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1. eredmény megnevezése

A munkaszakasz soran sikeresen eldallitunk rekombinans fehérjéket és fehérjekomplexeket kiilonb6z6
rendszerekben. Vizsgalatuk véaltozatos modszerekkel folyik. Néhany esetben expresszids problémak
miatt modositani kellett az elballitasi rendszereket (példaul a szerkezeti vizsgalatokra komplement
proteaz esetében — sikeresen). A human PIWIL4-gyel funkcionalis eredmények sziilettek. WNT és
miosztatin projekt soran az NMR vizsgalatokhoz elkésziiltek a megfeleld rekombinans fehérjék. Az
S100 fehérjecsalad komplexeinek vizsgalata két 0j rontgenszerkezet eredményezett, S eljutottak a
szinkrotron-adatgytijtésig az els6 SNARE-komplexek is. Sikertilt egy 0j fehérjekristalyosito ,,chaperon”
rendszert 1étrehoznunk és az eredményeket publikdlnunk. Az S100 csalad kolcsonhatasi halozatanak
tanulmanyozasa két 0j publikacio sziiletett. A karosodott DNS transzlézids szintézise kapcsan elért
eredmények szintén publikalasra keriiltek. Utemesen haladt a tumorminték foszfoproteom vizsgélata,
ahol egy ujabb dusitasi eljarast sikeriilt beallitani.

Az oktatasfejlesztés teriiletén a Biotechnoldgia mesterképzésben az oktatas részévé valt a Rekominans
fehérjék 2 gyakorlati kurzus. A projekt részét képez6 kurzusok tobbségéhez video anyagok késziiltek.

2. eredmény leirasa

A munkaszakasz soran a legtobb részprojekt soran eljutottunk a tervezett vizsgalatokhoz sziikséges
fehérjék, fehérjekomplexek, mérérendszerek, kisérleti koriilmények optimalizalasahoz. Elkésziilt, bar
az eredeti tervhez képes modositott rekombinans komplementer fehérjék szerkezeti vizsgalatokhoz.
Ugyanez igaz a megfelel6 WIF-doménekre, SNARE komplexekre is. Miosztatingatld peptidek
elkésziiltek NMR vizsgalatok céljara. Két S100 fehérjekomplex kristalyszerkezetét sikertilt
megoldanunk. Az alapkutatasi projektek természeténél fogva néhany esetben modositani kellett az
eredeti terveinket, de gyakorlatilag minden projekt esetében értiink el eredményeket, sot tobb publikacio
is sziiletett mar ezek alapjan. A szerkezetvizsgalati témak kapcsan az NMR spektroszkopiai mérésekhez
sziikséges rekombinans fehérjék, izotdpjelolt formaban elkésziiltek. A rontgenkrisztallografiai munkak
két S100-komplex esetében atomi felbontasti szerkezeteket eredményeztek. Publikalt eredmények
sziilettek tobbek-kozott a DNS transzlézids szintézisével kapcsolatban, valamint a kiterjedt S100
fehérjecsalad interakcids halozatanak vizsgalatarol. Az elébbi projektben Gj modszerek beallitasa tortént
a transzléziés DNS-szintézis sejtes vizsgalatara, mig az utdobbinal finomitasra keriilt a csalad specifitasi
térképe. Fontos eredményiink, hogy egy, a reményeink szerint szélesebb korben is felhasznalhato
»segédfehérjét” allitottunk csatasorba a fehérjekristalyositasok megkonnyitésére. A PIWI témanal j
funkcionalis vizsgalati eredmények sziilettek.

Az ELTE-BME Biotechnologus mesterképzés soran fontos eredmény, hogy a projekt keretében
kialakitott 01j targytematika az oktatas részévé valt, az ,,emelt szintli” Rekombinans fehérjék gyakorlati
kurzus néven. A projektben felsorol targyak el6adasaihoz videoanyagok késziiltek, amelyeket a
hallgatok szamara hozzaférhetévé tettikk. A Biotechnoldgia oktatasi anyagok karcsusitdsahoz”
sziikséges informaciot gyiijtottiink.



