VALASZOK DR. SZANTAY CSABA BIRALATARA

Tisztelt Biralo!

Ko6szonom, hogy elvallalta MTA doktori értekezésem biralatat, és az abban megfogalmazott
tamogatd véleményt. Koszonom az alapos atolvasast, a gondolatébreszté és hasznos
észrevételeket. A Kritikai megjegyzéseket elfogadom.

A kérdésekre adott valaszaim:

1) Ahogy Jelolt maga is emliti, az dltala felallitott empirikus egyenletek 288 K-re vonatkoznak,
ami joggal veti fel azt a fontos kérdést, hogy mennyire jol alkalmazhatok szobahomérsékleten
vagy mas homérsékleten, amennyiben valaki ott végezné a kisérleteket. Jelolt hogyan latja
jelenleg ezt a problémakort, vannak-e a témaban uj meglatdsai, tervei?

A 2019-ben publikalt D — M empirikus dsszefiiggéseink (Dudas, E., Bodor, A., AnalChem,
2019, 91: 4929-4933) 288 K-re vonatkoznak. A IgD — IgM abrazolas az 1. abran lathatod
globularis (piros telt korok, 1A abra) és rendezetlen (kék telt korok, 1B abra) fehérjék esetében,
a folytonos vonal pedig az illesztett empirikus dsszefliggéseket jeloli, melyek:

lgD?88 = —(0,381 + 0,018)IgM — (8,500 + 0,075) globularis fehérjékre
lgD?® = —(0,507 + 0,014)IgM — (8,169 + 0,014) rendezetlen fehérjékre

Ezt kdvetden jogos a kérdés - és ez benniink is felmeriilt - hogy ezek az 0sszefliggések mas
hémeérsékleteken alkalmazhatok-e? Ismert, hogy a diffuzios egyiitthatd explicit modon fiigg a
hémérséklettdl a Stokes-Einstein egyenlet szerint (D « T), tovabba a hémérséklet valtozasaval
valtozik a kdzeg viszkozitasa is, ami szintén befolyasolja a diffiziés egyiitthatot (D o« 7(T)™2).
Ennek megfelelden az alabbi korrekciokat kell figyelembe venni:

D, =D, —-—

ahol Dy, n1 a T1, mig D2, 52 a T2 hdmérsékletre vonatkozé transzlacios diffuzios egyiitthato és
viszkozitas értékek.

Amennyiben a 298 K hémérsékleten szeretnénk vizsgalodni, ugy a megteleld korrekciok
alkalmazasaval az atszdmolas soran az 1. 4bran iires korokkel jelolt értékeket kapjuk. Ezen
adatokra szintén illesztheté egyenes, de mennyire felel ez meg a valosagnak? Errdl ugy lehet
meggy6zddni, hogy korabban jellemzett, ismert globularis és rendezetlen fehérjék D értékeit
kisérleti uton is meghatarozzuk (fekete négyzetek). Az igy kapott kisérleti adatokra illesztett
egyenes (fekete folytonos vonal) és a korrekcios eljarassal kapott egyenesek egyenletei kisérleti
hiban beliil illeszkednek €s az alabbi 0sszefiiggéseket eredményezik (abran szaggatott vonallal
jelolve):

lgD??® = —(0,389 + 0,017)IgM — (8,332 + 0,069) globularis fehérjékre
lgD?8 = —(0,512 + 0,025)IgM — (8,023 + 0,091) rendezetlen fehérjékre



