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Roviditésjegyzék

CAN cérium-ammonium-nitrat

CD Circular Dichroism; cirkularis dikroizmus

BASEREX BAnNd-SElective REfocusing on the X-nuclei; savszelektiv refokuszalas
X-magon

BASHD BAnNd-Selective Homonuclear Decoupling; savszelektiv homonuklearis
lecsatolas

BIRD Bllinear Rotation Decoupling; bilinearis forgatasi lecsatolas

BEST Band-selective Excitation Short Transient; savszelektiv gerjesztd rovid tranziens

BIP Broadband Inversion Pulse; szélessavu invertalo pulzus

BURBOP Broadband Universal Rotations by Optimized Pulses; szélessava univerzalis
rotacios optimalt pulzusok

BURP Band-selective, Uniform response, Pure-phase Pulse; savszelektiv, egyenletes,
tiszta fazisu pulzus

BSA Bovine Serum Albumin; szarvasmarha szérum albumin

COSY Correlation SpectroscopY; korrelacios spektroszkopia

CLEANEX Clean Chemical Exchange; tiszta kémiai csere

CPMG Carr-Purcell-Meiboom-Gill

DHPC 1,2- dihexanoil-sn-glicero-3-foszfokolin

DLC Dynein Light Chain; dinein konnytilanc

DLS Dynamic Light Scattering; dinamikus fényszoras

DMPC 1,2- dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfokolin

DMPG 1,2- dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfo-(1’-rac glicerol)

DOSY Diffusion Ordered SpectroscopY, diffaziokontrollalt spektroszkopia

DSS 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsav

dUuTP dezoxi-uracil-trifoszfat

dUPNPP a, B-imido-dezoxi-uracil-trifoszfat

dTTP dezoxi-timin-trifoszfat

GVL y-valerolakton

GTP guanin-trifoszfat

GDP guanin-difoszfat



dc_1980 21

GMP guanin-monofoszfat

HOBS HOmodecoupled Band-Selective; savszelektiv homonuklearis lecsatolas

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Correlation; heteronuklearis tobbkvantum
korrelacio

HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation; heteronuklearis egykvantum
korrelacio

FID Free Induction Decay; szabad lecsengési jel

Gdn guanidinium

IDP/IDR Intrinsically Disordered Proteins/Intrinsically Disordered Regions

rendezetlen fehérje/fehérje szakasz

IPTG izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid

IR InfraRed; infravoros

ITC Isothermal Titration Calorimetry; izotermalis titralasos kalorimetria
MS Mass Spectrometry; tomegspektrometria

NMII Non-muscle Miozin I1; nem-izom miozin Il

NMR Nuclear Magnetic Resonance; magneses magrezonancia

NOESY Nuclear OvErhauser SpectroscopY; mag Overhauser hatas spektroszkopia
NUS Non Uniform Sampling; nem linearis mintavételezés

PGSE Pulsed Gradient Spin Echo; térgradiens spin ekho

PFG Pulsed Field Gradient; térgradiens impulzus

PDB Protein Data Bank; fehérje adatbazis

PPI Protein-Protein Interaction; fehérje-fehérje kolesonhatas

PSYCHE Pure Shift Yielded by CHirp Excitation; Chirp impulzusok altal 1étrehozott
valddi/tiszta kémiai eltolodas

SASA Solvent Accessible Surface Area; oldoszernek kitett felszin teriilete
SAXS Small Angle X-ray Scattering; kisszogii Rontgen szoras
SEC Size Exclusion Chromatography; méretkizaradsos kromatografia

SHACA Selective HA — CA correlation; szelektiv HA-CA korrelacid

SLS Static Light Scattering; statikus fényszoras

TAD TransActivation Domain; transzaktivaciés domén

THF tetrahidrofuran

TOCSY Total Correlation SpectroscopY’; total korelacios spektroszkopia

Vi
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TPPP/p25  Tubulin Polymerization Promoting Protein 25; tubulin polimerizacidt segité
fehérje

SCS Secondary Chemical Shift; masodlagos kémiai eltolodas

SOFAST band-Selective Optimized-Flip-Angle Short Transient; savszelektiv optimalt
billenés szogil rovid tranziens

STD Saturation Transfer Difference; telitésatvitel kiilonbség

VIl
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1. Bevezetés

A magneses magrezonancia, vagy NMR (Nuclear Magnetic Resonance) spektroszkopia
napjainkra szamos tudomanyteriileten elterjedt technikava nétte ki magat. A kezdeti fizikai,
szerves kémiai alkalmazasokon til fontos eszkoze lett szerkezeti bioldgiai, gyogyszeripari
kutatasoknak, és egyarant jelen van kornyezetkémiai, élelmiszeripari, minéség-ellendrzési
alkalmazasokban is. Minden teriileten a megfelelden megvalasztott mérési modszer, annak
bedllitasa, fejlesztése, és az eredmények szakszerti kiértékelése mar 6nmagaban is nagy
feladatot jelent, ahol a legjobb valasz megtalalasahoz sziikség van az NMR spektroszkdpus
szakértelemére.

A természettudomanyos kutatasok fontos mérfoldkovei kozé tartozik a biologiai
rendszerek miikodésének, a betegségek kialakulasanak megértése; lehetséges gyogymodok
keresése; hatdéanyag molekuldk tesztelése. A modern gyogyszerkutatds f6 irdnya a célzott
terapia, melynek leggyakoribb gyogyszercélpontjai a fehérjék. A klasszikus globularis
rendszerek mellett ma mar a figyelem a masodlagos, harmadlagos szerkezettel nem biro
rendezetlen fehérjék (IDP — Intrinsically Disordered Protein) fele is iranyul. Mindezen
biomolekulak jellemzése in vitro koriilmények mellett elengedhetetlen, és az NMR
spektroszkopianak ezen a téren kiemelt szerep jut. A modszer lehetéségeit tekintve két modon
is tud informdciot szolgaltatni: globdlisan jellemzi a teljes molekulat — példaul a hidrodinamikai
paramétereken keresztiil, és lokdlisan atomi szinten jellemzi az adott kdrnyezetet. Ez utobbi
jelenti a nagy eldnyét, hiszen az oldatfazisii mérések nem csak szerkezeti szempontbo6l, de
dinamikailag, az oldatbeli mozgasok elemzésével is képes a rendszer leirasat szolgaltatni. Az
igy kapott informaciok kozelebb visznek a fehérje miikodésének megértéséhez ¢és
kulcsfontossag ismeretek a fehérje-kismolekula, fehérje-fehérje, illetve fehérje-membran
kolesonhatasok jellemzése szempontjabol. A felsorolt jellemzdk mindenikéhez sikertilt sajat
eredményeink alapjan altalanos érvényll megfogalmazasokat tenni, mérési technikakat
fejleszteni, illetve konkrét betegségekben kiemelt szerepet jatszo fehérjék jellemzését
elvégezni.

