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2. Bevezetés

2.1 A membranfehérjék élettani szerepe €s jelentdsége

Az ¢l6lényekben a biologiai membranok egyrészt elhataroljak a kiilonbozd Osszetételi
kompartmenteket, mésrészt a benniik elhelyezkedd membranfehérjék révén szelektiv anyag-
¢s informacidaramlast képesek lebonyolitani kozottiik. A membranproteinek segitik az
¢letfolyamatokhoz sziikséges anyagok szabalyozott ki- €s bejuttatasat a sejtbe, felfogjak és
kozvetitik a kozegbdl szarmazo jeleket (szigndl transzdukcid), enzimatikus aktivitassal
atalakithatnak mas molekuldkat, és konkrét fizikai Osszekottetést biztositanak az egyes

kompartmentek, példaul az extracellularis tér és a citoplazma kozott (1. abra).
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1. abra A membranfehérjék négy funkcidja

A négy 16 funkci6 révén a membranproteinek szinte az dsszes alapvetéen fontos bioldgiai
folyamatban részt vesznek. Az anyag- és jelatvitel lebonyolitdsa révén biztositjak a sejtek
kozotti kommunikacio formait, a kiilsé koriilményekhez torténd adaptacid lehetdségét. Ez a
hormonadlis szabdlyzas, immunrendszer, ingeriilet-atvitel, energiatermelés, izommiikodés,
apoptozis, morfogenezis, sejtosztodas, a homeosztazis fenntartasanak az alapja.

Egyszerlibb szervezeteknél - mint példaul a baktériumokndl - az élettani folyamatok
nagyrésze a plazmamembranhoz kapcsolddik. Itt zajlik az anyagtranszport, az
enregiatermelés, az energiatarolas protonmotoros erd formdjaban, a transzmembran jelatvitel,
kemotaxis, a sejt mozgatasa a flagellumok révén, a sejtfal szintézis és a sejtosztddas

iranyitasa.



A kompartmentalizdcid6 miatt az eukariotdk bonyolult belsé membranrendszere
(sejtszervecskék) tovabbi funkcidkat iranyit: a sejtmag ¢és a citoplazma kozotti
anyagtranszportot, a fehérjék modositasat és elosztasat (endoplazmatikus retikulum, Golgi-
késziilék), lebontd folyamatokat (lizoszoma, peroxiszéma), vezikularis transzportot.

A membranfehérjék modosult vagy hibas miikodése — a fentiekbdl kdvetkezden - rendkiviil
sok betegség okat képezi az emberi szervezetben is. A cisztikus fibrézis, Alzheimer-kor,
sziv-, vese- ¢és emésztOrendszeri betegségek, cukorbetegség, multidrog rezisztencia,
idegrendszeri betegségek, magas vérnyomas koéroka egyértelmiien membranproteinekhez
kapcsolhatd. A betegségek kezelésekor a gyogyhatdsu anyagok felszivodasat és kitiriilését,
illetve a korokozd mikroorganizmusok elleni védekezés lehetdségeit szintén a membran
transzportfolyamatai hatarozzdk meg. Mindezek alapjan nem meglepd, hogy a
membranproteinek egyre novekvd figyelmet és érdeklédést véltanak ki az alapkutatds, az
alkalmazott kutatds, az orvostudomdny és a gyogyszeripar részérdl egyarant. Becslések
szerint a jelenlegi gyogyszertargetek kb. 60 %-a membranprotein (receptorok és ioncsatornak)
¢és a jovoben ez a hanyad valdszinileg tovabb fog emelkedni. A membranfehérjék
gyakorisdga és oOriasi jelentdsége ellenére Gsszességében keveset tudunk roluk. Vizsgélatuk
nehezebb a szolubilis fehérjéknél, és az eddigi jelentds erdfeszitések ellenére még mindig van

néhany lekiizdhetetlennek tiind technikai akadaly.

2.2 A membranfehérjek csoportositasa

A fenti funkcionalis felosztds (receptor, linker, enzim, transzporter) mellett szamos egyéb
sajatossag szerint is csoportosithatjuk a membranfehérjéket. A legfontosabb szempontokat és
a dolgozat tovabbi részében hasznalt fogalmakat szeretném definialni az alabbiakban.

A membranfehérjék olyan proteinek, amelyek a bioldgiai membranokhoz gyengébben-
szorosabban kapcsolodnak. A kotddés erdssége alapjan két csoportot lehet megkiilonbdztetni.
Az integrélis vagy intrinsic membranfehérjék a lipid kettdsrétegbe siillyednek, olyan erds
kolesonhatast kialakitva a membrannal, hogy csak annak karositasaval, detergensekkel vagy
apolaris oldészerekkel vonhatok ki. A periférialis vagy extrinsic membranproteinek lazdbban
kapcsolodnak a membranhoz, emiatt konnyebben levélaszthatok (pl. magas so

koncentracioval vagy a pH valtoztatdsaval). A periféridlis membranproteinek tobbféleképpen,



parallel a-hélixszel, hidroféb hurok szekvenciaval, kovalensen kotott lipid-ankorral (horgony)

¢s ionos kolcsonhatassal rogzithetik magukat a membranhoz (2. 4bra).
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2. abra A membranfehérjék tipusai a membranhoz val6 kétédés alapjan
A periférialis fehérjéknél a kotddés formai sorrendben: bemeriilé a-hélix, kapcsolodas integralis TMP-hez,
bemeriil6 hidrofob hurok, ionos kdlcsénhatas, lipid-ankor.

Lényeges, hogy egy membranprotein (MP) a membran altal elvalasztott kompartmentekkel
hogyan tart kapcsolatot. A monotopikus fehérjék kizardlag az egyik kompartmenttel
érintkeznek (pl. periféridlis MP-k). A bitopikus fehérjék egyetlen transzmembran szegmens
révén mindkét kompartmentbe benyulnak. A kettd vagy tobb transzmembran szegmenssel
rendelkezd fehérjéket politdpikusnak nevezik. Utdbbi két csoportot nevezziik transzmembran
fehérjéknek.

A transzport energiaigénye szerint lehet aktiv és passziv. A transzporterek koziil a
csatorna-fehérjéken (porinok €s ioncsatorndk) passzivan, facilitalt diffazidval jut keresztiil a
szubsztrat. Aktiv transzport soran ATP (els6dleges aktiv transzport), vagy a membran két
oldalan fenntartott ion koncentréaciod kiilonbség szolgéalhat energiaforrasként (masodlagos aktiv
transzport). Utobbi csoportnal a szubsztrat transzportalasdnak az iranya lehet megegyezd
(szimport), vagy ellentétes iranyu (antiport) az ion-gradienssel.

A ,,permeaz” kifejezéssel sokszor talalkozhatunk a membranfehérjékkel kapcsolatosan, az
egyik legrégibb ¢s sokféle értelemben hasznalt fogalom. Szdmos eltérd definicio irja le, a
legtagabb értelmezés szerint (Merriam-Webster orvosi szotar) barmely molekula, ami egy
masik molekula sejtmembranon keresztiili atjutdsat segiti. Leggyakrabban a transzporterek

szinonimajaként hasznaljak.



2.3 A transzmembran fehérjék jellemzadi €s altalanos felépitése

A membranfehérjékben a transzmembran szegmens(ek) tulajdonsdgai a membranok
altalanos felépitéséhez igazodnak. A biologiai membranok alapja egy 6-9 nm vastag lipid
kettdsréteg. Ebben a szendvics-szerkezetben a hidrofob karakterti bels6 magot az amfipatikus
lipidek feji része altal kialakitott hidrofil réteg boritja. A flexibilis membranban a lipidek
viszonylag szabadon mozoghatnak tobbféle irdnyban is. A hdmozgés eredményeképpen a
hidrofil réteg nem homogén, sokkal inkabb egy gradiens, interfazis alakul ki a teljesen
hidrofob membran-mag ¢€s a vizes fazis kozott (Andersen és Koeppe, 2007; 3. abra). Az
egyedi transzmembran szegmensek teljesen kovetik a lipid kettdsréteg hidrofobicitasi

karakterét.
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3. abra Transzmembran o-hélix a membranban
A feltiintetett aminosavak az atlagosnal gyakrabban fordulnak el6 a jeldlt rétegekben.

A politopikus membranproteineknél viszont az egész transzmembran domén feliilete
egyiittesen alakitja ki a sziikséges savozottsagot. A lipid kettdsréteg és a belemertild fehérjék
hidrofobicitasi karaktere nem mindig kompatibilis, hiszen a membranokat becslések szerint
tobb mint ezer kiilonb6zod lipid alkothatja (van Meer, 2005). A specifikus dsszetétel egyben
meghatarozza a membran (és a hidrofob mag) lokalis vastagsagat, fluiditasat, esetleges
gorbiiletét. Az adott specifikus kozeghez nem minden fehérje tud jol illeszkedni (hidrofob
mismatch), emiatt a lipid kettdsréteg Onmagaban is képes befolyasolni, szabalyozni a
belemeriild fehérje aktivitasat (Andersen ¢s Koeppe, 2007) és lokalizaciojat (Mclntosh ¢és
Simon, 2006).

Felépitésiik alapjan az integralis membranfehérjéket két csaladba lehet sorolni. A kisebbik

csoportot alkotjdk a Gram (—) mikroorganizmusok kiils6 membranjaban, archedkban, a



mitokondriumban ¢€s a kloroplasztban eléforduld porinok. Esetiikben a membrant atszeld tn.
transzmembran szekvencidk (TMS-ek) B-redds szerkezetliek, amelyek egy képzeletbeli
henger palastjat formazzak (B-hord6 struktira). A membranproteinek tulnyomoé tébbségében
viszont a transzmembran szakaszok masodlagos szerkezete a-hélikalis (4. abra). Mivel utobbi
tipus tekinthetd altalanosnak, valamint az altalam vizsgalt transzporterek is ebbe a csoportba

tartoznak, az alabbiakban ezt a fajta szervezddést szeretném részletesebben targyalni.

4, abra A membranfehérjék két csaladja
Baloldalon a bakteriorodopszin (a-helikalis), jobboldalon a matrix porin (3-redés) 1athato.

A membrant atéré o-hélixek tipikusan 20-30 aminosavbol épiilnek fel, és a membran
sikjara nagyjabol merdlegesen helyezkednek el. Az Osszes aminosav eléfordulhat TMS
alkotoként, de a hidrofob karakterlieck vannak tobbségben: leucin, izoleucin, valin, alanin,
fenilalanin. In vitro kisérletekben a prolin és a glicin a hélix-szerkezet destabilizacigjat
okozza, mégis viszonylag gyakran el6fordulnak a politopikus membranfehérjék TMS-eiben (a
prolin kb. 5 %, Wallin és mtsai, 1997). Ahhoz, hogy egy fehérjeszekvencia be tudjon épiilni a
membranokba, gyakran elegendd egy megfeleld hossziisaghh hidrofob szakasz. Ezt az
egyszerlsitd szemléletet modositjak az ujabb kisérleti megfigyelések, miszerint megfeleld
kornyezetben gyakorlatilag barmilyen szekvencia képezhet transzmembran szegmenst (Ota és
mtsai, 1999). Masodlagos szerkezetét tekintve a TMS belsé 12-13 aminosavnyi része a
szekvenciatdl fiiggetlentil helikalis szerkezetli (Nilsson és mtsai, 1998).

A poléaros aminosavak koziil gyakori a kisméretii, hélixek kozotti interakciokban résztvevd
szerin ¢€s treonin, viszont nagyon ritkdk a nagyobb méretii, er6sen polaros vagy toltéssel

rendelkez6 aminosavak. Az aromas aminosavak a foszfolipidek polaros feji részével tudnak



kolesonhatast kialakitani, ennek megfeleléen gyakrabban fordulnak eld a hélixek végein. A
politdpikus fehérjék esetén a fehérje alsé és felsd feliiletén Gn. aromas ovet lehet megfigyelni
(Reithmeier, 1995).

Politopikus fehérjéknél a lipidekkel érintkez6 TMS-eknél tovabbi amfipatikus karakter
figyelheté meg. Kialakul egy erdsen hidrofob oldal, ami a lipid oldallancokkal érintkezik, a
hélix mésik oldala pedig kevésbe hidrofob. Ennek a hidroféb momentumnak a nagyséaga ¢és
iranyultsaga predikcios jelentdsséggel bir. A bels6 TMS-eknél ez kevésbé, vagy egyaltalan
nem figyelhetd meg, kisebb atlagos hidrofobicitasuknak €s az Osszetettebb interakcioknak
kdszonhetden.

A kettonél tobb TMS-t tartalmazd proteinek esetében a hélixek nagyon kompakt,
minimalis térkitoltést ,,kotegeket” alkotnak. A pakolodas mértéke a szolubilis fehérjékhez
képest nagyobb (Eilers ¢és mtsai, 2000). A szoros interakciot alapvetden kétfajta kolcsonhatasi
tipus, motivum biztositja. Az els6t a glikoforin A esetében figyelték meg eldszor: a hélixek
érintkez6 oldalain kis oldallanci aminosavak helyezkednek el, sima kapcsolddasi feliiletet
képezve. A GxxxG, illetve altalanosan a ZxxxZ (ahol Z=kis oldallancu aminosav; Gly, Ala,
Ser, Thr) motivumot ezutan sok mas membranproteinben is megtalaltdk. Feltételezések
szerint a kis oldallancok miatt a C, hidrogénjei részt tudnak venni hidrogénkdtések
kialakitasaban (Curran és Engelman, 2003), ezéltal a hélixek legszorosabb pakolddasat €s a
fehérje egészének stabilizacidjat teszik lehetdvé (Walters és DeGrado, 2006; Eilers és mtsai,
2002).

A masik kolcsonhatas a szolubilis proteineknél is nagy jelentdsséggel bir (példaul a leucin-
zipzar fehérjék esetében). A szakirodalom a szemléletes ,,knobs-into-holes” kifejezést
haszndlja a Crick altal bemutatott kolcsonhatasra (Crick, 1953). Az a-hélixek feliilete
egyenetlen, hepehupds, mert az aminosav oldallancok térbeli kiemelkedéseket (knobs) és
hianyuk bemélyedéseket (holes) alakit ki. Amennyiben a ,,gorongyok™ jol illeszkednek
egymashoz €és komplementer feliiletet alkotnak, akkor a szomszédos hélixek kozott erds
interakci6 alakul ki. Membranfehérjéknél az LxxLxxxLxx motivum a hélix-hélix kapcsolatok
42 %-ért felelds, az oldallanc mérete miatt azonban kevésbé szoros kolcsonhatast biztosit a
GxxxG-hez képest. A motivumban a leucint helyettesitheti alanin, izoleucin és valin is (Eilers
¢és mtsai, 2002).

A szabalyos a-hélixben az oldallancok reddk és arkok vonulatait alakitjak ki. A szabalyos

o-hélix tengelyéhez képest ezek 26 fokos szogben futnak. A szomszédos hélixek a



legszorosabban gy tudnak elhelyezkedni, ha az egyik hélix red6je pontosan a masik arkaba
illeszkedik. Emiatt a TMS-ek leggyakrabban 0-40 fokos szdget zarnak be (Bowie, 2005).

A transzmembran hélixeket egyszerisitésképpen egyenes, henger-szerli struktiraként
szoktuk abrazolni és elképzelni. A boviilé szamu nagyfelbontast kristalyszerkezetek szerint
azonban tulnyomo tobbségben vannak a gorbiilt, torzult szerkezetii hélixek. Részben az eltérd
torzulas lehetdsége biztositja a megegyezd alapstrukturaju fehérjék sokféleségét és ezzel
evoltciojuk alapjat (Yohanna és mtsai, 2004). Erdemes példaként megemliteni a G-protein
kapcsolt receptorok csaladjat vagy a Nagy Facilitator Szupercsaladot (MSF). Mindkét esetben
egy azonos alapvaz-struktira figyelheté meg, az elsddleges szekvencidk ugyanakkor csak
kevéssé homologok (Bowie, 2005; Hirai és mtsai, 2003).

A transzmembran szegmenseket valtozatos hosszisagl, Osszetételi és szerkezetli
hurokszekvencidk kotik Ossze. Az erdsen polaris, valamint a toltéshordoz6é aminosavakat
tartalmazé szegmensek Osszetételiik révén iranyitjdk a politopikus fehérjék membranbeli
lefutasat. Egy TMS membranbeli iranyultsagat alapvetden a hidrofob szekvencia két oldalan
membranproteinek Odsszehasonlitdsakor észrevették, hogy a pozitiv toltést hordozo
aminosavak tobbsége a citoplazmatikus térben helyezkedik el (von Heijne, 1986; von Heijne
és Gavel, 1988). Ez az un. ,pozitiv beliil’-szabaly altalanossagban is megfigyelhetd
tendencia, bar kifejezettebb a prokariota szervezetekben (Gafvelin és mtsai, 1997).

A membranfehérjék szerkezetét tovabb differencialva, a tobbségben 1€vo polaros karakteri
hurkok mellett el6fordulnak apolarisak is, amelyek a membranba meriilve részt vesznek az a-
hélix-kdteg kialakitdsaban (n. bemeriild hurkok). Az aquaporinok esetében a membran
mindkét oldalar6él benyulik egy-egy ilyen hurok. Az egymaés felé nézd szekvencidk a
membran kozepén taldlkoznak és a vizmolekuldkat ateresztd porust alakitjak ki (Murata és
mtsai, 2000; Fox és Lu, 2007). Hasonl6 struktirat irtak le szdmos mas transzporter fehérjében
is (Gltph: Yernool és mtsai, 2004; KcsA: Roux és McKinnon, 1999; EEAT: Slotboom és
mtsai, 1999, GlpF: Fu és mtsai, 2000) igy ez a struktura egyre inkdbb gyakorinak tlinik a
transzporterek korében. Bioinformatikai predikciok alapjan a politopikus MP-ek 10 %-anal
el6fordulnak (Viklund és mtsai, 2006).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a boviild térszerkezeti informacidok jelentdsen
Osszetettebb képet tarnak elénk a TMS-ek szerkezetérél, mint ahogyan azt néhany évvel

korabban elképzeltiik.

10



2.4 A membranfehérjék vizsgalata

Kisérletes szempontbol a TMP-k vizsgéalata joval nehezebb, mint a szolubilis fehérjékeé.
Két évtizeddel kordbban azonban még ugy tiint, a bioinformatika képes lesz a technikai
problémakat ellensulyozni. A TMP-k szerkezetének elméleti predikcidja, vizsgalata akkoriban
konnyebbnek latszott, mint a szolubilis fehérjéké. A komoly elvarasok alapja az volt, hogy az
a-hélix koteg tipusu TMP-k szervezddése alapvetden egyszerii. Elvileg csak a transzmembran
régiokat kell kijeldlni, azutan ezek membranbeli lefutasat meghatarozni, végiil a TMS-ek
Osszerendezddését kitalalni. A bioinformatika konnyt és gyors kezdeti sikereket ért el a TMS-
ek kijelolésében (Kyte és Doolitle, 1982), valamint a topoldgia predikciojaban a ,,pozitiv
beliil” szabaly megfigyelésével (von Heijne, 1986). A hélixek pakolodasanak a kérdése is
megoldhatonak tiint, mivel a szolubilis fehérjékhez képest joval kevesebb térbeli pozicioval és
mozgasi lehetdséggel kell szdmolni. Az utébbi kb. 10 év eredményei azonban ennél
bonyolultabb szervezddésre €s finomabb kdlcsonhatasokra engednek kovetkeztetni.

