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A palyazat cime: Uj, orvosbioldgiai szempontb6l fontos moduléris fehérjék azonositésa,

szerkezeti és funkcionalis jellemzése
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A kutatés célja, a kutatasi program ismertetése:

A gerincesekre jellemzé modularis fehérjek kituntetett orvosbiologiai jelent6sége miatt
fontos ezeknek a fehérjéknek az azonositasa, bioldgiai szereplk tisztdzasa és az ismeretek
gybgyaszati hasznositasa. Ennek megfeleléen célul tiztik ki, hogy:

1. Osszehasonlitd genomikai elemzésekkel azonositjuk a gerincesekre jellemzd
modularis fehérjéket. Ezek kozil kivalasztjuk a ma még ismeretlen funkcioju fehérjéket és
bioinformatikai, szerkezeti bioldgiai és funkcionalis genomikai mddszerekkel vizsgaljuk
bioldgiai szerepiket és orvosbioldgiai jelentéségiiket.

2. Folytatjuk a fenti megkdzelités alapjan altalunk korabban azonositott multidomén
fehérjek (WFIKKN1 és WFIKKN2) és 0j modultipusok (WIF-, LCCL- és OLF-modulok)

szerkezeti és funkciondlis jellemzését.

Elert eredmények:

1. Folyamatosan végezziik a kiilonb6zé genomok dsszehasonlitd bioinformatikai
elemzését evolucidbiologiai dsszefliggések és uj fehérjék, fehérje domének azonositasa
celjabol.

a.) Ennek soran a multidomén fehérjéket felépité domének mobilitadsara vonatkozd
statisztikai elemzéséket végeztiink. Megallapitottuk, hogy a domének mobilitasat legjobban
azon lokalis kérnyezetek (tripletek) szama jellemzi, amelyekben az adott domén eléfordul.
Osszehasonlitva a domének mobilitasat kiilonbdzd evollcios csoportokban megallapithato,
hogy metazoakban nagyobb a mobilis domének szama mint prokariétakban vagy mas
eukaridtakban. A kilonbdz6 metazoa fehérjék dsszehasonlitasa kimutatta, hogy az
extracellularis fehérjéket felépité domének a legmobilisabbak. Az elemzéshél az is kidertilt,

hogy 6sszefligges van a domének mérete és mobilitasa kozott: kisebb domének gyakrabban



fordulnak el6 kiilénb6zé multidomeén fehérjékben. (Tordai H, Nagy A , Farkas K, Banyai
L and Patthy L (2005) Modules, multidomain proteins and organismic
complexity.FEBS J 272, 5064-78.)

b.) A génazonositasi mddszerek megbizhatdésaga rohnamosan fejlodik, ezért Uj gének
azonositasanak esélye lenyegesen csokkent. Ugyanakkor, sulyos problémat jelent, hogy az
azonositott gének jelentés hanyadarol bizonyosodik be, hogy a bioinformatikai modszerekkel
megjosolt szerkezetiik téves. A génpredikcios mddszerek bizonytalansagai igy komoly
problémakat okoznak a (tévesen) megjésolt gének/fehérjék expresszidjat szabalyozd
genomikai elemek meghatarozasaban, funkcidjuk tovabbi vizsgalataban.

Csatlakozva, az Eurdpai Unié FP6 programja altal finanszirozott BioSapiens konzorcium és
az ELTE altal koordinalt eScience RET munkajahoz, az in silico génpredikcios eljarasokkal
rosszul predikalt gének azonositasat végezziik. Ennek keretében madszert dolgoztunk Ki
olyan fehérjék azonositasara, melyek szerkezete ellentmond alapveto fehérjeszerkezeti
torvényszertisegeknek. A maddszer alkalmas abnormalis fehérjeformak azonositésara.
Segitségevel kimutattuk, hogy a fehérjekodold génekrol alternativ splicing révén keletkez6
mMRNS izoformak jelentés hanyada “életképtelen” fehérjét kodol, igy ezeknek az
izoforméaknak nincs fizioldgia szerepe (Tress et al., 2007 The implications of alternative
splicing in the ENCODE protein complement.Proc Natl Acad Sci U S A 104, 5495-500).
A modszer jelentéségét elsésorban abban latjuk, hogy lehetéséget nydjt a génpredikcios
eljarasokkal rosszul prediktalt (abnormalis fehérjét kodold) gének azonositasara és igy a
génpredikcio mindségellenérzésére (Nagy A, Hegyi H, Farkas K, Tordai H, Kozma E,
Banyai L, Patthy L ( 2008) Quality control of gene prediction. In: Modern Genome
Annotation. The Biosapiens Network. Dmitrij Frishman and Alfonoso Valencia (eds),
Springer). Az elemzés menete a http://mispred.enzim.hu honlapon megtalalhato.