Mindemellett napjaink égetd kérdései kozé tartozik a fosszilis lizemanyagok
helyettesitése és a kornyezetszennyezés csokkentése is. Nagy er6feszitéseket tesznek
megoldasok keresésére, melyek soran az alapkutatasoknak is kitiintetett szerep jut. A komplex
kérdéskorok megvalaszolasa ebben az esetben sem korlatozodik feltétleniil egy tudomanyag
kutatdsi terliletére. A biomassza atalakitasdnak lehetdségeit megfeleld modellvegyiiletek
hasznalatdval, laboratoriumi koriilmények kozott, NMR mérésekkel aldtdmasztott atomi szintii
jellemzéssel lehet vizsgalni. A ,,z0ldebb” oldoszerek keresése és bevezetése esetén 1ényeges
szempont, hogy a kémiai reakciok lejatszoddsa a szokédsos oldoszerekben tanusitott
viselkedéssel azonos legyen. A reakciok mechanizmusanak leirdsdhoz ismerni kell a képzddott
intermediereket, a katalizator szerepét, hiszen ezen tudds birtokaban lehet hatékonyabba
alakitani a rendszereket. Ilyen tipusu kérdésekben, amint azt kutatasainkban ald is tdmasztottuk,
a nem szokvanyos NMR spektroszkdpiai modszerek szintén kiemelt szerepet jatszhatnak.
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E dolgozat célja az NMR spektroszkdpia szerteagazo, altalanossagban és rendszer
specifikusan alkalmazott kutatasainknak a bemutatasa. Ennek tiikkrében az eredményeket az
alabbi csoportositasban targyalom: (1) a globalis paraméterek alkalmazhatosaga; (2) Gj mérési
megkozelitések, pulzus szekvencidk bevezetése, elsésorban IDP rendszerek fiziologias
koriilmények melletti jellemzésére; (3) adott fehérje viselkedésének megismerése, fehérje-
fehérje, fehérje-peptid kolcsonhatasok leirasa mindkét partner szemszogébdl, kinetikai
vizsgalatok; (4) membranmimetikumok, peptid-bicella rendszerek jellemzése; (5) kornyezeti
¢s ipari szempontbol fontos kémiai reakcidk vizsgalata.

A bemutatott eredmények alapjaul az irodalomjegyzék elején felsorolt 18 publikacio
szolgalt, a kapcsolodd publikaciok nagyrésze is a felsorolt csoportositas valamelyikéhez
szorosan flizédik. Minden kozlemény egy csapatmunka eredménye, €s az értekezésben a sajat
hozzajarulasom igyekszem ismertetni.
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2. Szakirodalmi attekintés
2.1. Az NMR spektroszkopiai mérések kivalasztasa

A molekuldk oldatfazisu, atomi szintli szerkezeti és dinamikai jellemzésére mara mar
az NMR spektroszkopiai modszerek bd tarhaza all rendelkezésre. A kutatd a
programkonyvtarakban szerepld tobbszaz pulzusszekvencia koziil valaszthat, donthet arrél,
hogy a kémiai/biokémiai rendszer megfejtésre vard kérdéseire valaszolva a molekula
Osszetételében eldfordulo mely NMR aktiv magokat vizsgalja, hany dimenzios mérés
kiértékelésének eredménye hozza majd meg a kivant eredményt, és milyen magot érdemes
detektalnia, milyen beallitasok mellett. A célhoz tobb ut is vezethet, amiben a személyes
tapasztalat, s6t, az izlés is szerepet jatszik.

Az elmult évtizedekben 16 NMR aktiv mag mérésén keresztiil szamos kismolekula és
fehérje NMR spektroszkdpiai vizsgalatat végeztem el. A 2.1. tablazatban csak azon négy NMR
aktiv mag jellemz6it ismertetem, amelyekhez a jelen disszertdcidban foglalt kérdéskorok
tanulmanyozésa soran sor kertilt.

2.1. tablazat. A leggyakrabban mért NMR aktiv magok tulajdonsagai

NMR aktiv | Természetes Giromagneses
mag eléfordulas (%) egyiitthato
(10" radT"1s?)
H 1/2 99,98 26,7519
3¢ 1/2 1,108 6,7283
N 1/2 0,365 -2,712
s1p 1/2 100,00 10,841

Az 1D H trividlis mérés, minden rendszerrdl ez az elsé felvétel, ami késziil. Mig
kismolekuldknal mar gazdagon szolgéltat informaciot, nagymolekuldkndl egy kevésbé
informativ kvalitativ képet kapunk. Amennyiben nem az atomi informacié meghatarozasa a tét,
akkor a kémiai rendszer egészét jellemzd globdlis paraméter, a D transzlacios diffuizios
egyltthatd meghatarozasara szolgaltat lehetéséget. A megfeleld6 NMR mérés a gradiens spin
echo (PGSE) alapkisérlet, amelynek tovabbfejlesztett valtozatait széleskortien alkalmazzak kis
¢és nagymolekulak jellemzésére egyarant. (Cohen 2005, Dixon 1999, Evans 2020, Johnson
1999) A mérés és a kiértékelés mar 1965 oOta ismert, adott rezonanciajel intenzitasanak
valtozasat kovetjik leginkabb a gradiens erdsség fliggvényében. A kiértékelés kapcsan az
irodalomban kiilonb6z6 megkdzelitéseket hasznalnak. Egyik eljaras szerint a Stejskal Tanner
Osszefliggés (Stejskal 1965) illesztése szolgaltatja D értékét (2.1. egyenlet):

I = Iyexp[—konst -y286%g*D(A — §/3] (2.1)

ahol I, 1o — a kivalasztott rezonanciajel/tartomany adott g gradiens erdsségnél, illetve a valasztott
legkisebb értéknél; 6 — a gradiens impulzus hossza, A — a diffiziés id6; y — a mért mag
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giromagneses egyltitthatoja és konst a méréfejre meghatarozott allandé. Ez a kiértékelés pontos
eredményt szolgaltat, de akkor érdemes hasznalni, ha egy, maximum két komponensii rendszert
vizsgalunk, ez utdbbi esetben két D értékre torténik az illesztés. Amennyiben tobb komponensi
az oldat, ugy az inverz-Laplace transzformacion alapulo DOSY -kiértékeléshez kell folyamodni.
Az eredmény egy két-dimenzios tdbla, ami ranézésre egy NMR , kromatogram”, ugyanis a
kiilonb6zé méretli molekuldk a rajuk jellemzoé diffuzidos egyiitthatd értékének megfeleld
frontvonalakat képeznek. A meghatarozas hatranya, hogy adatfeldolgozés soran adott esetben
a hiba nagyobb, mint a Stejskal-Tanner médszernél. Erdemes megjegyezni, hogy erre a 2D
abrazolasra szokott a szakirodalom DOSY-ként hivatkozni, viszont €2 nem egy mas mérési
modszer, hanem ugyanazon pulzusszekvenciat alkalmazé mérés egyik kiértékelési modja
(Antalek 2002).