3. eredmény nem szamszeriisitheto, egyéb tulajdonsagai

A munkaszakaszban elért részeredmények felsorolasa: A komplementer-fehérje projekt célja az els6
teljes hosszusagh komplement proteaz rontgenszerkezet meghatarozasa. Mivel a MASP-2 el6allitas
alacsony hatékonysaggal ment, Cls proteazra valtottunk. Ezt nagy mennyiségben, tiszta és aktiv
formaban izolaltuk. Az ecotin M84R mutdnsa egyarant 100 nanomolos koriili egyensulyi allanddval
gatolta a teljes hosszlisagu dimer Cls-t és annak katalitikusan aktiv monomer fragmentumat. A teljes
hossztisagh Cls és az ecotin komplexek tulajdonsagainak vizsgalata folyamatban van.

A PIWI-fehérje projekt soran a huméan PIWIL4 fehérje szerepét elsGsorban placenta sejtekben
vizsgaltuk. A transzkripcids szabalyozashoz kapcsoldddan feltdrtuk az RNS interferencia egy masik
Megvizsgaltuk a PIWI deficiencia hatasat egy Drosophila tumormodellben; a fehérje hianya
szuppresszalta az UAS-yki®A overexpresszalo allatok pusztulasat. C. elegans-ban igazoltuk a Piwi
szomatikus expressziojanak élettartam ndveld hatasat.

A DNS transzlézios projekt soran ultraibolya fototermékeket tartalmazé DNS plazmidok replikaciojat
vizsgaltuk kiilonféle sejtlizatumokban. Az esszé a nukleotidkivago hibajavitas vizsgalatara is alkalmas.
Megmutattuk, hogy human citoszol képes a ciklobutil pirimidin dimer fototerméken transzlézids
szintézist végezni, melyhez az €16 sejtekhez hasonloan a PCNA fehérje ubikvitilacidja sziikséges.
Kiilonféle interferencia kisérletekkel modositani tudtuk a replikacié hatékonysagat. Eredményeinket a
FEBS Open Bio folyoiratban publikaltuk.

Az S100 fehérjék specifitasi térképét egy HTP ,holdup” modszerrel és egy foldamer konyvtar
segitségével tovabbi finomitottuk. Bizonyitottuk, hogy a foldamer konyvtar hasznalata altalanosan, mas,
nehezen ,,megcélozhatd” fehérje-fehérje kdlcsonhatasi felszinek tanulmanyozasara is igen alkalmas. A
S100 komplexek atomi felbontasu szerkezetvizsgalat eredményt hozott az S100A4-p53 és az SI00A6-
p53 komplex esetén. Az 0j kotOpartnerek keresése ,,pulldown” modszerekkel és MS analizissel tovabb

folyik.

A WNT paralog témaban a sikeresen eléallitott és refoldalt WIF-domén HEK 293 sejtekben végzett
TCF/LEF reporter assay vizsgalatokban aktivnak bizonyult. Kidolgoztuk és optimalizaltuk az egér L-
sejtekben elballitott rekombinans Wnt3a fehérje tisztitasara szolgaldé modszert, hogy NMR
spektroszkopiaval vizsgalhassuk a WIF domén-Wnt koélcsonhatast. A Wnt5a feltételezett WIF-
kotohelyeit hordozo fragmentumok eldallitasara is tettiink kisérleteket: egy nagyobb, N-terminalis oldali
fragmentumot, illetve egy kisebb, C-terminalis oldali peptidet expresszaltattunk bakterialis rendszerben.

A tumormintdk foszfoproteom vizsgalata soran a koradbban legigéretesebbnek tiind citromsavas
foszfopeptid dasitdo modszer tovabbi optimalasaval 9-szeresére noveltiik a dusitas hatékonysagat 250 ng
HelLa sejtlizatum vizsgalata soran. Igazoltuk, hogy ez a modszer nagyobb kiinduldsi mintamennyiségek
esetén (40 pg-ig) is kivaldan alkalmazhato. A dusitast megel6z0 somentesitési 1épés soran fellépd
veszteségek csokkentésére modositottuk a csoportban alkalmazott protokollt. A fejlesztett modszereket
tiido-, eml6- és prosztatadaganatos szoveteken alkalmaztuk, melynek mérése és kiértékelése jelenleg is
zajlik.