c.) A Drosophila Teq és a human neurotripszin multidomén proteazok
szekvencidjanak dsszehasonlitd vizsgalataval cafoltuk Didelot és mtsai.(Science 313, 851,
2006)) allitasat, mely szerint a két fehérje ortoldg és igy a Drosophila Teq funkcidjanak
jellemzése kdzelebb visz a neurotripszin neurobioldgiai funkcidjdnak megeértéséhez.
(Sonderegger and Patthy, (2007) Comment on *"Tequila, a neurotrypsin ortholog,

regulates long-term memory formation in Drosophila™. Science 316, 1698).

2. Kutatési programunkban vallaltuk, hogy vizsgaljuk az ltalunk korabban
bioinformatikai modszerekkel azonositott WFIKKN1 és WFIKKN2 multidomén fehérjek és a



kdzelmdaltban altalunk definialt néhany Gj modultipus, a WIF-, LCCL- és OLF-modulok
szerkezeti és funkcionalis jellemzését

a.) A WFIKKN2 fehérjérol J. Hill és munkatarsai kordbban kimutattak, hogy kétodik
a miosztatinhoz és gatolja annak aktivitasat. A WFIKKN2 és a miosztatin kdzotti
kdlcsonhatas szerkezeti feltételeinek tisztazasa céljabol Pichia pastoris szekrécios expresszios
rendszerben eléallitottuk a WFIKKN2 fehérje kilonalld WAP, FS, KU2 és NTR domeénjeit,
valamint a WAP+FS és KU2+NTR két-doménes konstrukcidkat. Mivel a Pichia pastoris
expresszids rendszerben a teljes WFIKKN2 fehérjét nem sikerlt expresszalni egy Uj
expresszids rendszer meghonositasa valt szuksegessé. Sikeresen alkalmaztuk a Drosophila

Madszert dolgoztunk ki a miosztatin prorégiojat tartalmazé fehérje bakterialis
expressziojara és refoldalasara.

Fellleti plazmonrezonancia (SPR, Biacore) mérésekkel jellemeztik a WFIKKN2 és
domeénjei valamint a miosztatin és miosztatin prodomén kozotti kdlcsdonhatast és
meghataroztuk a kdlcsénhatas kialakitasaban részt vevé domeéneket (Kondas és mtsai,
kéziratban).

b.) A WFIKKNL1 fehérje szerkezetének és bioldgiai szerepének jellemzése érdekében
- a Gottfried Otting (Australian National University, Canberra, Australia) altal vezetett NMR
spektroszkdpias munkacsoporttal egyittmiikddve - meghataroztuk a WFIKKN1 masodik
Kunitz-tipust protedzinhibitor doménjének térszerkezetét (Liepinsh E, Nagy A, Trexler M,
Patthy L, Otting G. (2006) Second Kunitz-type protease inhibitor domain of the human
WFIKKNL1 protein. J Biomol NMR. 35(1):73-78.). A térszerkezetet mas Kunitz-tipusu
protedzinhibitor domenek térszerkezetével, illetve protedz-proteazinhibitor komplexek ismert
térszerkezetével dsszevetve megallapithato, hogy a WFIKKN1 KUN2 domén 22.
pozicidjaban levé Trp aminosav oldallanca gatolja egy, a protedzokra és inhibitoraikra
jellemzé erés kolcsonhatés kialakuldsat. Korabbi enzimkinetikai méréseink is azt mutattak,
hogy a WFIKKN1 KUN2 domeén a BPTI-hez viszonyitva t6bb nagysagrenddel gyengébben
gatolja a tripszint. Tehat valdszind, hogy a gatlas gyengesegeét a 22. pozicidban levo Trp
oldallanc kedvezétlen konformécidja okozza.

