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TARTALOMIEGYZEK

Cimlapkép: A bakterialis egyszalu DNS-ké6td fehérje (SSB) tanca kétépartnereivel. Felil: az E.
coli SSB (z61d) egyszalu DNS-ké6tétt (fekete) térszerkezeti abraja (PDB kéd: 1EYG) a C-terminalis
régiok rajzaval. Kézépen: az SSB DNS-kétésmod vaitasanak modellje (kék: SSB-kétd fehérje).
Alul: a témaban megjelent kézlemény (Mills, Harami és mtsai., 2017, NAR) kulcskisérletei
stilizaltan. A kompoziciét Zelenyanszki Helga alkotta.
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CELKERESZTBEN A BAKTERIALIS EGYSZALU
DNS-KOTO FEHERJEK

Harami Gabor'2* és Kovacs Mihaly'3

1 ELTE-MTA Lendiilet Motorenzimoldgiai Kutatéocsoport,
ELTE TTK Biokémiai Tanszék, Budapest;

2 MTA Prémium Posztdoktori Program;

3 MTA-ELTE Motor Farmakologiai Kutatécsoport,
ELTE TTK Biokémiai Tanszék, Budapest

Osszefoglalas

Az antibiotikum-rezisztens patogén baktériumtorzsek elterjedése korunk egyik
kiemelt globalis fenyegetését jelenti. Ezért kiemelten fontos, hogy a jovoben Uj
hatdsmechanizmusu antibakteridlis szerek alljanak rendelkezésiinkre. Ehhez Uj
molekularis célpontok azonositasa sziikséges. A genomkarbantartd folyamatok
vizsgalata soran figyelmink homlokterébe kerilt a bakteridlis egyszali DNS-
kotd (single-stranded DNA binding; SSB) fehérje és annak kdlcsdnhatasi haldza-
ta, amely szamos szempont alapjan idealis tamadasi célpont lehet. Az SSB-k
nagyszamu, a baktérium genomkarbantartasban szerepet jatszé partnerfehérije
m(ikodését képesek befolyasolni rovid, rendkivil konzervalt fehérje-fehérje
koélcsonhatasi peptidmotivumuk (C-terminalis peptid, CTP) révén. Kiemelendo,
hogy e kolcsdnhatasok nagy része 6nmagaban is esszencidlis a baktérium
életképességéhez, ezért az SSB-vel a partnerekért versengé molekulak potens,
széles spektrumu antimikrobidlis hatassal rendelkezhetnek. Laboratériumunk-
ban célul tliztik ki a SSB-koélcsdnhatasok sejtes szerepének feltdrasa mellett a
bakteridlis novekedést hatékonyan gatldé CTP-szer( peptidvaltozatok Iétre-
hozasat egy Uj szlrlOeljaras segitségével. Az azonositott molekuldk segitséget
nyUjthatnak az SSB-partnerfehérje kdlcsonhatasok funkcidéjanak — és ezaltal a

genomkarbantartds mechanizmusanak - megértéséhez, illetve kiinduldpontul

*Harami G&bor 2018-ban Junior Prima dijat kapott, 1dsd Biokémia XLII. EVFOLYAM 3-4. SZAM

2018. december, 4. oldal, a szerkesztébizottsag megjegyzése.)
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szolgalhatnak jovobeli tobbcélpontos antibiotikumok kifejlesztéséhez.

Antibiotikum: ma még jo, és holnap?

Az Alexander Fleming altal felfedezett penicillin hasznalata hatalmas attorést
jelentett az 1940-es évek gydgyaszataban. Dobbenetes mddon azonban mar az
50-es években felismerték, hogy egyre tobb baktériumtorzs valt ellenallova a
penicillinnel szemben, igy lazas munka iranyult tovabbi antimikrobialis szerek
azonositasara [1]. A ma széles koérben alkalmazott hatéanyagok tobb mint fele
az 1950-1970-ig tartd id6szakban kerilt felfedezésre, igy e korszak joggal
nevezhetd az antibiotikum-fejlesztés aranykoranak [1]. A korai reményekkel
ellentétben azonban az Uj szereknek ellenalld tdorzsek sajnos gyakran mar az
adott hatéanyag bevezetését kovetd években terjedésnek indultak. Mara sza-
mos, tobb molekuldval szemben egyidejlileg ellenallé patogén baktériumtorzs
ismert és okoz komoly egészségligyi gondot vilagszerte. A probléma sulyossagat
noveli, hogy - technikai és pénzligyi okok miatt - az Ujonnan megjelené

hatéanyagok szama jelentdsen csokkent az aranykor 6ta [1].

A rezisztencia kialakulasanak hatterében harom f6 molekularis mechanizmus
allhat, melyek akar egyidejlileg is mikddhetnek az adott baktériumtoérzsben. A
sejt védekezhet a hatdéanyag kémiai mddositasaval, intracellularis koncentra-
cidjanak csOkkentésével (a bejutds meggatlasaval, illetve a hatdanyag
kipumpalasaval) vagy célpontjanak megvaltoztatasaval [2]. Az utdbbi mecha-
nizmus egyik ismert valtozata soran az antibiotikum célpontjaul szolgaloé eredeti
(gyakran fehérje) molekula helyett egy, a funkcidjat megtarté mutans valtozat
jelenik meg, amelyre azonban az antibiotikum mar nem tudja a hatasat kifejteni
[2]. Mindegyik mechanizmus kialakuldsa a baktériumok genetikai valtoza-
tossagara és valtozékonysagara vezethetd vissza, fliszerezve a spontan
mutdacidval létrejovo vagy mar a kdrnyezetben meglévé rezisztens allélok, illetve
rezisztenciagének horizontalis géntranszfer révén térténd gyors elterjedésével.
A folyamatban az antibiotikumoknak a human egészségligyben, illetve az
allattartasban torténd tulzott és sokszor felesleges alkalmazasa jelent6s katali-

zatorszerepet jatszik [1, 2].
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A rezisztenciamechanizmusokrél gyU(l6, egyre novekvd tudasunk alapjan
kiemelten fontos lenne az antibakterialis gydgyszerek felesleges alkalmazasanak
visszaszoritasa és Uj hatdsmechanizmusu hatdéanyagok kifejlesztése. Szamos
jelenleg alkalmazott molekula hatasat egyetlen f6 sejtes célponton keresztiil fejti
ki, amelyek mutacidja viszonylag nagy valdszinlséggel megtorténhet. Régvest
felvetddik, hogy egy tobbcélpontos szer esetében a rezisztencia kialakulasanak
esélye nagysagrendekkel alacsonyabb lehet, hiszen az fliggetlen események
sorozatat kovetelné. Ezzel 6sszhangban a bakteridlis DNS-girdz és a Topo-
izomeraz IV enzimek mikodését egyidejlileg gatld fluorokinolon hatdéanyagok
esetében a spontan rezisztencia kialakulasanak alacsony esélyét figyelték meg
[3]. Habar e molekuldk esetén is megjelentek ellenalld torzsek [4], az ered-
mények arra biztatnak, hogy érdemes minél 6sszetettebb, egyidejlileg gatolhaté

és a baktériumokra specifikus molekularis halézatokat azonositani és célba venni.

Egy biztaté célpont: a DNS-anyagcsere csomopontjaban elhelyezkedo
SSB-kolcsonhatasi halo

A prokariotakban elterjedt ,kanonikus” SSB fehérje a bakteridlis DNS-anyag-
cserefolyamatokban keletkezd egyszalu (ss) DNS-szakaszokkal nukleoprotein-
szalakat alkot, hogy meggatolja a nukleolitikus lebontast, illetve a replikacid és
DNS-hibajavitas szempontjabdl kedvez6tlen masodlagos DNS-szerkezetek ki-
alakulasat [5]. A fehérje funkcidjat a legtobb baktériumban (Escherichia coli
(E. coli)-ban is) homotetramer formaban latja el. Minden SSB alegység tartal-
maz egy N-terminalis DNS-kdtd domént. Az eddig feltérképezett térzsek genom-
ja kodol legalabb egy olyan SSB-valtozatot, amelyben az N-terminalis domén
utan egy kevéssé ismert funkcioju, rendezetlen szerkezetl linker-régié és egy
C-terminalis fehérje-fehérje interakcids peptidszakasz (CTP) talalhaté (1. abra)

[5].

Az elmult évek kutatdsai ravilagitottak, hogy az SSB fehérjék konzervalt CTP
régidjukon keresztll legalabb 14, foként a DNS-hibajavitasban és -replikaciéban

nélkllozhetetlen feladatot ellatd enzimmel alakitanak ki kdlcsonhatast [5]. Az
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utolsé két hidrofob aminosav (Pro, Phe) megléte esszenciadlis a fizikai kapcsolat

|étrejottéhez, a CTP-ben |év0 négy aszpartat pedig negativ toltése révén

el6seqgiti a peptid illeszkedését a partnerfehérjék hidroféb koétdézsebe mellett

talalhatd bazikus arokba [5].

MDFDDDI,D
E. coli SSB .
s

SSB C-terminalis peptid

CTP
Rendezetlen szerkezet( SLe

linker-régié

1. abra. Az E. coli SSB fehérje rontgenkrisztallografiaval meghatarozott térszerkezete
két, 35 nukleotidbdl all6 ssDNS molekula jelenlétében (PDB azonosité: 1EYG) [6]. Az

P&

pozicidjat piros aminosavkdd szemléiteti. (Korabbi kézleményiink [7] nyoman.)

Az SSB a CTP-n keresztil Iép érintkezésbe tobbek kdzt a munkacsoportunk altal
intenziven vizsgalt RecQ helikadz fehérjével is [5, 7-9]. A széles korben (a
baktériumoktdél az emberig) elterjedt RecQ fehérjék kulcsszerepet jatszanak
szamos genomkarbantarté folyamatban [10, 11]. Sokrétl, DNS-szubsztratjaik
szerkezetét érzékeld és a DNS-szerkezet altal modulalt aktivitasaik révén a RecQ
helikdazoknak egyebek mellett kdzponti szerepliik van a homoldg rekombinacids
események lebonyolitasaban és mindségellendrzésében [11-13]. Ezen enzimek
ATP-hidrolizishez kapcsolt mdédon képesek a kettdsszall (ds) DNS-molekulak
szalainak szétvalasztasara, illetve bonyolultabb, tébbszali DNS-anyagcsereter-

mékek szétszerelésére is [11, 12]. MUkodéslk soran a DNS egyik szalat sinként
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hasznalva, azon 3’-5' iranyultsaggal haladnak, mikozben levalasztjak a masik
szalat [11, 12, 14-16]. Ismert, hogy az E. coli SSB képes a RecQ helikaz
szalszétvalasztd aktivitasat specifikus fehérje-fehérje kdlcsénhatason keresztil
el6segiteni [7-9]. A kolcsénhatas specificitasat jelzi, hogy az SSB CTP-ben
megtaldlhaté prolin szerinre cserélése jelent6sen csdkkenti az SSB (amugy
kozepes affinitasu, Kq ~ 2-5 uM) kotodését a RecQ-hoz, mig peptid szekven-

cidjanak random 0Osszekeverése teljesen megsziinteti a kdlcsonhatast [8, 9].

Az intenziv kutatasok ellenére az SSB fehérje-fehérje kdlcsonhatasainak szerepe
nagyrészt még mindig felderitetlen. Laboratériumunk jelenlegi munkaja részben
az SSB-RecQ kolcsonhatas funkcidjanak felderitésére iranyul. Vizsgalataink
soran meglepddve tapasztaltuk, hogy az SSB CTP-nek a RecQ helikazhoz valé
kotddése csak kismértékben befolydsolta a helikdaz ATP-hidrolitikus, illetve
DNS-szalszétvalasztd aktvitasat [7]. A kdlcsOnhatas azonban nagymértékben
megvaltoztatta a SSB fehérje DNS-koto sajatsagait [7]. Régéta ismert, hogy az
E. coli SSB két kiilénbdzd f6 DNS-kété mdddal rendelkezik: az Un. 65-6s kotési
modban ~65 nukleotid csavarodik az SSB tetramer mind a négy alegységére,
ezzel szemben a 35-6s kotési modban ~35 nukleotid tekeredik a fehérje csupan

két alegységére (2. dbra) [17].

