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1. eredmény megnevezése

Megkezdodott az Osszes tervezett kutatdbmunka, amely nagyobb része fehérjék ¢és
fehérjekomplex eldallitasat jelenti rekombindns DNS moddszerekkel, megfeleld expresszios
rendszereket felhasznaldsaval (néhany példa: komplement rendszer fehérjék, SNAR-SANP
autofagias komplexek, kristalyositasi chaperon kimére-fehérjék, S100 fehérjék és komplexeik).
Az els6 év a rekominans fehérjetermelés bedllitasaval, az expressziok optimalizalasaval, a
fehérjetisztitasok kidolgozasaval telt. Néhany esetben mar elkezdddott ezekkel a mintdkkal a
tervezett szerkezet-funkciod és szerkezetvizsgalat is, egyes esetekben kristalyositasi és NMR
spektroszkopiai kisérletek is. Szintén {itemezetten halad a fehérjék hordozasara alkalmas
hiperelagazasos polimerek eldallitasa, szerkezeti jellemzés is. Az eddigi eredményekbdl mar
megjelentek tudomanyos publikaciok is.

A Biotechnoldgus MSc képzés gyogyszer-biotechnologia specializacidval, egyiittmiikodésben
a BME-VBK-val elindult, az ehhez tervezett néhany oktatasi anyag mar kiprobalasra is keriilt.
A képzéshez tervezett tovabbi oktatdsi anyagok pontos felmérése elindult és folyamatban van.
Idékozben az ELTE TTK jelentds oktatasi reformba kezdett, aminek a megvalositasaban jelen
projekt keretében konkrét — kidolgozas alatt allo — segitséget tudunk nyujtani elektronikus
oktatasi anyagok kidolgozasaval.

2. eredmény leirasa

A projekt szakmai vallalasai kapcsan a kutatési projektek esetében az els6 évben elsdsorban a
tanulmanyozandé fehérjék, fehérjekomplexek, ligandumok, tovabbi makromolekulak
eléallitasa, azok optimalizéldsa és a tervezett mérésekhez torténd el6készitése tortént meg. A
kiilonbozé méréstechnikakat alkalmazo projektek esetében ezek bedllitdsa, optimalizalasa
litemesen folyik. Mar néhany mérés is elkezdddott, miként fehérjék és fehérjekomplexek
kristalyositasa, egyes mintdk NMR spektrumainak felvétele, egyes fehérjemintak ellendrzd
tomegmérésén til fehérjekomplexeket tartalmazd mintdk tomegpspektrometriai analizise,
valamint egyes molekuladinamikai szamitdsok. Az oktatasi segédanyag vallalasok terén még
csak az elO6készitd fazisndl tartunk. Mivel 1dokozben az ELTE Természettudomanyi kara
iranyelveket fogalmazott meg az egyes szakok oktatdsi anyagainak a kor igényeihez torténd
atalakitdsa érdekében, ezért a projekt keretében megvalositandd elektronikus tankonyvek
fejlesztését ehhez fogjuk igazitani. Ezzel egyiitt tobb oktatasi tananyag mar olyan fazisban van,
hogy részben-egészben kiprobalasra is keriilt, elsdsorban a Biotechnolégus mesterképzésben.
Az infrastrukturalis beszerzések az ELTE nehézkes kozbeszerzési eljarasa miatt még nem
realizalodtak. A kdzbeszerzésbe bekeriilt miiszer- és eszkozlistat tigy allitottuk Ossze, hogy az



alkalmas lesz az oktatasi, kutatasi és szolgaltatasi céljaink megvalositasara, ami elsdsorban egy
cstucstechnologiara épiild bioreaktoros bakteridlis expresszids laboratorium kiépitését jelenti,
valamint egy fehérje-preparacidos laboratérium tovabbfejlesztését jelenti. A miiszerek
elhelyezéséhez sziikséges helyiségek kialakitdsa részben mar megtortén, részben még
folyamatban van.