Az igy meghatdrozott D transzlacios diffuzids egyiitthatd és az M molekulatomeg
viszonyat a Stokes-Einstein (2.2.) egyenlet irja le:

kT _ KT ATpetNay1/ p,—1

- 6117};er= 6:771’( psff A) /3M /s (2.2)
ahol ks — a Boltzmann allando, T — hdmérséklet, n — a kozeg viszkozitasa, rq — a latszolagos
hidrodinamikai sugar, peff — a molekula effektiv stirlisége, Na - az Avogadro szam, f — korrekcios
faktorokat tomoritd paraméter.

A Stokes-Einstein egyenlet nagy népszerliségnek orvend, am gyakran alkalmazzak
olyan esetekben is, amikor a feltételek nem teljesiilnek, igy az irodalomban talalhaté értékeknél
érdemes utdnanézni, mennyire koriiltekintden tortént a meghatarozas. Ugyanis az dsszefiiggést
tehat a molekula alakjat €s a kozeg kontinuum jellegét is meg kell vizsgalni. A gdombalak
megkozelités fehérjék, membranmimetikumok vizsgalatanal nem mindig helytallo, ezekben az
esetekben empirikus uton meghatarozott, vagy kiilonféle alakzatra kiszamolt faiak korrekciokat
lehet alkalmazni (Cantor 1980). Ugyanakkor azonos molekulatomegii fehérje eltéré
hidrodinamikai paraméterekkel rendelkezik, attol fliggden, hogy meghatarozott szerkezeti,
felig letekeredett allapotban van, vagy rendezetlen. Az olddszer hatdsdt magéban foglald
korrekciot tobb kozegben is vizsgaltak, a Gierer-Wirtz egyenlet alapjan az oldott molekula
mérete és az oldoszer mérete kozotti eltérésbdl szarmaztathatd egy fs jarulék (Evans 2018,
Evans 2013). A felsorolt paraméterek pontos értékének ismerete szinte lehetetlen, ezért a
figyelem inkabb az empirikus egyenletek meghatarozasa fele iranyult. Mondhatnank, cseberbdl
vederbe jutottunk, ugyanis a kiilonbozé technikak (SAXS, NMR, SEC, DLS) alapjan,
kiilonboz6é koriilmények kozott meghatarozott D értékeket korrelaltattak legtobb esetben a
latszolagos hidrodinamikai sugér ry értékekkel, értelemszertien minden korrekciot mellézve
(Marsh 2010, Uversky 2012, Wilkins 1999). A D-M empirikus egyenletek ritkabbak, és
hianyossaguk, hogy vagy hasonldé aminosavszekvenciaju rovid fehérjeszakaszokra hataroztak
meg 6ket, vagy csak néhany globularis rendszert elemeztek (Danielsson 2002, Groves 2004).

A leirtakbol kitlinik, hogy a transzlacids diffizids egyiitthatora vonatkoz6 kérdéskor
meghatarozast, kiértékelést, de alkalmazast tekintve is kissé ingovanyos talaj. Szisztematikus
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vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy legaldbb egy bizonyos részteriileten nagyobb
biztonsaggal lehessen eligazodni. Az NMR modszerekre alapozva ezen lr egy részének a
potlasara vallalkoztam.

Az NMR spektroszkopia erdssége viszont a lokdlis paraméterekbol, az atomi
kornyezetekrdl kapott informédcid. A fehérjék alkotoelemei koziil a *H, *C, N atomokat
szokas mérni, ezek koziil legfontosabbak a peptidgerinc és az oldallanc o és B helyzetii H, 1*C
atomjai. Az NMR aktiv 13C, °N koérnyezetek kis természetbeni eléforduldsa miatt a tipikusan
uM-mM toménységben elérhetd fehérjék jellemzése izotopjelolt formaban torténik.

A globularis, szerkezettel biro fehérjék atomi szinti tanulmanyozéasara szamos, mara
mar klasszikussa valt NMR spektroszkopiai megkozelités all rendelkezésre (Batta 2018, Bertini
2012). Ezek foleg *HN-detektalason alapulé technikdk, ahol a jelazonositas alapja a 2D *H,"*N
korrelacios (intra-molekularis Hi-Ni) mérés, amit széleskorben hasznalnak koélcsonhatasok,
biologiai jelenségek kovetéséhez is. Ahhoz, hogy a mérési id6t jelentésen csokkenteni tudjuk,
¢s igy akar gyorsan lejatsz6do folyamatokat is kovethessiink a szelektiv és kis szamu impulzust
tartalmaz6 SOFAST-HMQC (Schanda 2005) és BEST-HSQC mérések a legkedveltebbek
(Brutscher 2017). A jelazonositas féleg id6ben bomlékony fehérje esetében célszeriibben
oldhato meg a BEST-tipusti 3D (HNCA, HNCACB, HNCO, stb.) mérések segitségével (Lescop
2007). A mérési idé a NUS nem-linearis mintavételezés alkalmazasaval tovabb csokkenthetd,
azzal a kitétellel, hogy ebben az esetben a nyers adatok processzaldsa igényel tobb iddt és
tapasztalatot (Gotowicz 2020, Rao Kakita 2018). A nagyobb (4D, 5D, 6D, ...) dimenzionalitasa
mérések esetében viszont a NUS elengedhetetlen kellék. Egy jelaszignaciot eredményezé
impozéns - de kitanuldsat és rutinszerii sikeres alkalmazasat tekintve szerintem iddigényes -
modszer az APSY-NMR megkozelités (Hiller 2005). Ez a rovid felsorolas is tiikrozi, hogy
rendelkezésre all jonéhany lehetdség, ami a globularis fehérjék jelazonositasat segiti.