Becslések szerint az ¢€l6lényekben atlagosan a gének 20-30 %-a kddol membranfehérjét
(Krogh ¢és mtsai, 2001). Ehhez képest és oOridsi jelentdsségiikhoz viszonyitva a rdluk
rendelkezésre 4ll6 adatmennyiség kicsi, a szolubilis fehérjékkel Osszevetve pedig
elenyészOnek is mondhatnank. A nagyfelbontast térszerkezetek szama bar gyarapodik,
Osszesen csak 178 kiilonbozd fehérje struktiraja ismert (MPDB, 2007. decemberi allapot).
Ugyanakkor, ez a szdm az 6sszes membranproteint tartalmazza, tehat a periférialis fehérjék
tipusait is. Emiatt a jelenleg jellemzett 102 fehérjecsaladbol minddssze csak 36 tartalmaz
politopikus transzmembran fehérjéket (MPDB; Raman és mtsai, 2006). Elenyészden kevés az
ismert térszerkezetli eukaridta fehérjék szama, a human membranproteineket az aquaporinok
¢s a leukotrién C4 szintdz képviselik (1. Fiiggelek). Kijelenthetjiik, hogy a folyamatosan
fejlodd szoftverek és informatikai kapacitas ellenére a bioinformatika még napjainkban sem
tudja pdtolni a membranproteinekkel kapcsolatos ismeretek hidnyat; a 1ényeges informaciokat
a kisérletes modszerek szolgaltatjdk. Természetesen, az eredmények kiértékeléséhez
nélkiilozhetetlenek specialis szoftverek, de onmagukban még nem elegenddek.

A TMP-k vizsgalatakor harom szerkezeti szintet lehet megkiilonboztetni (5. abra). El6szor
is, valamilyen modon meg kell ismerni a fehérje aminosavsorrendjét, azaz elsddleges
szerkezetét. Ehhez sziikséges a fehérjét kodold gén szekvencidja vagy a tisztitott fehérje. Sok

esetben ma mar rendelkezésre 4ll a vizsgalt organizmus teljes genomszekvencidja.
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Kisérletes modszerek Elméleti modszerek

A gén azonositasa, Met-Leu-Ala-Pro-Glu-Leu... A gén annotaciéja,
Primer szerkezet szekvenalas ..ATGCTCGCGCCCGAGCTA... szekvencia analizis
(1D)
Topoldgia Topoldgia
vizsgalat predikcid
o Réntgenkrisztallografia, Homol6gia modellezés,
Topologla EM krisztallografia, NMR ab initio szamitas
(2D) ‘
Térszerkezet
(3D)

5.4abra Az integralis membranproteinek vizsgalati szintjei és modszerei
(EM krisztallografia-elektron mikroszkopiaval kombinalt elektron diffrakcio).

Ez azonban még nem jelenti azt, hogy egy adott funkcidhoz nagyon konnyti lenne a kodolo
géneket hozzarendelni. A vilag legjellemzettebb ¢€l61ényének, az Escherichia coli-nak a teljes
genomszekvencigjat 1998 ota ismerjiik. Ennek ellenére ismeretlen a gének kb. 24 %-anak a
feladata ¢s minddssze 66 %-rol vannak kisérletes adatok (Karp €s mtsai, 2007; Riley €s mtsai,
2006). Még roszabb a helyzet az eukariotak esetében: a Saccharomyces cerevisiae esetében
37 %, Arabidopsis thalianandl 5 %, Drosophila melanogasterben és egérben 4-4 % a
kisérletesen igazolt funkcidju gének aranya.

A szakirodalom, bioinformatikai eszk6zok és az Interneten elérhetd adatbazisok
felhasznalasaval azonban sokszor sikeriil a kodolt fehérjék funkcidira kovetkeztetni. Az
aminosavsorrend birtokdban mind kisérletes, mind elméleti modszerekkel megkdzelithetéek a

magasabb szerkezeti szintek: a topoldgia és a haromdimenzids dimenziods struktura.

2.4.1. A topologia vizsgalata

A membranfehérjék membranbeli lefutasa, mas szoval topologidja Iényegében a

kétdimenzids szerkezetet jelenti. Meghatarozasa sokféle biokémiai €és molekuléris biologiai
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technikéval elvégezhetd, manapsag mar 400-nal is tobb TMP membranbeli lefutdsa ismert
(Elofsson és von Heijne, 2007).

Az €16 szervezetekben a membranok kiilonb6zo fizikai és biokémiai jellemzdkkel leirhato
kompartmentek hatarat képezik. A biokémiai mddszerek a membran elhatarold funkciojat
hasznaljak ki a topologia vizsgalatdhoz. A membran egyik oldaldra olyan reagenseket vagy
fehérje molekuldkat juttatnak, amelyek szdmara csak az azonos oldalon megtalalhatd fehérje
hurkok hozzaférhetéek. A riporter fiizids eljaras az elvalasztott kompartmentekben uralkodo
eltérd fiziologiai koriilményeken alapul (Jennings, 1989; Traxler és mtsai, 1993). Mindkét
stratégia kozos jellemzdje, hogy a vizsgalt fehérje megfeleléen modositott valtozatait kell
elézoleg 1étrehozni (van Geest és Lolkema, 2000). A membranfehérjék modositasat az teszi
lehetdvé, hogy meglepden stabil a szerkezetilk. Mutagenezis vizsgalatok sordan azt
tapasztaltdk, hogy nagyon kevés olyan egyedi mutacié van, amely Onmagadban a fehérje
inaktivaciojdhoz vagy a szerkezet felbomlasdhoz vezet. Néhany bakteridlis membranprotein
esetében végeztek Un. scanning analizist, amely sordn az Osszes aminosavat egyenként
cser¢lik valamilyen semleges karakterti, kisméretli aminosavra, alaninra (alanin-scan) vagy
ciszteinre (cisztein-scan). A laktoz permeéaz esetében mindossze hat (401 aa-bol, Frillingos és
mtsai, 1998), a tetraciklin rezisztencia fehérjében tizenhét (400 aa-bol, Tamura és mtsai,
2001) ilyen kulcsfontossdgi aminosav volt. Az egyes fehérjerészek azonban -eltérd
érzékenységet mutatnak a kiilonb6z6 modositasokkal szemben. A transzmembran
szekvencidk példaul sokkal érzékenyebbek a tdltéssel rendelkezé aminosavak beépitésére,
rovid delécidkra, ezzel szemben a hurkok (kiilondsen a hosszabbak) jol tiirik az aminosav
cseréket, delécidkat és inszerciokat is (Weinglans és Kaback, 2000). A membranfehérjék
riporter fzids stratégia sikeres alkalmazasa (lasd alabb).

Az integralis membranproteineknek altalaban egyetlen jol meghatirozott membranbeli
lefutdsa van. Feltételezések szerint azonban Iéteznek olyan proteinek is, amelyek
modositatlanul is kétféle ,,stabil” topologiat vehetnek fel (Rapp és mtsai, 2006). Ezeknél a
pozitiv toltést hordoz6 aminosavak azonos szdmban vannak jelen a membran két oldalara
orientacioban vannak jelen. A csoport legjobban vizsgalt tagja az EmrE, egy kisméretii
multidrogrezisztencia fehérje. A leglijabb szerkezeti modell (Chen és mtsai, 2007; Pornillos és
mtsai, 2005) és cisztein-hozzaférési vizsgalat (Nara és mtsai, 2007) szerint az aktiv fehérje
homodimer, amit két antiparallel helyzeti monomer alkot. Egy masik kutatocsoport

eredménye szerint a parallel kapcsolt tandem parok is aktivak (Steiner-Mordoch és mtsai,
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2008; Schuldiner, 2007), ami egyféle topologiara enged kovetkeztetni. Az EmrE szerkezetén
tulmutatd, a vizsgalati mddszerek megbizhatosagara is kiterjedd, tobb éve tartd vitaban ugy

tiinik az in vivo biokémiai eredmények tlinnek meggyd6zOobbnek, ¢és a kristalyszerkezet kertil

s

crer

egyértelmi kisérletes bizonyiték.

A fehérje 6nallo tulajdonsagai mellett a kozeg, konkrétan a membran lipidosszetétele is
erdsen befolydsolja a membranbeli lefutast (van Klompenburg és mtsai, 1997). Bogdanov és
munkatarsai (2002) egy genetikailag modositott, foszfatidil-etanolamin (PE) szintézis
deficiens E. coli torzsben vizsgaltak a laktdz permeaz (LacY) miikddését. A mutans torzsben
a LacY fehérje elso fele ellentétes orientaciot vett fel, mig méasodik fele megtartotta a normal
lefutasat. Még érdekesebb azonban az az eredmény, hogy kiviilr6l adagolt PE hatisara a
¢s mtsai, 2003) szerint a fenil-alanin permeédz (PheP) és a y-amino-vajsav transzporter (GabP;
Zhang és mtsai, 2005) esetében is topoldgia valtozashoz vezetett a PE-hianyos kdzeg, amely
reverzibilisnek bizonyult PE adagolés hatasara.

Bar a PE-hidnyos membran nagyon eltér a fiziologias allapottol - hiszen az E. coli
membranlipidjeinek 75 %-a PE -, felmeriil annak a lehetdsége, hogy a membranfehérjék
topologidja a membranba torténd beépiilés utan is dinamikusan valtozhat, és ezt a membran

lipid Osszetétele szabalyozhatja.

2.4.1.1 A predikcios programok ¢€s korlataik

A transzmembran szegmensek kijeldlését €és a topologia eldrejelzését sokféle, kiilonbdzo
megkozelitést alapul vevd szoftverrel elvégezhetjik. A legegyszerlibbek az egyes
aminosavakhoz kiilonb6zo hidrofobicitasi értékeket rendelnek hozza, majd egy 16-30
aminosavas szegmens atlagat abrazoljak. A keletkez6 grafikonon lathatd nagy hidrofobicitasi
csticsok kijeldlik a lehetséges TMS-eket. Sajnos, ez a nagyon egyszerli megkdzelités nem
képes megkiilonbdztetni a globuldris fehérjéket a membranfehérjéktdl, a szignalszekvencidkat
a TMS-ektol. A masodik generacios szoftverek mar valddi topoldgia predikciot biztositanak

¢és Osszetett elméleti modszereket alkalmaznak: homoldgia-keresést, tanulé neuron-halozatot,
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Rejtett Markov-modellt, és ezek kombinacidit. A szerzék a 90-es évek masodik felétdl sorra
publikaltak a pontosabbnal pontosabb szoftvereket, nemegyszer 85-95 % feletti talalati aranyt
emlitve (pl. Rost és mtsai, 1995; Gromiha, 1999). A kevésbé fényes felhasznaloi tapasztalatok
aztan a valds pontossag szisztematikus vizsgalatahoz vezettek (Moller és mtsai, 2001; Ikeda
és mtsai, 2002; Chen és mtsai, 2002). Altaldnossagban a kovetkezd hidnyossagokat
tapasztaltdk: a legjobb moédszerek is atlagosan kb. 70 %-os valdsziniiséggel dolgoznak, a
TMS-ek eleje €s vége nehezen meghatarozhatd, az 6tnél tobb TMS-sel rendelkezd fehérjéknél
szignifikansan rosszabb predikcios hatékonysagot lehet elérni (Chen és mtsai, 2002; Elofsson
¢s von Heijne, 2007). A programok tehat feltétleniil hasznosak és segithetik a kisérletes
munkat, de nincs tokéletes szoftver. A bonyolultabb szekvencia kornyezetben
megbizhatatlanok; ,,a predikcio az csak predikcié” (Elofsson €és von Heijne, 2007).
Véleményem szerint, a lipid-kornyezet - és bizonyos bels6 hélixek szamara a fehérje kozeg -
figyelembe vétele nélkiil a linearis szekvencia informacio eleve nem elegendd a hatékony

predikcidhoz.

2.4.1.2 A topologia meghatarozasara alkalmas kisérletes modszerek

2.4.1.2.1 Glikozilaciés scanning

Eukaridta membranproteinek vizsgalatara elterjedten alkalmazott megoldas. Az
endoplazmatikus retikulum lumenében talalhaté az oligoszacharid transzferaz (OST) enzim,
amely az Asn-X-Thr/Ser konszenzus szekvencia aszparaginjahoz egy oligoszacharid
molekulat kapcsol (N-glikozilacio). Mivel a reakcidé kompartmentspecifikus modon jatszodik
le, alkalmas a topologia felderitésére. A glikolizacids scanning els@ lépése a vizsgalt
proteinben normalisan eléforduld glikolizacids helyek elimindldsa. A modositott fehérje
kiilonb6zd régidiban iranyitott mutagenezissel Uj konszenzus glikolizacids helyet hoznak
létre. Az endoplazmatikus retikulum lumenébe keriilve a modositott région bekdvetkezhet az
N-glikozilaci6, mig a citoplazmaban elmarad. Az egyetlen helyen glikozilalt fehérje SDS
poliakrilamid gélen megfuttatva hozzavetdlegesen 2,5 kDa-nal nagyobb molekulatomegiinek

latszik, mint a modositatlan forma.
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2.4.1.2.2 Cisztein-hozzaférés

Az eljaras alapja az, hogy a cisztein szulthidril reagensekkel reakcioba lép, melynek
eredményeképpen kovalensen modositott cisztein oldallancot kapunk. Kiilonb6z6 membranon
atjuté ¢és impermedbilis szulthidril reagensek ismertek, amelyek lehetnek fluoreszcens
sajatossaguiak, tartalmazhatnak biotin csoportot vagy radioaktiv jelolést. A detektalas ennek
megfelelden fluoreszcencia alapjan, sztreptavidin koétddése révén ¢és autoradiografiaval
torténik. A cisztein-scanning mutagenezis soran egyetlen ciszteint tartalmazd fehérje
sorozatot kell 1étrehozni. A ,,nemkivanatos” ciszteineket altalaban szerinre cserélik. A cisztein
viszonylag hidrofob, kisméretli aminosav, ezért ) helyekre valo beépitését a fehérje altalaban
toleralja. A fentiekben felsorolt reagensek segitségével a ciszteinek lokalizacidja
meghatarozhat6 teljes sejtes rendszerekben, szferoplasztokban és vezikuldkban is. A mddszer
nagy eldnye, hogy a vizsgalt fehérjében csak kisebb valtoztatdsokat, pontmutaciokat kell
létrehozni, amelyek altalaban nem befolyasoljak az aktivitast és a szerkezetet, igy a topologiat

sem.

2.4.1.2.3 Proteazok és antitestek alkalmazasa

Nagyméretli molekuldk nem képesek atjutni a membranon, igy szdmukra csak az azonos
oldalon talalhaté membranfehérje-részek hozzaférhetdek. Ezek alapjan protedzok és antitestek
is hasznalhatok a membranbeli lefutds meghatirozéasara. Ilyenkor a membranprotein
szekvencigjaba specifikus proteaz felismerd helyet (pl. His-tag, Xa faktor), illetve epitdpot

(pl. Myc, FLAG, prolaktin) épitenek.

2.4.1.2.4 Riporter fehérje fuziok

Az 1980-as évek kozepétol kezdddden egyre nagyobb teret hodit a génfuzios stratégia,
elsdsorban bakteridlis proteinek analizisében. Alkalmazdsa nem csak topoldgiai informacidkat
biztosit, hanem a membranproteinek Osszeszerelddését, ennek szabalyossagait is
vizsgalhatova teszi. A modszer két alapvetd kisérleti eredményen alapul. Az elsé koziiliik az,
hogy sikeriilt olyan un. riporter fehérjéket taldlni, amelyek a bakterialis citoplazma

membrannak csak az egyik oldaldn mutatnak magas aktivitast. A masik fontos tapasztalat az,
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szignalok hatdrozzak meg elsOsorban. Ezért, ha egy politopikus membranprotein végérol
néhany transzmembran szakaszt eltavolitunk, akkor a roviditett fehérje lefutasa legtobbszor
ugyanolyan marad, mint a teljes fehérje megfelelé szakaszénak lefutasa. Az eljaras soran a
riporter fehérjék promoter és startkodon nélkiili génjét a membranfehérje génjének kiillonbdzo
pontjaihoz illesztik a megfeleld leolvasasi keretben. A hibrid génrdl a baktérium sejtekben
egy fuzios fehérje képzodik, amely beépiil a citoplazma membréanba. A riporter fehérje vagy a
citoplazmaban marad, vagy kijut a periplazmatikus térbe attdél fiiggéen, hogy a
membranprotein mely részéhez kapcsolddik. A riporter enzim aktivitdsa alapjan ezutin

kovetkeztetni lehet a fizios pont szekvenciakornyezetének lokalizaciojara (6. bra).

2 |
Periplazma - Periplazma

N
VARG B A
1 N 1 o~

U V),
Citoplazma Citoplazma h

6. abra A riporter fuzios technika alapja
Egy periplazmatikusan aktiv riporter viselkedése (pl. alkalikus foszfatdz). A magas enzimaktivitas azt jelzi,
hogy a riporter kijutott a periplazmatikus térbe. A citoplazmaba keriil6 riporter inaktiiv marad.

Riporter fehérjeként elséként az Escherichia coli alkalikus foszfatazat (PhoA) alkalmaztak
topoldgia meghatarozasara (Manoil és Beckwith, 1986). A PhoA a periplazmatikus térben
miikodoképes, a citoplazmaban inaktiv. A sejten beliili koriilmények kozott néhany
eszencialis diszulfid-hid nem tud létrejonni, ezért az aktiv konformacié sem alakulhat ki. A
PhoA ,komplementereként” kezdték hasznélni késébb az Escherichia coli B-galaktozidaz
enzimét (LacZ), mint citoplazmatikusan aktiv riportert. A periplazmatikus régiokhoz flizionalt
B-galaktozidaz csak alacsony aktivitdst mutat, mert a transzport soran beszorul a membranba.
Emiatt citoplazmatikus régiok azonositasara alkalmas. A PhoA és LacZ riporterek aktivitasa
kromogén szubsztratok segitségével egyszerlien nyomon kovethetd és mennyiségileg mérhetd
(Maniatis és mtsai, 1982; Brickman és Beckwith, 1975). A topoldgia vizsgalatira mas
fehérjék is alkalmasnak bizonyultak. Ilyenek példaul az intracellularisan aktiv kloramfenikol-

acetil-transzferaz és a GFP, valamint a periplazmaban miikodd p-laktamaz.
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Egy membranprotein lefutdsanak meghatdrozasahoz szamos fizids fehérjét kell kialakitani,
amelyekben a fuzids pont kiillonbozd régiokban van. Az egyik megoldas soran a
membranfehérje génjének 3° végérdl iranyitott mutagenezissel egyre hosszabb szekvenciat
tavolitanak el, majd a megmaradé végekhez kapcsoljak a riporter géneket. Végeredményben a
fuzios pont az N-termindlishoz egyre kozelebb keriil, és kiilonbozd méretli C-terminalis
szekvencia részek teljesen hidnyoznak a fizids fehérjékbdl (C-terminalis csonkolas). Ez a
stratégia nagyon célravezetd ¢€s sikeres, ugyanakkor a C-termindlis szekvencidk
eltavolitasaval elveszhetnek bizonyos topoldgiat befolyasoldo szignalok is, ezért az
eredmények értékelésekor koriiltekintéen kell eljarni. Az Un. szendvics fuzidk kisebb
mértékben zavarjdk a normalis lefutast. Ez esetben a riporter gént - a leolvasési keretet
figyelembe véve - beépitik a membranfehérje génjébe és nem moge illesztik. Tehat a teljes
vizsgalt protein megmarad, €s a riporter egy N-terminalis és egy C-termindlis szakasz kozé

¢kelddik (7. abra).

Periplazma ‘;/ 0

T Y an\

—r A\ A
U - U .
Citoplazma

7. 4bra A szendvics-fuzio szerkezete
2.4.1.2.5 Biotinilacio

A biotin karboxildzok kovalensen kotott biotin segitségével katalizaljak a karboxil-csoport
atadasat metabolitok kozott. A biotin csoport kotddése a citoplazméban torténik
poszttranszlacidésan. E kompartment-specifikus folyamatot a biotin ligdz katalizalja. E.
coliban az acetil-CoA-karboxildz az egyetlen biotinalodo fehérje. Az acetil-CoA-karboxilaz
egy nyolcvan aminosavas fragmentje, a BAD domén sziikséges a biotinilaciohoz. A BAD
domén szendvics fuzidkban és C-terminalis csonkolds soran is hasznalhaté lokalizaciot jelzo
markerként. A periplazmatikusan elhelyezkedd fehérje szekvencidhoz fuzionalt BAD domén
altaldban nem biotinilalédik. Abban az esetben viszont igen, ha a régidé lassan

transzportalddik. Ilyen moédon a BAD fragment a membranproteinek Osszeépiilésének
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kinetik4jar6l is adhat informaciot. A biotin jelenlétét a biotin-avidin rendszerrel lehet

detektalni.