3. eredmény nem szamszeriisitheto, egyéb tulajdonsagai

Az eddig elért részeredmények felsorolasa: Az alfa-SNAP fehérjével kapcsolatos munka soran,
Drosophila modellrendszeren funkcidvesztéses kisérleteinkben az Ykt6 R-SNARE fehérje
sziikségesnek bizonyult a membranfuzios 1épéshez a korabban leirt Vamp7 R-SNARE-hez
hasonloan. Pull-down vizsgalataink alapjan vélhetéen a Syx13 és SNAP29 ismert krinofag Q-
SNARE fehérjékkel vald kolcsonhatasa révén. Az R-SNARE tartalmi SNARE komplexek
szerkezetvizsgalata kapcsan sikeriilt eldallitani a tervezett fehérje-krisztallografiai munkéhoz
az R-SNAR komplex 0Osszes komponensét, s megkezdtik az elsd kristalyositasi
probalkozasokat. Az S100 fehérjecsalad specifitasa €s interaktom vizsgalata soran a részleges
partnerek ismeretében elkésziilt és publikalasra keriilt (Simon et al, FEBS J 2020) az els6
specifitastérkép, az interaktom vizsgalat pull-down kisérleteknél tart, s elvégeztiik az els6 MS
méréseket. A kristalyositdsi chaperon projekt elsd sikeres fejezete lezarult, az ANXAZ2
fehérjérdl bizonyitottuk, hogy kiméra konstrukciokban alkalmas kristalyositasi segédfehérje
(Ecseédi et al, Structure, publikalas alatt). Az EML3 kiméra konstrukciok rekombindns
fehérjeként torténd eldallitasa halad, kristalyositasuk a kozeljovoben indul. A Piwi fehérjéket
vizsgalo projekt sordn az expresszalo C. elegans modell funkcionalisan tesztelése és a humans
Ossejtek Piwi expresszios mintdzatanak vizsgalata folyik. A tumormintak foszfoproteom
vizsgalata kapcsan a mennyiségli komplex mintak (pl. sejtlizatumok, szovetmetszetek)
vizsgalatara alkalmas foszfopeptid dusitasi modszerek fejlesztésében és optimalasaban vannak
eredmények. Tapasztalataink alapjan a foszfopeptidek megkotésének hatékonyséaga és a normal
peptidekkel valdé nem specifikus kdlcsonhatasok jelentds mértékben fiiggnek a felviteli oldoszer
pH-jatol és leszorito-agens tartalmatol. A legigéretesebb moédszer (TiO2 SPE, 50 mM
citromsav, 1,5% TFA) alkalmazéasaval 250 ng HeLa sejtlizatum foszfopeptidjeinek jelentds
dusulasat sikertilt elérnlink és a modszer szoveti biopszidkon valo tesztelését tervezziik. A
miosztatin antagonista fejlesztd projektben a promiosztatin térszerkezete alapjan szintetizalt
peptidek csak 20% trifluoretanol jelenlétében vették fel a promiosztatinban mutatott alfa
helikalis szerkezetet és a harom peptidbdl csak egy gatolta a miosztatin aktivitasat.
Hatékonyabb miosztatin inhibitorok eldallitdsa érdekében NMR spektroszkopiai mérésekkel
jellemezziik a novekedési faktor €s miosztatin prodomén fragmentek kozotti kdlcsonhatast.
Ennek érdekében izotoppal jelolt rekombindns fehérjéket allitunk elé. A teljes hosszusagu
komplement proteaz vizsgalatat célz6 projektben a hat doménbdl allo mozaik fehérje, a MASP-
2 szintetikus génjét megterveztiik, szintetizaltattuk és eukaridta expresszids rendszerben
kifejeztiik a teljes hosszusagu molekulat, egyeldre kisebb mennyiségben. Letermeltiik az ekotin
vadtipusii és P1 Arg varidnsat a kisérletekhez elegendé mennyiségben és tisztasagban. A
kristalyositasi kisérletek elokészités alatt allnak. A hem-enzimek tumorogenezisben betdltott
szerepe kapcsan a sejtszintli gazérzékelés megértésének céljabol CO, NO és 02 gazok
szamitasok segitségével, és elkezdtik a QM/MM szamitasokat a spin-tiltott kémiai reakcid
mechanizmuséara vonatkozoan. Megallapitottuk a harom géaz diffuzios reakciosebességi
egylitthatojat a harom fehérjében, amely O2>NO>CO sorrendben csokken, meghataroztuk a
diffuzios Gtvonalakat €s a gaztarolo zsebeket. Két f6 diffuizios titvonalat azonositottunk, amely