Az 6sszefliggés alkalmazhatosagat néhany rendezett és rendezetlen fehérjére tagabb, (5-37) °C-
os homérséklettartomanyban is teszteltik. A diffuzios egyiitthatok a fentebb bemutatott
korrekciok alkalmazéasa utan hibahataron beliil egyeztek a 288 K hdmérsékletnek megfelelé D
értékkel. Fontos megjegyezni, hogy az eltérd hdmérsékleten mért diffuzids egyiitthatok akkor
hasonlithatok 0ssze ezzel a korrekcids modszerrel, ha a fehérje a hOmérséklet valtoztatasa soran
nem valtoztatja az alakjat.
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1. abra: A D transzlacios diffuzios egyiitthatdé M moltomeggel torténd valtozasa, 1gD — IgM
diagramon. A) Globularis fehérjékre kapott eredmények: piros telt korokkel jeldlve a 288 K
homérsékleten mért értékek, folytonos vonallal az illesztett egyenes; lires korokkel jelolve a
hémérséklet és viszkozitas korrekcio alkalmazasaval 298 K-re atszamolt értékek, szaggatott
vonallal az 4tszamitott adatokra illesztett egyenes; a fekete négyzetek a 298 K-en meért
globularis fehérjékre kapott adatok és folytonos fekete vonal az ezekre illesztett egyenes.
Hasonl6 a magyarazat a B) kékkel jelolt, rendezetlen fehérjékre kapott eredmények esetében.

Kiemelend6 tovabba az is, hogy a Stokes-Einstein egyenletet gédmb alaku részecske
viselkedését irja le, ahol a D transzlacios diffizios egylitthatd alakulasa az M molekulaméret
fliggvényében
D o M 0333

valtozast kovet. Az Osszefiiggések 288 K és 298 K hdmérsékleteken egyarant a globularis
fehérjékre -0,381; illetve -0,389 (a gombalaku viselkedéshez kozeli) értékeket, és rendezetlen
fehérjékre pedig -0,507; illetve -0,512 (a szintetikus polimerekre is jellemzd) értékeket
mutatnak.

A mas homérsékletekre kiterjesztett vizsgalatok, €s az empirikus egyenletekre vonatkozd
eredményeink napvilagot lattak:
Szabo, C.L., Sebak, F., Bodor, A.: Anal Chem. 2022, 94, 7885-7891.



2) A SHACA-HSQC pulzusszekvencia haszndlhatésagadval, konkrétabban a felbontdasaval
kapcsolatban felmeriil a kérdés, hogy mennyire alkalmas a modszer repetitiv szekvenciak,
poliprolin, poliglutamin szakaszok vizsgalatira. Az *H* detektdlassal kapcsolatban kérdésem,
hogy rendezetlen és kis globularis feherjéknél a BASEREX tipusu valos idejii homonuklearis

lecsatolas beépitése jol mitkddik, de vajon alkalmazhato-e ez a megoldas az igen népszerii IHN
detektaldasnal?

A SHACA-HSQC az irodalomban a legjobb felbontast biztosito *H* detektalasu mérés. A
repetitiv motivumokat illetden, nagyon sokat szamit a fehérje aminosav szekvenciaja. Ezzel
kapcsolatban eddigi vizsgalataim soran tobb repetitiv motivummal is taldlkoztam, ennek
alapjan a kovetkezok allapithatok meg:

Amint a dolgozatban is bemutattam (5.2.3E abra) az a-szinuklein esetében a KTKE(Q)GV egy
repetitiv motivum, a leggyakoribb aminosavak a szekvenciaban pedig az alanin (A, 19) és a
valin (V, 19). Ezek koziil a kozeli kémiai eltolodassal rendelkez6 17 alanin és 18 valin jele a
SHACA-HSQC mérés segitségével szétvalaszthato (2.4bra):

MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH
GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL
GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA
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2. abra: 700 MHz, SHACA-HSQC, 2kx512 komplex pont, NS=4. Minta: 200uM a-szinuklein

5% D20, pH=7,02, 303K. Nagyitva az alanin ¢és valin régidk, a jobb atlathatosag érdekében a
jelazonositas nem szerepel minden valin jel esetében.