2.4.2. A térszerkezet vizsgalata

A haromdimenziés szerkezet meghatarozasat jelenleg (az alkalmazas gyakorisaganak
sorrendjében) rontgenkrisztallografidval, magneses magrezonancia spektroszkopidval (NMR),
elektron mikroszkopiaval kombinalt elektron diffrakcioval (EM krisztallografia) és elméleti
szamitasokkal végzik. Szerkezeti informacidkat szolgaltat még ezeken kiviil az atomi erd
mikroszkdopia (AFM) is, de kisebb felbontasabol addddan elsésorban nagyobb konformacios
kiilonbségek, valamint fehérje-fehérje kolesonhatasok, komplexek megfigyelésére alkalmas.

Az 0Osszes kisérletes megolddshoz nagy fehérje koncentracié sziikséges, és a

membranfehérjék esetében a problémak mar ennél a kritériumnal elkezdddnek (1. tablazat).

Médszer Sziikséges fehérje Kristaly Felbontas (A)
koncentracié (mg/ml)
Rontgenkrisztallografia 10 Sziikséges (3D) 1,5-2,5
EM krisztallografia (kis target) 1 Sziikséges (2D) 1,9-4
EM krisztallografia (nagy target) 0,1 Nem sziikséges 10-20
NMR-spektroszkopia 10 Nem sziikséges Nem értelmezhetd

1. tiblazat A kisérletes szerkezet-vizsgalati modszerek 6sszehasonlitasa
(Lacapere és mtsai, 2007)

A membranfehérjék taltermeltetése mind az eukaridta, mind a prokariota szervezetekben
komoly kihivést jelent. Szerkezetvizsgélati szempontbol azok a fehérjék jelentenek kénnyebb
feladatot, amik eleve nagy mennyiségben fordulnak eld (pl. rodopszin, citokromok). A
célfehérje azonban legtobbszor kis mennyiségben van jelen és mennyiségiik megnovelése
gyakran dnmagaban toxikus a gazdasejt szdmara.

A prokaridta eredetii fehérjéknél a legkedveltebb heteroldg expresszids gazdaszervezet
még napjainkban is az Escherichia coli. A MP-ek expresszidjakor tapasztalhato toxicitas
egyik oka a szekrécios rendszer talterhelése, aminek kovetkezményeként a 1égzési lanc, a

citromsav ciklus és mas fontos endogén proteinek mennyisége lecsokken (Wagner és mtsai,
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2007). A toxicitds probléméja mellett a topoldgia és a haromdimenzids szerkezet
kialakitasanak a folyamata is eltér(het) az idegen kornyezetben.

Még tobb faktor neheziti az eukariota eretedii fehérjék tultermeltetését prokaridta
gazdaszervezetekben. A prokariotdkban ugyanis jelentdsen eltéré a lipid Osszetétel (pl. a
membranbdl hidnyzik a koleszterin), a dajka-fehérjék mennyisége, a fehérje szintézis
sebessége, a folding sebessége, a szekrécid6 mechanizmusa, kisebb a betdlthetd
membranfeliilet, inkomplett vagy hidnyzik a poszttranszlaciés modifikacid (pl. nincs
glikozilacio) (Wagner és mtsai, 2006). Az altaldban jol miikddo ,,pozitiv beliil” szabaly az
eukariota fehérjéknél kevésbé markans. Mindezek ellenére vannak példak eukariota MP-k
funkcioképes formdban torténd heteroldg expresszidjara (pl.: human CB2 receptor, emlds
SERT).

A sikeres termeltetést kovetden a target fehérjét ki kell tisztitani. Ennek megkonnyitése
érdekében gyakran modositjak a célfehérje szekvenciajat (leggyakrabban His-taggel).

A membranfehérjék helyes térszerkezetének kialakitasahoz és megtartasahoz a lipid-kozeg
elengedhetetlentil sziikséges. Amennyiben a tultermeltetés soran a fehérje a gazdaszervezet
membranjdba képes beépiilni, akkor a tisztitdas Ilehetséges un. detergens micelldk
létrehozasaval. Kiilonbozé detergensek kiprobalasaval és a preparalds koriilményeinek
valtoztatasaval szerencsés esetben megdrizhetd a fehérje aktivitdsa. Ha a target fehérje
zarvany testet (inclusion body) képez, akkor a tisztitas joval bonyolultabb €s nehezebb, hiszen
a fehérje normal szerkezetét is vissza kell allitani. A tisztitds modszere nagyban fiigg a fehérje
egyedi tulajdonsagaitol, emiatt gyakorlatilag csak specidlis megoldasok léteznek, nincs
altalanosan alkalmazhato technika.

Egy lehetséges megoldas lehet a fenti problémakra a sejtextraktumokkal térténd in vitro
fehérjetermeltetés. Ez a sejtben torténd expresszid szamos problémadjat megkertiili, és ezért
komoly eldrelépéssel kecsegtet a membranproteinek szerkezetvizsgalatdban. A modszer
elénye a konnyebb tisztithatosag, a j6 konverzids arany és az, hogy a termeltetés koriilményei
sz¢éles skalan valtoztathatok. A reakciot tovabba ki lehet egésziteni egyéb sziikséges
Osszetevokkel, mint példaul dajka-fehérjékkel, diszulfid izomerazzal, glikozilacios
enzimekkel. A fehérjék konnyebb izotopos jelolése mellett, lehetséges specialis hidrofob
kozegek eldallitasa is, akdr membranba illesztés is. A kapott fehérjemennyiség eléri a
szerkezetvizsgalathoz sziikséges mg/ml-es koncentraciot (Junge és mtsai, 2008).

A tisztitott fehérje sorsa ezutdn a valasztott szerkezet-meghatdrozd6 modszertdl fiigg.
Talnyom¢é tobbségben a rontgenkrisztallografidt és az NMR spektroszkopiat hasznaljak

napjainkban. A két modszer alkalmazhatosdga eltérd, emiatt mds szerkezeti kérdések
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megvalaszolasara haszndlhatok. Kisebb méretli proteinek vagy peptidek vizsgalatira (<40
kDa) inkdbb az NMR spektroszkopia alkalmas. A moddszer oridsi eldnye, hogy a minta
oldatban, a fiziologiashoz kozelebbi koriilmények kozott is analizalhato, igy lehetdvé teszi
kiilonb6z6 dinamikus folyamatok megfigyelését is (Tamm és Liang, 2006).

Nagyobb  proteinek  rontgenkrisztallografidval — vagy  elektronkrisztallografiaval
vizsgalhatok, amihez azonban mar két- illetve haromdimenzios kristalyokra van sziikség. Az
analizdlhatd maximalis fehérje méretet jelenleg a szamitogépes kiértékelési kapacitas

korlatozza.

2.4.2.1 Mennyire elfogadhato a kapott szerkezet?

A fentiekbdl mar érzékelhetd, hogy a térszerkezet-vizsgalat bonyolult folyamatsordban
tobb 1épés is erdsen befolydsol(hat)ja a célfehérje szerkezetét. A szerkezet konkrét
meghatarozasa is a valds kornyezettdl nagyon eltérd kozegben torténik. In vivo koriilmények
kozott a TMP-k membranokba agyazva, specifikus lipid-Osszetételii kozegben vannak. A
specialis kornyezet megvaltozasa onmagaban a harmadlagos szerkezet valtozadsahoz vezethet.
A lipid-kettsréteg hidnya a haromdimenzids fehérje kristalyokban olyan szerkezetet
eredményezhet, amely messze all a funkciondlis formatdl. Az oldat-kdzegli NMR vizsgalatok
sem mentesek a problémaktol, pédaul gyakran figyelhetok meg instabil negyedleges szerkezet
modosuléasok (Lacapere €s mtsai, 2007). A szerkezet-vizsgalat emiatt specialis szakértelmet €s

Osszetett laboratoriumi hatteret igényel.

2.5 Transzportfolyamatok Escherichia coliban

A Gram-negativ baktériumok sajatossaga, hogy a citoplazma membranon kiviil, egy
sajatos Osszetételd, a sejtfal részét képezo kiilsd membrannal (KM) is rendelkeznek (8. abra).
A kiils6 membran szelektiv hatarold funkciot lat el, megvédi a baktérium sejtet a
kornyezetében 1évé karos anyagoktol. A bels6 membrantdl eltéréen a KM aszimmetrikus
felépitésii: a belsé foszfolipid réteg mellett egy kiilsé lipopoliszacharid réteg alkotja. A
membran tdmegének mintegy 50 %-at adjak az itt talalhat6 membranfehérjék (sejtenként kb.

100000 db), amelyek B-hordé tipust szerkezettel rendelkeznek.
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A periplazmatikus térben nincs ATP és proton gradiens (Bos és mtsai, 2007), igy kdzvetlen
felhasznalhatd energiaforrds hidnydban a molekuldk thlnyomorészt passziv transzporttal

jutnak 4t a membrénon.

fﬁ

8. abra Az E. coli sejt keresztmetszeti kepe (miivészi abrazolas)
Szarmazas: http://mgl.scripps.edu/people/goodsell; David S. Godsell engedélyével.

A KM a bels6é membranhoz képest nagyobb ateresztOképességii, viszont a specialis
lipopoliszacharid kiilsé rétegnek koszonhetéen a hidrofob karakteri anyagok bejutdsat
hatékonyan képes gatolni. A 600 Dalton-nal kisebb molekulasulyt hidrofil karakter(i anyagok
konnyen atdiffundalnak a széles szubsztratspecifitdsu porinokon keresztiil a periplazmatikus
térbe. A nagyobb molekulak transzportjat specifikus csatorndk végzik. Léteznek bonyolult
aktiv transzport folyamatok is a kiilsé membranban. Ilyen példaul a TonB rendszer, amely a
bels6 membran protonmotoros erejének felhasznaldsaval energetizdlja a KM-ben zajlo
receptor-medialt felvételi folyamatokat (Wandersman ¢€s Delepelaire, 2004).

A baktérium sejt térfogatanak mintegy 10 %-at add periplazmatikus térben a
citoplazméhoz képest eltérd ki’)rﬁlmények vannak. A jelenlévc’i nagy mennyiségﬁ fehérje és

crer

citoplazmahoz képest (Foley ¢€s mtsai, 1989). A periplazma oxidativ kozege lehetdvé teszi a
diszulfid hidak kialakulasat.

A periplazmatikus térbdl a hidrofil metabolitok mar aktiv transzporttal jutnak tovabb. E.
coliban ez torténhet csatorna-fehérjéken keresztiil facilitalt diffuzioval (pl. aquaporinok),
valamint elsédleges és masodlagos aktiv transzporttal is. Az elsddleges aktiv transzportot

ABC-fehérjék (ATP-binding cassette) végzik. Az E. coli 79 ABC-transzportert kodol, egy
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résziikknél ma sem ismert a pontos funkcid. Alapszerkezetiikre jellemz6, hogy két
transzmembran doménhez két ABC-domén kapcsolodik. A bakteridlis ABC-transzporterek
effluxot ¢és influxot egyarant katalizalhatnak. Influx esetén egy, a szubsztrat megkdtését és
szallitasat végzo, periplazmatikus szubsztrat-kotod fehérje is segiti a hatékonyabb transzportot.

A masodlagos aktiv transzporterek elsésorban H', ritkdan Na’ vagy mds oldott anyag
koncentraciokiilonbségét hasznaljak fel a szubsztrat mozgatdsdhoz. A transzport irdnya
alapjan megkiilonboztetliink antiportereket (ellentétes iranyt; pl.: NhaA) és szimportereket

(azonos iranyt; pl.:PutP).

2.5.1 A metionin-transzport Escherichia coliban

A metionin transzportrol kevés informacié all rendelkezésiinkre. Az egyik legkorabbi
vizsgélat bizonyitotta, hogy az L-metionin felvételét legalabb két transzportrendszer végzi
(Kadner és Watson, 1974). Kiilonb6z0 mutaciét hordozéd torzsek fenotipusa alapjan
megkiilonboztethetd volt egy nagy affinitast (metD; Kp= 0,1 pM), valamint egy kisebb
affinitdsu (metP; Kp=40 uM) transzporter. A metionin felvétel kinetikdjat mar a 70-es évek
masodik felében jellemezték, azonban a transzportban résztvevd fehérjéket és az azokat

kodolo géneket még ma sem ismerjik teljesen (9. abra).

MetD MetP ?
Q Periplazma
ATP Y v y Citoplazma

L-, D-metionin L-metionin

9. abra Metionin transzporterek E. coliban

A metionin az E. coli szamara nem eszencialis aminosav, B12-vitamin-fiiggd (MetH) és

fiiggetlen (MetE) modon is képes megszintetizalni. A bioszintézisben résztvevd gének
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inaktivalasdval metionin auxotrof torzseket lehet izolalni, amelyek metionin igénye D-
metioninnal is biztosithatd. A D-metionin kizardlagos transzportere a nagy affinitast
rendszer, amely az L- és D-metionin mellett a sejt szdmara toxikus o-metil-metionint és
egyéb metionin-analdgokat is transzportal. A D-metionin transzportja ATP-fiiggd, valamint
ozmotikus sokk érzékeny. Ez utobbi tulajdonsag egy periplazmatikus koté-fehérje jelenlétére
utal, és egyiittesen e jellemzdk a bakterialis ABC-transzporterek sajatossagai.

A nagy ¢s kis affinitdsu rendszert a citoplazma L-metionin koncentracidja szabdlyozza. A
metD esetén bizonyos, hogy a MetJ represszor képes befolyasolni az expresszidt (Kadner,
1977). Kapcsoltsag alapjan a metD lokalizaciojat egészen pontosan meg lehetett hatdrozni: a
l6kusz az E. coli genom proS (4,7 perc) és rrnH (4,8 perc) kozott helyezkedik el (Bohman és
Isaksson, 1980; Ellwood ¢és Nomura, 1982; Berlyn, 1998). A l6kusz konkrét azonositdsa
képezi a jelen dolgozat egy részét.

A metP még a nagy affinitasu rendszerhez képest is joval kevésbé jellemzett, a kinetikai
adatokon kiviil szinte nincs is réla mas informécio, a felelds géneket még nem azonositottak.
A kis affinitdsu rendszer jelenlétére Kadner és Watson mutagenezis kisérletekbdl (1974)
kovetkeztetett. A nagy affinitdsu rendszer kiiktatasa csak a D-metion felvételét akadalyozza
meg, viszont nem befolyasolja az E. coli L-metionin minimal tapoldatban val6d szaporodasat.
A mutagenezis sordn izolaltak olyan torzseket is, amelyek nem tudtdk a D-metionint
transzportalni és az L-metionin transzportjuk is mddosult volt. Alacsony kiilsé L-metionin
koncentracio (10 pg/ml) esetén csak nagyon lassan osztddtak, mig 100 pg/ml L-metionin
mellett nem tapasztaltak szaporodasi kiilonbséget a AmetD vagy vad tipusu torzsekkel
Osszehasonlitva. Utobbi tapasztalat arra utal, hogy valdjdban harom transzporter végez L-
metionin felvételt Escherichia coliban, a harmadik rendszer lehet egy metionin-analog

transzportere, vagy egy kevésbé specifikus aminosav permeéz.

2.5.2 A glutaminsav-transzport Escherichia coliban

A glutaminsav egy kozponti jelentdségli aminosav, a glutaminnal egylitt a legfontosabb
amino-csoport donor és nitrogén-forrds (Reitzer, 2003). A legnagyobb mennyiségben
eléforduld anion a citoplazmaban, amely a f6 ozmotikum K ellenionjaként van jelen.

Hiperozmotikus sokk esetén idéleges védéfaktorként viselkedik és a K'-mal egyiitt
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megnovekszik a glutamat koncentracié (Csonka, 1989), illetve szabdlyoz6 faktorként
biztositja a megfelelé adaptaciohoz sziikséges gének expresszidjanak aktivalasat és gatlasat
(Lee ¢s Gralla, 2004; Gralla és Vargas, 2006). Egy masik igen fontos glutaminsavhoz
kapcsolodo folyamat az extrém savstresszel (pH=2-3) szembeni védekezés egyik formaja. A
citoplazmatikus pH gyors csokkenésének ellensulyozasara a  glutaminsav-pool
dekarboxilezése zajlik le, amely soran egy H' beépiilésével y-amino-vajsav (és CO,)
keletkezik, amit a GadC antiporter kijuttat a sejtbdl (Foster, 2004).

A glutaminsav felvételére is jellemz6é a multiplicitas, Escherichia coliban négy felvételi

rendszer l1étezik, amelyek transzporttulajdonsagaik alapjan jol elkiilonithetoek (10. abra).

GItP GItIJKL GItS GadC
Q GABA

0 Periplazma

H+ ATP Y v Na+ v Citoplazma

glutamat/aszpartat L-, D-glutamat L-glutamat

10. abra Glutamat transzporterek E. coliban

A GItP egy H'/aszpartat-glutamat transzporter, amely B-hidroxi-aszpartattal és ciszteattal
gatolhatd, koto-fehérje independens. (Rhodobacterben visszaallitotta a glutamat-specifikus
kemotaxist.) A GItIJK egy aszpartat/glutamat specifikus ABC-transzporter rendszer,
ozmotikus sokk érzékeny és ciszteattal gatolhatd. A harmadik transzporter (GItS) az E.
coliban talalhaté néhany Na'-szimporter egyike, koté-fehérje fiiggetlen, kizarolag glutamatot
¢s annak analogjait képes felvenni, aszpartattal nem gatolhato. A negyedik rendszer az extrém
savstressz soran mikodé GadC, egy glutamat/y-amino-vajsav antiporter.

A glutamat-transzport szabalyozasarol keveset tudunk. A négy rendszer egyiittes
kifejezddése vad tipusti E. coli térzsekben olyan alacsony, hogy azok glutaminsavat, mint
egyediili szén- és nitrogénforrast tartalmaz¢ taptalajon nem képesek szaporodni (Halpern és
Even-Shosahan, 1967).

A fentieken kiviil néhany egymastol fiiggetlen kisérlet szolgaltatott adatot a regulaciorol,

szisztematikus vizsgalatot azonban még nem végeztek. A tapasztalat szerint szukcinat
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minimal tapoldatban a GItl koto-fehérje mennyisége 3-5-szordsére ndvekszik a glikoz
minimalhoz tapoldathoz képest (Willis és Furlong, 1975). Aszpartdt minimalon tapoldatban a
glutamat felvétel kb. Otszordsére novekszik, amelyért feltehetéen a GItS mennyiségének
novekedése felelds (Kahane ¢s mtsai, 1976). Zimmer ¢és mtsai (2000) a gltlJKL

expresszidjanak novekedését tapasztaltdk nitrogén-limitalt kozegben microarray-kisérletben.

A GItS

E. coliban 40 mM NaCl jelenlétében a glutaminsav transzport nagy részét a Na'-fiiggd
glutaminsav szimporter (GItS) végzi (Schellenberg és Furlong, 1977). A GItS fehérje egy 401
aminosavbol felépiild, erdsen hidroféb természetli permedz. Az aminosavak 73%-a nem
polaris, 63 koziilik leucin. Az E. coli K-12 torzsben 42425, mig a B-ben 42455 dalton
molekulatomegli (az utdbbiban a 378. aminosav glicin helyett szerin). A GItS eldsegiti néhany
toxikus L-glutaminsav analdg, az alfa-metil-glutaminsav, a homociszteinsav (Essenberg,
1984) ¢és a sejtfal komponens D-glutaminsav felvételét is. Miikdodése soran egy
glutaminsavval legaldbb ketté Na'-t transzportal a citoplazmatikus térbe (Tolner és mtsai,
1995).