A masodlagos, harmadlagos szerkezettel nem rendelkez6 un. rendezetlen fehérjék és
fehérje szakaszok esetében ezek a modszerek nem mindig vezetnek eredményre, foleg, ha
fiziologias koriilmények mellett szeretnénk dolgozni. Szobahdémérsékleten és fiziologias pH-n
a gerinc -NH- protonok olddszer protonjaival torténé cserefolyamata kovetkeztében a 2D
'H,°N korrelacios mérésben a keresztcsticsok gyakran detektalasi hatar ala szélesednek, igy a
jelazonositas elvégzéséhez mas megoldasok utan kell nézni. A metodikai fejlesztések egy
elegans csoportjat a 13C detektalt mérések alkotjak (Bermel 2012, Bermel 2008, Felli 2015,
Felli 2021), melyeknek alapmérése a 2D CON (inter-molekularis COi-N"i.; korrelacié). Annak
ellenére, hogy nagyon jo a jeldiszperzio (a CO tartomany 10-15ppm széles) és az amidproton
hianyaban az 'HN- tipusti mérésekben nem detektalhaté prolinok itt megjelennek; a mérések
érzékenysége kicsi, féleg, ha nem dedikalt, 13C érzékenyitett méréfejekkel dolgozunk. Ilyen
viszont vilagviszonylatban is csak 1-2 helyen all rendelkezésre. Mésik megoldast a szintén jo
felbontasu, de ugyancsak érzékenységi problémakkal terhelt N detektalt mérések jelentik
(Chhabra 2018, Gal 2011, Gibbs 2018). Ha egy NMR mérés érzékenységét probaljuk
értelmezni, akkor az aranyos a yiyq>2 szorzattal, ahol yi azon mag giromégneses egyiitthatoja,
amir6l a magnesezettséget inditjuk, y¢ pedig azé, amin a magnesezettséget detektaljuk.
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Feltételezve, hogy a magnesezettség *H-rél indul, akkor egy H detektalt mérés érzékenysége
idealis koriillmények mellett ~8x nagyobb, mint a $3C-; és ~31x nagyobb, mint a °N-detektalt
mérés érzékenysége. Ennek alapjan nyugodtan kijelenthetjiik, hogy érdemes H detektalt
modszerekben gondolkodni, és ha a *HN detektalas nem jarhaté ut, akkor az *H* tartomanyban
kéne probalkozni. Ilyen tipustt mérések ismertek, (Kanelis 2000, Mantylahti 2010, Mantylahti
2011, Wong 2020) de kevéssé elterjedtek. Ami a hattérbe szoritast eredményezte, az egyfeldl a
Ha eltolodasokhoz (3,9-4,8 ppm) kozel esé nagy vizjel jelenléte - hacsak nem D20 kozegben
dolgozunk -, illetve a nagy jelszélességek és a gyors relaxacio. Valo igaz, hogy a nagyobb
globularis fehérjéknél kevesebb sikerrel lehet ezeket a méréseket futtatni, am a mobilis,
rendezetlen fehérjék kedvezd relaxacios tulajdonsagaik és keskeny jeleik miatt kivételt
képezhetnek, féleg, ha sikeriil az izotopjelolt molekulakban a kiterjedt homo- és heteronuklearis
csatolasokat megsziintetni.

A spektrumok egyszertisitése, a kiilonféle lecsatolési technikak tokéletesitése régota az
NMR spektroszkopiai kutatdsok targyat képezi. Az adatgytljtési (akvizicios) id6é alatti
heteronukledris lecsatolds nagyterli késziilékeken a jol bevalt kompozit impulzusok
segitségével torténik (Levitt 1983, Schilling 2014). A homonuklearis lecsatolas megvalositasa
nagyobb koriiltekintést igényel, amikor a szabad lecsengési jelet (FID) nem a megszokott
folyamatos modon, hanem darabokban (chunks) detektaljuk. A rendelkezésre all6 technikék két
csoportra oszthatok: az interferogram tipusu, illetve a valos idejii technikakra (Castanar 2015).
A homonuklearis lecsatolas szekvencidja egy szelektiv inverzios elemet tartalmaz, mely vagy
szélessavu, vagy savszelektiv lecsatolast eredményez. A Zangger-Stark (Zangger 1997) vagy a
PSYCHE (Foroozandeh 2014) alapu szélessavu megkozelitések lényeges érzékenység
nem célravezetd. Az izotop szelektivitast kihasznalo szélessava BIRD inverzios elem beépitése
a természetes izotopeloszlasti mintdkban a kis mennyiségben jelen levd 3C izotop jelenléte
miatt lesz kis érzékenységii; masfeldl ez az eljaras *C izotopjeldlt molekuldkra nem miikddik
(Aguilar 2011, Garbow 1982). A savszelektiv lecsatolason alapulo HOBS (Castafiar 2013) és
BASH (Ying 2014) technikak esetében nincs érzékenység csokkenés, s6t, bizonyos esetekben
jel/zaj novekedés is tapasztalhatd. A biologiai °N/C jelslt mintak esetében arra fokuszaltam,
milyen megoldast lehet talalni ahhoz, hogy a spektrum egyszertiisitése megvaldsuljon.

A sikeres kiértékelés érdekében a tapasztalat azt mutatja, hogy érdemes a kiilonb6z6
technikakat 6tvozni, a ,,mit lehet mérni?”’-t maga a fehérje rendszer is befolyasolja, és a
globularis fehérjékre kifejlesztett méréseket bizonyos kisérleti koriilmények mellett IDPk
esetében hasznaljuk. Az éltalam alkalmazott méréstechnikai megoldasokat a kisérleti részben
kertilnek targyaldsra.

Tovabb elemezve a 2.1. tablazatot, kitiinik, hogy a 3'P atommag kénnyen mérhetd, és
mar az 1D spektrum is rovid idé alatt informéciot szolgaltat. Amig a 'H spektrumok mérése
teljesen trivialis, 3P méréseket korlatozottabban alkalmaznak. Bioldgiai alkalmazisuk
els6sorban az RNS kutatasok fokuszat képezi (Fiirtig 2003), viszont szdmos egy¢éb alkalmazésa
is lehetséges, amik kevésbé keriiltek a koztudatba. Igy példaul a membranmimetikum micelldk
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¢és bicellak tanulmanyozasanal jol jellemezheté a foszfatidil-kolin fejcsoport foszfor
kornyezetének a viselkedése (Glover 2001, Laguerre 2016, Triba 2005). A valtozé hosszisagi
acillanc kiilonb6z6 kémiai eltolodast foszfor kdrnyezeteket eredményez, melyek jelszélessége,
relaxacios tulajdonsagai mind kiaknazhatok (Biverstdhl 2009, Dudéas 2020b). Tovabba a
nukleozid foszfatok hidrolizise szamos biologiai folyamatban (jelatvitel, DNS szintézis,
anyagcsere) (Kldhn 2006) jatszik szerepet. Ezeket a reakciokat kiilonféle rendszerek esetében
behatéan tanulmanyoztdk, mégis olyan lényeges kérdések, mint a reakcio utvonal részletes
atomi szint{i jellemzése vagy mechanisztikus leirasa sok enzimreakci6 esetében hidnyos. A 3!P
mérés segitségével mar kis mennyiségben jelen lev6 nukleozid foszfat hidrolizise is egyszeriien
monitorozhato. A foszfation koordinaciés kémiai tulajdonsagait tekintve a kation - tipikusan
Mg?* - koordinaciojanak koszonhetéen a 3P kérnyezet és ennek kémiai eltolodasai jelentsen
megvaltoznak, igy a fémion hatasdnak és szerepének vizsgalatira is lehetdség van. A
kutatdsaim soran ezeket a koordinacids kémiaban megszokott alkalmazasokat a dUTP Mason-
Pfizer majom retrovirus (MPVM) dUTPaz jelenlétében torténd hidrolizis feltérképezésére
hasznéltam, a teljes kép pedig tobb modszer: 1P NMR, krisztallografia, tomegspektrometria és
molekulamodellezés egylittesébdl alakult ki (Barabas 2013). Hasonlo kérdéseket boncolgattam
az agy-specifikus tubulin polimerizaciot segitd TPPP/p25 fehérje kapcsan, olyan szempontbol,
hogy a GTP kot6dés hatasara bekovetkezik-e nukleotid hidrolizis (Zotter 2011a, Zotter 2011b).
Az egyszert, analitikus szemmel elvégzett foszformérés fontossagat a nyomnyi mennyiségben
képz6dd pirofoszfat detektalasara is felhasznaltam (Képird 2012). Nem utolsésorban, a
kvantitativ analitikai meghatarozds konnyli kivitelezhetOséget tiikrozi az {ditdital
foszfortartalmanak meghatarozasat célzo, hallgatdi gyakorlatra altalam kifejlesztett mérés is.