Egy masik példa a p53(1-100) fehérje, melynek prolin gazdag régioja (sziirke hattérrel jelolve)
APA motivumokkal van tele:

MEEPQSDPSV EPPLSQETFS DLWKLLPENN VLSPLPSQAM DDLMLSPDDI
EQWFTEDPGP DEAPRMPEAA PRVAPAPAAP TPAAPAPAPS WPLSSSVPSQ

Kutatasaink soran harom szekvenciat vizsgaltunk: a vad tipust, az A84G ¢s a P82S mutansokat.
A 3. ébra ezen harom fehérje egymasra helyezett SHACA-HSQC spektrumat mutatja. Lathato,
hogy minden esetben a 22 prolin kornyezet feloldhatd, azonosithatd. Ezek koziil 1 PP motivum,
¢s 12 kornyezet pedig a prolin gazdag régidban talalhat6. A 16 alanin esetében mas a helyzet.
A 8 AP motivumban levé alanin (3.4bran 1. nagyitott régid) jeldiszperzidja kicsi, 7 kdrnyezet
azonosithatd, a tobbi esetben a jelek nem feloldhatok. Tovabbi 4 alanin kdrnyezetet nem kdvet
prolin (AX), és ezek a jelek egyértelmiien azonosithatok (3.abran Il. nagyitott régio).
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3. abra: 700 MHz, SHACA-HSQC spektrumok, 2kx512 komplex pont, NS=2. Mintak: 1mM
p53(1-100) vad tipus (kék), A84G mutans (piros), P82S mutans (z61d); 10 % D.0O, pH=6,0, 298
K. Nagyitas az alanin régiokra: 1. az AP, és II. az AX (X#P) kornyezetek, illetve a 21 prolin
(PZ, Z+#P) jele.

Mindezek alapjan Gigy gondolom, egy poliprolin/poliglutamin régiéban 3-4 egymast kovetd
prolin/glutamin  aminosav  jele nagy valosziniiséggel feloldhato, a hosszabb
homoprolin/homoglutamin szakaszoknal a terminalisok kivételével a kozbiilsé aminosavak
nagyon hasonl6 kornyezete miatt a jelek tovabbra sem lesznek megkiilonboztethetéek. Viszont
egy tajekozddo mérést mindenképpen célszerti elvégezni.



A SHACA-HSQC mérésben alkalmazott BASEREX szekvencia X-szelektiv BIRDY sziirén
alapulo inverzios elemet tartalmaz, melyben Ca savszelektiv impulzust alkalmazunk:
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4. abra: A BASEREX szekvencia. A fekete téglalap 90°-0s, az iires téglalap 180°-0s impulzust
jeldl, r - savszelektiv refokuszald REBURP; | — szélessavi, tideji BIP impulzus. Amennyiben
nincs jeldlve, a fazisok X irdnytiak. A = 1/(4 -YJcn), § = 0,5 ms. Gz = 7-9 % , G3 =0,4 %. n = 8-
20, =9-13,5ms.

IHN detektalasnal nem szerencsés ennek alkalmazasa, a Ha protonokat lecsatolja, de a Ca
szeneket nem (ugyan a 2Juc csatolas nagysaga csak 1-3 Hz); masfeldl itt nem sziikséges a
savszelektiv impulzus. Ugyanakkor az amidrégioban a disszociabilis protonok és a viz protonjai
kozotti cserefolyamat miatt a viz jelére is kitlintetett figyelemmel kell lenni. Nemrégiben
egyiittmiikodésiink keretében az 'HN-detektalt mérésekre az 5. dbran bemutatott valos ideji
homo- és heteronuklearis lecsatolasi sémat javasoltuk, mely BIRD"* sziirét tartalmazo
megoldason alapul:
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5. abra: A BIRD"* sziirén alapul6 valés idejii homo- és heteronuklearis lecsatolasi séma. A
fekete téglalap 90°-os, az iires téglalap 180°-os impulzust jeldl, | — szélessavii BIP impulzus.
Amennyiben nincs jeldlve, a fazisok x iranytiak. A = 1/(2 -Jcn), §=0,5ms. G1 =3 %, Gz =
0,1%.n=28-20,t. =14 - 18 ms, t, = 9,2 ms.