A GItS génje a baktérium kromoszémajanak 82. percére térképezddik (Marcus ¢€s Halpern,
1969). A gltS struktirgén ATG startkodonjatdl 5° irdnyban a konszenzushoz kozeli -35-0s, -
10-es ¢és Shine-Dalgarno-szekvencidk talalhatoak, terminacidja feltehetéen rho-independens
(Deguchi és mtsai, 1990; Kalmén és mtsai, 1991). A g/tS gén til magas szintl kifejezddése -
mint altaldban a membranfehérjéké - gatolja a ndvekedést (Kalman és mtsai, 1991).

A GItS szekvencigjat, mikodését tekintve is jelentdsen eltér a tobbi glutaminsav
transzportertdl (Tolner és mtsai, 1995), emiatt a hozz4 hasonld proteinekkel egyiittesen egy
onalld csaladba soroltak (Saier, 2000). Ebbe az tin. ESS-csaladba (Glutamate:Na“ Symporter;
TC #2.A.27) jelenleg tobb, mint 220 fehérje tartozik, legjellemzettebb tagja és modell
fehérjéje az E. coli GItS. A nagyszami homoldg fehérje kiilonbozd baktérium torzsekbdl
szarmazik, némelyik tobb GltS-ortologot is kodol (pl. Fusobacterium nucleatum). A GItS
pontos élettani feladata még nem tisztazott, de a glutaminsav szamos fontos szerepe alapjan
lehetséges a részvétele a hiperozmotikus stressz, az extrém savstressz €s a nitrogén
metabolizmus folyamataiban. A Na'-kotranszporterek esetében feltételezhetd, hogy

funkcidjuk a szimbiozissal vagy a patogenitassal kapcsolatos (Hase és mtsai, 2001). Utdbbi
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lehetdséget tdmasztja ald az a tény, hogy a GItS homoldgokat sok esetben patogén
mikroorganizmusok kodoljdk. A kinetikai mérések alapjan a GItS 10-15 mM-ndl nagyobb

crer

a hordoz6 baktériumok szdmara.
A GItS szerkezete nem ismert, a fehérje kétdimenzios strukturdjdnak vizsgalata a jelen

dolgozat targyat képezi.
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1.

3. Célkituzeés

Szakirodalmi adatok alapjan valoszintsitettiik, hogy az E. coli nagy affinitast
metionin transzporterét (MetD) az abc-yaeE-yaeC klaszter kodolja. Célunk ennek a

feltételezésnek a kisérletes bizonyitasa volt.

A GItS glutamat permeaz szerkezete nem ismert. Célunk a GItS kétdimenzids
membranbeli lefutdsdnak meghatdrozdsa volt molekuldris bioldgiai eszkdzok

felhasznalasaval.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Bakterialis torzsek €s plazmidok

Kloénozasi célokra E. coli DH5a (F~ endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk my ), A—) torzset alkalmaztunk. A
ATnphoA szaporitasara az amber szupresszor LE392 [el4'(mcrA), hsdR514, supE44, supF58,
D(laclZY)6, galK2, galT22, metBl, trpR55] E. coli torzset hasznaltuk. A ATnphoA
mutagenezist, az egyiranyu deléciokat és a mutansok screeningjét az alkalikus foszfatdz-, [3-
galaktozidadz- és rekombinacid-deficiens CC118 (Manoil és Beckwith, 1985) [araD139,
D(ara,leu)7697, DlacX74, phoAD20, galE, galK, thi, rpsE, rpoB, argE.,, recAl] E. coli
torzsben végeztik.

A metionin transzport vizsgalatakor a metionin auxotrof MTD23 (dAmetE, AmetH) és az
MTD234 (AmetE, AmetH, AmmuP) torzseket hasznaltuk fel (Thanbichler és mtsai, 1999).

Az abc prométerének vizsgalatat a IM109 (endAl ginV44 thi-1 relAl gyrA96 recAl mcrB*
A(lac-proAB) el4- [F' traD36 proAB™ lacl? lacZAM15] hsdR17(rxmg ")) torzsben végeztiik.

A GItS topologia vizsgalatahoz a pCP1(—) direkt szelekcids vektorbol (Gal és mtsai, 1999)
indultunk ki. A g/tS gén folyamatos, gyenge kifejez6dését az E. coli modositott lac promotere
biztositja. Ezek a plazmidok sejtenként kb. 40 kopidban vannak jelen.

A metionin transzporttért felelds gének expresszidjahoz az arabindzzal indukéalhaté pBAD-
expresszios vektorokat alkalmaztuk (Guzman és mtsai, 1995). A kromoszomalis deletansok
létrehozasahoz a kanamicin rezisztencia kazetta a pUC4K plazmidbol (Pharmacia) szarmazik.
A promoter teszteléséhez a pRS415 vektort hasznaltuk (Simons és mtsai, 1987). A MetJ

represszor génjét a pWMJ plazmidbdl hasitottuk ki (Nakamori és mtsai, 1999).

4.2 Vegyszerek
A taptalajkomponenseket a Difco-t6l, a Reanal-t6l és a Molar Chemicals-t6l szereztiik be.

Az 5-brom-4-klor-3-indolil-foszfat (BCIP), az 5-brom-4-klor-3-indolil-B-D-galaktozid (Xgal),

a para-nitrofenil-foszfat (Sigma 104), az orto-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid, az L- és D-
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metionin, az a-metil-metionin, az arabindz ¢és az egyéb felhasznalt vegyszerek a Sigma-tol
szdrmaznak.

A felhasznalt restrikcids enzimeket a New England Biolabstdl és az MBI Fermentastol, az
exonukleaz Ill-at, az S1 nukledzt, a T4 DNS polimerazt és a T4 DNS ligazt az MBI
Fermentastol szereztilkk be. Pfu és Taq polimerazokat ugyancsak az MBI Fermentastol
valamint a Zenon Kft-t6l szereztiik be. Az enzimatikus reakcidkat, valamint a polimeraz
lancreakcidkat a gyartok javaslatai szerint végeztiik.

A riporterek detektaldsahoz sziikséges tormaperoxidaz konjugalt antitesteket (ab6646 ¢€s
ab7319) az Abcam-t6l vasaroltuk. A peroxidaz aktivitds detektaldsat kemilumineszcencias
modszerrel végeztiik; ehhez a SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) és

a Lumi-light Western Blotting Substrate (Roche) oldatait hasznaltuk.

4.3 Tépoldatok és taptalajok

Minimal tapkozegként M9-oldatot alkalmaztunk (0,2 % gliikkdz; Maniatis és mtsai, 1982),
sziikség szerint kiegészitve 3,3-100 pg/ml L- és 10 pg/ml D-metioninnal, 250 pg/ml o-metil-
metioninnal. A pBAD18 és 33 vektorok alkalmazéisakor a fehérjék expressziojat 0,05 %
arabinozzal indukaltuk.

A foszfataz aktivitas mérés¢hez az alacsony foszfattartalma PAT tapoldatban novesztettiik
a baktériumokat. 10 g triptont, 5 g élesztd kivonatot és 2,5 g NaCl-t 200 ml desztillalt vizben
melegitéssel feloldottunk. 0°C-ra valo lehlités utan kevertetés mellett hozzdadtunk 2,28 ml
25% NH4OH-t és 30 ml 1 M MgCl,-t, majd 0°C-on kevertettiik 2 6ran at. Az anorganikus
foszfat MgNH4PO,4 csapadék formdjaban kivalik. 0,22 mm porusatmérdjii Millipore szlir6n
kétszer atsziirtiik az oldatot. Ezutan hozzdadtunk 10 g MOPS-t, és 1000 ml-re egészitettiik ki
a térfogatot. Végiil az oldathoz 1 ml 1 M MgSOy-t és 1 ml 1 M CaCl,-t adtunk, a pH-t 7,0-re
allitottuk (37% HCI oldattal), majd kuktazva sterilizaltuk.

Minden mas kisérletben LB tapkozeget (Maniatis és mtsai, 1982) hasznaltunk. A
taptalajokat 1,7 % agarral szilarditottuk. Az Xgal-t 50 pg/ml, a BCIP-et 40 pg/ml, a
kanamicint 50 pg/ml, kloramfenikolt 35 pg/ml, ampicillint 100 pg/ml koncentracidoban
hasznaltuk, kivéve a pCPl1(-)::TnphoA dusitasakor, amikor 300 pupg/ml kanamicint

alkalmaztunk.
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4.4 Plazmidtisztitas és transzformalas

A plazmid DNS-t hagyomanyos alkalikus lizises technikdval (Maniatis és mtsai, 1982),
illetve a Qiagen kitjeit hasznélva tisztitottuk. A DNS transzformalasat a CaCl,-modszerrel
(Maniatis ¢és mtsai, 1982), vagy elektroporacioval (Invitrogen, The Electroporator 11 Manual)

végeztik.

4.5 A metD 10kusz azonositasanal alkalmazott modszerek

4.5.1 A metD promoterének vizsgalatahoz sziikséges plazmidok készitése

A promoter fragmentet a GJ37 (5’-AATTCTTGATTTAGACGTCTGGATGCCTTAACA-
TCCATTTCATTG-3’) ¢és GI38 (5’-GATCCCAATGAAATGGATGTTAAGGCATCCA-
GACGTCTAAATCAAG-3’) primerek hibridizaldsaval éllitottuk el6 (11. 4&bra). A
szekvenciat ugy terveztiik, hogy EcoRI-BamHI kompatibilis ragadds végekkel rendelkezzen.
A promotert ezutan EcoRI-BamH] hasitott pRS415 promoter-teszteld vektorba (Simons €s
mtsai, 1987) ligaltuk (pROMET1).

A szabalyzas vizsgalatdhoz sziikségiink volt egy MetJ represszort taltermeld konstrukciora
1s. A Met] gént a pWMJ plazmidbol Xbal-Kpnl fragmentként atépitettik a pBAD33
expresszios vektorba (pMJ33).

Met promoter

GI53 GISI1 Gl49 _ <_|
~GJ52 ~GI50 ~GJ48
yaeC yaek abc
-35 box -10 box

GJ37 5’- AATTCTTGATTTIAGACGTCT|GGATGCCTTAACATCCATTTCATTG
GAACTAAATCTGCAGACCTACGGAATTGTAGGTAAAGTAACCTAG -5° GJ 38

Met-box | Met-box
100% 62,5%

11. dbra A metionin transzporter anzonositdsdhoz felhasznalt primerek helyzete
A sigma 70-es konszenzus promoterrel megegyez6 nukleotidokat vastag betlikkel emeltem ki.
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4.5.2 Kromoszomalis deléciok létrehozasa

Delécioinkat ET-klonozassal alakitottuk ki (Muyrers €s mtsai, 1999). A céltérzsbe eldszor
betranszformaltuk a pBADafy plazmidot, ezutdn ebbdl készitettiink elektrokompetens
sejteket. Ejszakan at novesztett starter kulturat 100-szorosan visszahigitunk, majd 37 °C
fokon inkubaltuk. Amikor a sejtdenzitas elérte az ODgoo = 0,2 értéket, 0,1 % arabindzzal
indukaltuk a sejtkultarat, amit tovabbi 1 o6ra inkubalas utan 0 °C fokra hiitottiink. A sejteket
centrifugalas utan kétszer mostuk jéghideg desztillalt vizzel, majd kétszer 10 %-os glicerinnel,
végiil 300-szorosan koncentralva 10 %-os glicerinben vettiik fel. Szétmérés utdn a csdveket
folyeékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd -80 °C fokon taroltuk.

Az eldre elkészitett kompetens sejtekbe 100-500 ng linearis DNS-t elektroporaltunk, majd
a sejteket kanamicin tartalmu LB lemezekre sz€lesztettiik.

A MetD kiiktatdsahoz készitettiink egy deletald konstrukciot, amelyben a metD koriili
kromoszomalis DNS szekevencidk k6zé egy kanamicin rezisztencia kazettat épitettiink. A
GJ28 (5’-ATGCATAGTTAGTCGTGGCATCTCGA -3°) ¢és GJ29 (5’-AGAAGCGGCC-
ATATCAATATG -3’) valamint a GJ35 (5’-GTCGACGCCTATTTGCTCGAACTG -3°) és
GJ36  (5-ATGCATTTTTAGGCTGTTTCCACAATT-3’) primerek  felhasznalasaval
amplifikaltuk az upstream ¢és downstream kromoszomadlis szekvencia-kornyezet, majd a
fragmenteket Xcml emésztett T-vektorba ligaltuk (pMON38201). Az upstream hatarold
szekvenciat hordozé plazmidbol (GJ35-36 termék) a kis Nsil-Sall fragmentet atépitettiik az
ugyanigy hasitott masik kromoszoémalis szekvenciat hordoz6 vektorba. Ezek utdn az Nsil
helyre épitettiik a kanamicin rezisztencia kazettat (PstI/pUC4K). A kész konstrukciobol
BamH]I-Sall emésztéssel kihasitottuk a deletdlo konstrukcidt, majd izolalds utan
elektroporaltuk a fenti médon ET-klonozéashoz el6készitett K-12 torzsbe. A kapott kanamicin
rezisztens telepeket PCR-rel teszteltiik a GJ29-35 primerekkel.

A fenotipus teszteléséhez metionin-auxotrof (MTD23), illetve S-metil-metionin
transzporter (mmuP) delécios E. coliba (MTD234) is atvittik a metD deléciot Pl

fagtranszdukcioval.

4.5.3 Komplementalo plazmidok készitése

Az abc, yaeE és yaeC géneket kolonia PCR-rel, Pfu polimerazzal felamplifikaltuk. A
felhasznalt primerek a  kovetkezok voltak: GJ48  (5’-TCACGGTACCGAGA-
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TGCCACGACTAACTT-3’) és GJ49 (5’-CACATCTAGAGCTCAGACATAACCCAGTAC-
3’) az abc, GI50 (5’-TCACGGTACCTGCCTGGCTGCAGGAACAC-3’) ¢és GI51 (5°-
TCACTCTAGATGTTGTGTTGAACGTTACTTG-3’) a yaeE, GJ52 (5-TCACGGTA-
CCACTCGCAAGTAACGTTCACC-3’) ¢és GJ53 (5’-CACATCTAGATTACCAGCCTTTA-
ACAGCTC-3’) a yaeC klonozasahoz. A fragmenteket Xbal-Kpnl emésztés (és gélizolalas)
utan pBC SK (-) klonoz6 vektorba ligaltuk, végiil restrikcids ellenérzés utan szekvendltattuk a
géneket.

A fenotipus teszteléséhez expresszios vektorokba (pBADI18 és 33) épitettiik at a géneket
egyenként, illetve egy negyedik konstrukcidban az abc és yaeE géneket egyiittesen. A

konstrukciok segitségével lehetdvé valt, hogy az dsszes varidcioban expresszaljuk a géneket.

4.6 A topoldgia vizsgalatahoz felhasznalt médszerek

4.6.1 A TnphoA

Fuzioés fehérjék létrehozasanak legegyszerlibb modja a transzpozonos mutagenezis. A
TnphoA-t (12. &bra) gy hoztak létre, hogy a Tn5 baloldali inszercids elemébe beillesztették
az E. coli szignal szekvencia nélkiili alkalikus foszfatdz génjét (Manoil és Beckwith, 1985).
Emiatt a phoA’ egy 50 bazispar hosszusdgi TnS eredetli linkerrel kapcsolodik a fuzios
partnerhez. Magas foszfataz aktivitast akkor tapasztalunk, ha a TnphoA a megfeleld leolvasasi
keretben egy periplazmatikus fehérjerészt kodold szekvencidba épiil. A mutdnsokat a

transzpozon altal biztositott kanamicin rezisztencia révén tudtuk elkiiloniteni.

IS50, IS50,
12. dbra. A TnphoA vazlatos szerkezete

4.6.2 A ATnphoA szaporitasa és titralasa

A ATnphoA (Manoil és Beckwith, 1985) szaporitasa, higitasa és titralasa soran mindig 10
mM MgSO,-tartalmi kozegben dolgoztunk. A ATnphoA szaporitasat hagyomanyos protokoll

alapjan végeztiikk (Maniatis és mtsai, 1982). 100 pl, éjszakan 4t LB tapoldatban ndvesztett
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LE392 kultirdhoz kb. 3x10° ATnphod fagot adtunk, majd 37 °C-on 20 percig inkubaltuk
razatas nélkiil. Ezutan hozzdadtunk 4 ml LB-t, és 37 °C-on, feltisztuldsaig intenziven razattuk
a kultarat. Ezutan 100 pl kloroformot adtunk a szuszpenzidhoz, vortexszel kevertiik, majd 4
°C-on taroltuk felhasznalasig. A fag titralasdhoz elkészitettiik a preparatumok 10°-szeres és
10"-szeres higitasat. 100 pl higitott fagot adtunk 200 pl, éjszakan at novesztett LE392
kultarahoz, majd 4 ml megolvasztott, kb. 50 °C-os 0,7 % agar LB-vel keverve 1,5 % agarral
szilarditott taptalajra teritettiik. A prepardtumok titerére az éjszakan at, 37 °C-on vald
inkubacio6 utan kapott plakkok szamabol, visszaszamolassal kdvetkeztettiink. A preparatumok

koncentracidja 2-3x10'° PFU/ml volt.

4.6.3 ATnphoA mutagenezis és screening

Ejszakan 4t novesztett, a pCP1(-) plazmidot hordozé CC118 torzset hiiszszorosan
visszahigitottunk LB tépoldattal, kb. ODgyp = 0.6-ig ndvesztettik, majd kb. tizszeres
feleslegben ATnphoA faggal fertéztikk. Ez a fag a genomjaban nonsense mutéacidkat, un.
amber-mutaciokat hordoz, emiatt csak specidlis amber szupresszor torzson, pl. az LE392 E.
coli torzson szaporithato. A CC118 nem amber szupresszor torzs, emiatt a ATnphoA ugyan
bejuttatja genomjat a sejtekbe, de nem képes azokban szaporodni. 20 percig inkubaltuk az
elegyeket szobahdmérsékleten, majd 37 °C-on razattuk egy Oran at. A mutagenezis
hatékonysaganak megallapitdsira az elegy egy részét szélesztettiik BCIP/Km/Cm tartalmt
taptalajra. Az elegyet 35-szorosre higitottuk 30 pg/ml kloramfenikolt és 50 pg/ml kanamicint
tartalmaz6é LB tépoldattal, majd masfél oraig razattuk 37 °C-on. Ekkor a kanamicin
novekedeését segitsiik eld. Ezutdn a sejtkultarakat 37 °C-on egész ¢€jszakdn at tovabb
novesztettik. A felszaporodd sejteket BCIP/Km/Cm tartalmu tiptalajon teszteltiik. A
kromogén BCIP-et az alkalikus foszfataz kék szinli termékké alakitja, igy vizudlisan

elkiilonithetdek az aktiv GItS::PhoA fuziot termeld koloniak.
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4.6.4 A pGE1 és pGL2 plazmidok készitése

Az egyirdnyu deléciok kivitelezéséhez olyan plazmidokat készitettlink, amelyek a g/tS utan
megfeleld restrikcios hasitohelyeket és a start kodon nélkiili phod (pGE1) és lacZ (pGL2)
riporter géneket tartalmaztak.

A pGEIl esetében a pBC SK(-) poliklonoz6d helyét BssHII-BssHII fragmentként
beklonoztuk a pCP1(—) Mlul helyére. A megfeleld orientacidt Clal restrikcids enzimmel
ellendriztiik. A pGEIl esetében a 1étrehozott pCP-NPX plazmidot Pstl €s Xhol restrikcids
enzimekkel hasitottuk, majd beligaltuk a pPHO7-bdl a megegyezé enzimekkel kihasitott,
phoA ’-ot tartalmazoé fragmentet.

