a vazszerkezetek kozotti fliggetlen
Osszeadhatosag Laskowski-féle szabalyat. Mig az SGPI-2 ,,normalisan viselkedd” inhibitor,
addig az SGPI-1 nem. Az SGPI-1-ben a Pl-es pozicioban Arg van, €s eszerint tripszin
inhibitor kell, hogy legyen. Az emlds6kbdl szadrmazo tripszineket mégis alig gétolja.
Ugyanakkor remek inhibitora az izeltlabuakbol izolalt enzimeknek. Az SGPI-1 tehat torzs-
akkor ez utobbi hatékony emlds tripszin inhibitornak bizonyult. Az ,interscaffolding”
additivitas hianya a szinte teljesen megegyez6 szerkezet fényében rejtélyes volt.

A PhD munkdm célja az SGPI-1 rejtélyes, nem kanonikus viselkedésének feltarasa
volt. NMR spektroszkopiai méréseim arra utaltak, hogy az SGPI-1 tobb konformécioban
fordul elé az izeltlabu tripszin gatlasa sordan még a komplexben is. Az SGPI-2-ben a
kimotripszin kotése soran a kanonikus huroktdl tavol is jelentdsen megvaltozott az egyes
pozicidk dinamikai tulajdonsdga. Ezen eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy a két inhibitor nem a ,,kulcs-zar” mechanizmus alapjan miikodik.

Egy iranyitott evolicios megkdzelitést, a fagbemutatast alkalmazva eléallitottam az
SGPI-1/SGPI-2 Gsszes lehetséges kiméra formajat. Protedzokon szelektidlva a konyvtart
sikeriilt felfednem az SGPI-1 torzs-specifitdsanak az okat. Ez a K10-W26 mag és egy
prolintartalmu hurok egytittes megléte a molekuldban. A hidrofoéb mag olyan konformacidba
hozza ezt a merev hurkot, hogy az akadalyozza az emlds enzimhez valo kotddést. Ezt a
felismerést célzottan tervezett SGPI-1 mutansok kinetikai analizisével tdmasztottam ald. Az
SGPI-1 esetében a mag tehat nagymértékben kihat a felszin viselkedésére, és meghatarozo
szerepe van az inhibitor specifitasanak kialakitdsdban. Mai ismereteink szerint ez az els6
olyan eset, ami azt mutatja, hogy egy reverzibilis inhibitor magjanak ilyen aktiv szerepe van
az enzimgatldsaban. Ez a felismerés egyben arra is felhivja a figyelmet, hogy rendkiviil
koriiltekintdnek kell lenni, amikor egy reverzibilis inhibitor esetében kizardlag a kanonikus

crer

Marpedig a genom projektek koraban ez egy gyakori eljaras.
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