2.2. Rendezetlen fehérjék/fehérje szakaszok és globularis kolcsonhaté partnereik

A rendezetlen fehérjék és fehérje szakaszok (IDP/IDR) olyan biologiai rendszerek,
melyek - a globularis rendszerektdl eltéréen - nem rendelkeznek meghatarozott masodlagos,
harmadlagos szerkezettel, hanem szerkezeti sokasagok halmazaként irhatok le (Tompa 2002,
Uversky 2002, Uversky 2020, Uversky 2012a, Uversky 2012b, Uversky 2000). A
rendezetlenség az aminosav szekvenciaban kodolt, a globularis rendszerektdl eltéréen az IDPk
Osszetételében gyakoriak a toltéssel rendelkezd és hidrofil aminosavak, és hidnyzanak, vagy
alulreprezentaltak a szerkezeti mag kialakitasaért felelés hidrofob aminosavak (Bodor 2021,
Theillet 2013). Jellegzetességiik, hogy sok ,,szerkezettér6” prolint tartalmaznak, és ebben az
esetben a cisz/transz izomerekkel is szamolni kell. A konformacios flexibilitasnak
koszonhetden szdmos célponthoz tudnak kotddni. Sok esetben a kdlesonhatés kovetkeztében a
,disorder-to-order”, azaz rendezetlen — rendezett atmenet valosul meg, azaz a rendezetlen
szakaszban kotott allapotban stabil szerkezeti elemek alakulnak ki (Feng 2009, Lee 2010). Az
elmult évtizedekben fény deriilt arra is, hogy a rendezetlen fehérjék szadmos bioldgiai folyamat
kulcsszereploi. Meghatdrozd szerepet jatszanak egyes neurodegenerativ betegségek
kialakulasaban, igy az a-szinuklein a Parkinsson korral, a tau fehérje az Alzheimer korral
hozhat6 kapcsolatba (Busche 2020, Igbal 2010, Marsh 2006, Meade 2019). A p53
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transzaktivacios doménjének koéros muikodése a sejtciklus és apoptozis szabalyozasaval
daganatos betegségek (karcinomak, szarkomak) kialakulasahoz vezethet (Olivier 2003, Saha
2015). A cisz/transz prolin konformacids egyenstly kiemelt szerepére tOobbszor — is
ravilagitottak: az ATR fehérje Pro429 kornyezete szabalyozo funkciot lat a DNS karosito
folyamatokban (Hilton 2015, Makinwa 2020), a BMAL TAD fehérje Pro625 cisz/transz
atalakulasa pedig a cirkadian ritmus szabalyozasaban fontos (Gustafson 2017). Az adott prolin
konformacio6 tovabbi jelentdséggel bir, amennyiben valamilyen poszttranszlacids — elsésorban
foszforilacios — hely kozvetlen szomszédsagaban taldlhat6. A foszforilacio a Ser/Thr
aminosavakat érinti, és a kialakult pSer/pThr oldallanca tartalmazza a foszfat csoportot, ami a
kisérleti pH értéknek megfelelden protonalt, ez semleges, fiziologias koriilmények kozott
leginkabb HPO4™. A prolin iranyitotta foszforilacié elsésorban a cisztauozisban kiemelt, ahol a
pSer/pThr-Pro prolil kotés a cisz-Pro izomer kialakulasat vonja maga utan (Nakamura 2012).
Ugyanakkor altalanossagban elmondhato, hogy kiemelt fontossaggal bir annak feltérképezése,
hogy a foszforilacié soran bekovetkezd valtozasok mennyire befolydsoljak a fehérje
mikddését, vagy a partnerekkel vald kdlcsonhatasokat.

Mindezek fényében lathatd, hogy az IDPk szerkezeti hajlamainak, dinamikai
viselkedésének, a kialakult izomerek oldatbeli eloszlasanak ismerete, és a partnerekkel valo
kolesonhatdsok leirasa elengedhetetlen a bioldgiai funkcioban betoltott szerepilik megértésében.
Teszik/tessziik ezt olyan elgondolasbdl is, hogy fokuszba keriilt a rendezetlen fehérjék
potencialis gydgyszerhatéanyag célpontokként torténd alkalmazasa, az un. ,rendezetlenség
alapt hatdanyag tervezés” (disorder based drug design) (Ambadipudi 2016, Neira 2017). Ezen
mobilis rendszerek atomi szintli tanulmanyozasara a krisztallografia és a krio-EM technika nem
igazan alkalmasak, igy az NMR spektroszkopiai modszerek tudnak a feltett kérdésekre
valaszokat adni.

Az elmult évek sordn tobb rendezetlen és globularis fehérje NMR spektroszkopiai
vizsgalataval foglalkoztam. A behatobban tanulmanyozott rendezetlen fehérjék/fehérje
szakaszok ko6z¢é tartozik a pS3TAD (60aa) (Bodor 2020, Dudas 2020a, Sebak 2022); a miozin
lla (45aa) (Palfy 2016) a miozin Va (24aa) (Bodor 2014, Hodi 2006) a TPPP25 terminalis
szakaszai (Zotter 2011a, Zotter 2011b) MAPK, RSK linearis motivumok (Alexa 2015, Gogl
2018); a DF31 (Szollosi 2008) és az a-szinukelin (Bodor 2020). Tébb esetben ezek a régiok
globularis fehérjekkel vald kolcsonhatasanak leirdsa is a kutatas fokuszat képviselte. A vizsgalt
partnerek koziil kiemelkedik két homodimer: az S100A4 (Biri-Kovacs 2017, Duelli 2014,
Ecsédi 2018, Palfy 2016) és a dinein konnyl lanc (DLC) (Bodor 2014, Hodi 2006). A
kovetkezOkben csak az eredmények soran leginkabb érintett fehérjék bioldgiai jellemvonasait
mutatom be.

2.2.1. A p53TAD

A ,,genom 6rzdjének” is tituldlt human, tumorszuppresszor p53 fehérje kulcsfontossagu
szerepld a sejtciklus szabalyozasban, az apoptozisban és a DNS javitd mechanizmusokban
(Bulavin 1999, Kruse 2009, Oda 2000). A 393 aminosav hossza fehérje homotetramer
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szerkezetli, ahol egy monomer felépitése: az N-terminalis transzaktivacios domén (TAD), a
prolin-gazdag régi6é (PRR), a DNS-k6té domén (DBD), a nuklearis lokalizacios szignal (NLS)
szakasz, a tetramerizacios domén (TET) és a C-terminalis szabalyoz6 domén (REG) (lasd 2.1.
abra).