65-0s kotésmaod 35-0s kotésmaod

2. abra. Sematikus abra az E. coli SSB két f6 ssDNS-koté modjarél, melyek képesek
egymasba reverzibilis médon atalakulni. A 65-6s DNS-kétésmodban a fehérje négy, mig a
35-6s kotésmodban két alegysége vesz részt. Az abra a DNS pozicidjat csak sematikusan
szemlélteti.
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A két DNS-kotdé mod reverzibilisen atalakulhat egymasba; a kozottik kialakuld
egyensuly fligg a hOmérséklettdl, pH-tol, ionerdsségtdl, valamint az SSB/ssDNS
mennyiségi aranyatdl [17, 18]. Meglepd mddon a kétésmoddok in vivo funkcidja
szintén ismeretlen [19]. Nemrég kozolt cikkiinkben a magnescsipeszes egyedi-
molekula-mérések, a tranziens enzimkinetika és a mechanisztikus modellezés
eszkodztarat kombinalva az SSB DNS-koétésmodjainak és az SSB CTP fehérje-
fehérje kdlcsénhatasainak meglepd dsszefliggését figyeltiik meg [7]. Azt tapasz-
taltuk, hogy a RecQ helikdz a CTP-vel valdé koélcsonhatdsa révén képes a
DNS-kotott SSB-ben kdtésmodvaltast kivaltani. Méréseinkben a RecQ helikaz
CTP-hez torténd kapcsolddasanak hatasara az SSB a 65-6s kotési mddbol a
35-6s kotési mddba valtott. A kdtésmodvaltas hatasara korabban SSB-vel fedett
ssDNS-szakaszok valhatnak szabadda, melyekhez a RecQ nagy affinitassal
kotoédik [7]. Az eredményeink alapjan megalkotott mechanisztikus modell
szerint, ha a RecQ az SSB-nukleoprotein-szalban az egyszalu és kétszali DNS
taldlkozasi pontjanal 1évé SSB-tetramerben idéz el6 kotésmodvaltast, akkor a
felszabaduld ssDNS-szakasz kiindulasi pontként szolgalhat a helikdz DNS-szal-
szétvalaszté aktivitasanak elindulasahoz (3.A abra). Ezzel szemben a RecQ
kotddése a nukleoprotein-szal belso részeihez rovid életidejl lesz, mert az enzim

DNS-en valé haladasat a szomszédos SSB-molekulak gatoljak (3.B abra).

Modellliinkkel 6sszhangban, hasonld CTP-kdlcsdonhatas-indukalt DNS-kétésmod-
valtast figyeltek meg a bakterialis PirA, PriC és RecO SSB-partnerek esetében is
[20-22]. A fentiek alapjan kérvonalazddni latszik az SSB DNS-koétésmddok és a
CTP-kolcsdnhatasok altalanos sejtbeli szerepe. A baktériumsejt az SSB segit-
ségével védi az anyagcsere-folyamatai soran keletkez6 sériilékeny ssDNS-sza-
kaszokat, viszont a CTP-kolcsdnhatas révén a sejt szamara szikséges, illetve
elényds DNS-atalakité folyamatokat végzd enzimek hozzaférhetnek a megfeleld
DNS-régidkhoz. Ezzel 6sszhangban a CTP partnerfehérjékkel kialakitott kdlcson-

hatdsait gatlé mutacidk letalisak az E. coli sejtek szamara [23].

Egyszali DNS-kot6 fehérjék természetesen az eukaridta sejtekben is megtalal-

BIOKEMIA
XLIII. évfolyam 1. szam 2019. mdrcius

9



Harami Gabor és Kovacs Mihaly

hatéak mind a sejtmagban (RPA, replikacids fehérje A, human SSB1 és SSB2),
mind a mitokondriumban (mtSSB), és - a bakterialis SSB fehérjékhez hasonldan
- szamos partnerfehérjével alakitanak ki kdlcsénhatast [24]. Szerkezetiik azon-
ban jelent6sen eltér a bakteridlis SSB-kt6l és kozds jellemzdjik, hogy nem
tartalmazzak a CTP régiét [24, 25]. Erdekes mddon - a szerkezeti kiildnbségek
ellenére - az eukaridta RPA fehérje esetében is tobb eltér6 DNS-kotésmoddot
figyeltek meg [26, 27].

A, RecQ kétodés a nukleoprotein-szal B, RecQ kotddés a nukleoprotein-szal
végéhez belsé régidgjahoz
ssDNS

seeeele  sulet..

SSB DNS-kotésmaod valtas
DI
DNS-szalszétvalasztas

3. abra. Az SSB a RecQ helikazt (kék ellipszis) a szétvalasztandé DNS-szakaszokhoz
toborozza. (A) A RecQ helikdz szalszétvalasztoé aktivitdsa az ss-dsDNS talalkozasi pontnal
e/indu/hat a CTp ké/csb'nhatés és SSB DNS-kétésmod vé/tés miatt fe/szabadu/o' ssDNS -sza-

P E

tiv és rowd életidejl. (Korabbi k6zieményiink [7] nyoman.)

Az SSB kolcsonhatasi halézatan keresztiil hatékonyan gatolhaté a bak-
terialis novekedés

A fent részletezett SSB-funkciok és a CTP-kélcsdnhatds sajatsagai alapjan ez a
rendszer idealis célpontja lehet (j, tobbcélpontos, széles spektrumul bakteridlis
novekedést gatlé szereknek. A CTP kolcsdnhatasai esszencialisak a baktérium-
sejtek szamara, és — mivel a CTP uniform mddon koétédik az ismert kélcsonhatd

partnerekhez - feltételezhetd, hogy a CTP-vel a partnerekért versengé mole-
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kuldk az egész kodlcsdnhatasi halét egyidejlleg gatolhatjak, anélkil, hogy az
eukariota sejtekre hatassal lennének. Egy ilyen tobbcélpontos molekula ese-
feltételezhetéen rendkivil alacsony lesz, hiszen a baktériumsejtben ehhez

egyidejlileg kellene megvaltoznia az 6sszes koétbpartnernek és az SSB CTP-nek.

A fenti elképzelés alapjan kismolekula-sz(ird eljarassal az elmult évek soran
sikeresen azonositottak harom olyan vegylletet, melyek - feltételezhetben a
CTP-koélcsdnhatasok gatlasa révén - széles spektrumu antibiotikus hatdssal
rendelkeztek [28]. Azonban sajnalatos mddon az azonositott molekuldk szamos
negativ hatast fejtettek ki a vizsgalt eukaridta sejtvonalakra, igy human terapias

alkalmazasuk egyeldre nem valdszinlsithetd [28].

Laboratériumunkban jelenleg kismolekulak azonositasa helyett olyan CTP-valto-
zatok létrehozasan dolgozunk, amelyek a vadtipusu peptidnél nagyobb affinitas-
sal képesek a kolcsonhatéd partnerekhez kotodni. Sajat eredményeink (lasd
fentebb), illetve mas kutatdcsoportok mechanizmus-vizsgalatai azt tamasztjak
ala, hogy a vad tipusu SSB CTP a kdzepesen erds affinitdsu, tranziens kolcson-
hatasok kialakitdsara adaptalédott [5, 7, 9, 29]. EbbdI kiindulva nagy valé-
szinlséggel eldallithaték az SSB-partnerekhez a vad tipusnal jelentésen nagy-
obb affinitassal kot6dd CTP-peptidvaridansok a lehetséges aminosav-szekven-
cidkat felolel6 hatalmas kémiai térben. Az er6sen koét6 CTP-variansok -
versengve a sejtben Iévé endogén SSB-vel - mar alacsony koncentracidban is
hatékonyan gatolhatjdk a bakteridlis novekedést, mivel DNS-két6é domén

hidnyaban a toborzé funkcidjukat nem tudjak betolteni.

A CTP-valtozatok szliréséhez kidolgoztunk egy Ujszer( eljarast, amelynek segit-
ségével a baktériumsejten belil, fuzids fehérjéhez kapcsolt nagyszamu peptid-
variansnak a bakteridlis novekedésre gyakorolt hatasa vizsgalhatd kozepes
atereszt6képesség mellett. Fuzids partnerként a bakteridlis anyagcserével

jelent6sen nem interferald, tobbféle inert fehérjét is teszteltiink (pl. eGFP:
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moddositott zdld fluoreszcens fehérje, GST: Glutation-S-transzferaz, MBP:
Maltdz-koto fehérje). Géntechnoldgiai eljarasok segitségével végil létrehoztunk
egy, a fuzios peptidek indukalhatd expressziojat lehetdvé tevd, a fuzids peptid-
valtozatokat kodold plazmid vektor konyvtarat. Elsé konyvtarunkat ugy alkottuk
meg, hogy a kifejez6d6 peptidek az eredeti CTP szekvencia 3, bioinformatikai
mészetes aminosavat hasonld eséllyel jelenitsék meg. A vektorkdnyvtar baktéri-
umsejtbe vald transzformadldsa és az egyes transzformalt klonok szelektaldsa
utan az adott peptidvaltozatokat termel6 baktériumok ndévekedési gorbéjét a
megfelel6 kontrollok mellett lemezolvasd készililék segitségével kovetjik nyo-
mon. Hatékony gatldépeptidek esetében, ahogyan né annak sejten belili kon-
centracidja, ugy lassul a populacié ndévekedési Giteme és a baktériumok pusztulni
kezdenek (4. abra).

Faziosfehérje-valtozatokat kédold Fuziosfehérje-termelés indukcidja Novekedésgatlas vizsgalata
vektorkényvtar létrehozasa

Fuzids partner

€ 10 b3 T
(pl. GST) - CTP o - indukaldszer
‘ S 0.8
véltozat @
" ¥ — v 0.6
w
@ tﬁ 204 -
\ = + indukaloszer
< . - % 0.2
SSB kdlcsdnhato partner ] )
Transzformalas u 0-00 200 T

1d6 (perc)

4. abra. A bakterialis novekedést gatlé CTP-valtozatok azonositasara kidolgozott
sziir6eljaras munkafolyamata. Az egyes fuziés CTP-valtozatokat indukalészer hatasara
kifejez6 baktériumkulturéak névekedését — parhuzamosan az indukalatlan kontrollal - lemez-
olvasd késziilék segitségével, 600 nm-en mérheté fényelnyelés-valtozas alapjan kévetjik
nyomon. A jobb oldali panelen lathatd, hogy a baktériumkultura névekedését gatolja az adott
GST-fuzionalt CTP-valtozat indukalt termelése (piros gérbe). Kontroll kisérleteinkben a GST
6nallé tultermeltetése nem volt hatassal a baktériumok névekedésére (nem kézélt adatok).