Ennek beépitése THSQC és BEST-TROSY mérésekbe (itt értelemszertien nem kell a N
lecsatolas) a pS3TAD!® rendezetlen fehérje esetében ~ 30%-0s jelintenzitds novekedést
eredményezett €s a 6b. abran lathat6 spektrumokat eredményezte:
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6. abra: 700 MHz, BEST-TROSY spektrumrészletek: a) a standard szekvencia, b) a BIRD"X
szUrot tartalmazo homo- és heteronuklearis lecsatolas alkalmazasaval.
Minta: 1ImM p53TADY®; 10 % D,0, pH=6,0, 298 K.

Ezek az eredmények a nemrég megjelent kozleményben talalhatok:
Haller, J.D., Bodor A., Luy, B.: J.Biomol NMR, 2022, 76, 213-221.

3) Vajon a Jeldlt altal targyalt statisztikai analizis mennyire tekintheté megbizhatonak? Vajon
milyen prolin analogok hasznalhatok egy-egy kizarolag cisz vagy transz forma biztositasahoz,
amennyiben valamely bioldgiai folyamatot ala akarnank tamasztani, vagy vizsgalni?

Ebben a témakdrben arra keressiik a valaszt, hogyan befolyésolja a prolin kdrnyezetében levd
aminosavak oldallanc tipusa a cisz-prolin konformacié kialakuldsat. A kozolt (Sebak et al,
Angewandte Chemie Int Ed, 2022, 61. e202108361) statisztikai analizis keretében 11
rendezetlen fehérjében taldlhato 101 prolin kdrnyezetében levé 595 aminosav tipusanak
elemzését végeztiik el, a szignifikancia szint 10% volt. Azt talaltuk, hogy >10% cisz-Pro
tartalmi szekvencidkban szignifikdnsabban tobbszor fordulnak eld a negativ toltésu
aminosavak (Asp, Glu) az i-2, i-1 és i+3 poziciokban, az aromasok pedig az i-1 és i+l
poziciokban. Ugyanakkor az i-3 és i-1 poziciokban a pozitiv t6ltésii aminosavak el6fordulasa
szignifikansan kisebb.



Kétségkiviil, ahogy arra a Biralo is ramutat, ezeknek a megfigyeléseknek az alatamasztasara

még tobb kisérleti adatra van sziikség. Ezért az adatbazisunkat folyamatosan bévitjiik az

irodalomban megjelent adatokkal. Legutobb ujabb 3 rendezetlen fehérje 70 prolin

kornyezetével boviilt, és biztatd, hogy a statisztikai analizis nagyon hasonlé eredményeket ad.

(Paukovich et al, Biomol NMR Assign, 2022, 16, 113-119; Wiedemann et al, Biomol NMR

Assign, 2022, 16, 237-246; Pinet, Biophys J, 2021, 120, 1869-1882.)

Masfel6l egy nemrég napvilagot latott kozleményben (Killoran et al, ChemEurJ, 2023,

€202203017) Ac-X-Pro-Z-Ala-Ala-4FPhe peptidek esetében vizsgaltak a cisz-prolin tartalom

alakulasat annak fiiggvényében, hogy milyen tipust aminosav talalhaté az X és Z helyzetekben.

Megallapitasaik hasonloak, mint a mi statisztikai analizisiinkbdl szarmazo6 kovetkeztetések.

Rovid peptidek esetében jelenleg mi is tanulmanyozzuk a mutacido hatasat a cisz-prolin

tartalomra, tobbek kozott a statisztikus analizis soran levont kovetkeztetések kisérleti

alatdmasztasanak jarunk utana.