A pGL2 konstrukcidja sordn a pCP-NPX-bol Apalll és Sphl restrikcios hasitassal
eltavolitottuk a nem expresszalodod lacZo fragmentet. A keletkezett pCPII-NPX-et Pst és
Ncol restrikcios enzimekkel hasitottuk, majd beligaltuk a pNM482 PstI-Ncol fragmentjét, ami
a start kodon nélkiili lacZ struktirgént hordozza. Az irdnyitott lacZ fuziok kialakitasdhoz egy
hosszabb linkert hordoz6 pGL2 szarmazékot is készitettiink (pGL3). Ez esetben a pNM482
Smal-Ncol nagy fragmentjét ligaltuk az ugyanezekkel az enzimekkel emésztett pCP-NPX-be.

4.6.5 Egyiranyu deléciok kialakitasa

Az exonukleaz III a DNS szdlainak 3’ végeit roviditi. A folyamatos emésztés
eredményeképpen 5’ egyes szalu tilnyalo végek keletkeznek. Ha a reakcidelegybe az enzimet
feleslegben adjuk, akkor a molekuldk tobbségében az emésztddés ugyanakkora sebességgel
torténik. Megfigyelték, hogy a legalabb négy nukleotidbol 4all6 tulnyuldo 3 végek
megakadalyozzak az exonukledz I1I tamadasat (Henikoff, 1984). Egy megfelelden kialakitott
DNS molekulat tehat exonukledz Ill-as, majd S1 nukledzos kezeléssel lehetséges
kontrollalhaté6 modon az egyik vége feldl megroviditeni (13. abra). A delécidkat Notl és Pstl
restrikcids enzimekkel hasitott pGE1 és pGL2 vektorok felhasznéalasaval végeztiik. A riporter
géneket a Pstl restricios enzim altal kialakitott 3° thlnyuld véggel védelmeztiik. A reakciot
Henikoff (1987) leirasa alapjan végeztiik. Kisérleteinkben eldzetes méréseink szerint 35 °C-

on az exonukledz IIT emésztés sebessége 300 nukleotid/perc volt. A reakciokat az exonukledz
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IIT hozzaadésaval inditottuk el, majd 15 masodpercenként 2 ul reakcidelegyet atpipettaztunk

az eldre elkészitett, és jégen tarolt S1 nukleaz elegyekbe.

3y 5
C—{ gltS L C | phod/lacz >—>

i Exonukleaz III

gltS phoA/lacZ

gltS phod/lacZ

gltS phoA/lacZ

Ll

i S1 nukleaz/ T4 DNS polimeraz

gltS || phod/lacz

gltS I phoA/lacZ

(LML

glt [ phodllacz

i T4 DNS ligaz

C—{ gltS [ phoA/lacZ >>
C—{ gltS | | phoA/lacZ >>
C—{gltS || phod/iacz >>

13. abra Egyiranyu deléciok készitése

Az S1 nukleazos reakciokat az 6sszes minta kimérése utan 30 percig szobahdmérsékleten
inkubéltuk, majd 0,3 M Trizma Base-t és 0,05 M EDTA-t tartalmaz6 oldattal ledllitottuk.
Hoinaktivalas és etanolos kicsapds utan az esetleges egyes szalu részeket T4 DNS
polimerazzal feltoltottiik, illetve leemésztettiik, majd a mintdkat T4 DNS ligazzal kezeltiik. A
reakcié eredményeképpen a kiilonb6z6 mélységig csonkolt gltS-hez kapcsolodnak a

szignalszekvencia nélkiili phoAd és lacZ gének. A ligitumot CC118 kompetens sejtekbe



transzformaltuk. Az aktiv fehérjét termeld vonalak BCIP/Cm, illetve Xgal/Cm tartalmu

taptalajon kék szinii telepeket adnak.

4.6.6 Fuziok létrehozasa polimeraz lancreakcioval

Az egyiranyl deléciokkal néhany pozici6 helyzetét nem sikeriilt egyértelmiien azonositani.
A kérdéses helyekhez iranyitottan épitettiik hozza a riporter géneket. A gltS megfeleld méreti
fragmentjeit Pfu polimerdzzal ¢és specifikus oligodukleotidokkal a pCP1(-) templatrol
amplifikaltuk. Reakcidinkban az egyik primer mindig az AT473 volt, ami a g/tS promoteréhez
hibridizal.

A LacZ fazidkhoz a kovetkez6 specifikus oligonukleotidokat hasznaltuk fel: a V170-hez a
GJ25-6t (5'-CCACCAGACCGAACGTTGCA-3"), a R92-h6z a GJ30-at (5'-CACGCCCA-
CCGGCACGCAA-3"), a R273-hoz a GJ31-et (5-CACGCTCAAAGACG-CGGTA-3") és
végiil a D334-hez a GJ32-t (5'-CATCGTAGTTTTTGCCCATCA-3"). Az amplifikdtumokat
Bcul emésztés utan a Bcul és Smal hasitott pGL3 plazmidba ligaltuk.

Az AT473-GJ32 fargmentet a D334-es PhoA fuzid elkészitéséhez is felhasznaltuk, Bcul-
gyel emésztettilk és beépitettiik Bcul és Smal hasitott pGEl plazmidba. A R273 és R92
fazidkat a GJ33 (5'-GTCAGGTACCCCACGCCCACCGGCACGCAA-3") és a GJ34 (5'-
GTCAGG-TACCCCACGCTCAAAGACGCGGTA-3") primerek felhasznalasaval készitettiik
el. A Bcul és Smal enzimekkel emésztett PCR termékeket a pGE2 plazmidba épitettiik, amit a
D334-es PhoA fuzidt hordozd plazmid Kpnl helyet tartalmazd Xhol-Smal fragmentjének

deletalasaval hoztunk létre.

4.6.7 A fuzios pontok helyének vizsgalata

A gltS promoteréhez és a riporter gének elejéhez szintetizalt oligonukleotidokkal PCR
reakciot végeztiink. Az amplifikalt fragmentek méretét 1,5 %-os agardéz gélen molekulasuly
marker mellett, az UVP Gelbase program-csomagjanak felhasznéalasaval becsiiltiik meg. A
felhasznalt primerek szekvencidja:

AT473 5>-TTAATGTAAGTTAGCTCACTCAT-3’ (a gl/tS prométeréhez);
GJ23 5'-CCTCTTCGCTATTACGCCAG-3' (a lacZ’ elejéhez);
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GJ7 5’-GCAGTAATATCGCCCTGAGCAG-3’ (a phoA’ elejéhez)
Az alkalmazott PCR-program: 94 °C 2,5 perc eldzetes denaturacio, 30 ciklus (94 °C 1 perc;
53 °C 1 perc; 72 °C 1,5 perc), majd 72 °C 5 perc.

A pontos beépiilési helyeket szekvenalassal hatdroztuk meg a GJ7 ¢és GJ23
oligonukleotidok felhasznéldsdval. A szekvenalast a Szegedi Biologiai Kozpont automata

szekvenald laboratoriumaban végeztettiik el.

4.6.8 Western-blot

A LacZ és PhoA fuzios fehérjéket Western-blottal detektaltuk. A fuzios fehérjéket kodolo
plazmidot hordozo CCI118 sejtekbdl friss kultirat novesztettiink. Megfeleld sejtdenzitas
elérése utdn (ODgoo = 0,45-0,8) a sejteket lecentrifugaltuk, majd szonikélassal feltartuk. A
teljes fehérjetartalom mérése utdn (Bradford, 1976) az azonos Osszfehérje mennyiségii
lizatumokat 1 % SDS, 1 % B-merkaptoetanol, 25 mM Tris-HCI (pH 6,8), 10 % glicerol és
0,001 % bromfenolkék tartalmu oldatban 95 °C-on 5 percig denaturdltuk. A mintakat ezutdn
6 %-os poliakrilamid gélen vélasztottuk el, majd PVDF membranra (Immobilon-P, Millipore)
vittiik at elektroforézissel. A fuzidos fehérjéket LacZ és PhoA sepcifikus, tormaperoxidaz-
konjugalt poliklonalis antitestekkel jeldltiik (ab6646, ab7319; Abcam), majd a peroxidaz
aktivitdst kemilumineszcens szubsztrattal vizualizaltuk (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce) vagy Lumi-light Western Blotting Substrate (Roche)). A
jeleket Rontgen-filmen rogzitettiik.

4.7 Enzimatikus mérések

4.7.1 Az alkalikus foszfataz aktivitas meghatarozasa

A mérendo torzseket éjszakan at ndvesztettiik foszfat-szegény (PAT) tapoldatban, majd
30-szorosan visszahigitottuk, és ODgpo = 0,3-0,5-ig novesztettilk. 1 ml baktérium kultarat
lecentrifugaltunk, és a sejteket felszuszpendaltuk 1 ml 1 M Tris-Cl, pH = 8,0 pufferben. Vak
probaként a szuszpenzios puffert hasznaltuk. A szuszpenzidkhoz 100 pl 0,4 % para-nitrofenil-

foszfatot tartalmaz6 szuszpenzids puffer oldatot adtunk, és az elegyeket 10-30 percig
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inkubaltuk 37 °C-on, majd a reakciot 100 ul 1 M K,HPOs-tal allitottuk le. Az elegyeket
lecentrifugdltuk, és a feliiliszd optikai denzitasat 420 nm-en mértiikk. A foszfataz aktivitas
szamolasanak képlete: Upyoa= ODayp x 1000 / ODggo x eltelt id6 percben (Brickman és

Beckwith, 1975).

4.7.2 A B-galaktozidaz aktivitas meghatarozasa

Ejszakéan 4t LB tapoldatban felndvesztett sejtkulturabol 50-szeres higitast készitettiink, és
felszaporitottuk a térzseket ODgop = 0,3-0,5 értékig. Minden kulturabol 800-800 pl-t
lecentrifugaltunk és Z-pufferben (Maniatis és mtsai, 1982) felszuszpendaltunk. Ujabb
centrifugdlds utdn 800 pl Z-pufferben vettiik fel a baktériumokat. Minden cs6hoz 20 ul
kloroformot ¢és 20 upl 0,1 %-os SDS-oldatot cseppentettiink, majd az elegyeket 10
nitrofenil-B-D-galaktopiranozid oldattal inditottuk a reakciokat. 10-20 perc inkubalas utan a
reakciokat 400 ul 1M Na,COs-oldattal allitottuk le. Az elegyeket lecentrifugaltuk és mértiik a
feliilusz6 optikai denzitasat 420 és 550 nm-en. A [-galaktozidaz aktivitast (Up.cz) a kovetkezo
képlettel szamoltuk: (OD4yo - 1,75x0ODss0)x 1000 / ODggp x eltelt 1d6 percben (Miller, 1972).
Minden enzim aktivitdsra vonatkoz6é adatunk legalabb harom parhuzamos mérés

eredményének az atlaga.
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5. Eredmények és értékelésiik
5.1 A metionin-transzport vizsgalata

5.1.1 A metD lokusz azonositasa

Az E. coli metionin transzportjaval kapcsolatos elsé adatokat Kadner és munkatarsai
publikaltak 1974-t6]1 kezdédden. Mivel a nagy affinitdst rendszer a D-metionin kizardlagos
transzportere, a metD fenotipusa konnyen kovethetd. Emiatt az E. coli genetikai
térképezésénél a metD-t markerként felhasznaltak, és mar a genom-korszakot megeldzden is
elég pontosan meghataroztdk a helyét. Azonositasa azonban az E. coli genomprogram
eredményeinek publikaldsa (Blattner és mtsai, 1997) utdn sem tortént meg.

A 16kusz azonositasahoz - a teljes E. coli genomszekvencia ismerete mellett - a kdvetkez6
szakirodalomban elérhetd informdciok alltak rendelkezésiinkre. A géntérképezés eredményei
alapjan a keresett gén a fhud és proA (még pontosabban a proS és rrsH) markerek kozott
helyezkedik el (Kadner és Watson, 1974; Berlyn, 1998). A korai biokémiai eredmények
alapjan tudtuk, hogy egy ABC-transzportert kell keresni (Kadner ¢s Winkler, 1975), amely a
Metl represszor szabalyzésa alatt all (Kadner, 1975). A fhud és proA kozott mindossze harom
lehetséges membranfehérje génje talalhato, és ezek koziil kettd homoldgiavizsgalat alapjan
mas funkciot lat el. A harmadik gén viszont egy lehetséges ABC-transzporter, amit a genom
bioinformatikai vizsgalatakor toliink fliggetleniil is annotéltak (Paulsen és mtsai, 1998; Linton
¢és Higgins, 1998). A talalt abc-yaeE-yaeC géneket sorrendben ATP4z domén, transzmembran
domén és egy periplazmatikus kotd fehérje génjeként, tehat egy tipikus bakteridlis ABC-

transzporter rendszerként irtak le, funkciot azonban nem parositottak a 16kuszhoz (14. ébra).

proS yvaeB resF yaeC  yaeE  abc yaeD rrsH

<K H -

14. dbra A proS-rrsH régi6 szerkezete az E. coli genomban

A fenti ismeretek birtokdban egy neuralis héalozat alapti prométer predikcidés program

segitségével megvizsgaltuk a régid szekvenciajat. Az abc elétt megtalaltuk a metionin regulon
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altalanos szabalyz6 fehérjéjének kotd-helyét (AGACGTCT; MET-box) két kopidban, 100 és
62,5 % azonossaggal. Az abc nyitott leolvasasi keretben az ATPazokra jellemz6 Walker-A,
linker peptid és Walker—B motivumokat talaltunk.

A szekvencidk tovabbi analizisével megallapitottuk, hogy az abc €s yaeFE nyitott leolvasasi
keretek nyolc nukleotidnyi szakaszon atfednek egymassal. Emellett, a yaeE feltehetden egy 6t
TMS-sel rendelkezd membranproteint kddol. A yaeC a yaeE STOP kodonja utan kezdddik 39
nukleotiddal, a kodolt proteinben azonosithatd egy lehetséges szignal szekvencia és egy
prokariota lipoprotein kotohely. Mindezen tapasztalatok alapjan, de kiilondsen a MET-boxok
jelenlétével, megalapozotta valt az a feltételezés, hogy az L- és D-metionin felvételéért felelos

transzportert az abc-yaeE-yaeC klaszter kodolja.

5.1.1.1 A fenotipus tesztelése

Mivel kizarolag a metD felelés a D-metionin és a toxikus a-metil-metionin (cMM)
felvételéért, metionin auxotrof torzsben a fenotipus nyomonkovetése konnyen kivitelezheto.
Egyszerli novesztési kisérletben, D-metioninnal kiegészitett és anélkiili gliikdz minimal

tapoldatban (M9) 6sszehasonlithatd az egyes torzsek szaporodasi képessége.

Torzs Genotipus, jellemzés Novekedés Novekedés
M9 + 10 pg/ml D- M9 + 250 pg/ml
metionin oMM

MTD23 AmetE, AmetH M. Thanbichlert6l

MTD234  AmetE, AmetH, AmmuP

MK 1958  K-12 AmetD

MK 1962  MTD23 AmetD

MK 2053  MTD234 AmetD
pBAD18-abc
pBADI18-yaeE
pBAD18-yaeC
pBADI18-abc-yaeE
pBAD18-abc + pBAD33-yaeE
pBAD18-abc + pBAD33-yaeC
pBADI18-yaeE + pBAD33-yaeC
pBAD18-abc-yaeE + pBAD33-yaeC +%*

+
+

*>

*>

*>

*>

*>

*>

* X X X X X %

o

*>

2. tablazat A fenotipus tesztelésekor felhasznalt torzsek és novekedési képességiik
*- MK 1962 torzshattér; *-MK 1958 torzshattér.

A vizsgalt 16kusz kiiktatdsdhoz egy kanamicin rezisztencia kazettat épitettiink az E. coli K-

12-es torzs abc-yaeE-yaeC génklaszterének helyére ET-rekombinacidos modszerrel (Muyrers
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¢s mtsai, 1999). Ezt a deléciot transzdukaltuk (P1 faggal) azutan kiilonb6z6é metionin auxotrof

torzsekbe a fenotipus vizsgalatdhoz (MTD23 és MTD234; 2. tablazat).

crer

metioninnal kiegészitett, K-12 tdrzshattéren (MK1958-nal) 250 pg/ml o-metil-metioninnal
(aMM) kiegészitett gliikoz minimal (M9) taptalajon vizsgaltuk. Viarakozéasainknak
megfelelden eldbbi torzs képtelen volt az osztodéasra, utdbbi viszont a toxikus szubsztrat
mellett is képes volt szaporodni. Ezzel bizonyitast nyert, hogy a klaszter valéban a nagy
affinitasti metionin transzport rendszert kddolja.

Ezek utan a gének szerepének vizsgalatdhoz komplementacids kisérleteket terveztiink. Az
operon génjeit kiilonb6zé kombinacidkban expresszids vektorokba (pBADI18 és 33) épitettiik,
majd a fenti metD deficiens (MK1958 ¢és 1962) torzsekbe transzformaltuk. A
transzforméansokat parhuzamosan D-metioninnal, vagy a toxikus aMM-nal kiegészitett M9-
minimal lemezekre szélesztettiik. A kialakitott torzsek koziil csak azoknal tapasztaltuk a
szaporodasi képesség visszaallasat D-metionint tartalmaz6, és ndvekedési gatlas megjelenését
oaMM-t tartalmazo6 lemezeken (2. tablazat), amelyekben mindhdrom gént expresszaltuk. Ezzel
sikerlilt bizonyitani, hogy az abc-yaeE-yaeC klaszter altal kodolt fehérjék mindegyike

sziikséges a D-metionin €s az oMM felvételéhez.

5.1.1.2 Az abc promoterének vizsgalata

A komplementacios kisérletekben a gének expresszidja nem a sajat promoteriik irdnyitasa
alatt allt. Kivancsiak voltunk tehat arra, hogy az abc gén eldtt azonositott promoéter valoban
miikddoképes-e. A MET-boxok jelenléte arra utalt, hogy a MetJ represszor szabalyozza a
klaszter kifejezddését. A Met) egy homodimer fehérje, amelynek kotodéséhez altalaban kettd-
0t, egymas utan elhelyezkedd6 MET-box sziikséges (Marincs €s mtsai, 2006). A kapcsolodod
monomerek kozotti kooperativ kdlcsonhatds miatt a boxok szdma és azok konszenzus
szekvenciaval vald egyezése meghatarozza a represszid mértékét (Old és mtsai, 1991).

Kivancsiak voltuk arra is, hogy az azonositott MET-boxok tudjak-e biztositani a MetJ
megfeleld kapcsolddasat a promoéter régiohoz. A felmeriild kérdések megvalaszolasara a
promoter szekvencia 37 bazisparos darabjat beépitettiik a pRS415 promoter teszteld vektorba

(pPROMETT; 15. 4bra), amely a 3-galaktozidaz riporter kifejez6dését teszi lehetove.
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-35 box MET-boxok -10 box *
TTGATT'ITAGACGTCTIGGATGCCTTTAACATCCATTTCA

lacZYA

Amp

15. dbra A promdter tesztelésére készitett konstrukcié vazlata

A pROMETI plazmiddal transzformalt E. coli (JM109) sejtekben magas [-galaktozidaz
aktivitast tapasztaltunk, amely igazolja, hogy a hordozott DNS szekvencia képes valodi
promoéterként miikddni (16. &bra). Ha L-metioninnal kiegészitett minimal tapoldatban

novesztettiik a sejteket, akkor kozel harmadara csdkkent a riporter aktivitasa.

Plazmidok E. coli IM109-ben ULacz Szoras ULacz (M9 + 100 Szoras
(M9) pg/ml L-metionin)

pROMETI, pBAD33 26643 753 8476 190

pROMETI, pMETJ 13332 400 2145 38

pBAD33, pRS415 (K) 19 4 19 2

LacZ aktivitas (U)
o
o
o
o

M9

M9 + L-metionin

PRSATS ¥ DROMETT +
pBAD33 P oMet) ~ PROMET1+

pBAD33

16. dbra Az L-metionin és a MetJ szabalyoz6 hatdsa
L-metionin koncentracié: 100 pg/ml.