A vad tipusu CTP-nél hatékonyabb novekedésgatlé hatast mutatd peptidvaltoza-
tok aminosav-szekvencidja meghatarozhaté a mérés végén a sejtkultirakbdl
kinyert plazmidok nukleotidsorrendjének szekvenalassal vald leolvasasabdl.
Sokrétld optimalizaciét kovetden jelenleg a mutans CTP-valtozatok tesztelését
végezzik és parhuzamosan fejlesztés alatt all egy Ujgeneracidos DNS-
szekvenalast alkalmazdé modszer is, melynek segitségével milliés nagysagrend-

ben tesztelhetjik a valtozatokat.
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Kitekintés

Az azonositott, bakteridlis novekedést hatékonyan gatldé CTP-valtozatok
reményeink szerint megfeleld kisérletes eszk6zok lesznek ahhoz, hogy az SSB
fehérje-fehérje kolcsOnhatasainak szerepét mélységeiben feltarhassuk. A pep-
tidek azonositdsa utdn szamos vizsgalati irdanyba tarul kapu, pl. az adott
peptideket szintetikusan elGallitva vizsgalni tudjuk azok kdlcsdnhatasat az izolalt
partnerfehérjékkel, hogy feltarjuk a gatlas hatasmechanizmusat. Tovabbi
munkaval feltarhatjuk a CTP-aminosav szekvencia és a partnerfehérje-kolcson-
hatas affinitasanak O0sszefliggéseit. Ezen informacidk jelentdsen eldsegithetik a
kolcsdnhatasi haldt gatld uj kismolekuldk fejlesztését. Harmadrészt, a peptidval-
tozatok 6nmagukban kiindulasként szolgalhatnak Uj hatdanyagok fejlesz-
téséhez. A peptidek baktériumsejtbe vald bejuttatasa és proteolitikus hasitastol
vald megvédése az igéretes molekulajeldltek tovabbi optimalizacidojat fogja

igényelni [30].

Bizunk benne, hogy eredményeinkkel hozzajarulunk G(j hatdsmechanizmusu,
széles spektrumdu, tobbcélpontos antibakteridlis szerek kifejlesztéséhez, ame-
lenésének esélye jelent0sen alacsonyabb lesz, mint a jelenleg hasznalt haté-

anyagok esetében.
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Osszefoglalas

A genetikai allomany épségének megbrzése minden élolény szamara
nélkllozhetetlen, az abban bekdvetkezd elvaltozasok tumorok kialakulasdhoz
vagy a sejt halalahoz vezethetnek. Az uracil bazis DNS-ben valé megjelenése az
esetek tObbségében hibanak szamit, amit a sejt erre specializaldodott enzim-
készlete javitani igyekszik. A hibajavitas fontossagat bizonyitja, hogy az ebben
a folyamatban kulcsszerepet jatszé enzimek konzervéltak a baktériumoktél
egészen az emberig. Mikael Skurnik és munkatarsai 2005-ben egy igen érdekes
virust talaltak, amely Yersinia fajokat fertdz és DNS-e a timin bazisok helyett
teljes egészében uracil bazissal helyettesitett. A mai napig minddssze 3 ilyen
virusrél szamoltak be az irodalomban, azonban egyik esetben sem sikertlt
felfedni, hogyan képesek ezek a virusok kilénleges DNS-Uket Iétrehozni, illetve
fenntartani olyan gazdasejtekben, amelyekben a DNS-ben megjelend uracil
valamint azon virus genomi régidk feltérképezése, amelyek felel6sek lehetnek
az uracilos DNS kialakitasaért. Kisérleteink soran a ®R1-37 bakteriofag genetikai
konyvtaraval dolgoztunk, mivel a virus teljes genetikai allomanyanak
szekvenadldsa megtortént. Egy nagyatereszto képességli mddszert dolgoztunk
ki, amely segitségével olyan agenseket kerestlink a fag DNS-ében, amely az
uracil DNS-bdl vald eltavolitasaért felelés enzim (UNG) mikodését gatolni
képes. Ehhez magas genomi uracil tartalmu sejteket transzformaltunk az UNG
enzim génjét tartalmazod, valamint a fag genomi részleteit tartalmazé plazmid
DNS-ekkel. A tulélé sejtekbdl kolonia PCR, majd szekvendlds segitségével

azonositottuk a fag genom azon részleteit, amelyek feleldsek lehetnek az
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uracilos DNS menekitéséért. A kapott adatokat bioinformatikai analizisnek
vetettliik ala. Az altalunk kidolgozott mddszerrel tébb fag fehérjét is sikerilt
azonositani, amelyek potencidlis UNG inhibitorok lehetnek. Ennek

megerodsitésére a késGbbiekben in vitro kisérleteket is terveziink végezni.

Bevezetés

Az uracil bazis az RNS polimer egyik épitdeleme. A DNS-ben megtalalhato timin
bazist helyettesiti, bazisparosodas szempontjabdl szintén az adeninnel szembe,
azzal 2 hidrogén-hidat kialakitva éplil be az RNS-be ribonukleotid formaban. A
DNS-ben kétféleképpen jelenhet meg. Egyrészt a DNS-ben mar jelenlévé citozin
bazisok oxidativ dezaminacidja soran keletkezhet, illetve a replikacid soran a
DNS polimerazok is beépithetik timin helyett dezoxiribo-formaban, mivel nem
tudnak kilénbséget tenni a dUTP és a dTTP kozott. Ennek a valdszin(isége a
sejten bellli dUTP/dTTP aranytdl fligg, amely szigoru enzimatikus szabdlyozas
alatt all. A DNS-beli uracil megjelenése az esetek tébbségében hibanak szamit,
amelyet a sejt eliminalni igyekszik. A citozin dezaminacidéja soran keletkezo
uracil - amennyiben nem kerl javitasra a replikacid el6tt - stabil pontmutaciot
eredményez, amely az elhelyezkedésétdl fliggben, akar végzetes kimenetell is
lehet a sejt szamara [1, 2]. A timin helyett beéplild uracil nem okoz mutacidt,
mivel bazisparosodds szempontjabdl megegyezik a timinnel, azonban az ily
maddon beéplilé nagymennyiségl uracil is végzetes lehet a sejt szamara. Ennek
oka, hogy az uracil elimindlasaért felel6s uracil-DNS glikozilaz (UDG) enzim-
csalad egyes tagjainak, koztik a legjelentésebb hibajavité enzimnek, az UNG-
nak mind az egyszali DNS-en megjelend uracil, mind pedig az adeninnel, illetve
guaninnal szemkozti uracil szubtratja, azok eltavolitasat fogjak katalizalni a
DNS-bdl [3, 4]. Amennyiben nagymennyiségl uracil keril a DNS-be, a hiba-
javitas kovetkeztében DNS kettdsszal toréseket, illetve kromoszéma frag-
mentaciét okozhat. Ennek elkerilése érdekében a sejt igyekszik minimalizalni a
sejten bellli dUTP koncentraciét. A dUTPaz (dezoxiuridin-trifoszfat-nukleotid-
hidroldz), illetve a timidilat-szintdz enzimek feladata a sejten bellli dUTP/dTTP

szint alacsonyan tartdsa [5]. A dUTPaz enzim katalizalja a dUTP hidrolizisét

BIOKEMIA
XLIII. évfolyam 1. szam 2019. mdrcius

19



Nagy Kinga és Vértessy G. Beata

dUMP-vé, a timidilat szintdz pedig a dUMP reduktiv metilaciéjat dTMP-vé. A
dTMP-t ezek utan nukleotid kindzok foszforilaljak dTTP-vé, ami mar a DNS egyik

épitéeleme [6].

A DNS-beli uracil eddig ismert élettani szerepei

Az uracil bazis megjelenése a DNS-ben azonban néhany esetben létfontossagu.
Az ellenanyag termel6 B-limfocitak DNS-ét az antigén hatdsara bekdvetkezd
aktivaciéjukat kovetéen az AID (aktivalas indukalt dezaminaz) enzim mddositja
a citozinok oxidativ dezaminacidja altal. Ennek soran uracilok keletkeznek a
DNS-ben. Ezek egy része a hibajavitds elmaraddsa kovetkeztében mutaciokat
eredményez, illetve a hibajavitas soran kettOs szaltorések keletkeznek a DNS-
en, amelyek fontos szerepet jatszanak a szomatikus hipermutaciéban, illetve az

osztalyvalté rekombinacioban [7]. E folyamat teszi lehet6évé, hogy minden
ember kb. 10!!-féle ellenanyagot képes eldallitani, holott az emberi haploid

genom meérete ,csak” 3x10° bazispar.

Az immunrendszer ezen kivil mas esetekben is felhaszndlja a DNS-ben 1évd
hetetlen a sajat genetikai allomanyuk sértetlenségének megdrzése. Ezen virusok
DNS-ét az APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing enzyme) enzim csalad tagjai
modositjak a citozinok uracilla torténd dezamindldsa révén. Az uracil bazisokat
az uracil-DNS glikozildaz enzimcsalad tagjai vagjak ki a viralis DNS-bdl, amely
soran a DNS fragmentalddhat. A hibajavitas elmaradasa kovetkeztében pedig

olyan mutacidk keletkezhetnek, amelyek ellehetetlenitik a fertozést [8, 9].

A fent emlitett folyamatok nélkilozhetetlenek az immunrendszer megfeleld
m(ikédéséhez, hidanyukban sulyos immunhianyos allapot alakulhat ki [10].
Megfeleld szabalyozasuk azonban szintén létfontossagu, tulmikodésiket ugya-
nis szamos daganatos megbetegedéssel hoztak dsszefliggésbe [11]. A DNS-beli
uracil megjelenését HIV (Human Immundeficiencia Virus) virus fert6zés esetén
is vizsgaltak. Kimutattak, hogy a reverz transzkripcidé soran a keletkez6 viralis
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a4

készonhetben [12].

Az ung gént nem tartalmazé Drosophila melanogaster esetében kimutattak,
hogy a larva, bab és imago szintén megemelkedett uracil szinttel rendelkezik
(200-2000 uracil/millié bazis), amelynek fontos szerepe lehet az egyedfejlédés
soran [13, 14].

Uracil alapi DNS-el rendelkez6 virusok

Tdbb olyan virust irtak le az irodalomban, amelyek DNS-e timin helyett uracil
bazissal helyettesitett. Ilyenek a Bacillus subtilis-t fertdz6 PBS1 és PBS2 fagok
[15], a Yersinia fajokat fert6z6 ®R1-37 [16], valamint a Staphylococcusokat
fertdz0 S6 fag [17]. Ezek a bakteriofagok olyan baktériumokat fertéznek,
amelyek rendelkeznek a DNS uraciltartalmanak minimalizalasaért felel6s enzim-
készlettel (pl. uracil-DNS glikozildzok), illetve — a Staphylococcusokat leszamit-
va, amelyek nem rendelkeznek sajat dUTPaz génnel [18] - azokkal az
enzimekkel, amelyek az alacsony dUTP/dTTP arany fenntartasaért felelések (pl.

dUTPaz és timidilat-szintaz).

Felmeril a kérdés, hogy ezek a virusok hogyan élhetnek tul és hozhatjak létre
uracilos genomjukat egy olyan kérnyezetben, ahol a DNS-ben megjelend uracil
bazis hibanak szamit. A Bacillus subtilis-t fert6z6 PBS fagok ezt a problémat egy
UNG inhibitor fehérjével, az UGI-val oldjak meg [19]. Az UNG az UDG enzim-
csalad tagja, emberben és a legtobb baktériumban a legjelentdsebb szereppel
bir az uracil bazis DNS-bél valé eltdvolitasa tekintetében [20]. Az UGI fehérje
nélkilézhetetlen a fagok tulélése szempontjabol, mivel hidnyaban a virusok
uracilos DNS-e feldarabolddna a baktériumsejtbe valé bejutast kovetben. Az
elmult években két olyan tovabbi fehéréjt azonositottak, melyek szintén erdsen
gatoljadk az UNG-ot (p56, SaUGI) [21, 22]. Erdekes mddon az UGI, p56 és SaUGI

fehérjék egymashoz semmilyen jelentds szekvencia hasonldésdgot nem mutat-
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nak, egyértelmlien kilon evolluciés agakban jottek Iétre. Haromdimenzids
térszerkezetlikbdl az is kiderilt, hogy a feltekeredési mintazatuk is eltérd. Mégis
minden esetben olyan fehérje felszint hoznak létre, amely a DNS-t mimikalja, és
szorosan kotodik az UNG-hoz [22]. A ®R1-37 és az S6 fag esetében nem talaltak
az UGI-hoz hasonld fehérjét, tehat felmerll a kérdés, hogy ezen virusok milyen

stratégiat alkalmaznak a tulélésiik érdekében.