Példaul az SI00A4 fehérje C-terminalis szakaszan talalhaté 13 aminosav hosszsagu peptid:
FFEGFPDKQPRKK

vizsgalata azt mutatja, hogy a P6 esetében 20 % a Cisz-p6 mennyisége, ez az (i-1) helyzetben

talalhatd aromas fenilalanin jelenlétével magyarazhato. A P10 esetében a cisz-p10

mennyisége csupan 9 %.

Egy ERD fehérjébdl szarmazo lizin-gazdag 12 aminosav hosszisagu szekvencia:
DRGLFPFLGKKK

esetében az (i-1) helyzetben az F->R csere a Cisz-p6 mennyiségét 26 %-rol 9 %-ra csokkenti.

Léteznek mesterségesen eldallitott prolin analdgok, amelyek beépitése elsdsorban a cisz forma
biztositasdhoz vezet.

A pszeudoprolinok (y-Pro) csaladjaba tartozo 2,2-dimetil-tiazolidin és 2,2-dimetil-oxazolidin,
melyek az opioid morficeptin és endorfin 2 peptidekbe beépitve egyértelmiien igazoltak a cisz-
Tyr-Pro amidkotés jelenlétét a bioaktiv formaban. (Keller et al, JIMedChem, 2001, 44, 3896-
3903)

Hasonloan az 5,5-dimetil-prolin (dmp) is a cisz-prolin konformacié kialakulasat segiti eld.
Gustafson ¢és mtsai kimutattdk, hogy a cirkadian ritmust szabalyozo BMALI fehérje
transzaktivacios doménjében talalhat6 egy cisz/transz prolin ,kapcsol6”. Ennek miikodését a
Pro -> dmp mutacioval igazoltdk, amikoris az oldatban a cisz-prolin konformaci6é volt
detektalhato. (Gustafson et al, Molecular Cell, 2017, 66, 447-457)

Follis és mtsai a p53(40-59) szakaszaban talalhaté Pro47 izomerizaciojat tanulmanyoztak.
Eredményeik azt mutattak, hogy dmp beépitése 92%-ban a cisz forma kialakulasat vonta maga
utan. Kiilénboz6 fluoroprolinok beépitésével vizsgaltak a transz:cisz arany alakulasat. fgy a
(4S)-fluoroprolin beépitése 60 : 40; (4R)-fluoroprolin 85:15; illetve 4,4-difluoroprolin 70:30
aranyt eredményezett. (Follis et al, Molecular Cell, 2015, 59, 677-684)

Azonban a biologiai folyamat ilyen irany elemzésénél koriiltekintdnek kell lenni. A prolin
analognak az adott kdrnyezet hidrofobicitasat, és konformaciodjat is meg kell tartania.

4) Erdekes, hogy Jelolt e kutatasok kapcsan ennyire hangsiilyozni kivanta az oldatfizisii NMR-
spektroszkopia unikalis szerepét. Altalaban véve e szerep folyamatos megfogalmazdsdra és



ujraertelmezésére nagy sziikség van, hiszen a nagymiiszeres analitikai modszerek fejlodése,
illetve az 1 technikik megjelenése (pl. cryo-EM) dllandéan dtivjik ezeket a szerepeket. Eppen
ezért oriasi jelentosége van annak, hogy az érintetteknek , naprakész” atlatisa legyen a
nagymiiszeres analitikai technikak egymast kiegészitd, egymdssal dtfeds, illetve egyedi
képességeket biztosito szerepeirdl. Mindennek fényében kivancsi lennék, Jeloltet mi motivalta
(akar sziikebb, akdr tagabb értelemben), hogy az oldatfazisi NMR-spektroszkopia egyedi