A KUNZ2 fehérjével végzett kisérletek megingatjak azt a korabbi — a feheérje
doméndsszetételén alapult — elképzelésiinket, hogy a WFIKKNL1 fehérje funkcidja kiillénbdzo
protedzok géatlasa. Valoszintnek tinik, hogy a WFIKKNL1 fehérje a homolog fehérjehez
hasonléan valamely TGF-beta ndvekedési faktor csaladba tartozo fehérje aktivitdsanak



szabalyozésaban jatszik szerepet. A funkcié meghatarozasa céljabol Drosophila melanogaster
S2 sejtes expresszios rendszerben eldallitottuk a teljes WFIKKNL1 fehérjet és Pichia pastoris
szekrécids expresszids rendszerben pedig a kilonalld WAP, FS, KU2 és NTR doméneket,
valamint a WAP+FS és KU2+NTR két domént tartalmazo fehérjéket.

SPR mérésekkel kimutattuk, hogy a WFIKKNL1 fehérje, a WFIKKN2-h6z hasonloéan,
kotoédik a miosztatinhoz és a miosztatin prodoménjéhez. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
WFIKKN1, a WFIKKN2-hoz hasonl6an, a TGF- beta csalad tagjainak kotése révén jatszik
szerepet az izomfejlodés szabalyozasaban.

c.) Gottfried Otting munkacsoportjaval egyiuttmiikddve meghatarozzuk a Wnt
jelatvitelben részt vevé WIF-1 fehérje WIF doménjenek térszerkezetét. (Liepinsh E, Banyai
L, Patthy L, Otting G. (2006) NMR structure of the WIF domain of the human Wnt-
inhibitory factor-1. J Mol Biol. 357(3):942-950). A domén térszerkezetét az
immunoglobulin domének szerkezetére emlékeztet6 8 beta redé altal alkotott szendvics
szerkezet és ket alfa helix jellemzi (1. abra). A fehérje rendkivil erésen kéti a refoldalas
elésegitésére alkalmazott detergens alkil oldallancat. Feltételeztik, hogy ez a “kétohely” a

WNT fehérjék palmitoil csoportjanak kotésére szolgal.

1. dbra A WIF domén térszerkezete (PDB ID: 2D3)J)

d.) A belsé fulben nagy mennyiségben expresszalédé cochlin fehérje bioldgiali

szerepének, kdlcsonhato partnereinek azonositasa céljabol tobbféle expresszios vektorba



klonoztuk a cochlint kodolo cDNS-t. Bakterialis expresszio esetén a képzodott fehérje
inkluzids testet képez, amelybél nem sikerult oldhato, nativ szerkezeti fehérjét elGallitani.
Pichia pastoris expresszios rendszerben és Drosophila melanogaster S2 sejtekben fehérje
szekrécidt nem tapasztaltunk. A cochlin eléallitdsa emlds sejtes expresszios rendszerben
folyamatban van.

Szerkezet-funkcié vizsgalatok nemcsak a teljes fehérjével végezheték, hanem a
fehérjét alkotd doménekkel is. A cochlin LCCL doménjének bakterialis és Pichia pastoris
expresszios rendszerben torténo el6allitdsat kordbban megoldottuk. Az elmalt évben Pichia
pastoris expresszios rendszerben expresszaltuk a két VWFA domeént tartalmazo fehérjét, a

fehérje szerkezeti és funkcionalis jellemzése folyamatban van.

A kutatasi téma tovabbi lehetséges iranyai:

1. Annak érdekében, hogy az 6sszes génpredikcios hibat azonositani tudjuk,
folytatjuk tovabbi hibaazonositasi modszerek kidolgozasat.

2. A nagyszamu hiba kijavitasa érdekében eljarast dolgozunk ki a hibasan
josolt gének helyes szerkezetének automatikus meghatarozasara.

3. A WFIKKN fehérjék és miosztatin kozotti kdlcsdnhatas jellemzését
kovetéen megvizsgaljuk, hogy ezek a fehérjék szerepet jatszanak-e mas, a
TGF-beta ndvekedési csaladba tartozo fehérjek aktivitasanak
szabalyozasaban.

4. Vizsgaljuk a Wnt jelatvitelben részt vevd, a Wnt fehérjék aktivitasat gatlo
WIF-1 fehérje WIF doménje és a Wnt fehérjék kozotti kdlcsénhatas
szerkezeti feltételeit.

5. El6allitjuk a cochlin fehérjét. Jellemezziik a cochlin és doménjei valamint a
feltételezett partner, a Col2A tipusu kollagén kdzotti kdlcsdnhatast.
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