L
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1. abra. A Yersinia enterocolitica és human UNG enzimek aktivitasanak vizsgalata. MM:
molekula marker (DNS létra); kontroll: kezeletlen uracilos plazmid DNS; hUNG + APE: human
UNG-al és APE-val kezelt plazmid; APE: csak APE-val kezelt plazmid (annak ellenbrzésére, hogy
a kezelések soran a DNS ténylegesen az uracilok megléte miatt fragmentalddik); yUNG + APE:
yersinia UNG és APE enzimmel kezelt plazmid; NEB UNG + APE: a NEB altal forgalmazott UNG
enzimmel és APE-val kezelt plazmid. A kezelések minden esetben 37°C-os termosztalassal
térténtek: a human és a NEB-es UNG esetében 10 percig tartott; a yersinia UNG esetében a fent
megjelélt id6tartamokig. A csak APE-val tértént kezelés 60 percig tartott. A kisérletekben a

human és yersinia UNG-ot azonos molaris koncentracioban alkalmaztam.
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Kutatasunk soran a Yersinia fajokat fert6z6 ®R1-37 bakteriofdg genomi kényv-
taraval dolgoztam, mivel ezen fag teljes genetikai allomanyanak szekvenalasi
adatai ismertek [23]. A fertozott sejtben jelenlévé UNG fehérje enzimatikus
aktivitasanak eliminaldasa mindenképp szilikséges a virus tulélésének szem-
pontjabdl. Ez létrejohet i, direkt inhibicio altal, vagy ii, az ung gén atirédasanak
szabalyozdsa révén illetve, iii, a menekités bekdvetkezhet, amennyiben a
gazdasejt UNG fehérjéje alacsony enzimatikus aktivitdssal rendelkezik. A virus
fertdzés soran az UNG mRNS szintjében nem tapasztaltak valtozast [24], igy

célom volt a fennmaradé két lehetdség vizsgalata.

El6szor megvizsgaltam a fag altal fert6zott Yersinia enterocolitica UNG fehér-
jéjének enzimatikus aktivitdsat. Ehhez altalam elGallitott uracilos plazmid DNS-t
[25] emésztettem a mar joél karakterizalt human, valamint yersinia UNG en-
zimekkel (1. dbra). Az UNG enzim a dezoxiribdz és az uracil bazis kozott |étrejott
N-glikozidos kotést hasitja. A keletkez6 bazismentes (AP) helyen a dezoxiribdz
és a foszfat kdzotti kotés hidrolizisét az APE (AP-endonukledz) enzim katalizalja.
A hidrolizist kovetden egyes szaltorés keletkezik a DNS-en. Amennyiben

nagymennyiségl uracilt tartalmaz a DNS, a két enzim egylttes mikddése annak

fragmentaldodasahoz vezet.

2. abra. Az eddig ismert UNG inhibitorok. UGI: 84 aminosav, 9,5 kDa, pI = 4,13; SAUGI:
112 aminosav, 13,4 kDa, pI=4,51; p56: 56 aminosav, 6,6 kDa, pI = 4,17. A SAUGI és az UGI
monomer, a p56 dimer formaban fejti ki hatasat. Szinezés: piros (és tlirkiz): a-hélix; sarga (és
lila): B-red6; z6ld (és rézsaszin): random kanyarok.
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A kapott eredmények alapjan a yersinia UNG enzimrdl elmondhaté, hogy aktiv,
és az APE enzimmel kézrem(ikddve képes az uracilos DNS-t elemészteni. Ezek
alapjan feltételezhet6, hogy a ®R1-37 fagnak is kdédolnia kell olyan
fehérjét/fehérjéket, amely(ek) képesek a gazdasejt UNG enzimének m{ikodését
gatolni, kilénben a fert6zés soran az uracilos DNS-e feldarabolddna. Ennek
ellenére a fdg genomjaban nem talaltak olyan gént, amely szekvencialisan az

eddig ismert UGI-khoz (2. abra) hasonld lenne.

A Human UDG_DNS E. coli UDG _UGI S. aureus UDG_SaUGI B. subtilis UDG_p56

3. abra. Az eddig ismert UNG inhibitorok UDG-vel alkotott komplexei. (A) balrdl jobbra:
a human UDG DNS-el alkotott komplexe (PDB kéd: 20YT); az E. coli UDG (z6ld) UGI-val (tlirkiz)
alkotott komplexe (PDB kod: 1LQM); A S. aureus UDG (zéld) SaUGI-val (tlrkiz) alkotott
komplexe (PDB koéd: 3WDG); a B. subtilis UDG (zéld) p56 dimerrel (tlirkiz) alkotott komplexe
(PDB kéd: 3Z0Q). (B) Az egyes inhibitorok UDG-kel alkotott komplexei és azok elektrosztatikus
képe (PyMo!l programmal generdlva). A human UDG esetében az UDG, a tébbi esetben az
inhibitor elektrosztatikus képe lathatd. A human UDG-nél lathatd, hogy a fehérje pozitivan toltott
felszine kéti a DNS-t. Az inhibitor fehérjék minden esetben a DNS-t mimikaljak, az enzimek DNS
ko6to részéhez kapcsolodnak kivétel nélkiil.

Ennek oka az is lehet, hogy az eddig ismert harom UNG inhibitor nukleotid és
aminosav szekvencia tekintetében is nagyban eltérnek egymastél. A kozos

bennik az, hogy 3D-s szerkezetlik kialakulasat kovetden DNS-t mimikalnak, a
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felUletlkre kerild negativ toltés(i aminosavaknak készonhetéen [22] (3. dbra).

A ®R1-37 bakteriofagban varhatéan jelenlévé UGI funkcioju fehérje azono-
sitdsdra egy Uj, nagyateresztd képességl kisérletes modellrendszert hoztunk
|étre, mellyel olyan faktor(oka)t keresiink a bakteriofag genomjaban, amely(ek)
képes(ek) az uracilos DNS menekitésére (4. abra). Ehhez olyan duplamutans
Escherichia coli (E. coli dut- ung-) sejteket hasznaltunk, amelyek genomja nem
kddol se m(ikddOképes dUTPaz, se UNG enzimeket. Ennek kdvetkeztében geno-
mi DNS-lUknek uracil szintje megemelkedett, melynek mértéke irodalmi adatok-
bél ismert (6580 + 174 uracil/millié nukleotid [26]).

dut- ung- E. coli dut- ung- E. coli + UNG

Kromoszoma |
fragmentacio

kromoszéma ¥ ——— ' ; — sejthalal )
= kromoszéma e

(@

dut- ung- E. coli dut- ung- E. coli + UNG + fagkonyvtar
UNG
£ / \
Tuléle
% —> S
kromoszéma ¥ == kromoszéma :|: SEthk? ‘
N b

4. abra Az altalunk kidolgozott kisérleti modell sematikus abrdja. A kisérleti terv szerint
a duplamutans E. coli sejt magas uracil tartalmu genomi DNS-e a rekombinans UNG enzim
hatasara feldarabolddik, amely a sejt pusztulasahoz vezet. Amennyiben a fag genomi kényvtarat
az UNG enzimmel egylittesen juttatjuk a sejtbe, ha a kényvtar olyan fag genomi részletet kédol,
amely véd az UNG katalitikus aktivitasaval szemben, a sejtek életben fognak maradni.

A baktériumok genomi uracil szintje a két enzim m(kddésének hidanyaban olyan
mértékl, hogy amenynyiben rekombinans UNG enzimet expresszaltatunk ezek-
ben a sejtekben, az a genomi DNS-Uk fragmentaldédasat, ezzel pedig a sejtek

pusztulasat okozza.

Annak ellendrzésére, hogy a modell rendszeriink megfelel6képpen mikddik, a

human UNG enzim génjét tartalmazd plazmid DNS-el transzformaltunk dupla-
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mutans E. coli sejteket, majd IPTG mentes, illetve IPTG-t tartalmazé taptalajra
szélesztettlik, mellyel az ung gén kifejezédését indukaltuk. Kontrollként (res, az
ung génjét nem tartalmazd plazmiddal is elvégeztiik a kisérleteket. Azt tapasz-
taltuk, hogy abban az esetben, amikor az UNG enzimet expresszaltattuk a
sejtekben, az a baktériumok pusztulasat eredményezte, amig a tobbi esetben
tuléltek (5. abra).

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy amennyiben a ®R1-37 bakteriofag genomi
DNS-ébdl készitett konyvtarral egydltt juttatjuk az ung génjét tartalmazo plaz-
midot a sejtekbe, majd mindkét plazmidrdl indukaljuk a kédolt gén atirasat,

lesznek-e olyanok, amelyek tulélik az UNG katalitikus aktivitasat.

pZ8-Ptac (iires) pZ8-Ptac (tres)+ PTG

5. abra Tulélési kisérletek. dut- ung- duplamutans E. coli sejtek transzformalasa. Balro/
jobbra: lres pZ8-Ptac, lires pZ8-Ptac + IPTG, Ahuman UNG-ot tartalmazé pZ8-Ptac, Ahuman
UNG-ot tartalmazé pZ8-Ptac + IPTG; Ahuman UNG: a human UNG enzim, amelyrél az els6 84
aminosavat eltavolitottuk. A pZ8-Ptac vektort Timothy Lu laborjatol kaptuk (Addgene plasmid #
74064) [27]. A vektor tac promotert tartalmaz, amely IPTG-vel indukalhato.
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A ®R1-37 bakteriofdg genomi DNS-ébél készitett kdonyvtarat Mikael Skurnik

laborja bocsajtotta rendelkezéslinkre [23].

6. abra. Tulélési kisérletek. Fagkdnyvtarat tartalmazé dut- ung- duplamutans E. coli sejtek
transzformalasa balrdl jobbra: ires pZ8-Ptac + IPTG + arabinéz, Ahuman UNG-ot tartalmazo
pZ8-Ptac + IPTG + arabindéz. A fag genomi DNS-ébd! késziilt kényvtar pBAD 30 vektorba lett
kldnozva, amelyrél a génatiras arabindzzal indukalhatd.

1. tablazat Potencialis UNG inhibitorok.

fehérje Mw (kDa) pl korai konstitutiv talalatok szama

2084 134 9,12 B 3
g085 50,5 5,16 B

g089 40,2 4,56 B 4
gl19 12,99 5,39 H 3
g120 14,6 8,73 B 3
gl133 17,2 6,29 B 5
gl185 14,6 9,60 B 7
2186 14,6 5,87 H 6
g191 49,9 9,01 i a
8295 151,9 5,36 B 3

Szinezés: lila: a fagfertézés soran konstitutivan termelédé fehérjék; kék: a fagfertézés elso,
korai szakaszaban termel6dé fehérjék; sarga: azon fehérjék, amelyekre a szekvenalds soran
tébb mint 4 taladlatot kaptunk; zéld: azon fehérjék melyek mérete hasonlé a mar ismert
UGI-kéhoz (a harom ismert UGI altag méretétél maximum 30%-ban térnek el); piros: azon

fehérjék, melyek pI értéke <6.
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Amennyiben a fagkdnyvtarat tartalmazé plazmiddal egyitt juttattuk a dupla-
mutans E. coli sejtekbe az ung-ot tartalmazd plazmidot, majd indukaltuk a
gének kifejez6dését, azt tapasztaltuk, hogy a sejtek egy része tulélt (6. abra).
Ez azt jelenti, hogy a ®R1-37 bakterio-fag genomjaban valdban talalhatéak
olyan régidok, amelyek képesek az uracilos DNS menekitésére, igy szerepet
jatszhatnak a virus tulélésében. Annak vizsgalatara, hogy az életben maradt
sejtek a fag genom mely részleteit hordozd plazmidot tartalmazzak, koldnia

PCR-eket végeztliink, majd a PCR termékeket szekvenalassal azonositottuk.

a, gl19 UGI b, g186 UGI

7. abra. A webszerverek segitségével épitett haromdimenziés modellek a PyMol
programmal megjelenitve. (a) A g119 fehérje Phyre2 szerver segitségével épitett modellje.
Fent: A fehérjék PyMo! programmal generalt elektrosztatikus feliileti potencial térképe.
Szinezés: g119: piros: -80,9 kék: +80,9; UGI: piros: -82,3 kék: +82,3;, Lent: mdasodlagos
szerkezeti modellek; UGI PDB ID: UGI1. (b) A g186 fehérje Swiss-model szerver segitségével
épitett modelije. Fent: A fehérjék PyMol programmal generalt elektrosztatikus fellileti potencial
térképe. Szinezés: g186: piros: -92,2 kék: +92,2; UGI: piros: -82,3 kék: +82,3; Lent:
masodlagos szerkezeti modellek; UGI PDB ID: UGI1.