a hemzsebbe vezet, s megmutattuk, hogy kiilonb6z6 zsebek 1éteznek az egyes gazok tarolasara.
A WIF1 fehérjét tanulmanyozo projektben N15-izotopjelolt WIF-domént baktérialis
expresszios rendszerben allitottuk elé €s meghataroztuk a fehérje HSQC spektrumat. A Wnt3a
fehérjét egér L sejtekben allitjuk eld, hogy NMR spektroszkopiai modszerekkel vizsgalhassuk
a WIF domén-Wnt kolcsonhatast. Egér L sejtekben koexpresszaljuk a teljes hosszusaga WIF1
¢s a Wnt3a fehérjéket annak érdekében, hogy krio-elektronmikroszkdpiaval meghatarozhassuk
a Wnt3a-WIF1 komplex térszerkezetét. A sériilt DNS replikaciojat tanulményozé projektben A
replikacios termékek szekvendldsaval sikeriilt a lizdtumokban aktiv transzlézids szintézist,
valamint nukleotidkivagd hibajavitast kimutatni. Fuzids fehérjék illetve a kotohelyeket
tartalmazé peptidek hozzdadasa segitségével megmutattuk a PCNA fehérje interakcidinak és
poszttranszlaciés modositasainak szerepét a transzlézios szintézis folyamatiban. A
fehérje/arany nanokomplexek vizsgalata kapcsan a BSA-Au biokonjugdtumok vords
emittancidjdval kapcsolatban 1évd szerkezeti valtozasokat kutattuk. Az eldallitas
fluoreszcencia mérésekkel, infravords spektroszkopidval, valamint a fehérje alakvaltozasat
szolgaltatd kisszogli rontgenszorassal tanulmanyoztuk. Az antimikrobidlis Onszervezddd
oligopeptidek projektben human és egyéb organizmusokhoz kotheté peptideket allitottunk el
¢s meghataroztuk a biofizikai €s in vitro tulajdonsagaikat. A foldamerek beépitésének optimalis
alapjan tervezziik a tovabbi szintéziseket. A tananyag- és tankonyvfejleszté program kapcsan
részben feladatatcsoportositas varhatdo (az G ELTE TTK oktatdsi koncepcio elemeinek
figyelembevételével), de a mérfoldkoik tortént eldrehaladas, igy a Krisztallografia eldadas, a
Tomegspektrometria kurzus, a Biomanalitika és biospektroszkdpia, a Physical Biochemistry
kurzusok kidolgozasa terén. Az Immun-biotechnologia és Fehérjetisztitasi modszerek targy
segédanyaga mar kiprobalasra is kertiilt a Biotecholdgia mesterképzés keretében.

4. rovid osszefoglalé

A projekt szakmai vallalasai koziil az elsé évben elsésorban a tanulméanyozando fehérjék,
fehérjekomplexek, ligandumok, tovabbi makromolekulak eldallitasa, azok optimalizalasa és a
tervezett meérésekhez torténd elokészitése tortént meg. A kiilonbdzéd méréstechnikakat
alkalmaz6 projektek esetében ezek beallitasa, optimalizalasa ilitemesen folyik. Mar néhany
mérés is elkezd6dott (pl. fehérjekristalyositas, NMR és MS mérések, MD szimulaciok). Az
oktatdsi segédanyag vallaldsok terén még csak az elokészitd fazisnal tartunk. Az
infrastrukturalis beszerzések az ELTE nehézkes kozbeszerzési eljardsa miatt még nem
fejez6dott be, viszont az ezek befogaddsdra szolgalé miszerlaboratorium kialakitasa
folyamatban van.