1 60 393

| TAD1 TAD2 [ DBD NLs | TET | REG

99 0 99

GS MEEPQ SDPSV EPPLS QETFS DLWKL LPENN VLSPL PSQAM DDLML SPDDI EQWFT EDPGP
101 10 20 30 40 50 60

2.1. abra: A p53 fehérje monomer lancanak felépitése, kiemelve az 1-60 régié aminosavszekvencidja. A
foszforilacios helyek kékkel jeloltek, a prolinok pirosbetiisek. Az N terminalis végen talalhatd -1,0 jelolést
aminosavak klonozasi termékek.

Kutatasaim fokuszaban a 60 aminosav hossziisagi N-terminalis TAD domén all, ami
tovabbi két szakaszra oszthatd: a TADI (1-41) és a TAD2 (42-60) szubdoménekre (Raj 2017).
A TAD funkcidjanak betdltésében fontos szerep jut a szerkezeti heterogenitasnak, igy szamos
interakcids partnere van, melyek koziil a legismertebbek a transzkripcios adapter CBP és a p300
tobb doménje, a DNS-replikacidt szabalyoz6 human replikacidos A fehérje hRAPA70, a
széleskorlien vizsgalt MDM2 ubikvitin ligdz, az adenovirus EIB, és az S100 fehérjék
(Fernandez-Fernandez 2005, Leiter 1996, Momand 1992, Scolnick 1997, Van Dieck 2009).

A TAD régié szerkezeti és dinamikai tulajdonsdgait NMR spektroszkopiai és
fluoreszcens technikakkal is tanulmanyoztak, egybehangzo kovetkeztetésként megallapitva,
hogy bar dsszességében rendezetlen, vannak naszcens helikalis hajlamot mutaté szakaszok (Lee
2000, Lum 2012). ElsOsorban ezekre a régiokra jellemzd, hogy a célfehérjékkel vald
kolcsonhatas kovetkeztében rendezetlen — rendezett atalakulast szenvednek és valtozo
hosszsagu amfipatikus hélix szerkezetet vesznek fel. Kotott allapotban levé TAD szakaszok
dinamikai viselkedésére kevés irodalmi adatot taldlunk, a CBP TAZ1- és TAD2-doménjével és
a hRAP70-nel alkotott komplexek esetében végeztek ilyen vizsgalatokat (Krois 2016, Vise
2005). Am kimutathatd, hogy kotott allapotban is megmarad a TAD szakasz jelentds
flexibilitasa, igy az un. ,,bolyhos” (fuzzy) komplexek k6zé sorolhatjuk ¢ket (Fuxreiter 2018,
Miskei 2017, Tompa 2008). Kutatasaim soran a metasztazisban szerepet jatszo S100A4 fehérje
és pS3TADY® kolcsonhatasat vizsgaltam, mindkét partner szemszogébdl szerkezeti és
dinamikai szempontbdl is jellemezve a kialakult komplexet (Dudas 2020a).

A 2.1. abran is kiemeltem, hogy a p53TAD®° 10 prolin kdrnyezetet tartalmaz. Hianyos
ismereteink vannak arrél, vajon ezek a kdrnyezetek milyen izomer format vesznek fel, esetleg
detektalhato-e cisz/transz- prolin egyensuly? A kiilonféle izomerek kiilonféle biologiai funkciot
latnak el, igy példaul a cisz-Pro27 jelenléte csokkenti a pS3TAD - MDM2 komplex stabilitasat
(Zhan 2015), a cisz-Pro47 pedig a BAX fehérje aktivalasaban jatszik szerepet (Follis 2015).
Annak eldontésére, hogy melyik izomer keletkezik, altaldban prolin analégokat hasznélnak,
ami teljesen eltolja az egyensilyt az egyik izomer irAnyaba. A cisz/transz izomerizacié 103-10"
2 s idéskalaju folyamat, igy az NMR spektrumban a prolinok és kdzvetlen kornyezetiikben
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levé szomszédaik esetében minor jelek detektalhatok. A minorok azonositasa nem trivialis, az
X-Pro-Y, vagy X-Pro-Pro kornyezetek szekvencialis jelaszignaldsa nem mindig egyértelmii,
ahogy az sem, hogy milyen izomerhez tartoznak. Az izomerforma egyértelmii eldontését a Cp3-
Cy kémiai eltolodasok kiilonbsége szolgaltatja, &m ehhez megfeleld érzékenységii, esetleg
prolin-szelektiv mérésekre van sziikség. Munkamban ilyen kérdések megvalaszolasara is
torekedtem, és a metodikai fejlesztést illetden a pS3TAD esetén tulmenden tagabb értelemben
is kerestem a megoldast.

A p53 szabalyozésa leginkabb a fehérjén bekdvetkezd poszttranszlacios modositasokon
(PTM) keresztiil torténik. A TAD régioban a foszforilacid a f6 szabalyozd mechanizmus, itt hét
Ser és két Thr foszforilacios kornyezet talalhatd. Enyhe DNS karosodas esetén a Serl5 és Ser20
foszforilalodik, és a p53 stabilizacidjat kovetve célgének transzkripcidjat okozza. Mig a Serl5
és Ser20 foszforilacio kinetikdja gyors, addig a sejtben az Ser46 foszforilacidja orakkal a
genotoxikus stressz utan kovetkezik be (Oda 2000). Az Ser46 foszforilaciojat okozza a sulyos
DNS kérosodas, melynek kovetkeztében sejthalal stimuldlo célgének keriilnek atirasra (BAX,
p53AIP1, p53INP1, NOXA) (Liebl 2019). A foszforilacié hatasanak tanulmanyozasahoz a
lehetséges kinazok koziil a kutatasaim fokuszaban a CK2 kazein kinaz 4llt. Ismeretes, hogy a
CK2 a p53 C-termindlis szakaszan foszforilal, a TAD régioban torténd hatasrol csak nemrég
szamoltak be (Sun 2021). A predikcio alapjan a Thr55, Serd6, Ser6, Ser20 kornyezetek
foszforilacidja torténik meg. Ennek a jelenségnek az ellenérzése mellett olyan kérdéseket is
korbejartam, vajon ezen kornyezetek kdzelében levo prolinok (elsésorban a Pro47) cisz/transz
egyensulyat a foszforilacio befolyasolja-e és ez az NMR mérésekben hogyan detektalhato?