A szekvenalds soran kapott szekvenciakat raillesztettilk a virus genomra, majd
azonositottuk a nukleotid szekvencidk altal kddolt fehérjéket. A kapott fehérje

talalatokat bioinformatikai analiziseknek vetettliik ald, amely soran hasonlé

méretl és plI (izoelektromos pont) érték{ fehérjéket kerestiink az eddig ismert
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UNG inhibitorokhoz. A kapott talalatok kozll 6sszegy(jtottik azokat, melyek

megfeleltek az alabbi kritériumoknak: i, méretik és / vagy pl értékik hasonlé a

mar ismert UGI-khoz; ii, a virus fert6zés soran korai- vagy konstitutivan

termel6do fehérjék [24] (1. tablazat).
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8. abra. Az TUPred programmal kapott rendezetlenségi predikciéok. Amennyiben a piros
vonal a vizszintes fekete vonal alatt helyezkedik el, a fehérje adott szakasza rendezettnek

tekinthetd.
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A gl119, g185 valamint a g186 fehérjékkel tovabbi bioinformatikai analizist
végeztink. A g119 fehérje mind méretében, mind pl értékében hasonldsagot
mutat az eddig ismert UGI-khoz. A g185 és g186 fehérjéket kaptuk vissza
legtobbszér a szekvenaldsi kisérletek soran. Bar pl értékik eltér az UNG
inhibitorokétél, ez nem zarja ki, hogy harmadlagos szerkezetik kialakulasat
kovetden a felszinikon egy jol definialt negativ toltéssel rendelkez6 rész jojjon
|étre. Ezen virusfehérjék bioinformatikai analizise soran kiderllt, hogy nem
mutatnak szekvencialis hasonldsagot, egyik adatbazisban talalhatd fehérjéhez
sem. Annak vizsgalatara, hogy felszinikdn - a tobbi UGI-hoz hasonldan -
talalhaté-e negativ toltésd fellilet, harmadlagos szerkezeti modelleket épitettlink
a Phyre2 [28] illetve a Swiss-model [29] webszerverek segitségével. Szekven-
cialis homoldgok hianyaban csak a g119 fehérje estében sikerilt modellt épiteni
a Phyre2 szerver segitségével (7/a. abra), valamint a g186 fehérjére a Swiss-

model szerverrel (7/b. abra).

gl19

MNQYSESYKSSIMGYFKDRYLVLITERFKDLPQLTFMKLKVKSVAVINNSEWDDDLLKANIRCEFFSQETIKDHSKY
————HHAHAAAHHAR~—— HHH———--HHHAEEEEEEEEREE~————— HRAEAER-HHAH-————=——=
EDWMTRLDEVFEESCQYAKDQTFIKAMGSLSLIN
HHHHHHHHHHHHHHHHH----HHHHHH-—————-

gl185

MVESYMKINKLNIRELSNQININIAGSVSHDRFFDITYRGIKGFLLMNIGKKIAFCEMNVEFFAHYSYNTIQSNKQ
---HHHH---—- HHHH--EEEEEEEE-—-——- --—-HHHHH---HHEEEEEEEEEEE-—————————-

- ~—HHHHHHHH-—————————————— HEHHHHHHH--——-

gl8é6

MKIFKNPYDLRKDTLSVFNDFDVATTRLFLFHMKLITLIRCQYHKEPYPPDERIDVDELYDISINDDSIAMAIFP
—————————————— HF-----—-HHHHHHHHHHHHHHHHHHH - ——————————————~ -—— -

9. abra. A JPred programmal kapott masodlagos szerkezeti elemek. H: a-halix; E: B-redé.

A tobbi fehérje esetében is végeztink rendezetlenségre, illetve masodlagos
szerkezeti elemekre predikciot az IUPred [30], valamint a JPred [31]

webszerverek segitségével (8. és 9. dbra).

A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy ezen fehérjéknek nincs eddig
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ismert szekvencialis, illetve szerkezeti homoldgjuk, igy a harmadlagos
szerkezeti modellek megbizhatdésaga limitalt, azonban feltételezhetéen ren-
dezett fehérjék. A g186 fehérje magasabb pl értéke ellenére is feltételezhetben
tartalmaz jol definialt negativ toltés(i felszint, a g119 fehérjével egyiitt. Annak
ellen6rzésére, hogy ezek a fehérjék valoban képesek az UNG inhibicidjara, in

vitro kisérleteket terveziink végezni.

A tulélési kisérletek soran kapott eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy egy magas uracil tartalmud genom nem képes az UNG fehérje jelenlétében
fennmaradni, hiszen a duplamutans Escherichia coli sejtek a human ung gén
indukalasa esetén elpusztultak, mig ezen gén hidnyaban, illetve a gén indukala-
sa nélkdl tuléltek. Mindemellett az is elmondhatd, hogy a ®R1-37 bakteriofag
ténylegesen tartalmazhat olyan génszakaszokat, amelyek feltételezhetéen meg-
akadalyozzdk az UNG enzim megfeleld m(ikodését. A tulélo sejtekkel végzett
kisérleti eredmények tobb potencialis fehérje taldlatot is adtak. Ezen taldlatok

tovabbi analizisét tervezziik a tovabbiakban.
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ALAPKUTATASOK NELKUL NINCS ESELY UJ TERAPIAKRA

Keserii Gyorgy Miklés
MTA TTK Szerves Kémiai Intézet,
Gyogyszerkémiai Kutatocsoport, Budapest

A gydgyszerkutatas csapatmunka, amelyben vegyészek, bioldgusok, orvosok,
sOt informatikusok, kdézgazdaszok és jogaszok fognak 6ssze abbdl a célbdl, hogy
gyégymodot taldljunk tobbek kozott a vezetd onkoldgiai, kardioldgiai vagy
pszichiatriai betegségekre. Az elmult évtizedben olyan terapids lehet6ségek
jelentek meg ezeken a terlileteken, amelyeket korabban el sem lehetett volna
képzelni. Megnyilt a lehet6ség az onkoldgiai betegségek személyre szabott
nyabb immunoterapia, a pszichiatriaban pedig 0j lehet6ségek nyiltak a bipolaris
zavarok kezelésére. A betegségek gyodgyitasahoz, az oki terapiahoz, de a
tinetek enyhitéséhez is meg kell értenlink az emberi szervezet egészséges és
kéros mikodését, ez pedig elképzelhetetlen orvosbioldgiai alapkutatasok nélkdil.
Hogyan talalhatjuk meg azokat a fehérjéket, amelyek hibas muikddésikkel
betegséget okozhatnak? Az emberi szervezetben ugyanis mintegy 30.000 gén
talalhatd, amely becslések szerint kdzel 16.000 fehérjét kddol. Az orvosbioldgiai
alapkutatasok feladata éppen az, hogy tarjak fel a szervezet azon biomolekulait,
amelyeknek megvaltozott mikddése felelGssé tehetl a betegség kialakulasaért.
A gyogyszerkutatasi programokban pedig ezeknek a (tébbnyire) fehérjéknek a
kéros mikodését igyeksziink helyredllitani, vagy megakadalyozni gydgyszermo-
lekuldk segitségével. De hogyan kereshetlink olyan molekuldkat, amelyek aztan

képesek a kdéros mikddést gatolva a beteget meggydgyitani?

Erre a kérdésre kerestlink valaszt abban a munkaban, amelyet a legfontosabb
gyogyszerkutatasi folydirat, a Nature Reviews Drug Discovery cimlapjan kozolt
(https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116, https://rdcu.be/5AJF). A ma-
gyar vezetésl nemzetkdzi csapat a vilag vezet6 gydgyszercégeinek részvételé-

vel szervezO0dott és azt tlzte ki célul, hogy felderitse a gydgyszermolekulak
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megtalalasanak 0j lehetdségeit. A hagyomanyos, kismolekulds gydgyszerku-
tatas tobbnyire olyan molekuldkkal foglalkozik, amelyek altalaban kevesebb

mint 80-100 atombdl épllnek fel. A problémat azonban az okozza, hogy a

szerves kémia lehet6ségeit figyelembe véve elvi alapon mintegy 1080 szamu
ilyen molekula épithetd fel. Ennyi molekula valéjaban nem allithaté elé, mert a
szlikséges anyagmennyiség meghaladna a vildgegyetem tomegét, viszont az is
elmondhatd, hogy az elmult kdzel 250 évben eldallitott kb. 150 millié molekula
a lehetdségeknek csak elenyészd részét képezi. Raadasul, ezeknek a mole-
kuldknak a fele csak 143 féle alapvazat tartalmaz, vagyis az eddig eldallitott
molekuldk nagyban hasonlitanak is egymashoz. A kutatasok elsOként arra
irdnyultak, hogy feltarjdk az Uj molekuldk el6allitdsaban mutatkozdé korlatok
okait. Az el6allitott molekuldkat és a hozzajuk vezetd reakciokat elemezve a
kutatdécsoport megallapitotta, hogy ezek tobbsége olyan vegyllet, amelyet
ismert és robosztus reakciokkal, jo termeléssel, megvasarolhaté reagensekkel,
néhany reakcidlépésben ésszerlen, viszonylag kdonnyen eld lehet allitani. Ez
pedig illeszkedik a gydgyszerkutatasi programok id6ébeli és koltségvetési kor-
lataihoz. Az el6allitott molekulak jellegét azonban a szintézisiikhdz felhasznalt
reakcidk hatarozzak meg, igy a kdvetkezd lépésben ezeket elemeztiik. A vizs-
galatok ramutattak arra, hogy a gyodgyszerkutatas kilénb6z6 fazisaiban, igy a
kémiai kiinduldpont keresése és nagyszamu, mar el6allitott molekula bioldgiai
szlrése, a kiinduldpontok tobbszempontu optimalasa és a sikeresen azonositott
gyogyszerjelolt elballitasa soran is minddssze négy reakcidtipus (alkilezés,
acilezés, szén-szén kotés létrehozasa és védOcsoportok hasznalata) a meg-
hatarozo. A leginkabb megdobbenté eredményt azonban az egyes reakcidéfajtak
részletes elemzése hozta: kiderilt, hogy a gydgyszerkémiaban hasznalt leggya-
koribb 5 reakcié (amid képzés, Suzuki reakcid, aromas nukleofil szubsztitlcio,
egy védocsoport eltavolitdsa aminokrodl és aminok reakcidja elektrofilekkel) az
0sszesen alkalmazott reakciok mintegy 60%-at teszik ki. Ezek tehat azok a
reakciok, amelyek leginkabb megfelelnek a gydgyszerkémiai gyakorlat
feltételeinek, viszont ezekkel a reakcidkkal az elvileg rendelkezésre all6 mole-

kuldknak csak egy kis része érhet6 el.
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Hogyan bodvithetjik tehat a gydgyszerkutatas szamara elérhetd molekulak
korét? A kutatécsoport négy eszkozt latott alkalmasnak erre a célra: a
mesterséges intelligencia alapu tervezést, az ésszer(i és intelligens automa-
tizalast, valamint (Uj reakcidk és technolégidk hadrendbe allitasat. Figyelembe
véve, hogy napjainkban minden hdnapban tobb mint szazezer élettudomanyi
cikk jelenik meg, tovabba havonta mintegy 25.000 Uj vegyllet eldallitdsardl
szamolnak be, ezt a mennyiségl informaciot mar nem lehet a hagyomanyos
modon feldolgozni. A mesterséges intelligencia alapu megoldasok képesek a
teljes adatmennyiség feldolgozasara és a koztliik fennallé kapcsolatok elem-
zésére. Ezen az elven olyan tervezd szoftverek fejleszthetdk, amelyekkel nem-
csak egy kivalasztott molekula el6allitasanak mddja tervezhetd meg, hanem a
mar leirt atalakitasok segitségével Uj, eddig el6 nem allitott molekulakat kapha-
tunk.