A miosztatin-antagonista-fejleszté projektben a korabban miosztatin-gatlé hatast mutatd peptidbol
kiindulva racionalis tervezéssel kiséreltik meg a miosztatint jobban gatld peptidek eldallitasat. CD
mérések szerint az aminosav cserék a peptidek helikalis hajlamat novelik, de génexpresszids reporter
rendszerben nem gatoltak jobban a miosztatint, ezért molekularis dinamikai szimulaciok segitségével
terveziink ujabb peptideket. A miosztatin és a peptidek kozotti kdlcsonhatas NMR spektroszkopiai
jellemzéséhez izotoppal jelolt fehérjéket allitunk eld.

Az elmult évben sikeriilt el6allitanunk az autofag és krinofag vezikulaftizios fehérjék SNARE doménjeit
(Drosophila Syx17/Syx13, SNAP29, Vamp7/Ykt6) fehérjekristalyositdshoz megfelel6 mennyiségben és



tisztasagban. Ezt kovetden az egyes SNARE-komplexek 3-3 tagjat 6sszekevertiik és szlrtiik kiillonb6z6
kristalyosito koriilmények alkalmazasaval. Jelenleg a szlirés pozitiv talalatait optimalizaljuk Rontgen-
krisztallografias méréshez megfeleld egykristalyok eléallitasara.

A nehezen kristalyosithat6 fehérjék kristalyosodasi hajlamanak novelésére olyan kristalyositd chaperon
rendszert terveztiink, amelyek jol kristalyosodd, a kristadlyokban maés fehérjék szdmara alkalmas
tiregeket képezd fehérje hasznalatan (annexin 2, ANXAZ2); vagy specifikus fehérje/fehérje
kolcsonhatasokon alapulnak (dinein kénnytilanc 1 (DYNLL)/EML3). Osszehasonlité vizsgalatokban
bizonyitottuk, hogy az ANXA2 kristalyosité chaperonként valtozatos fehérjékkel alkalmazhatd, a
leggyakrabban alkalmazott MBP-nél jobb hatékonysaggal; eredményeinket a Structure folyoiratban
publikaltuk. A DYNLL/EMLS3 rendszer teszteléshez eléallitott, az EML3-t a kristalyositand6 fehérjéhez
egy linkerrel kotott cimkeként tartalmazoé 8-féle fehérjekonstrukcidval vizsgéljuk, az EML a peptid
helyzetének, a linker hosszanak és a célfehérje méretének (célfehérjék: MBP és PDZ domén) hatasat a
kristalyosodasi hajlamra. A kristalyositas els6 eredményei szerint a nagyobb méretii fehérje/EML peptid
konstrukcié révid linkerrel hasznalva kizarodott a képz6dd kristalyokbol, azok csak a DYNLL-t
tartalmaztak.

4. rovid osszefoglalé

Sikeresen és iitemesen halad a legtobb tematikus és dedikalt miiszer résztéma kutatdsa. Néhany
problémas esetet leszamitva a szerkezeti/funkciondlis vizsgalatokhoz sziikséges fehérjék,
fehérjekomplexek elkésziiltek. Tobb sikeres szerkezetvizsgalati modszer mar eredményeket is
szolgéaltatott. Fontos eredmény, hogy kidolgoztunk egy reményeink szerint széles korben hasznalhato
Fehérjekristalyosito ,,chaperon” rendszert. Tobb t¢émaban mar tudomanyos publikacid is sziiletett rangos
folyoiratokban (Structure, FEBS J, FEBS Open Bio). Az oktatasfejlesztés terén gyakorlati atiiltetésre
keriilt egy 0j targytematika és szamos videoanyag késziilt el a munkaszakasz soran.