crer

Egy bioldgiai/kémiai rendszer vizsgalataban tobb moddszer eredményei fogjak az Gsszképet
megadni, de ezek koziil az NMR spektroszkopidnak kitiintetett szerepe van. Egyfelél az NMR
spektroszkopia az egyediili moédszer, ami atomi szintli informéciot szolgaltat oldatban. Nem-
invaziv modon, nagy reprodukalhatosaggal kvalitativ és kvantitativ képet is kapunk a
tanulmanyozott rendszerr6l. Kiemelten fontos — elsdsorban a hatéanyag kutatasokban —, hogy
fiziologias koriilmények kozott végezhetjik a kisérleteket. Manapsag mar nem ritkasag
sejtekben, ,,in-cell ” koriilmények mellett vizsgalni egy fehérje viselkedését. Egyetlen mintarol
sok adat gytijthetd, valtoztathatok a kisérleti koriilmények (példaul a hémérséklet), iddbeli
valtozasok monitorozasa lehetséges, tovabba koncentracié fiiggés, kolcsonhatas jellemzése is
kivitelezhet6. Kiemelkedd eldny, hogy a szerkezeti informaciok mellett tdg iddskalan
lehetséges dinamikai folyamatokat vizsgdlni. A gerincdinamika, a konformacios csere, az
oldészercsere, a doménmozgasok mind tanulmanyozhatok. A hatdéanyag kutatasokban a
ligandum affinitasa, a kotOhelyek lokalizacidja, a kotédés soran bekdvetkezd szerkezeti és
dinamikai valtozasok elengedhetetlenek egy gyogyszer jeldlt molekula optimalizalasaban.
Masfeldl az utobbi évtizedekben népszeriiségnek 6rvendd, szdmos betegséggel kapcsolatba
hozhat6 nagy mozgékonysagu, rendezetlen fehérjék és fehérje szakaszok szdmara ez a
kitiintetett modszer, hiszen més technikakkal nem vizsgalhatok.

Megemliteném azt is, hogy NMR spektroszkopiai mérésekkel bizonyos kémiai kérdések
egyértelmiien eldonthetdk. Ilyenek példaul egy fehérje esetében adott oldallanc protonaltsaga,
vagy fémion koordinacioja.

Az NMR spektroszkopia szinte minden tudomanytertiletet atitatott. Nem csupan az akadémiai
kutatasokban kozkedvelt technika, jelen van kiilonb6z6 ipari alkalmazasokban: sztereokémiai
vizsgalatokban, izomerek és azok aranyanak meghatarozéasban, hatéanyag kutatasban, toxicités
vizsgalatokban, reakcié mechanizmus feltérképezésben, metabolomikaban. Ugyanakkor egyre
elterjedtebb az analitikai mindségbiztositasban, élelmiszeriparban, eredetvizsgalatban (borok,
gyiimolcslevek, méz, olajok, tejtermékek mindsitésében) és a kriminalisztikédban.

Ezek tiikrében tényleg egy egyedi technikardl van sz, és dolgozatomban ebbdl a hihetetlen
sokszinliségbdl probaltam néhany alkalmazéast mélyebben targyalni.

5) Ugy tiinik, a Jelolt dltal alkalmazott **P NMR-mérések meglepden ritkdk a szakirodalomban,
holott Jelolt eredményei azt mutatjak, a 3P NMR egyszerii és hasznos eszkoz lenne az ilyen
bioanalitikai vizsgalatokban. Mi errol Jelolt véleménye?

1P NMR vizsgalatokat féként az RNS kutatdsokban végeznek, valdban nem sok szakirodalmi
példa talalhaté nukleotid hidrolizis 3'P NMR spektrumokkal torténd kovetésére. Ennek pontos
okat nem tudhatom, de feltételezhetden az is kdzrejatszik, hogy biomolekuldkat nagy térerén
szoktak vizsglni, gyakran specialis *H/*3C/*®N méréfejekkel, ahol nem lehetséges 3P mérése.
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Egy masik tényez0 lehet a nagy térerén dominald kémiai eltolodas anizotropia (CSA- chemical
shift anisotropy), ami jelszélesedéssel is egyiitt jar. Milburn és munkatarsai (Milburn et al,
Biophys J, 1987, 32, 791-799) kimutattdk, hogy a 3!P atommag esetében 145,7 MHz-nél
nagyobb rezonanciafrekvenciadknal (ez 360 MHz-es proton rezonanciafrekvenciaju késziiléket
jelent) a kémiai eltolodas anizotropia (CSA) valik a dominans relaxaciés mechanizmussa. A Ty
relaxacios 1d6 a Bo magneses mez0 négyzetével csokken az alabbi képlet alapjan:

Tf%: oy (80)? . B
ahol esetiinkben y a 3'P giromagneses egyiitthatoja, Ac az anizotrép kémiai arnyékolas, Tc a
molekula rotacids korrelacios ideje.
Meglatdsom szerint, amennyiben lehetséges, érdemes P méréseket alkalmazni. Konnyen
kivitelezhetéek, a 3P atommag kedvezd magneses tulajdonsdganak és 100%-os természetes
gyakorisdganak koszonhetden nagy érzékenységgel mérhetd, és nem csupan egy hidrolizis
lejatszodasat lehet kovetni, hanem a kémiai eltolodds informéciot adhat a mintaban levd
fémionok koordinacidjarol is — ami lényeges kérdés lehet.

6) Orékzold kérdeésnek tinik, hogy milyen is egy ,,jo” membranmimetikum. Mi errél Jelolt
veleménye? Ha egy peptid transzmembrannak mutatkozik a bicellaban, ez mit jelenthet a teljes
fehérjében betoltott szerepére nézve? Jelolt hogyan latia a témdahoz kapcsolodoan a jovore
nézve az NMR és a SAXS egymast kiegészito szerepét? Ezen modszerek egyediili vagy egyiittes
alkalmazasa soran milyen esetleges értelmezési csapdakba lehet belefutni?

A sejtmembran egy komplex rendszer, szamos Osszetevd alkotja, Osszetétele kiillonbozik a
prokariota és eukaridta sejtek esetében. Ezért egy jO membranmimetikum kivalasztasa nem
egyszerti feladat. Oldatfazisi NMR spektroszkdpiai mérések tervezésénél tobb szempontot
lehet/kell figyelembe venni: a kettésréteg vastagsagat, gorbiiletét, toltését. Ahhoz, hogy a
vizsgalando fehérjérdl atomi szintli informaciot kapjunk izotrép kozegben célszerti dolgozni.
Ezért a bicellak, reverz micellak, nanodiszkek bizonyulnak j6 valasztasnak. Munkam soran én
elsdsorban a foszfatidil-kolin (PC) alapu bicellakkal dolgoztam, ami olyan tekintetben tiinik jo
vélasztasnak, hogy q = 0,5 hosszl lancu lipid (DMPC) / révid lancu lipid (DHPC) aranynal a
bicella vastagsaga megegyezik a sejtmembran lipid kettOsrétegének vastagsagaval. Konnyen
kivitelezhetd a DMPC részleges helyettesitése DMPG-vel, igy semleges bicella helyett negativ
toltést bicellat kapunk.

Amennyiben egy peptid transzmembran viselkedést mutat a bicelldban, az nagy
valoszintiséggel tényleg transzmembran. A szakirodalomban ennek forditottjat vizsgaltak: az
ion-csatornak és a GPCR rendszerek kapcsan talalunk arra példakat, hogy a rdvid
transzmembran peptid szerkezete nagyon hasonld a membranba &agyazott teljes fehérje
megfeleld régidjanak szerkezetével. (Unnerstale et al, Biophys J, 2009, 48, 5813-5821; Marino
et al, RSC Adyv, 2018, 8, 9858-9870)

A SAXS méréseket biomolekulak esetében leginkdbb fehérjék jellemzésére, giracios sugar
meghatarozasra, durvaszemcsés alakmeghatdrozasra, a rendezetlen fehérjék konformacios
sokasagainak leirdsara alkalmazzak.