Ezért a hatasért feltételezhetéen a kromoszomalis metJ-rél kifejez6dé MetJ a felelds, de
mas szabalyoz6 fehérje szerepét sem lehet kizarni. A Met] regulaldé hatasanak konkrét

bizonyitasahoz a metJ gént (Hiroshi Takagi laborjabol, Nakamori és mtsai, 1999) expresszios
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vektorba (pBAD33) klonoztuk (pMETIJ), majd vizsgaltuk a Met] szabalyozd képességét a
pROMETT1 riporter plazmid segitségével. A MetJ talexpresszidja mintegy felére csokkentette
a riporter fehérje aktivitdsat, azaz represszalta a promoter muikodését. A megemelt Met)
koncentracio €és a szintén gatld hatdsu L-metionin jelenlétében még tovabbi, ~12-szeres
csOkkenést tapasztaltunk a promoter aktivitdsaban. Ezzel igazoltuk, hogy a Met] valoban
képes kotddni az abe promoteréhez.

A fenotipus tesztje és a promoéter viselkedése alapjan egyértelmiivé valt, hogy az abc-
vaeE-yaeC klaszter a metionin-regulon részét képezi, €s a nagy affinitasi metionin
transzportert kddolja. Ennek megfeleléen a gének 1j, hivatalos elnevezése sorrendben metN,

metl és met(Q lett.

5.1.1.3 Az L-metionin transzport multiplicitasanak kérdése

Kadner és munkatarsai legalabb két kiilonb6z6 L-metionin felvételi rendszert irtak le,
amelyek kozil az egyiket sikeriilt azonositanunk. Az elkészitett metD delécios torzs
lehetdséget ad a kis affinitdsu transzporter azonositasara is. A projekt sikeres folytatdsanak
reményében vizsgaltuk a metD delécids €s metionin auxotréf (MTD23) torzs szaporodasi
képességét L-metioninnal kiegészitett gliikoz minimal tapoldatban. Kadner és Watson (1974)
eredményének megfelelden nem tapasztaltunk kiilonbséget kozottiik (17. dbra ,,A”).

A metP azonositasara iranyuldé mutagenezis kisérlet elvégzése elott szakirodalmi kutatést
végeztliink a lehetséges gének Osszegyljtésére. A legvaldsziniibb jeldltiink, egy metionin-
analog permeaz, az mmuP kodolta S-metil-metionin transzporter (Thanbichler és mtsai, 1999)
volt. Az azonossdg eldontéséhez a metrD delécidt a metioin auxotrof és S-metil-metionin
permeédz gén deficiens MTD234-be transzdukaltuk at. Amennyiben az mmuP kodolja a kis
affinitast transzportert, Kadner és Watson (1974) eredményei alapjan a kettds delécios torzs
(AmmuP és AmetD) lassabb szaporodasra képes alacsony (10pg/ml) L-metionin koncentracio
jelenlétében, mint a AmetD deficiens. A fenotipus tesztelését folyadékkultraban (MO9-
minimal) kiilonb6z6 L-metionin koncentraciok (3,3-6,7-10-33 ng/ml) mellett végeztiik.
Sajnalatos médon a torzsek kozott nem tapasztaltunk szdmottevd kiilonbséget az osztodas
titemében (17. abra ,,A” ¢és ,,B”) még alacsony L-metionin koncentracié mellett sem. Az
eredmény arra utal, hogy az S-metil-metionin permeéz nem azonos a kis affinitasi L-metionin

transzporterrel. Késébb Zhang és munkatarsai (2003) megerdsitették ezt a kovetkeztetést.
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A) B)

1,4 1,4-
~MTD23 -~ MTD234
121 MTD23+DmetD Hg/mi 127+ MTD234+DmetD S pgfml
T 10 pg/ml 1 10 ugimi
S 08 6,7 ugm S 08 6,7 ug/ml
a] Q
O 06 O 06
3,3 ug/ml 3,3 ug/ml
0,4 ugim 04 ug
0,2 021
0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Id6 (ora) Id6 (ora)

17. abra Novekedési gorbék kiilonb6zé L-metionin koncentracidju tapoldatban
A: kék-MTD23, narancs-MTD23 AmetD. B: kék-MTD234, narancs-MTD234 AmetD. A kisérlet 3,3-6,7-10-33
pg/ml L-metioninnal kiegészitett M9 minimal tapoldatban tortént.

Kadner és Watson eredményei alapjan az izolalt metD-metP kettds mutdns torzsek magas,
100 pg/ml L-metionin koncentraciéo mellett ugyanigy képesek ndvekedni, mint a kiindulasi
metionin auxotrof torzs. Ezek alapjan tehdt a MetD és MetP mellett legalabb még egy,
alacsony affinitast transzporter jelenlétére kovetkeztethetiink. Elképzelhetd az is, hogy az
MmuP ez a harmadik transzporter, csak a funkcionalis MetP jelenlétében nem tapasztalhato
fenotipikus kiilonbség a metD deficiens és metD-mmuP kettds mutans torzsek kozott. Zhang
¢s mtsai (2003) eredményei azonban ezt a feltételezést nem tadmogatjak, igy a metP és a

harmadik transzporter identitasa tovabbra is kérdéses maradt.

5.1.1.4 Kitekintés

Publikacionkkal gyakorlatilag egyidében (Gal és mtsai, 2002) jelent meg Merlyn és
munkatarsainak (2002) cikke, amelyben ugyanazokra a kovetkeztetésekre jutottak, mint
csoportunk. 2003-ban hasonl6, ugyanakkor bévebb publikacidjukban Zhang ¢s munkatarsai
szintén megerdsitették eredményeinket. Radioaktiv aminosav felvételi tesztekkel
egyértelmiien bizonyitottak, hogy a MetD valoban képes az L- és D-metionin, valamint az N-

formil-L-metionin felvételére is. A metD deficiens torzs L-metionin transzportja gatolhato
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volt L-metioninnal, és kisebb mértékben L-treonin, L-valin, L-alanin és L-leucin magas

Filogenetikai analizisiik szerint a metD széles korben elterjedt a Gram-pozitiv és -negativ
baktériumok kozott egyarant. Megallapitottak tovabba, hogy a transzportrendszer egy Uj
ABC-transzporter csaladot alkot, amelyet Methionine Uptake Transporter (MUT) csalddnak
neveztek el (TC #3.A.1.23). Erdekes modon a MUT csalad filogenetikai szempontbél
kozelebb all a polaris aminosav transzporter csaladhoz (PAAT family, TC# 3.A.1.3), mint a
hidroféob aminosav transzporter csaladhoz (HAAT, TC# 3.A.1.4). A harom gént altalaban
hasonlé méretiinek talaltak, a transzmembran domén &t lehetséges TMS-sel rendelkezik. Az
E. colitol eltérden, néhany baktérium genomjdban (pl. Salmonella, Yersinia) két MUT-
csaladba tartozo fehérje is jelen van.

A MUT csalad szdmos tagja befolyasolja a hordozé baktérium patogenitasat. A Salmonella
typhimurium ismeretlen funkcioji sbf4 génje eszencidlis szerepet jatszik egerek
megfertézésében (Pattery ¢és mtsai, 1999). A Haemophylus influenzae hipA génjének
mutacioja nagymértékben csokkenti a baktérium terjedését patkdnyokban (Chanyangam és
mtsai, 1991). Egy masik MUT-transzporter (AbcBCD) a Helicobacter pylori
kolonizacidjdhoz eszencialis (Hendricks és Mobley, 1997). A Yersinia pestis kiilsé metionin
forrast igényel a szaporodasahoz (Brubaker, 1972), igy a metionin transzporter lehetséges
gyogyszer target lehet ebben az organizmusban is. Szekvencia homologia alapjan Bacillus
subtilisban is sikerlilt azonositani a nagy affinitasi L-metionin transzportert (Hullo és mtsai,
2004). Hasonléan az E. colihoz tovabbi transzporterek jelenlétét feltételezik, amelyeket
azonban eddig még nem sikeriilt megtalalni.

2008-ban amerikai kutatoknak sikeriilt az E. coli MetNI (kordbban Abc ¢és YaeE)
térszerkezetét rontgendiffrakcidos modszerrel megfejteniiik (Kadaba és mtsai, 2008). Az aktiv
transzporter négy egységbdl all: két transzmmebran (Metl) és két ATP-kotd (MetN)
fehérjébdl. Utobbiak C-termindlisan egy mdasik domén (C2) is megtaladlhatd, amelynek a

funkcioja ismeretlen volt (18. dbra).
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18. abra A MetNI térszerkezete (befelé nyitott konformacio)
TMD-transzmembran domén, NBD-nukleotid-koté domén. (Kadaba és mtsai, 2008).

A transzmembran domének a predikcidknak megfeleléen 5-5 TMS-bdl allnak, az N- és C-
terminalis a membran ellentétes oldalain helyezkedik el. Bizonyitottak, hogy a C2-domének
képesek szabalyozni a metionin transzportot. Az ATP-kotd hely ugyanis a két ATP-koto
domén Osszekapcsolddasaval, az illeszkedd feliileteken alakul ki. Az L-metionint kotd C2-
domének tavol tartjdk egymastdl az ATPaz alegységeket, igy végeredményben
megakadalyozzak a transzportot. Ezzel tehat sikeriilt megérteni azt a korai kisérleti
megfigyelést is, hogy a citoplazmatikus metionin koncentracié képes kozvetleniil szabalyozni

a metionin felvételét.
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5.1.2 A GItS topologiaja

5.1.2.1 A GItS topologiajanak predikcioja

A membranfehérjék topoldgia vizsgalata Iényegében a transzmembran szegmenseket
0sszekotd hurokszekvencidk helyzetének meghatarozasat jelenti. A kétdimenzios szerkezet
jellemzéséhez minimalisan elegendd egy hurokrol egy kisérleti adat (pl. protedz hasitas, Cys-
hozzaférés, riporter aktivitds). Mivel azonban majdnem az Osszes kisérletes modszer
valamilyen modositott formaban vizsgéalja a célfehérjét, a modositasok (koltség)hatékony
elhelyezéséhez eldzetes informacidkra van sziikség. Tudni kell, hogy hol taldlhatoak a
hurkok, és a mddositdsokat oda érdemes tervezni. A vizsgdlandd6 membranprotein eldzetes
jellemzésére TMS predikcios szoftvereket alkalmaznak. A vilaghalon sokféle ilyen
szamitogépes eszkoz elérhetd, és segitségiikkel gyorsan képet alkothatunk a lehetséges hurok-
¢s TM szekvenciak elhelyezkedésérdl.

Munkank kezdetén az Osszes elérhetd szoftverrel megvizsgaltuk a GItS szekvencidjat. A
kiilonbozé predikciok szerint a lehetséges TMS-ek szama 9-12 (3. téblazat).
Munkahipotézisként a lehetd legtobb, azaz 12 TMS jelenlétét feltételeztiik.

Program/ algoritmus TMS-ek szama
PredictProtein 12
TOPPRED2 12
MEMSAT 11
Kyte-Doolitle 12
TMPRED 12v.11
DAS 12v.9
HMMTOP 11
SOSUI 11
TMHMM 11v.9
TMAP 10
PHDhtm 12

3. tablazat A GltS-ben prediktalt TMS-ek szama

5.1.2.2 Kisérletes stratégia
A topologia vizsgalatdhoz a viszonylag egyszeri és széles korben sikerrel alkalmazott

génflziods stratégiat alkalmaztuk. A periplazmatikus hurkok kijeldléséhez az alkalikus

foszfatazt (PhoA), citoplazmatikus riporterként pedig a [-galaktoziddaz (LacZ) enzimet
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valasztottuk. A C-termindlis csonkolasos stratégidval GltS-riporter fuzidkat hoztunk létre
kiilonb6z6 molekularis bioldgiai technikékkal. Konstrukcioink tobbsége random fizids pont
kialakitasaval tortént (transzpozonos mutagenezis, egyiranyu deléciok), a kimaradd vagy

bizonytalan helyzetii régidkba iranyitott fuzidkat terveztiink.

Fuzio Modszer Fuziés pont PhoA Széras
aktivitas (U)

1 TnphoA T14 65 5
2 TnphoA K22 11 2
3 Egyiranyu delécio G57 198 13
4 TnphoA E59 190 15
5 Egyiranyu delécio S65 222 2
6 Egyiranyu delécié P69 206 8
7 TnphoA G79 33 1
8 PCR R92 6 1
9 Egyiranyu delécio V100 65 4
10 Egyiranyu delécié A110 162 15
11 Egyiranyu delécio S117 195 13
12 TnphoA G120 40 0
13 LacZ fuziobdl atépitve W144 38 1
14 LacZ fuziobol atépitve A161 25 1
15 TnphoA V170 19 2
16 Egyiranyu delécio V230 145 11
17 Egyiranyu delécié K232 165 14
18 Egyiranyu delécio A242 134 5
19 PCR R273 7 1
21 Egyiranyu delécio A290 163 18
21 Egyiranyu delécié M292 202 11
22 Egyiranyu delécio K295 189 18
23 Egyiranyu delécié A303 195 10
24 Egyiranyu delécio T314 165 9
25 TnphoA A318 145 7
26 Egyiranyu delécio W326 76 5
27 PCR D334 6 1
28 Egyiranyu delécié K391 113 13
29 Egyiranyu delécio 1398 89 1
30 Egyiranyu delécié A400 135 11
pCP1(-) - 2 0
pGE1 - 2 0

4. tablazat A topologia meghatarozasahoz felhasznalt PhoA-fuziok jellemzoi
A riporter fuzidk kialakitasanak a legegyszeriibb modja a transzpozonos mutagenezis, a

GItS vizsgalatat ezzel kezdtik. A TnphoA (Manoil és Beckwith, 1986) egy promoter és

szignal-szekvencia nélkiili alkalikus foszfatdz gént kodol (’phoA), amely csak abban az
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esetben tud atirddni, ha a transzpozon éppen a target gén leolvasési keretének megfelelden
integralodik. Foszfatdz aktivitds pedig csak akkor tapasztalhatd, ha a riporter kijut a
szlikséges. A gl/tS-t plazmidon hordozd E. coli sejteket fertéztiik a TnphoA-t kodold A-faggal
(ATnphoA). A transzpozon altal kodolt kanamicin rezisztencia alapjan szelektalni tudtunk a
plazmidba torténd integraciora, majd a plazmidok izoldldsa és Ujratranszformalasa utan a
foszfataz aktivitast mutatd telepeket vizsgaltuk. A beépiilési helyeket PCR-es analizissel

hatéaroltuk be, a pontos helyet szekvenalassal azonositottuk.

Fuzié Modszer Fuzids LacZ Sz06ras
pont aktivitas (U)
1 Egyiranyu delécié A12 454 64
2 Egyiranyu delécio Y33 240 13
3 Egyiranyu delécio V39 115 7
4 Egyiranyu delécié G42 113 14
5 Egyiranyu delécio A89 28 4
6 PCR R92 36 3
7 Egyiranyu delécio G136 67 17
8 Egyiranyu delécié W144 143 10
9 Egyiranyu delécio A161 155 20
10 PCR V170 92 12
11 Egyiranyu delécio S187 200 2
12 Egyiranyu delécié N191 153 15
13 Egyiranyu delécio D207 235 17
14 Egyiranyu delécié V208 171 17
15 Egyiranyu delécié G209 268 19
16 Egyiranyu delécio T213 105 9
17 Egyiranyu delécié A222 87 8
18 Egyiranyu delécio 1257 24 5
19 PCR R273 212 24
20 Egyiranyu delécio N280 102 17
21 Egyiranyu delécié S284 87 18
22 Egyiranyu delécio A303 25 9
23 PCR D334 127 19
24 Egyiranyu delécio F345 80 4
25 Egyiranyu delécié T352 121 15
26 Egyiranyu delécio M357 140 22
27 Egyiranyu delécio R363 151 28
28 Egyiranyu delécié P375 114 11
29 Egyiranyu delécio A379 131 24
30 Egyiranyu delécié P397 17 6
pGL2 - 1 0
pGL3 - 1 0

5. tablazat. A topoldgia meghatarozasahoz felhasznalt LacZ-fzidk jellemzoi
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Harminckét fiiggetlen mutagenezis kisérlet soran mindossze hét olyan klont
azonositottunk, amelyeknél a TnphoA kiilonb6zd poziciokba integralddott. Raadasul a kapott
beépiilési helyek sem feleltek meg a varakozasainknak, csak két egyértelmiien informativ,
nagy PhoA aktivitasi fuzio volt kozottik. Ugy tiint, hogy a sziikséges nagyszami fuzi6
kialakitasa a transzpozonnal lassi és kétséges végeredménnyel jar. Ezért kerestiink egy
hatékonyabb ¢s irdnyithatobb modszert, amellyel gyorsan, elegendéen sok konstrukcid
készithetd. Valasztasunk az exonukledz III és S1 nukledz enzimek kombinalt alkalmazasan
alapul6 egyiranyu delécios technikara esett, mivel ezzel a modszerrel egyetlen kisérletben
nagyszamu fuzi6 alakithaté ki kontrolldlhaté mddon. A transzpozonos probalkozas arrdl
azonban meggydzott minket, hogy a PhoA mellett sziikség lesz - a citoplazmatikus hurkok
egyértelmil azonositasahoz - egy kizarélag citoplazmatikusan aktiv riporter alkalmazasara is.
Viszonylag egyszerlien mérhetd aktivitasa miatt a -galaktozidazt valasztottuk, és LacZ-vel is
készitettiink egy sorozat fuzids fehérjét. Az egyiranya deléciokkal kapott, tobb mint 6tven
kiilonboz6 fuzids fehérje és a hozzajuk tartozo riporter aktivitdsok mar elég jo képet adtak a
GItS kétdimenzids szerkezetérél. Bizonyos poziciok azonban tovabbra is ,lefedetlenek”
maradtak. Ezek jellemzésére iranyitottan, specifikus primerek és PCR segitségével
alakitottunk ki fazidkat. Végiil 6sszesen 60 génfiiziot hasznaltunk fel a szerkezet jellemzésére
(4-5. tablazat; 19. abra), amelyekkel minden hurok szekvenciat legalabb két enzimaktivitassal

tudtunk jellemezni.

200 - E591 P69 M292 ¥A303

150 —
100
50

50 —
100 —
150 —
200 —
250 — D2071G209
450 T Y33 V208

A12

ULacZ

19. abra A fuzids pontok és a riporter aktivitasok
A sziirke téglalapok a PHDhtm programmal prediktalt TMS-eket szimbolizaljak (Rost et al., 1996). N-N
terminalis; C-C terminus. Up,.z- B-galaktozidaz aktivitas-fekete fliggéleges vonalak; Upp,s, alkalikus foszfataz
aktivitas-sziirke fiiggdleges vonalak. A GltS-t szimbolizald vizszintes téglalapban 1év6 kis vonalak 20
aminosavanként vannak elhelyezve. A jelolt aminosavak fuzids pontjainkat jelolik.
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5.1.2.3 Western-blot analizis

A riporter aktivitdsok dnmagaban nem elegenddk a topoldgia korrekt megrajzolaséhoz.
Amikor egy adott pozicidban nagy riporteraktivitast tapasztalunk, annak két oka lehetséges.
Az els6, hogy a fuzi6 intakt és valdban a megfeleld kompartmentben taldlhato a fiizids pont.
Az is el6fordul azonban, hogy valamilyen okbol (példaul proteolitikus degradacié hatdsara) az
aktiv riporter levalik a partnerrdl, és szolubilis formaban van jelen a sejtben. Az is
eléfordulhat, hogy ugyanakkora mennyiségli membran-kotott riporter sztérikus okok, vagy a
korlatozottabb szubsztrat diffuzié miatt kisebb aktivitast produkél, mint a szabad forma. Az
aktivitds Onmagaban tehat félrevezetd lehet, emiatt tartjak sziikségesnek a fuzidk
szekvenciaanalizise mellett maguknak a fuzios fehérjéknek a detektalasat is. Tobbféle, a
riporter fehérjékre specifikus antitest is hozzaférhet6 a kereskedelmi forgalomban, igy
Western-blot analizissel vizsgalni lehet a fuzids proteineket.