2.2.2. A Ca?*-koté, homodimer S100A4

Az S100 fehérjék kisméretii (~10-12 kDa tdmegii), Ca?*-k6t6, szimmetrikus homodimer
szerkezetll csaladot alkotnak. Kizéarolag gerincesekben fordulnak eld, fontos intra- és
extracellularis szerepiik van tobbek kozott a sejtciklus és a sejtvaz dinamikus egyensulyanak
szabalyozasban, a Ca?* homeosztazisban (Donato 2003). A csalad tobb tagjarol (S100A4,
S100A6, S100A7, S100B) bizonyitottak, hogy kiilonféle tumoros megbetegedésekben
patologiasan jelentdsek, nem meglepd tehat, ha potencialis teradpids célpontokka valtak
(Bresnick 2015). A ,kis szinész, sok szerep” -ként szamon tartott S100A4 (Boye 2010),
tumorattétekkel, reumds artritisszel és egyes fibrotikus betegségekkel hozhaté kapcsolatba.
Korrelacio mutathatd ki az S100A4 expresszids szintje €s bizonyos tumoros sejtvonalak
metasztazisra vald hajlama kozott; klinikai kutatdsok szerint az S100A4 expresszidja az
agressziv tumor egyik jelentds markere; allatmodelleken pedig az SI00A4 tumormetasztizis
kialakulasaban betoltott szerepére vilagitottak ra (Boye 2010, Huang 2012, Lukanidin 2012,
Mishra 2012). A bioldgiai funkcié megértéséhez, és bizonyos nem kivant kdlcsonhatasok
kikiiszoboléséhez elengedhetetlentil sziikségesek az atomi szintii jellemzések.

Kutatdsunk a human S100A4 fehérje kolcsonhatasainak megismerését célozta. A két,
101 aminosav hosszii monomerbdl felépiild fehérje szilard és oldatfazisu szerkezete régota
ismert, jellemzése mind apo-, mind Ca?*-kétott formaban megtortént (Malashkevich 2008,
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Pathuri 2008, Vallely 2002). Szerkezete hasonld a csalad tobbi tagjanak felépitéséhez: a
monomer ldncok mindegyike négy a-hélixbdl (H), hdrom hurok (L) régiobdl, és egy mobilis C-
terminalis szakaszbol all. A kanonikus EF1-kéz motivum a H1-L1-H2 szakaszban talalhato, a
pszeudo-EF2- kéz motivum a H3-L3-H4 régioban helyezkedik el, a H2-H3 hélixet egy mobilis
L2, ,hinge”, azaz ,,csukld” hurok koti 6ssze. A zartabb szerkezetli apo- forma monomerenként
két Ca?* jont tud koordinalni. A fémion kotédés nagy konformacios véltozassal jar, melynek
eredményeképpen a H3, H4 hélixek altal ovezett hidrofob felszini mélyedés jelenik meg a
fehérje feliiletén (2.2 abra) (Dutta 2002, Malashkevich 2008).

2.2. abra: A) Az apo-S100A4 (1M31.pdb) és B) a Ca?* kotott S100A4 (2Q91.pdb) szerkezetei, jeldlve a H3 és
H4 hélixek, illetve C) az MPT-vel alkotott komplex szerkezete (3ZWH.pdb)

A kotdpartnerek ebben az arokban helyezkednek el és tipikusan a-helikalis szerkezetet
vesznek fel. Aminosav szekvencidjuk és biologiai funkcidoban betoltott szerepiiket tekintve a
partnerek igen valtozatosak. Néhany kiemelt koziiliik az annexin A2 (Ecsédi 2017); a Tag7 és
Hsp70 (Dukhanina 2009), a liprin B1 (Kriajevska 2002) és az altalam is vizsgalt nemizom-
miozin A (Kiss 2012, Kriajevska 1994, Ramagopal 2013), valamint a p53 transzkripcios
faktor (Grigorian 2001, Hiruta 2020, Orre 2013).

A kolcsonhatas és a Ca®* ionok kotddése soran bekdvetkezd szerkezeti és dinamikai
valtozasok kovetésének tisztazasa vilagit ra a fehérje mikodésére, és az irodalomban ,,S100
dilemma” -ként emlegetett probléma feloldasara. Ennek lényege, hogy szabad allapotban az
S100 fehérjék kis Ca?* kotd affinitassal rendelkeznek (S100A4 esetében Kg = 54 uM EF1 és Kg
= 3,3 uM EF2 esetén) (Ramagopal 2013), ugyanakkor mas fémionok jelenléte is hatassal van
erre az egyenstlyra: a Zn?* noveli, mig a K* csokkenti a Ca?* affinitast. Ilyen feltételek mellett
nem lehetséges a kelld telitddés ahhoz, hogy kapcsoloként tudjanak a Ca?* szignalizacioban
miikddni, az viszont elképzelhetd, hogy a citoplazmaban nagyobb koncentracioban jelen
legyenek anélkiil, hogy a szabad Ca?" ionokat teljes mértékben lekotnék (Fano 1995). A
partnerfehérjével torténd kolcsonhatds viszont akar sokszorosara is novelheti Ca?* affinitast,
amint azt tobb (S100A1, S100B, S100A4) esetben is egyértelmiien igazoltak (Malashkevich
2008, Markowitz 2005, Zimmer 2010). A nem-izom miozin IIA (NMIIA) és S100A4 kozotti
kirivoan erés kolcsonhatas (K¢ < 1 nM) a Ca?" affinitas novekedését is maga utan vonja, ami
azt jelenti, hogy a két partner a pM nagysagrendii intracellularis Ca?* koncentracio mellett is
képes kolcsonhatni (Badyal 2011, Elliott 2012). Az viszont tovabbra is kérdéses maradt, vajon
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a Ca®" affinitas novekedését szerkezeti vagy dinamikai tényez6k okozzak. Ennek eldontésére
oldatfazisi NMR mérések eredményeim fényében lehet vallalkozni.

Az S100A4 fehérje és néhany kivalasztott partner kolcsonhatasanak jellemzése tobb
modszerrel tortént/torténik. Kozos eréfeszitéseink arra iranyulnak, hogy az atomi szintii leirast
alapul véve az S100A4 miikodésének mechanizmusat feltarjuk, majd ezt kdvetden irdnyitott
fehérje evolucioval olyan fehérje-fehérje kolcsonhatast gatlo (PPI) peptideket tervezhessiink,
melyeknek akar terapias felhaszndlasa is lehet.