Az éltalunk bicellak vizsgalatara hasznalt NMR-SAXS szinergia nem egy szokvanyos eljaras.
Bicelldk SAXS analizise elég ingovanyos talaj, tehat amennyiben sikeriil ezen a teriileten
attorést elérni, akkor egy megbizhatobb modszert tudunk a kutatdk kezébe adni.

Eddigi eredményeink alapjan az NMR spektroszképia 1D *H és transzlacios diffiizios mérések
kiértékelésével informaciodt szolgaltat az effektiv q aranyrdl, a pontos oldatdsszetételrdl és a
bicella méretérél, illetve az is eldonthetd, hogy a peptid és a bicella egyiitt mozog-e. Megfeleld
izotopjeloléseket alkalmazva a peptid bicellaban felvett szerkezete is meghatarozhat6.

A SAXS szorasgorbe a bicella alakjarol tudosit. Mivel kisméretii peptidekkel dolgozunk, és a
peptid:bicella koncentracié arany kicsi, a peptid-bicella rendszer nem irhaté le. Mi annak a
koncepcionak az alapjan dolgoztunk, hogy ha a peptid markans valtozast okoz a bicella
alakjaban, abbol a megfeleld kovetkeztetések levonhatok. Illesztési modellnek a 7.abra alsd
soraban feltlintetett mag-héj modellt valasztottuk, mivel a bicella kettsrétegének (mag) és a
fejcsoportnak (héj) az elektronsiirisége eltérd. a,b,tatb jelolik az axialis és ekvatoridlis
féltengelyeket, illetve az axidlis és ekvatoridlis héj vastagsidgat. Az illesztés sordn ezen
paraméterekben bekdvetkezo valtozasokat figyeljiik.

Bicella +ImM KALP + 1mM melittin
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7. abra: Ugyanazon mintan, ugyanazon koriilmények mellett végzett NMR ¢és SAXS mérések
bicella-peptid rendszerek jellemzésére. Elsé oszlop: szabad PC bicella viselkedése: q=0,5,
[DMPC] = 50 mM, [DHPC] =100 mM; masodik oszlop: PC bicella + ImM KALP; harmadik
oszlop: PC bicella + ImM melittin. Els6 sor: transzlacios diffizios egyiitthatd meghatarozasa
'H NMR mérésekbdl. A jelintenzitas gradiens erdsség szerinti alakulasa: kékkel a mért pontok,
pirossal a Stejskal-Tanner Osszefiiggésre illesztett gorbe. A D értékébdl szamolt Ry
hidrodinamikai sugar értéke. Masodik sor: mért (kék pontok) és illesztett SAXS szorasgorbe.
Harmadik sor: az illesztéshez hasznalt mag-héj modell, és az illesztés soran kapott b értéke.
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A 7. abran lathatdo eredmények azt mutatjdk, hogy az iires PC bicelldhoz képest a
transzmembran KALP modell peptid az NMR mérések soran méretndvekedést mutat, a SAXS
szorasgorbe illesztése pedig az ekvatorialis b tengely novekedését mutatja, ami a hélix bicella
kettds rétegébe valo beépiilését jelenti.

Fontos megjegyezni, hogy itt egyértelmiien bele lehet futni értelmezési csapdakba. A bicella
SAXS moddszerrel torténd leirasa nem problémamentes — és ez az irodalomban sem tisztazott.
Tal sok paramétert kell a modellbe beépiteni, ami a feladatot tGlhatarozotta teszi, igy
Iényegesen eltérd szerkezetek paraméterei is adhatjak ugyanazt a kisérleti gorbét jol leiro
elméleti gorbét. Példaul az oblat és prolat formak szorasgorbéi is csak csekély mértékben térnek
el egymastol. A dilemmabol a kiutat a molekuladinamikai szimulacidk ¢€s a kisérleti SAXS
gorbék dsszehangolt kombinaciodja jelentheti — ilyen iranyu vizsgalataink folyamatban vannak.

Budapest, 2023. 03.009. Bodor Andrea, PhD.Habil.
egyetemi docens
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