Az egyes fuziokat termeld torzseket exponencidlis fazisban lecentrifugéaltuk, majd
szonikalast €s centrifugalast kovetden meghataroztuk a feliillusz6 Osszfehérje tartalméat
(Bradford-reakcioval). A Western-blot soran a poliakrilamid gélekre azonos Osszfehérje-
mennyiségli sejtlizatumot vittiink fel. A gélelktroforézis és transzfer utan a fuzids fehérjéket
alkalikus foszfatdz és P-galaktozidaz specifikus, tormaperoxiddzzal konjugalt poliklonalis
antitestek segitségével vizualizaltuk. A vizsgadlat soran nem vart nehézségekkel talaltuk
szembe magunkat. A legszembetlindbb tapasztalat az volt, hogy a kétféle riporterrel
kialakitott fiziok masként viselkedtek, példaul eltérd mértékii degradaciot mutattak (20. 4bra).

A

K22 E59 P69 R92 A110 G120 V230 A242 A290 K295 T314 W326 K391 A400 kDa A161
T14 G57 S65 G79 V100 S117 V170 K232 R273 M292 A303 A318 D334 1398 -100 W144 KDa
. - t -75 — 80
RS . 8- : L -5
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Y33 G42 R92 W144 V170 N191 V208 T213 1257 N280 A303 F345 M357 P375 P397 pGL3
A12 V39 A89 G136 A161 S187 D207 G209 A222 R273 S284 D334 T352 R363 A379 pGL2 + - kDa
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20. abra A fuzids fehérjék detektalasa Western-blottal
A: alkalikus foszfataz fuziok, B: B-galaktozidaz fuziok; +: E. coli K-12 IPTG-vel indukélva. (PhoA-47 kDa,
LacZ-117 kDa). A jelolt aminosavak fizios pontjainkat jelolik.
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A foszfatdz fuzioknadl majdnem mindegyik intakt fizids fehérjét tudtuk detektalni.
Ugyanakkor megfigyelhetd, hogy a jelek intenzitdsa csokken és egyre nagyobb mértékii
degradacio lathat6, ahogy a GItS-bol egyre hosszabb darab van jelen a fuzids fehérjében.
Elképzelhetd, a nagyobb hidrofob rész jelenléte miatt a transzfer rosszabb hatékonysaggal
zajlott.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a PhoA esetén detektalt jelek &sszeegyeztethetSk a
mért riporter aktivitasokkal. A nagyon kicsi aktivitast fuzioknal kevés vagy nem lathato jelet
kaptunk (pl. R92 ¢és D334 PhoA fuziok), ami gyors degradacids folyamatokra utal.

A LacZ-fuzidk esetén még az eldbbinél is nagyobb akadalyokkal keriiltiink szembe. Sok
kisérlet és antitest-csere utan harmincbol 18 esetben tudtuk detektalni a teljes fizids protein
halvany jelét. Viszont mindegyik mintdban megjelent egy, a szabad [-galaktozidaz méretének
megfeleld jel. Az R273-as fuziotél kezdédden egy erds degradacids csik is lathato.
Ugyanakkor az enzimaktivitasok nem fiiggenek a szolubilis LacZ-nek tind jel intenzitasatol
(pl.: 1257 és A303 LacZ fuzidk), és Osszességében jol kiegészitik a megbizhatdbb alkalikus
foszfatdzos eredményeket. A szakirodalomban mads laboratériumok is beszamoltak hasonlo
detektalasi nehézségekrdl a LacZ-vel kapcsolatban, emiatt Ggy gondoljuk, az aktivitds

értekeket - a detektalasi problémak ellenére - érdemes figyelembe venni.

5.1.2.4 A GItS topologia modellje riporter fuziok alapjan

A GItS membranbeli lefutdsdnak meghatdrozdsdhoz 0Osszesen hatvan riporterfuziot
hasznaltunk fel. Néhany aldbb részletezett példatol eltekintve az enzimaktivitas értékek jol
kiegészitik egymast, és a fehérje nagy részének a lefutdsa ezek alapjan egyértelmii. A C-
terminalis csonkolds modszerének természetesen vannak hatranyai, hiszen a vizsgalt protein
erdsen modositott formaja van csak jelen. A roviditett forma altaldban meg6rzi a nativ
lefutdsat, de eléfordul(hat), hogy a C-termindlis feldl elhelyezkedd topoldgiat meghatarozo
szignalok eltavolitasaval modosul a szerkezet. A szakirodalom részletesen bemutat néhany
tipikus hibalehetdséget (van Geest és Lolkema, 2000), ezeket figyelembe vettik az
eredmények értékelésénél.

Az elsd két fuzio ellentmondo kovetkeztetésre vezet az elsd feltételezett TMS-t illetéen
(19. abra). A Tl14-es PhoA fuzidé kdzepes aktivitdst mutat, tehat a szekvenciarész gyenge

szignalpeptidként bizonyos valoszintiséggel ki tudja vezetni a riportert a periplazmatikus
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térbe. A T14-ig tartd szegmens maradéka tehét elég hidrofob a membranba vald beépiiléshez.
A K22-es pozicid viszont egyértelmiien citoplazmatikus lokalizaciora utal. A masodik TMS
iranyultsaga teljesen egyértelmi a koriilotte 1€vo aktivitdsok alapjan. Eldtte egy nagy és két
kozepes LacZ, utana négy nagy PhoA aktivitasu fuzio: az els6 hurok a membran citoplazma
feloli oldalan helyezkedik el. Ezt megerdsiti a szegmens erds nettd pozitiv toltése is (egy Arg
¢s harom Lys). A képet csak az Al2-es pozicidoban tapasztalt nagy LacZ aktivitds zavarja

meg.

A Periplazma
A400,
1398 C
K391+
W326
34 Y
11
F345
Citoplazma

Periplazma

Citoplazma

21. abra A GItS topoldgia modelljei a riporter aktivitasok alapjan
A sziirke, szamozott téglalapok a lehetséges transzmembran szekvencidkat szimbolizaljak. A jel6lt aminosav
pozicidk a szovegben kiemelt fuzidk fizios pontjai. ,,A” a 6. és 11. prediktalt TMS nem iveli at a membrant; ,,B”
a hidrofob karakterti szekvenciak bemeriil hurkokat képeznek

Azokndl a fehérjéknél, ahol az N-terminalis a periplazméaba nyulik megfigyelték (van

Geest ¢és Lolkema, 2000), hogy az els6é TMS-bdl megmarad6 néhany aminosav gyakran nem
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elegend6 ahhoz, hogy a riportert a membranhoz rdgzitse. Emiatt a fuziés fehérje
szolubilizalodik és nagy aktivitdst mutat. Az Al2-es LacZ fuzié pontosan igy viselkedik,
aktivitdsa (454 U) kozel kétszer akkora, mint a tobbi nagy aktivitdsu fuzidéé (220-240 U).
Osszességében tehat az elsd hidrofob szegmens valddi TMS-nek tiinik, ami kiviilrél a
citoplazma felé iranyul.

Egy masik magyarazatra szoruld terillet a 3. és 4. TMS kozotti rovid hurok.
Viarakozasunkkal ellentétben az itt talalhaté LacZ fuzidk csak kis aktivitdst mutattak. A
kérdéses rovid szekvencia (RAGGR) ugyanakkor nagyon hasonlit a Nagy Facilitator
Szupercsalad erdsen konzervalt ,,RXGRR” motivumahoz, amelyet kulcsfontossagh
citoplazmatikus kihorgonyz6 szekvenciaként jellemeztek (Jessen-Marshall és mtsai, 1995;
Sato és Mueckler, 1999).

A fehérje tovabbi részében az alternald enzimaktivitdsok elég egyértelmiien jelzik a
membranbeli lefutast. A membran periplazmatikus oldalan talalhaté a 4., a 7., a 9. hurok és a
C-terminalis. Az eredmények alapjan felvazolhatd volt a GItS kétdimenzids szerkezeti
modellje (21. ,,A” abra). A GItS 10 transzmembran szekvencidval rendelkezik, két tovabbi
prediktalt hidroféb szegmens pedig nem valddi transzmembrin szegmens. Utobbiak
feltételezésiink szerint hurkot képezve a membranba meriilve helyezkednek el (in. ,,reentrant

loop”-ok; 21. ,,B” abra).

5.1.2.5 A GItS topologiaja

Eredményeink publikélasa eldtt nem sokkal jelent meg egy tanulmany, amelyben a GItS
szerzOk hidrofobicitasi karakterisztikajuk alapjan hasonlosagot talaltak a GItS és a Klebsiella
pneumoniae citrat transzportere (CitS) kozott. Az altaluk korabban mar alaposan jellemzett
CitS 11 TMS-sel rendelkezik ¢s az els6 TMS kivételével valoban megegyez6 hidrofobicitasi
profilt mutat a GItS-sel. Klasszifikacios modszeriik (Memgen) kisérletes bizonyitasahoz
kezdték vizsgalni a GItS lefutasat. Az altaluk leirt szerkezet jorészt megegyezik a mi riporter
fuziokon alapuld struktarankkal. Tiz TMS-t azonositottak, az N- és C-termindlis egyarant a
periplazmatikus térbe nyulik. Lényeges eltérés van azonban az 5. és a 6. prediktalt TMS
elhelyezkedésében (22. abra). Modelljiikben a 6. hidrofoéb szekvencia valodi TMS, az S.

viszont nem az.
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A Memgen-szerkezet komoly fejtorést okozott, az ellentmondas elsdre feloldhatatlannak
tlint. A riporter fuzids kisérletek eredményeit két tovabbi foszfataz fhzioval kiegészitettiik
(W144 ¢és A161), és ujabb ellendrzések utan tovabbra is helyesnek talaltuk. A probléma
megoldasat végiil az eltéré6 modszerek alkalmazédsaban, konkrétan a C-terminalis csonkolas
technika ,,mellékhatdsaban” talaltuk meg.

A Dobrowolski és munkatarsai altal alkalmazott cisztein-hozzaférési modszer ugyanis a
lehetd legkisebb modositassal jar, és a célfehérjét a valoshoz legkozelebb allo allapotaban
vizsgéalja. Ehhez aminosavcserékkel egy cisztein-mentes targetfehérje valtozatot kell
létrehozni, majd a vizsgalandé helyeknek megfelelden egy sorozat egyedi ciszteinnel
rendelkezé mutanst. Megfeleld reagensekkel és fluoreszcens jel6l6 molekulaval az egyedi
cisztein lokalizaci6ja meghatarozhatd. Az altalunk alkalmazott C-terminalis csonkolds ehhez
képest durva beavatkozas, a vitatott helyzetli régioban taldlhaté fuzidknal a GItS fele
hianyzik. A nem elegendden 6nallo struktiraju szekvencidk, a C-terminalis feléli topologia
meghataroz6 tényezok hianyaban mas szerkezetet is felvehetnek. Emellett a nagyméretii
fuzios-partnerek is torzithatjak a nativ szerkezetet.

A CitS vizsgalatakor a vitatott helyzetli szekvenciarészrdl (a GItS 5. hidrofob szegmense,
CitS-ben az Un. ,,Vb” régid) bizonyitottdk, hogy nem transzmembran szekvencia.
Feltételezések szerint a 22. abran lathatd modon egy bemeriild hurkot képez, de kisérletekkel

ezt még nem tamasztottak ala.

Periplazma
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A sziirke, szamozott téglalapok a lehetséges transzmembran szekvenciakat szimbolizaljak. A jeldlt aminosavak a
szdvegben is kiemelt fuziok fizids pontjai.

A régi6 hidrofobicitdsa, hossza és toltéseloszlasa alapjan megfelel a valodi TMS-ek

jellemzdinek (23. abra ,,A”). Néhany predikcios program valoban TMS-nek jelzi, ugyanakkor
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a cisztein-hozzaférési eredmények szerint nem az. A W144, A161 és a V170-es fuzidinkban
azonban egyértelmiien valodi TMS-ként viselkedik, amely a riportereket a citoplazmatikus
térbe vezeti (23. dbra ,,B” jobboldali része).
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23.abra A 5. prediktalt TMS szekvencia és viselkedése
A: a prediktalt 5. TMS és szekvencia kornyezete. B: a régio lehetséges szerkezetei fizids fehérjéinkben. A
tapasztalt riporter enzimaktivitasok a jobboldali struktura kialakulasara utalnak. A 122-es és 155-0s pozicidk a
periplazma felél hozzaférhetdek voltak Dobrowolski és mtsai (2007) cisztein-hozzaférési kiséleteiben. A tobbi
jelolt aminosav riporter fizidink helyét jelzik a régidoban.

Az 5. hidrofob szegmens €rzékeny €s befolyasolhatd szerkezetére szakirodalmi adatokat is
talaltunk. A Vb régi6 TMS-ként val6 viselkedésére a Lolkema-labor munkaja (van Geest €s
mtsai, 1999.) szolgaltatott bizonyitékot. A leader peptiddz (Lep) tesztrendszerben az
individudlisan jelenlévé Vb régio képes volt az ER membranba inszertalodni, bar ennek
hatékonysagat €s stabilitasat a szekvenciakdrnyezet jelentdsen befolyasolta.

A szerkezeti modellek kozotti latszolagos ellentmondds tehat feloldhaté azzal a
feltételezéssel, hogy az 5. prediktalt TMS egy szenzitiv (vagy nem-meghatarozott) struktaraji
régiod, amelyet a nativ szekvenciakornyezet stabilizdl. Amennyiben a C-terminalis feldli
topoldgia meghatarozo tényez6k hidnyoznak, a szegmens helyzete megvaltozik, és a Vb régio
valodi TMS-ként viselkedik. A GltS-sel végzett cisztein-hozzaférési és riporter fzids
vizsgalatok tehat egyarant helyesen irjak le az adott mddositott fehérjék struktarait. A Vb
régid sajatos szekvencidja miatt azonban a fuzios fehérjékben a megmarado GItS topologiaja
nem azonos a nativ fehérjéjével. Eredményeink Osszhangban vannak és alatdmasztjdk a

Dobrowolski és munkatarsai altal bemutatott szerkezetet (22. abra). S6t, a régidbeli fuzidink
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viselkedése a ,bemeriild hurok”-elképzelés elsé kisérletes bizonyitékat adjak, egyben
ramutatnak a 6. prediktalt TMS szerkezet stabilizal6 hatéséra is.

A topologia modell szerint a GItS egy szimmetrikus felépitésli transzmembran fehérje. Tiz
membrant 4téré szegmenst azonositottunk, a fehérje N- és C-termindlisa a plazmamembran
periplazmatikus tér feloli oldalan helyezkedik el. A fehérje két nagyobb, 6t-6t transzmembran
szegmenst tartalmazo, antiparallel helyzeti egységbdl all. Eredményeink megerdsitik, hogy a
4-5. és 9-10. transzmembran szegmensek kozotti két hidrofob régio a membranba bemeriild
hurkot alkot.

A GItS membranbeli lefutdsdnak ismerete tovabbi kutatdsok alapjadul szolgélhat,
amelyeknek két fo lehetséges iranya a kovetkezd. A topoldgia modell alapjan elméleti
modszerekkel is vizsgalhatova valik a GItS mikodése és hiaromdimenzidos szerkezete.
Emellett a szerkezet a kisérletes analizist is nagyban segiti, hiszen konnyebb behatdrolni a
fehérje miikodéséhez sziikséges aminosavak helyét. Elképzelhetd, hogy a bemeriild hurkok a
haromdimenzids szerkezetben térben kozel helyezkednek el, és csucspontjaik kapcsolatban
allnak egymaéssal. Emiatt lehetséges, hogy a szubsztratok transzportjaban is fontos szerepet

jatszanak, ahogy ez tobb mas transzporter fehérjénél megftigyelhetd (pl. aquaporinok, Gltpy).

5.1.2.6 Osszehasonlitas az eml8s glutaminsav transzporterekkel

A glutaminsav és a natrium-kapcsolt glutaminsav transzporterek fontos szerepet jatszanak
a baktériumoktol az emberig minden szervezetben. Az emlds kozponti idegrendszerben a
tobbi neurotranszmitterhez képest a glutaminsav extrém nagy mennyiségben van jelen, amely
elérheti az 5—10 mmol/kg-os koncentraciét (Sheldon €s Robinson, 2007). A nagy mennyiségi
extracellularis glutaminsav viszont toxikus az idegsejtek szamara, ezért nagyon fontos a gyors
visszajuttatdsa a citoplazmaba. Ezt a feladatot - tilnyomo részben — natrium-kapcsolt
glutaminsav transzporterek végzik (EAAT-k).

A glutaminsav transzport moddosuldsait szamos pszichiatriai- és egyéb korképpel is
Osszefliggésbe lehet hozni. A skizofrénia, major depresszid, amiotrofids lateralis szklerdzis
(ALS vagy Lou Gehrig-betegség), epilepszia, Huntington-kor, Alzheimer-kor, Parkinson-kor,
agyi ischaemia, kényszerbetegség (OCD) ¢és a demencia bizonyos formai esetében
megvaltozott glutaminsav transzport aktivitas figyelheté meg, vagy feltételezhetd (Beart €s

O’Shea, 2007; Sheldon és Robinson, 2007). A GItS szekvencidja nem hasonlit az utobbi
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csoportba sorolhatd fehérjékéhez, mégis érdemes lehet Osszevetni a kétdimenzios
szerkezeteket.

Az eml6s glutaminsav transzporterek strukturajanak és funkcidjanak megismerésében a
legnagyobb  eldrelépés a  Pyrococcus  horikoshii  Glt,, protein térszerkezetének
rontgenkrisztallografids meghatarozasa volt (Yernool és mtsai, 2004). A Glt,, 37 %-os
homologiat mutat a human EAAT?2 fehérjével. Az aktiv komplex trimer szerkezet(i, amelyben
a citoplazma feldli oldalon egy nagy, egészen a membran feléig benytld hidrofil mélyedés
talalhaté. A monomer Glt,, szerkezete aszimmetrikus, dsszesen nyolc TMS-sel rendelkezik,

az N- és C-terminalis a citoplazmatikus térbe nyulik (24. abra).

Extracellularis tér

C

Citoplazma

24. abra A Glt,, topologiaja (Yernool és mtsai, 2004).
A sziirke, szamozott téglalapok a transzmembran szekvenciakat szimbolizaljak.

Két bemertilé hurok talalhaté a fehérjében, az egyik a 6.-7. TMS, a masik a 7.-8. TMS
kozott. A struktara alapjan ez a két hurok alkotja azt a transzport sordn felvaltva nyilo kapu-
rendszert, amelyen keresztiil a glutaminsav a citoplazmaba jut.

A szekvenciak Osszevetésekor a kifel¢ iranyuld hurkok szekvencidjaban szembetiind
hasonlosdgot nem lehet észrevenni. A GItS-ben nem taldlhaté meg az a konzervalt ,,TRSSS”
motivum sem, ami a Gltyp-ban a glutamil-csoportot koordinalja (25. abra). A befelé iranyulod
hurkokban Osszességében szintén kicsi a hasonlosag, ugyanakkor pont a hurok csticsa az, ami
figyelemre méltd egyezést mutat. A GItS esetében feltételezhetéen a GGHG szekvencia
képezi a hajtli-strukturat (Sobczak és Lolkema, 2005). A 12 aminosavnyi teriileten 6
aminosav azonos, és ezek koziil kettd a Glt,-ban azonositott, Na'-kotésért felelds glicineket

jelenti.
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] HPla HP1b —

Gltpn .. ISFI-KHAKDAMLTAFVTRSSSGTLPVTMR----VAKEMG
ook Kokok I A A
GltsS .. WRMMGKNYDAAVLAAGHCGFGLGATPTAIANMQAITERFG
HP2a HP2b
Gltp, ..VGOQLTIVLTAVL----ASIGTAGVPGAGAIMLAMVLHSVGLPLTDPNV..
* L Lkk ok kakk <. *. . .k

GltS ..IGMASLLGLDPLMGLLAGSITLSGGHGTGAAWSKLFIERYGFT-NATEV..