O
O

1978 O 2002 O
O

1982 O

2002 ()
2005 ()

1. abra. Tervezett szintézis egy hatdoanyag uj és a korabbinal hatékonyabb
eléallitasara. A felhasznalt reakciok t6bb mint étven év alapkutatasanak eredményei. (Forras:
Wiley-VCH.)

Ezeket a molekuldkat azonban ténylegesen is el6 kell dllitanunk, ha pedig az erre
alkalmas reakcidk kell6en robosztusak, akkor ezt célszerl automatizalt mddon,

robotokkal végezni. A ma rendelkezésre allé robotokkal mar nem csak a mole-
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kuldk el6allitasat, elemzését és tisztitdsat, hanem azok bioldgiai vizsgalatat is
automatizalni lehet. Az ilyen integralt rendszerek képesek a sikeres reakcidk
feltételeinek gyors meghatarozasara, a gydégyszerjeloltek kezdeti optimalasara,

sOt Uj reakciok felfedezésére is.

2. abra. iLab multifunkciés robot az AstraZeneca molndali kutatékézpontjaban. (Forras:
AstraZeneca.)

A robotok tehat nem veszik el a vegyészek és gyogyszerkutatd szakemberek
munkajat, hanem éppen ellenkezdleg, felszabaditjdk Oket a tényleges kreati-
vitast igényl6 problémak megoldasara. Erre pedig nagy szlikség van, hiszen a
gyogyszerkutatds szamara elérhetd molekuldk szamanak gyarapitasahoz
legfoképpen Uj reakcidkra és stratégidkra van sziikség. Az ilyen megoldasok
azonban kiterjedt alapkutatasokat igényelnek a kémia és a biokémia terlletén.
Az elmult években enzimeket sikerllt munkara fogni, hogy segitségiikkel a
szamunkra fontos vegyiletek tisztan és kérnyezetkimélé6 modon alljanak eld. A
természetes enzimek atalakitasaval pedig olyan biokatalizatorokhoz juthatunk,
amelyekkel (j reakcidk valdsithatok meg. Tobb évtizedes alapkutatdsok utan a
gyogyszerkutatas is birtokba vehette a fotokémia és az elektrokémia ered-
ményeit, amelyek segitségével (altalaban UV) fénnyel, illetve elektromos dram-

mal valdsithatunk meg eddig el sem képzelhetd kémiai atalakuldsokat. Ezekkel
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a reakcidkkal 0j kémiai kotéseket tudunk kialakitani, amelyek pedig Uj mole-
kuldkhoz vezetnek. Az alapkutatdasoknak koszonhetéen fedeztek fel olyan Uj
katalizatorokat, amelyekkel eddig minden reakcionak ellenallé szerkezeteket
épithetlink tovabb, vagy haszndlhatunk fel az Uj molekuldk el6allitasahoz.
Mindezeknek az alapkutatasi eredményeknek mar megkezdddott az adaptacidja
a gyogyszerkutatds mindennapi gyakorlataba. Ez azonban nem magatdl
értetddoé folyamat. Nem pusztan arrdl van szd, hogy meg kell taldlnunk a
ténylegesen hasznosithatdé eredményeket, hanem arrél is, hogy le kell
klizdenink azokat a tudomanyos, technoldgiai, szervezeti és kulturalis gatakat,

amelyek a sikeres adaptacid utjaban allnak.

Kutatécsoportunk nem pusztan felmérte a gyodgyszerkémia megujitasara alkal-
mas megoldasokat, hanem két lehetséges megoldast is kidolgozott az adap-
tacios folyamat gyorsitdsara. Az egyik megoldas kézéppontjaban a tudomanyos
és technoldgiai problémak allnak, amelyhez a gydgyszervallalatok, innovativ
kisvallalkozasok és a kutatéhelyek kozti egylttm(ikdodés erbsitésére van szik-
ség. Ezért lényegesek a nagy eurdpai konzorcidlis projektek, amelyben a
kutatécsoport tagjai is részt vesznek. Ezt tdmogatjak az Eurdpai Unidnak a
versenyszféra és a kutatohelyek kozti egylttmiikodést célzé palyazati kiirasai is,
jo példa erre az Innovative Medicines Initiative (https://www.imi.europa.eu).
Ugyanakkor azonban szervezeti és kulturalis gatak leklizdéséhez a palyazati és
biralati rendszerek célzott atalakitasara, az egyetemi és posztgraduadlis oktatas
korszer(sitésére, a kutatdhelyi és vallalati teljesitményértékelési rendszerek
felllvizsgalatara, valamint a motivaciés eszkdzok feltételrendszerének és

korének atgondolasara is sziikség van.

Cikk lelbhely:
https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116, https://rdcu.be/5AJF

Ingyenes poszter letéitheto:
https://media.nature.com/original/nature-assets/nrd/journal/v17/n10/extref/

nrd.2018.116-s1.pdf
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https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6441425006454013952

Infografika:
https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6442727780324122624

Science magazin kommentar:
http://blogs.sciencemag.org/pipeline/archives/2018/08/28/new-reactions-and-
where-theyll-come-from

Keserii Gyorgy Miklés a PhD fokozat megszerzését kévetben, a Sanofi-

N Aventis CHINOIN Gydgyszergyar egyik kémiai kutatdlaboratériumanak
1 3 vezetbje lett. 1999-ben a Richter Gedeon Nyrt-ben a szamitégépes gyogy-
iy

Vg

szertervezéssel foglalkozdé csoport vezetésére kapott megbizast. 2003-ban
MTA doktora cimet szerzett, majd a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtu-
domanyi Egyetemen egyetemi magantanarnak nevezték ki. 2007-t6l 2012-ig
volt a Richter origindlis kémiai kutatasaért felelés vezetdje. 2013-2015 kézott
az MTA Természettudomanyi Kutatdkézpontjanak volt féigazgatdja, 2015-t6/
a BME egyetemi tanara és az MTA TTK Gydgyszerkémiai Kutatocsoportjanak
vezetdje. Osszesen 10, human fazisl és fazis2 vizsgalatokban vizsgélt ve-
gylilet azonositasaban vett részt. 21 szabadalomban szerepel feltalaldoként. Hozzajarult az
anti-pszichotikus hatasu Cariprazine felfedezéséhez, amelyet az Eurdpai Uniéban és az Egyesiilt
Allamokban is engedélyeztek. A gyogyszerkémiaban elért eredményeiért 2014-ben Overton-
Meyer dijjal tintették ki. 2016-ban a Royal Society of Chemistry ‘Fellow’ tagjanak valasztotta.
Tudomanyos eredményeit tébb mint 200 folydiratcikkben, valamint t6bb mint 10 kényvben és
kényvfejezetekben kézoite, amelyekre t6bb mint 4100 fiiggetlen idézetet kapott.

4
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KEMIAI ES BIOLOGIAI PERIODICITAS;
MENGYELEJEV OROKSEGE

Maksay Gabor
MTA TTTK Szerves Kémiai Intézet,
Funkcionalis Farmakolégia Kutatéocsoport, Budapest

A kémiai elemek periddusos rendszere mindmaig a kémia oktatasanak alapvetd
eszkOze. Dmitrij Ivanovics Mengyelejev orosz kémikus ismerte fel 1869-ben. De
vajon atlatjuk-e egészen tudomanyos és kulturalis jelentéségét? Mindenesetre
az UNESCO az idei évet a kémiai elemek periédusos rendszerének szentelte a
masfél évszazados jubileum tiszteletére (1. abra). A Nature és Science 2019.

januari szamaiban tobb cikk is foglalkozik a jubileummal.

International Year
of the Periodic Table
of Chemical Elements

United Nations
Educational, Scientific and
Cultural Organization

c—
—
—r—
==
[
—

e W

1. abra. Az UNESCO emblémadja a kémiai elemek periodikus rendszere éve és
Mengyelejev tiszteletére. (Forras: https://www.iypt2019.0rg.)

A tudomanyos kutatds igyekszik a felismeréseket és Osszefliggéseket rendszerbe
illeszteni. Linné a 18. szazadban rendszerbe foglalta a ndvényeket és allatokat. Miutan
pedig a 19. szazadban sikerllt vildgosan megkllénboztetni a kémiai elemeket és
vegylleteket, Mengyelejev felismerte, hogy az elemek tulajdonsagai periodikusan
ismétlddnek az atomtomeg fliggvényében. Ennek alapjan sorokba és oszlopokba
rendezte az akkor ismert 63 elemet. Masok hasonld rendszereit meghaladdan,
Mengyelejev, a periddusos rendszere alapjan megjosolta Uj elemek létezését és tulaj-
donsagait is. Ezeknek az elemeknek a felfedezése fényesen igazolta rendszere
érvényességét. Voltak persze ellentmonddnak latszé felfedezések is: pl. a nemesgazok

szamara Uj oszlopot kellett a rendszerbe illeszteni.
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Mengyelejev valdéban a kémia alapvet0 rendszerét ismerte fel. A rendszer
alapvetd jellegzetessége a periodicitas. Periodikusan valtozd paraméterek
(atomsugar, ionizaciés energia, elektronegativitds, elektronaffinitas, fémes jel-

leg) hatarozzdk meg az elemek tulajdonsagait és kémiai reaktivitasat.

Sok természeti jelenség, folyamat ciklikus, meghatarozott rendben és/vagy
idében ismétlédik. Mengyelejev periddusos rendszere volt az elsd, amelyik az
anyag szerkezetében és mindségében mutatott ki periodicitast. Ma mar 118
elemet tartalmaz a peridodusos rendszer. De a magfuziéval eldallitott szuper-
nehéz elemek élettartama rendkivill kicsi és tulajdonsagaik periodicitdsa gy-
engill [1]. A periddusos rendszernek szamos valtozata van. Kisebb-nagyobb
anomalidinak értelmezése aprobb mddosuldasokat eredményezhet még, de gya-

korlatilag véglegesnek tinik.

Mengyelejev periddusos rendszere inspirdlta Thompson, Pauli és Bohr atom-
modelljét fél évszazaddal késObb. Mai szemmel az atomszerkezet és elektron-
héjainak ismeretében az atomok rendszamuk (protonok szama) alapjan
rendezhet6k sorba és az egyes elektronhéjak telitddése utan kerilnek a
kovetkez6 sorba. A periddusos rendszer figgetlen valtozdja mennyiségi jellegl
|épcsdzetes fliggvény, a fliggd valtozd pedig a mindség periodikus valtozasa. A
rendszer komplexitdsaban a hierarchia szintjeit az elektronhéjak (s,d,f,g,h,i)
jelentik. Vegylletek (két és haromatomos molekuldk, aromas szénhidrogének)
rendszerezését is megprobaltak. Kevés eredménnyel, mert itt a fliggetlen

valtozd nem linearisan valtozik.

A Biokémia olvasdi feltehetéen a biokémiaban és bioldgiaban megjelend perio-
dicitasra kivancsiak els6sorban. Figyelemre méltd, hogy az élévilag esszencialis
alkotoelemei (C, N, O, P és S), a hidrogén kivételével, egy csoportban talalhatok
a periodusos rendszer jobb fels6 sarkaban (2. abra). A tobbi bioldgiailag
relevans és kiilonbdz06 funkcioju elem is kilonalld csoportokat alkot a rendszer-

ben, amint azt a 2. abra elkildnlld szinmintazatai mutatjak. Ez a hasonld kémiai
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tulajdonsagok megnyilvanulasa hasonld funkcidokban.

Group 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Period [Key | Biologically relevant elements colored
[ |major, essential, all life |
-lMEJOF anions, all life ]
-lMEJOI' cations, all life ]
I—HEssentiaI, trace, all life |
|
|
|
|

He

[
I~

2 -lMEJOF biological transition metals 10
-|5pecwallzed uses, some life Ne
-|May be bound, transported, reduced, and/or methylated 18
3 |[r|ert or unknown bioclogical function Ar
a 36
Se Kr
5 54
Xe
6 86
At Rn
87
7

Fr

Lanthanoids

100 101 102
Ac Bk Cf Es Fm Md No

2. abra. A kémiai elemek periodusos rendszere és biokémiai relevanciaja. (Forras:
http://eawag-bbd.ethz.ch/periodic.)

Actinoids

A komplex biolégiai szervezetek hierarchidjaban a proteinek meghatarozé
helyzetben vannak. Megprébaltak formalizalni a proteinek masodlagos és har-
madlagos koélcsdnhatdsait, hogy feltekeredéstiiket, topoldgidjukat automatikusan
lehessen definialni és periddusos rendszerbe foglalni [2]. A szerkezeti pro-
teinekben (kollagének, keratinok, selyem, sejtfal proteinek) sok periodikusan
ismétl6doé szekvencia talalhaté. A funkcionalis fehérjékben (transzkripcids
faktorok, receptorok, ioncsatornak, hisztonok, ubiquitin) pedig szerkezeti
domének (pl. tetratrikopeptid, ankyrin, B-trefoil, B-propeller) ismétiédnek. Az
ismétl6dé domének szekvencidaja nem azonos, de homoldg, pl. legalabb tizenot-
féle fehérje vesz fel 8-redds B-hordod szerkezetet. Bizonyos konformacidk (hélix,
B-red0) periodikusan ismétlddnek. A szekvencidk intra- és intermolekularis
ismétlédésébdl magasabb rend(i, szimmetrikus tercier és kvaterner szerkezetek
jonnek létre (pl. szuperhélix, csavart csavar), pl. a WD40 domén hét-lapatos

B-propellerekrdl szervezddik.
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A proteinek kvaterner szervezddésének funkcionalis jelent6ségét szamos szigna-
loszoma felfedezése is igazolja. Finomszerkezetlik feltdrasa azonban még varat
magara. A protein komplexek kvaterner szervezddését Ahnert és munkatarsai [3]
harom alaplépésre vezették vissza: dimerizacio, ciklizacié és alegység addicid.
Tobb szaz szerkezet topografidja és alegységeik kontaktfellletének elemzése
alapjan a komplexeket periédusos rendszerbe foglaltdk. Az egyik tengelyen
kilénb6z6 alegységeik szama szerepel, a masikon pedig szimmetrikus
ismétl6déseik szama. Az egyes celldkban pedig sémas szerkezetik van. Azonos
alegységek fej-lab kapcsoldédassal forgasi szimmetridju komplexeket képeznek, a
fej-fej és lab-lab kapcsolddasok pedig diéderes szimmetriat eredményeznek. Ez
a szerkezeti periédusos rendszer mar Uj szerkezetek predikcidjara és az ismertek

besorolasanak korrekcidjara is alkalmas [3].

Az él0vilag idében periodikus anyagcsere korfolyamatokba rendezi a mikoédéshez
szlikséges vegylletek elGallitasat és lebontasat, valamint az energia termelését.
Ganti Tibor chemoton-elmélete hidat képez a kémiai és bioldgiai periodicitas
kozott [4]. A chemoton az élet minimalrendszere. Harom autokatalitikus alrend-
szert tartalmaz sztochiometrikusan csatolva. A chemoton Onszervez6dd fluid
automata, amely stabil, szaporodik és evollucioképes. Kovetkezésképpen az

id6beli bioldgiai periodicitas a prebiotikus evollciébdl ered.

Kérdéses, hogy a bioldgiai periodicitas vizsgalataban mi tekinthetd fliggetlen és
fligg6 valtozénak. Lima-de-Faria az evollcié és rendszertan alapjan vizsgalta az
egyes rendszertani csoportok funkcioit, tehat a mindségi valtozasok periodicitasat
[5]. A fluggetlen valtozdban tehat megjelenik az id6 is. A bioldgiai evolucid
rekurrens jellege fenotipus, molekularis és genom szinten jelenik meg [6] és
szamos ismételten megjelend szerv és funkcid igazolja; pl. a lumineszcencia,
|atds, regenerdacid, placenta, pénisz és mentalis képességek ismételten fel-
bukkannak a torzsfejlodés kiilénboz6 szintjein [7]. Eltéré komplexitasu taxonok-
ban, fluggetlenll jelenik meg placenta ndvényekben(!), gerinctelenekben és

emldsOkben. A 3. abra mutatja, hogy hasonldé szarnyakkal repll szamos faj,
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amelyek szervezettsége sokféle. Lima-de-Faria a rekurrens evollucidoban laza

periodicitast vél felfedezni [5,7].

DNS transzpozonok morfoldgiai és funkcionalis Ujdonsagokat hoznak létre,

nem-kddolé RNS-ek pedig szabalyozzak a DNS-ek transzkripcidéjat. A genomban

kddolt bizonyos funkcidk az életkorilmények valtozasa kovetkeztében sziik-

ségtelenné valnak és gatlédnak, masoknal Ujra eldonydssé valhatnak és ex-

presszalddnak. Igy az evollcidnak nem kell Ujra és Ujra felfedezni és

miikodésképtelen dtmeneti formakon at stabilizalni egy-egy funkciét. Ugy tlnik,

hogy az evollcid szliikség esetén (idOkozonként) a faj fenntartasahoz elényos

funkcidkat expresszal [7].

3. abra. A repiilés rekurrens megjelenése kiilonb6z6 fajoknal: rovar, pteroszaurusz,
madar, repiilé hal, denevér [5].

Lima-de-Faria még tovabb megy és a periodikus rekurrenciat az elemek periédusos

rendszerére és a feljebb emlitett elem-csoportosuldasokra vezeti vissza [5, 7]. Okozati
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Osszefliggést lat az asvanyok kristalyszerkezeti és az élovildg morfoldgiai szimmetridi
kozott is [5]. Bilaterdlis szimmetria jellemzi a kontakt ikerkristalyokat és minden
gerincest. A természetben mindenhol megtaldlhatd szimmetria az anyagszerkezet
szimmetridjanak megnyilvanulasa. A jégkristalyok hatfogasu szimmetridja példaul a
H.O molekula szerkezetébdl kovetkezik. A molekularis mimikri alapjan kilénb6z6
kémiai Osszetétel(i dsvanyok és makromolekuldk vehetnek fel hasonld szerkezetet és
tolthetnek be hasonlé funkcidt. Bizonyos fajok szemlencséje nem fehérjéket (krisz-
tallinokat), hanem asvanyokat tartalmaz. Lima-de-Faria bioldgiai periddusos rendszere
azonban predikciékra nem képes és szamos adattal kell még alatdmasztani a létjogo-

sultsagat.

De mi is a gond a bioldgiai periodicitas kimutatasa koril? A komplex rendszerek
tulajdonsagait nemcsak belsd kodlcsonhatasok, hanem kérnyezeti kélcsénhata-
sok is befolyasoljak, pl. a geoszféra dominansan hat a bioszférara. A cirkadian

és szezonalis hatasok jol kimutathatdk a bioldgia iddbeni periodicitasaiban.

Az anyagszerkezet mélyén bizonyosan ott lapul a periodicitds. De a szuper-
nehéz kémiai elemek tulajdonsagaiban mar gyengull, mert a tulajdonsagaikat
meghatarozé kllsé elektronok egyre jobban kikerlilnek az atommag vonzé
hatasa aldl. Az atommag belsd, er6s kolcsonhatasai determinisztikus
torvényszerliségekben nyilvanulnak meg. Egy komplex bioldgiai rendszer tulaj-
donsagait azonban nemcsak belsd, hanem kils6 kolcsénhatasok (bioszféra,
geoszféra és légkor) is befolyasoljak. Minél jobban alarendelédnek a bels6
kdlcsonhatasok a kdrnyezeti hatasoknak, annal inkabb elfedik valdszin(iségi

torvényszer(iségek a determinisztikusakat [8].

A bioldgiai ismeretek rendszerezése Linné 6ta folyamatosan bovil. Mengyelejev
ota pedig a rendszerezésben a periodicitast is figyelembe veszik. Mar 6koldgiai

peridodusos tablazatokkal is prébalkoztak [9].

Lathattuk, hogy a periodicitds kapcsolatban all a hierarchia, komplexitas és

szimmetria fogalmaival is. Filozoéfiai jelent6sége a tudomanyos ismeretek rend-
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szerezése, az osztalyozds. Amennyiben a szimmetria altaldnos rendszerezd
elvnek is tekinthetd, a bioldgiai peridédusos rendszerekben - ha lesz valaha ilyen

- a szimmetridkra fontos szerep var.
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Maksay Gabor az ELTE-n végzett vegyész szakon. A biologiai tudomany

doktora. Erdeklédési teriiletei: bioorganikus kémia, neurobiokémia, mole-

kularis farmakoldgia és szerkezeti bioldgia. Az MTA Kémiai, majd Természet-

tudomanyi Kutatékézpontjaban dolgozott. Emeritus kutaté professzorként
nyugdijaztak.
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Tompa, P. (2005) The interplay between
structure and function in intrinsically
unstructured proteins, FEBS Lett., 579:
3346-3354 (letéltés itt)

RENDEZETLEN FEHERJEK:
FUNKCIO (?) SZERKEZET NELKUL

Tompa Péter
MTA TTK Enzimoldgiai Intézet, Budapest;
Flamand Biotechnoldgiai Intézet es Briisszeli Szabadegyetem, Briisszel

Az alabbiakban szeretném 0Osszefoglalni, hogy mi vezetett a fenti cikk meg-
irdsahoz, illetve mi lehet annak a titka, hogy a terilet egyik alapm(ve lett és
ilyen sok hivatkozast kapott. A torténet azzal kezd6doétt, hogy enzimolégusként
a kalpain enzimet vizsgéaltam, és tudataban voltam, hogy az enzimnek van egy
.furcsa” inhibitora, a kalpasztatin, ami minden szempontbdl szokatlanul
viselkedik: az oldatat példaul ki lehetett forralni, ami a fehérjék vildagaban szinte
példa nélkili volt (gondoljunk csak a keménytojasra). Mint sok mas eredeti
felismerésnél, a furcsasag okozta ,kényelmetlen” érzést az ember ignoracidval
kompenzalja, én is Ugy tettem, mintha ez nem is létezne. Az én esetemben a
felismerést kivaltd (kikényszeritd) kritikus momentum az volt, hogy
egylttmikodést alakitottunk ki a kalpain szerkezet-funkcido kutatds egyik
kiemelkedd személyiségével, Koiichi Suzuki professzorral, akinek a meghivasra

2000-ben harom hdnapot toltottem Japanban, a Tokidi Egyetemen.