25.abra A Gltp, és GItS bemeriilé hurok szekvenciaianak dsszehasonlitasa
A HPla, -b és HP2a, -b a bemertil6 hurkok rovid héixei. A csillag az azonossagokat jeldli, a sziirke kiemelés a
transzportban fontos aminosavakat jeloli a Gltp,-ban. Az 6sszehasonlitast a Clustal W programmal végeztiik.

Elképzelhetd tehat, hogy a befelé iranyulé hurok a GItS esetében is a Na' megkdtését
végzi. A GItS funkciondlis vizsgalata soran érdemes tehat a G136 és G139 aminosavak

szerepét megvizsgalni.

5.1.2.7 Riporter fizidk vagy cisztein-hozzaférési kisérletek?

Az altalunk végzett topologia-vizsgélat eredményei tilmutatnak a GItS-rél nyert szerkezeti
informaciokon. Munkénk soran az alkalmazott kisérletes stratégia elényével és hatranyaval
egyarant szembesiiltiink, a tanulsagokat érdemes 0sszegezni.

A riporter fiziés moddszer alkalmazasakor tobbféleképpen is kialakithatoak a sziikséges
konstrukciok. Az altalunk hasznalt médszerek koziil kivaldoan miikddott az egyirdnyt delécios
technika, mivel egy kisérlettel nagyszamu értékelhetd fuziot sikertilt eléallitani. Azonban még
ezzel a technikdval sem tudtuk minden pozicidé helyzetét egyértelmlien azonositani. Ezért
célravezetobbnek tlinik a kevesebb, de iranyitott modon kialakitott fiziok létrehozasa. Ez
lehetévé teszi azt is, hogy ugy tervezzilk meg a konstrukciokat, hogy a riporterek
kicserélhetdek legyenek, igy minden poziciobdl informativabb adatok nyerhetdk.

Az alkalmazott riporterek koziil a detektdldsi problémék a P-galaktoziddz haszndalatat
koriilményessé teszik, ezért érdemes lehet mas citoplazmatikus jelzé fehérjét, mint példaul a

GFP-t vagy esetleg a kloramfenikol acetil-transzferazt valasztani.
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A kisebb szerkezet-mddositd hatdsa miatt a cisztein-hozzaférési modszer alkalmasabbnak
szerkezetli, jol prediktalhatd transzmembran szegmensekkel rendelkezik, akkor a joval
egyszeriibb C-termindlis csonkolasos stratégia is sikerrel alkalmazhato. A riporter fuzidk
emellett a fehérjeszerkezet kialakuldsdnak dinamik4jardl, a fehérjerészek szerkezeti
Onallosagarol, valamint a topologia meghatarozd tényezdkrdl is hasznos informacidkat
adhatnak. A modszer flexibilitdsanak koszonhetden alkalmas a fehérjék széles korének gyors
vizsgalatara, amelyet szlikség esetén ki lehet egésziteni a bonyolultabb, de finomabb analizist
biztosito cisztein-hozzaférési technikaval. Osszetettebb szerkezetli fehérje vizsgalatakor a két
modszer parhuzamos alkalmazasa komplexebb informaciokat adhat, ahogy azt a GItS

esetében tapasztaltuk.
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6. Osszefoglalas

A membranfehérjék nagyon sok, alapvetd életfolyamatban vesznek részt, a funkcioképes
membranok nélkiilozhetetlen Gsszetevdi. Segitik az életfolyamatokhoz sziikséges anyagok
szabalyozott ki- és bejuttatasat a sejtbe, felfogjak és kozvetitik a kdzegbdl szarmazo jeleket
(szignal transzdukcid), enzimatikus aktivitassal atalakithatnak mas molekuldkat, és konkrét
fizikai 0sszekottetést biztositanak az egyes kompartmentek, példaul az extracellularis tér és a
citoplazma kozott. A sokféle fontos funkcid miatt hibas miikodésiik vagy hidnyuk szamos
betegség koroka. A rendelkezésre allo teljes genomszekvencidk bioinformatikai elemzése
alapjan a membranfehérjét kodold gének gyakoriak, a nyitott leolvasasi keretek mintegy 20-
30 %-at adjak. Oriasi jelent6ségiikhoz képest viszont kevés informacié all rendelkezésre a
szerkezetiikrdl és miikodésiikrol.

A genomika, a proteomika, a rendszerbiologia, a bioinformatika és a nagy
ateresztOképességli modszerek oOridsi mennyiségli informacid felhalmozésat biztositjak, ezzel
nagy komplexitast, atfogd kutatdsok kivitelezését teszik lehetdvé. Természetesen ezek a
hatékony eszk6zOk sem tudnak megvalaszolni minden felmerilé kérdést. A vilag
legjellemzettebb €161ényét, az Escherichia colit a tudomany tobb mint 120 éve vizsgalja, és
1997-ben publikaltdk a K-12 tdrzs teljes genomszekvencidjat is. Ma mdar szdmos mas
torzsének is ismerjiikk a teljes DNS szekvencigjat, ennek ellenére a gének 24 %-anak a
feladatarol nincs pontos ismeretiink, €s csak 66 %-rol vannak kisérletes adatok (Karp és mtsai,
2007). Még rosszabb a helyzet az Eukariotakban: a Saccharomyces cerevisiae esetében 37 %,
Arabidopsis thalianandl 5 %, Drosophila melanogasterben és egérben 4-4 % a kisérletesen
igazolt funkcioji gének aranya.

A membranfehérjék esetében hasonld aranyll az azonositatlan gének szama. Az E. coli
genomjaban kozel 900, legalabb egy transzmembran szegmenssel rendelkezd fehérjét
azonositottak, ami azt jelenti, hogy a lehetséges gének mintegy 21 %-a kodol integralis
membranfehérjét. A transzporterek szdmat ezen beliil kb. 400-ra becsiilik, koziilik 180
teljesen ismeretlen funkcioju.

Munkadm soran az E. coli baktérium két kiilonb6zd aminosav felvételéért felelds transzport-
rendszerét vizsgaltam. A nagy affinitdsii metionin transzporter génjei az ismeretlen funkcidju
leolvasasi keretek kozé tartoztak, feladatukat vizsgélatainkkal sikeriilt azonositani. A dolgozat
masik részét a glutaminsavat transzportald GItS kétdimenzids szerkezetének vizsgalata és

annak tanulsagai képezik.
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A nagy affinitasu metionin transzport-rendszer azonositasa

E. coliban az L-metionin felvételét legalabb két transzporter végzi (Kadner ¢s Watson,
1974). Leirtak ¢€s jellemeztek egy nagy (metD) és egy kis (metP) affinitasu felvételi rendszert.
hogy a MetD egy ABC-transzporter, a D-metionin €s a toxikus o-metil-metionin kizarolagos
transzportere, emellett kifejezddése a Met] fehérje szabalyozasa alatt all. A D-metionin
transzportja ozmotikus sokk érzékeny, ami egy periplazmatikus koté-fehérje jelenlétére utal.
A kis affinitdsu transzporterrdl nagyon kevés informacio all rendelkezésre, génjét még ennek
sem sikeriilt azonositani.

A E. coli géntérképe és genomszekvencidja dsszevetésekor azt vettiik észre, hogy a metD-t
hatarolé markerek kozott csak néhany lehetséges gén kodol membranfehérjét, és ezek koziil
minddssze egy lehet ABC transzporter. Utobbi promoéterében egyértelmiien felismertiik a
Met] szabalyozofehérje kotddési helyét is, emiatt nagy valdszintiséggel prediktaltuk az abc-
vaeE-yaeC operon funkcigjat. A klaszter irdnyitott kiiktatdsaval valdban D-metionin
transzport-deficiens torzset kaptunk. Ezutan az egyes nyitott leolvasasi kereteket expresszids
vektorokba épitettiik. A kapott konstrukciok segitségével igazolni tudtuk, hogy a transzport
csak akkor 4ll helyre, ha a harom gén egylittesen fejezddik ki. Megallapitottuk tovabba, hogy
az operon expresszidjat a MetJ represszor valdban szabalyozza.

A metD azonositasaval lehetdség nyilt az E. coli tovabbi metionin transzportereinek
vizsgalatara is. A szakirodalom alapjan az S-metil-metionin permedz (MmuP) tlint az egyik
lehetséges kis affinitasu transzporter-jeloltnek. A feltételezés ellendrzésére 1étrehoztunk egy
metionin auxtrof kettds deletans torzset (AmetD, AmmuP). A fenotipus tesztelés eredménye
azonban arra utalt, hogy az S-metil-metionin permedz nem azonos a kis affinitdsu L-metionin
transzporterrel.

Az E. coli L-metionin felvételével kapcsolatos vizsgalataink eredményeként tehat
azonositottuk a nagy affinitdsu transzport rendszert. Megallapitottuk, hogy a metD l0kuszt
harom gén alkotja, amelyek egy tipikus bakteriadlis ABC-transzporter rendszert kodolnak. A
fenotipus tesztek és a promoter viselkedése alapjan egyértelmiivé valt, hogy az abc-yaeE-
yvaeC Kklaszter a metionin-regulon részét képezi. Ennek megfeleléen a gének uj, hivatalos
elnevezése sorrendben metN, met]l és metQ lett. A nagy affinitdsti transzport rendszer

azonositasaval lehetové valt a tobbi L-metionin transzporter génjeinek felkutatasa is.
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Bemeriilo hurkok a GltS-ben

A glutaminsav egy koézponti jelentdségli aminosav, a glutaminnal egylitt a legfontosabb
amino-csoport donor ¢€s nitrogén-forras (Reitzer, 2003). A legnagyobb mennyiségben
eléfordul6 anion a citoplazmaban, amely a f6 ozmotikum K ellenionjaként van jelen.

A glutaminsav felvételére is jellemzd a multiplicitas, E. coliban négy felvételi rendszer
talalhato. A dolgozat masodik része a Na'-dependens GItS kétdimenzids szerkezetének
vizsgalatat mutatja be.

Molekularis biologiai technikak alkalmazasaval, konkrétan riporter fuzidk segitségével
hatdroztuk meg a fehérje membranbeli lefutdsat. A GItS kiilonb6zé hosszusagh
fragmentjeihez riporter fehérjéket illesztettiink (PhoA, LacZ) génmanipulacio segitségével. A
riporterek kompartment specifikus aktivitdsa miatt - enzimatikus mérést kovetben —
eldonthetd, hogy a fuziés pont a citoplazmaban vagy a periplazméaban lokalizalodik. A
kialakitott 60 fuzié révén végeredményben az 0Osszes hurok elhelyezkedésére tudtunk
kovetkeztetni.

Munkankkal parhuzamosan egy masik kutatocsoport Un. cisztein-hozzafeérési kisérletekkel
vizsgalta a GItS topologidjat (Dobrowolski és mtsai, 2007). Az altaluk kapott kétdimenzids
szerkezet jorészt megegyezett a riporter fuziok alapjan készitett modellel, viszont az 5-6.
feloldhato volt azzal a feltételezéssel, hogy a prediktalt 5. TMS egy szenzitiv bemeriilé hurkot
képez, amit az utdna kovetkezd 6. TMS stabilizdl. Utobbi hianydban és specidlis
szekvenciajanak koszonhetden, a szegmens valodi transzmembran szekvenciaként képes
viselkedni.

Az eredmények alapjan a GItS egy szimmetrikus felépitésti transzmembran fehérje. Tiz
membrant atérd szegmenst azonositottunk, az N- ¢és C-terminalisa a plazmamembran
periplazmatikus tér feloli oldalan helyezkedik el. A fehérje két nagyobb, 6t-6t transzmembran
szegmenst tartalmazo, antiparallel helyzetli egységbdl all. A 4-5. és 9-10. transzmembran
szegmensek kozotti két hidrofob régio feltételezhetden a membranba bemertiild hurkot alkot.
Elképzelhetd, hogy utobbiak a hdromdimenzids struktiraban térben egymdashoz kozel
helyezkednek el, és a hurkok csticspontjai kapcsolatban allnak egymassal. Emiatt lehetséges,
hogy a szubsztratok transzportjdban is fontos szerepet jatszanak, ahogy ez tobb mas
transzporter fehérjénél megfigyelhetd.

A leirt kétdimenzios szerkezet lehetdséget teremt a GItS térszerkezetének és miikddésének

elméleti vizsgalatahoz, valamint a kisérletes funkciondlis analizis alapjaul szolgal.
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7. Summary

Membrane proteins take part in lot of basic vital processes and are indispensable parts of
biomembranes. They promote the regulated transport of the required substances, mediate the
transfer of environmental signals (signal-transduction), modify other molecules and create
physical connection between the compartments (e.g. the cytoplasm and the extracellular
space). According to this, their malfunction or absence can cause numerous illnesses. The
bioinformatic analyses of the available total genome sequences revealed that membrane
protein-coding genes are common, they represent the 20-30 % of ORFs. Compared to their
huge importance, little is known about the structure and mechanism of membrane proteins.

Genomics, proteomics, system biology, bioinformatics and high throughput techniques can
provide large amount of informations, giving us the possibility to perform extensive and
complex research projects. However, these efficient tools still leave unanswered questions.
Escherichia coli, the most characterized living form in the world, has been investigated for
more than 120 years. The full genome sequence of the K-12 strain was published in 1997.
Nowadays many other strain’s sequence is available, nevertheless we do not have precise
information about 24% of the ORF’s function, and only 66% is verified experimentally (Karp
et al, 2007). The situation of the eukaryotes is much worse, the proportion of the genes with
justified function is 37% in Saccharomyces cerevisiae, 5% in Arabidopsis thaliana, 4 % in
Drosophila melanogaster and in mouse respectively.

Similar observations can be made in case of membrane proteins too. E. coli codes almost
900 proteins containing at least one transmembrane segment, which means that 21 % of the
ORFs encode integral membrane proteins. The number of transporters is estimated to be 400,
180 with unidentified function.

In the course of my work I examined two different Escherichia coli amino acid transporter
systems. The genes of the high affinity methionin transporter (MetD) were amongst the
unidentified ORFs. We managed to prove their function with our examinations. The other part
of the dissertation presents the structural analysis of the glutamate specific transporter GItS

and details of its consequences.
Identification of the high-affinity methionine transport system

In Escherichia coli at least two L-metionin uptake systems exist (Kadner and Watson,

1974). A high-affinity (metD) and a low-affinity (metP) transporter was characterised. The
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position of the metD system was punctually circumscribed with genetic mapping experiments.
MetD was characterized as an ABC-transporter and the unique uptake system for D-
methionine and the toxic o-metil.methionine. Its expression is under the control of the Met]
repressor. The D-methionine transport was proved to be an osmotic shock sensitive process,
which suggests the presence and participation of a periplasmic binding protein. The low
affinity transport system is even less characterized, its genes are still unidentified.

We compared the genetic map and the genome sequence of E. coli and noticed that there
are only few membrane protein coding ORFs in the region of interest, and only one of them is
a possible ABC-transporter. In the promoter sequence of the latter, we could indentify
possible binding sites of the Met]J regulator, so we could predict the function of the abc-yaeE-
yaeC with high probability. The directed destruction of the operon indeed resulted in a D-
methionine transport deficient strain. Each ORF was built in expression vectors, and the
created constructions were used for complementation test. Only the collective expression of
the three ORFs could re-establish the transport.

The identification of the high-affinity methionine transporter gave us the possibility to
further characterize the other methionin permeases. The S-methyl-methionine transporter
(MmuP) seemed to be possible candidate for the MetP system based on previously published
data. To prove this assumption, we created a double deletant (AmetD, AmmuP) methionine
auxotroph E. coli strain. The result of the phenotype-test clearly indicated that the MmuP is
not identical with the low affinity L-methionine transporter.

Our examination of the L-methionine uptake in E. coli resulted in the identification of the
high-affinity transport system. We revealed that the metD locus containes three genes. From
these ORFs three proteins are expressed which form a typical ABC-transporter system. The
promoter activity and phenotype tests proved that the abc-yaeE-yaeC gene cluster is part of
the methionine regulon, according to this the genes were renamed as metN, metl and metQ
respectively. The identification of the high-affinity transport system gives us the possibility to

explore the genes of other L-methionine transporters.

Reentrant loops in GItS

The second part of this thesis describes the two dimensional structural analysis of GItS,
which is one of the L-glutamate transporters in E. coli.
Glutamate has a central metabolic role in E. coli. Together with glutamine they are the most

important nitrogen sources and amino-group donors (Reitzer, 2003). It is the most abundant
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anion in the cytoplasm as the couner-ion of K'. There are multiple glutamate-specific
transporter systems in E. coli. The second part of the dissertation presents the two-
dimensional structural analysis of the Na'-dependent symporter GItS.

With molecular biological techniques, namely reporter fusions, we analysed the membrane
topology of GItS. Two reporter proteins (PhoA and LacZ) were fused to different lenght N-
terminal parts of the GItS by gene manipulation methods. As the reporters have compartement
specific activities, after enzymatic measurements it is possible to identify the periplasmic or
cytoplasmic localization of the fusion points. With large number of fusions, the position of all
loop regions could be deduced.

Parallel to our study, another research team examined the topology of the GItS by the
cysteine accessibility technique ((Dobrowolski és mtsai, 2007). Their structural model is in
good correlation with our reporter fusion-based topology, only the 5-6. hydrophobic segments
were found to be in different position. This contradiction was resolved by assuming that the 5.
predicted transmembrane segment has a sensitive structure, which is stabilized by the
following 6. TMS. In the absence of the latter, and due to its special sequence composition,
the 5. segment can behave like a real transmembrane segment.

Based on the combined results, GItS is a symmetrical protein. Ten transmembrane
segments (TMS) were detected, the N- and C-terminal faces the periplasmic side of the
plasmamembrane. The protein is formed from two larger antiparallel domains containing five
TMSs each. Our results are in agreement with the hypothesis that two hydrophobic reentrant
loops exist between the 4-5. and 9-10. transmembrane segments. The first reentrant loop
streches into the membrane from the periplasmic space, the other from the cytoplasm. It is
conceivable, that the two loops are connected to each other in the three dimensional structure.
Thus, they can play an important role in the transport process, as it was observed with many
transporters. Based on our experiences the structure of the first loop is sensitive, the following
transmembrane segment seems to be necessery for its stabilization. In the absence of the
latter, the fundamentally hidrophobic loop behaves like a real TMS. Based on the presented
two-dimensional structure, the theoretical computation of the three-dimensional structure is
possible. It can also help in the better understanding of L-glutamate transport, and

identification of the substrate binding sites.
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8. Koszonetnyilvanitas

A legnagyobb kdoszonettel sziileimnek tartozom, akik lehetévé tették szdmomra, hogy
egyetemre jarhassak és mindenben segitettek, timogattak.

Ko6szondm témavezetémnek Dr. Kalman Miklosnak, hogy bizalméaval és tanécsaival
megajandékozott. Dr. Gal Jozsef szintén dontd mértékben jarult hozza a disszertacid
elkésziiléséhez. Nemcsak a felhasznalt publikaciok megalapozéasat koszondm neki, hanem
kutatoi fejlodésem elinditasat is. Emlékezetes magyarazataib6l most is épitkezek, sokat
koziiliik csak mostanaban értettem meg igazan.

Ko6szondm Enikdnek, hogy mindig és mindenhogy segit és segitett az utamon. Kdszonettel
tartozom Prof. Dr. Nagy Léaszlonak hozzdjarulaséaért.

A sok mindennapi segitség mellett, halas vagyok jelenlegi és volt kollégaimnak, mert
megértéssel, nyitottsaggal és baratsaggal viszonyultak hozzam. K6széném Voros Andrednak,
Dr. Bihari Zoltannak, Dr. Kesserli Péternek, Dr. Kiss Istvannak, Dr. Schnell Robertnek,
Kélméan Péternek, Dr. Csontos Jozsefnek, Baldzs Margitnak, Mlinarics Edindnak, Bordas

Dianak ¢és a BayBio 6sszes dolgozdjanak!
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