Itt, mig nap kozben a kalpain Ggyes-bajos dolgai foglalkoztattak, egyik este arrol
olvastam, hogy megoldottak az ecetmuslica (D. Melanogaster, drozi) genom
szekvencidjat, és abban négy kalpain gént is taldltak. Az adatbazisban keres-
gélve azonban azt a furcsasagot talaltam, hogy a genomban egy kalpasztatin
gén sincs, ami - figyelembe véve az enzim és inhibitor egymasra utaltsagat -
nagyon furcsan hatott. Mivel a kalpasztatin gént a drozi genomban az akkori

legjobb homoldgia keres6 moddszerek segitségével sem taldltam, az inhibitor
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aminosav Osszetételi mintazatat probaltam elemezni, ami arra a teljesen varat-
lan felismerésre vezetett, hogy a kalpasztatin ebbdl a szempontbdl is teljesen
eltér mas fehérjéktdl. Mivel tudtam, hogy az inhibitor nativ kértilmények kdzott

III

is ,random-coil” szerkezetet mutat, ennek 0Osszekapcsol(dd)asa a szokatlan
aminosav Osszetétellel egyfajta megvildgosodas-élményt okozott. Azonnal el-
hataroztam, hogy ezzel a jelenséggel fogok foglalkozni, bar — szerencsére — nem

volt még neve és gyakorlatilag irodalma sem.

Ezért Budapestre hazatérve megprébaltam dsszeszedni, elolvasni és rendszerez-
ni minden korabbi, hasonléan furcsa fehérjére vonatkozé megfigyelést, ami
kozel kétezer  publikaciot  jelentett. Gondolataimat a fehérjék

|II

~rendezetlenségérdl” egy TIBS cikkben irtam meg [1], ami a terillet egyik
alapml(ive lett. Maig jol emlékszem azonban az érzésre, hogy a TIBS editor nem
javasolta, hogy a cikkbe beleirjam a legfontosabb lizenetet, hogy nemcsak hogy
vannak rendezetlen fehérjék, és azoknak funkcidja is van, hanem hogy a funkcié
szarmazhat a rendezetlen allapotbdl (is). A tanacsa az volt, hogy , it is not even
accepted that disordered proteins exist, how could you write about what
functions can arise from disorder?”. Széval a TIBS cikk arrél kellett hogy széljon,
hogy valdszinlileg sok ilyen fehérje vagy fehérjerész van, és ez milyen érdekes.
Amit persze sokan azzal kritizaltak, hogy OK, lehet, hogy sok olyan fehérje van,
amelyik a kémcs6ben ilyen furcsan viselkedik, de talan csak azért, mert
kiemeljik 6ket a sejt kontextusabdl, ahol igazabdl rendezettek. Csakhogy a sok
cikk elolvasdsa utan tudtam, hogy ez nem igy van, sok bizonyiték (pl. gyors
evolucio, megfigyelhetd kotési mdd, szokatlan aminosav Osszetétel stb.) van
arra, hogy a rendezetlen fehérjék a sejtben is rendezetlenek, és hogy vannak
olyan funkcidk (pl. entropikus lanc, killénb6z6 kdtOpartnerekhez vald szerkezeti

adaptalddas stb.), amelyek a globularis allapottal nem egyeztethetdk 6ssze.

Vagyis, a rendezetlenség sok fehérje nativ és funkciondlis allapota. Ugy érez-
tem, valami nagyon bennem maradt, a legfontosabb Gzenetet nem mondhattam

el. Muszadj volt megfogalmaznom és részletesen bemutatnom, hogy: (1) a
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rendezetlenség sok fehérje vagy fehérjeszakasz nativ allapota, (2) ezek a
fehérjék nemcsak hogy funkcionalisak, hanem funkcidjuknak a rendezetlenség
fontos eleme, (3) sok specidlis funkcid kifejezetten a rendezetlen allapotbdl
kovetkezik, a fehérje rendez6désével elveszik, és (4) a fehérjék funkcionalis
osztalyozasat ennek megfeleléen ki kell béviteni. Mindezt leirtam, és megkeres-
tem a FEBS editorat, hogy mit szdl hozza... igy egy olyan cikk sziiletett, ami
bizonyos szempontbdl fontosabb lizenetet hordoz, mint az els6 [2]. Sokan azdta
is azért hivatkoznak ra, mert itt lett el6sz6r kimondva, hogy a rendezetlenség a
fehérjék funkcionalis allapota, és mint olyan, vizsgalhaté és megérthetd. Ami
azutan elvezetett a hagyomanyos szerkezet-funkcié paradigman (,structural
biology”) tulmutatd rendezetlenség-funkcié paradigma (,unstructural biology”)

megfogalmazasahoz is [3].

Es akkor, hogy mi a sok hivatkozas titka? A cikk jo idében volt j6 helyen, és (1)
egy fontos, altalanos és ,Uj” terileten, ahol (2) alapveté és altalanos
Uzenet(ek)et kozvetitett, és (3) a terllet irant azéta is tartds érdeklodés
nyilvanul meg (még ma is ,divatos”). Mindezek fontosak voltak, hogy elinditsak
és hosszU id6n &t fenn is tartsdk a citacids aktivitast. Taldn ilyen egyszer(. En

azota is probalom ezt az egyszer( receptet alkalmazni, de nem mindig sikerdil...

Irodalomjegyzék
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Tompa Péter az ELTE TTK vegyész szakan végzett 1983-ban, szakdolgoza-
,,. tat az MTA SZBK Enzimoldgiai Intézetében irta. PhD fokozatat 1991-ben
kapta meg, majd Friedrich Péter csoportjahoz csatlakozott, az itt végzett,

fé’képp a kalpain enzim szerkezet-funkcidé vizsgalatara iranyuld kutato-
& munkdaja eredményeképp szerezte meg MTA doktori fokozatat 2006-ban. A
/2 N

kalpain inhibitora (kalpasztatin) mikoédésére vonatkozé eredményeit

altalanositva 2000 tajan fogalmazta meg a fehérjék szerkezeti rendezetlen-

ségének jelentbségét. A rendezetlen fehérjék (IDPk) szamos uj koncepcidja

fliz6dik a nevéhez, igy chaperone funkciojuk, kététt allapotban megmarado
rendezetlenséglik (bolyhossag), réovid kétémotivumaik szerepe és kétési promiszkuitasuk
(moonlighting), illetve a tébbdoménes fehérjék harmadlagos szervezédésének (szuperharmad-
lagos szerkezet) altalanos modellje. Mintegy 200 tudomanyos kbézlemény és az IDP teriilet elsé
Osszefoglalé kézikényve (,Structure and function of intrinsically disordered proteins”. Taylor &
Francis, 2009) szerzGje. Jelenleg az MTA TTK Enzimoldgiai Intézet tudomanyos tanacsaddja és
a Flamand Biotechnoldgiai Intézet (VIB) Szerkezeti Bioldgiai Kézpont (CSB) csoportvezetdje.
2007-9 k6zott az Enzimoldgiai Intézet igazgatdhelyettese, 2011-16 kézétt a VIB CSB igazgatdja
volt. Jelenleg a Briisszeli Szabadegyetem (VUB) biokémia professzora. A Straub-plakett (2010)
és az Akadémiai Dij (2010) kitlintetettje, az Academia Europaea tagja.
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I KONFERENCIA HIREK 49, Membran-Transzport Konferencia, Simeg

Kedves Kollégak!

A 49. membran-transzport konferencia szervezdbizottsaganak elndkeként
nagy tisztelettel és 6rommel kdszontdk minden kedves résztvevd kutatot!

A hagyomanyokhoz hiven konferenciank idén is Siimegen, a Hotel
Kapitanyban kerll megrendezésre, amely egy igen kellemes és inspirald
kornyezetet biztosit szamunkra.

Az idei program Osszeallitasanal igyekeztink kovetni a konferencia
hagyomanyait, megtartva az esemény multidiszciplinaris szakmai jellegét. Az
egyes szekcidok soran mind orvosbioldgiai, mind ndvénybioldgiai kutatasok
bemutatadsra kerlilnek, ezaltal is el0segitve a kilonboz6 szakterlletek kozotti
kapcsolatok kialakitasat, a tudomanyos kérdések hatékonyabb megvalaszolasat.
Egy jelent6sebb Uj elem a konferencia programjat illetden egy metodikai szekcio
kialakitasa, amely minden membranbioldgiaval foglalkozé kutatd szamara
értékes ismereteket nyujthat és (j tavlatokat nyithat a kutatasaikban.

Tovabbi célunk a konferenciasorozat azon hagyomanyanak folytatasa is, hogy
el6segitsiik a fiatal kutatdk szakmai fejlodését és Uj kapcsolatok kialakitasat.
Ezért tobb fiatalnak is lehet6séget adunk kutatasi eredményeik bemutatasara,
hogy hozzdjarulhassanak a tematikus szekcidék sikeréhez. A poszterszekcidk
soran a kidllitott posztereket értékeljik és az utolsdé nap délel6ttjén
megrendezendl ,Fiatalok féruma” szekcidoban a legkiemelked6bb tudomanyos
eredmények szobeli eldadas formajaban is bemutatasra kerilnek.

Reményeink szerint az idei rendezvénylnk hangulata, tudomanyos értéke
minden szempontbdl kovetni fogja a konferenciasorozat tobb évtizedes
hagyomanyait, amelyet igen nagymértékben eldsegitenek a Remedicon Kft és a
Hotel Kapitany lelkes munkatarsai, valamint kiallitdink és szponzoraink
nagylelk(i tdmogatasai, akikkel remélhetden értékes kapcsolatok kialakitasara is
lehetdséglink nyilik.

A konferencia honlapja:
https://www.remedicon.hu/280/49-membran-transzport-konferencia

Kellemes, szakmai élményekben gazdag és inspiralé konferenciat kivanok!

A konferencia szervezdi nevében:

Toth Szilvia Zita
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatdkézpont,
Névénybioldgiai Intézet
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I TUDOMANY ES MUVESZET Berndth Sandor

MEGLESETT PILLANATOK

Engem leny(igbz az életnek nevezett csoda belekddolva mintegy 2 m hosszu
DNS molekulaba, legaldbbis a mi esetlinkben. Az iskolapadban ez biokémia,
molekularis bioldgia, élettan, etoldgia... Kint a természetben ugyanez egy
vékonyka hajtas felbukkanasa, meger6sddése, fak tél utani megelevenedése és
nyujtézasa a nap felé, a tavaszi rét illata, madarak éneke és szabad
szarnyalasa... Végtelenil sorolhatoé lenne, mint amilyen az élet végtelennek tlin6
valtozatossaga. J6 ezt |atni, megtapasztalni a természetben, s tanulni belble. A
fotdozds megorokit valamit ebbdl. Nem potolja az ottlét élményét, de
visszaadhatja a pillanat szépségét, a természet hangulatat, alkalmanként és
szerencsés esetben egy hirtelen mozdulatot, felroppené madarak civodasat, ami
tul gyors ahhoz, hogy a helyszinen igazan felfogjuk. Szamomra amator

fotdsként ez igy lesz teljes és 6romteli.

Bernath Sandor, PhD, MBA, a LipidArt Kft. fejlesztési igazgatdja, amely
vallalat sikerrel fejlesztett ki, szabadalmaztatott és értékesitett kognitiv
funkciot befolyasolé molekulakat. A bioldgiai tudomany kandidatusa; MBA
diplomat szerzett a Brunel Egyetemen (London, UK). Cimzetes egyetemi
docens a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karan. Tagja
a Kinexum LLC (Harpers Ferry, WV, USA) és Morningside Pharmaceuticals Ltd
(Leicester, UK) vallalatok szakértbi tanacsado testiileteinek. Kutatoi palyajat
az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézetében kezdte Dr. Vizi E.
Szilveszter professzor, akadémikus kutatécsoportjaban. Hét évig a Pittsburgh

: Egyetemen (PA, USA) kutatott és tanitott. Vezérmolekuldk kivalasztasatol!
Fazis 2. klinikai vizsgalatokig terjedéen iranyitott gyogyszeripari fejlesztést. Felesége, Dr.
Bernathné Varga Rézsa az ENSZ Vilagélelmezési Programjaban projektvezeté konzulens.
Jelenleg Rdmaban élnek és dolgoznak.
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l TUDOMANY ES MUVESZET Berndth Séndor

Fiiggeszkedd nagy sandorpapagaj. Dankasiraly zsakmannyal

Csendélet. Hajnali kis kécsag.
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