2.2.3. A nem-izom miozin NMIIA coiled-coil

Az coiled-coil (cc) szuperhélix két (vagy tobb) olyan a-hélix kozott alakul ki, amelyben
az egymast kovetd heptadok els6 és negyedik aminosav oldallanca hidrofob természetii. A két
lancot az igy 1étrejovo hidrofob felszin varratszerlien tartja dssze, amit az a-hélixek felszinén
elhelyezked6 toltéssel rendelkez6 oldallancok kozott 1étrejovo sohidak tovabb stabilizalnak
(Lupas 2017). A DNS-k6t6 fehérjékben eldfordul6 leucincipzar motivum a leginkabb szabalyos
cc szekvencia, ez a szabalyossag viszont a hosszu cc szekvencidkra (példaul a miozinokra) mar
kevésbé jellemz6. Vizsgalataink a nem-izom miozin cc (NMII) jellemzésére iranyultak. Harom,
65-79%-ban szekvencia azonossagi: NMIIA, NMIIB, NMIIC izoformat kiilonboztetiink meg,
melyek a citoszkeleton felépitésében minifilamentumokat képeznek. Mindharom izoforma
hasonlo felépitésti (2.3A éabra): a motordomént tartalmazo fejrész két, 171-174kDa méretii
nehézlancbol all, ezt koveti két regulacios és két esszencialis konnyiilanc, majd a hossza a-
helikalis cc régio, és a rovid, rendezetlen C-terminalis szakasz. A cc szakasz végén talalhato,
¢s a filamentum képzddésben kritikus szerepet betoltd un. ACD (Assembly Competence
Domain) régio, ami jellegzetes toltésmintazattal rendelkezik (Sellers 2000). Ezen aminosavak
ionos kolcsonhatdsaikon keresztiil a filamentum Osszeallasat inditjak el, és a folyamat
kulcsfontossagu a sejtvaz felépitésének és szétesésének szabalyozasaban (Vicente-Manzanares
2009). A filamentumok szétesése - ennek kovetkeztében a sejtvaz fellazulasa - a tumoros sejtek
lehet a sejtek rogzitéséért felelds citoszolban talédlhato sejtvaz fellazitasa. A sejt a filamentumok
Osszeallasat tobbféle modon szabalyozza: (i) fehérje-fehérje kdlcsonhatasok 1étesitésével és (i)
a rendezetlen C-terminalis, vagy ahhoz kozeli szakaszokban torténé foszforilacié Gtjan. Az (i)
esetben a partnerek kozé sorolhatd az S100A4, vagy S100P, melyek kotddése megakadalyozza
az NMIIA filamentumképzddését (2.3B é4bra), de az NMIIB izoformdra csak minimalis a
hatasa. Mivel az NMIIC nem vesz részt a sejtmigracioban, igy annak viselkedését nem igazan
tanulmanyoztak. Ezzel szemben a (ii) esetben a foszforilacio az, ami az NMIIB filamentumok
szétesését eredményezi (Murakami 2000) ami talan nem annyira meglepd, ha belegondolunk,
hogy az NMIIA terminalis végén csak 1 Ser foszforilacios hely talalhatd, az NMIIB terminalis
szakasz viszont bovelkedik Ser/Thr kornyezetekben, melyek foszforilacigjadban tobb kindz is
kozrejatszhat (2.3A abra). Ennek ellenére az irodalomban a filamentumképzés szabélyozasi
mechanizmusat, és a foszforilaciot tekintve ellentmondasos adatok lattak napvilagot. A fentebb
leirtak tiikrében egyik elgondolas, hogy a filamentumképzés szabalyozasa az NMIIA esetében
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a partnerfehérjék — elsésorban az S100A4 kotddésén keresztiil, az NMIIB esetében pedig a C-
terminalis szakasz foszforilacidjan keresztiil torténik (Beach 2015, Murakami 2000). Egy masik
elgondolas szerint az NMIIA Ser1943 kornyezetének foszforilacidja jelentds konformacios
valtozast eredményez, ami a megakadalyozza az S100A4 kotodést, és ezaltal a
filamentumképzést (Dulyaninova 2013).

A) B)
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2.3. abra: A) Az NMII sematikus felépitése (fent), kinagyitva a C-terminalis régio NMIIA, illetve NMIIB
izoformak esetében (lent). * jeldli a cc szakasz végét, és a rendezetlen szakasz kezdetét. Szinkddoltak a harom
kinaz foszforilacios helyei, illetve az S100A4 kotorégio (Ecsédi 2018 cikk alapjan). B) Az NMII cc C-terminalis
szakaszanak (fent) és az SI00A4 fehérjével alkotott komplexének (lent) modellje. A cc-t felépit6 heptadok a és d
helyzeteiben levd, stabilitasért felelés aminosavak oldallancai gombdokkel vannak jeldlve, kékkel a nagy, hidrofob,
stabilitast elésegitd; pirossal pedig a nem-optimalis, destabilizalé kornyezetek. Az S100A4 fehérjével kdlcsonhatd
régid narancssarga, az SI00A4 alegységeit vilagoszold és vilagoskék szinek jelzik. A cc tovabbi részei sziirkék.
(Elliott 2012 cikk alapjan)

A megallapitasok kapcsan szamos kérdés meriilhet fel, igy mint: mennyire befolyasolja
okozhat-e olyan nagymértékli konformaciés valtozast a foszforilacid soran beépiild negativ
toltés? Ilyen é€s hasonld felvetések ellendrzésére én az NMR spektroszkopia nytjtotta
lehetdségeket aknaztam ki.

2.2.4. A homodimer dinein konnyi lanc és a miozin Va

Mindkét vizsgalt fehérje a motorfehérjék csaladjdhoz tartozik, azzal a kiilonbséggel,
hogy mig a dineinek a mikrotubulus mentén mozognak, addig a miozinok sinje az aktin
filamentum. A 10 kDa méretii dinein konnyt lanc (LC8) jelenléte kulcsfontossagl az eukariota
sejtek miikddésében és tobb mint 100 kdlcsonhatod partnerének kdszonhetéen csomdponti —
,hub” — fehérjeként tartjdk szamon. Szerepet jatszik tobbek kozott az apoptdzisban, a
virusfertézések kialakuldséban, a transzkripcioban, illetve a dinein és a miozin Va motorfehérje
komplexek részeként az intracellularis transzportfolyamatokban (Rapali 2011, Reardon 2020).
Gerincesekben a nagyfoku szekvencialis azonossagot mutatd DLC1 és DLC2 formak fordulnak
eld, szerkezetiik krisztallografids és NMR spektroszkopiai Gton szabad €s partner peptidekkel
kotott allapotban egyarant ismert (Benison 2008, Day 2004, Fan 2001, Liang 1999). Fiziologias
koriilmények kozott homodimert alkotnak, melyet feliileti kontaktusok, hidrofob
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kolcsonhatasok és hidrogén-hidak tartanak 6ssze. A dimer magjat két B-lemez alkotja, melyek
0t-0t antiparallel szalbol épiilnek fel ugy, hogy négy szal az egyik, mig az 6tddik a masik
alegységbOl szarmazik. A B-lemezeket két-két a-hélix veszi koriil. A B-redd szélein két mély,
hidrofob kotéarok huzodik, ebben helyezkednek el a kotdpartnerek, melyek altalaban
antiparallel B-red6 szerkezetet vesznek fel, meghosszabbitva ezaltal a kozépso B-lemezt (2.4.
abra).

Exon B (DDK)

\

cc régid

A

cc régio
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2.4. abra: A) Az apo-DLC (1F3C.pdb) és B) ligandum (Bim) kotott — DYNLL tipikus szerkezete (1F95.pdb). C)
A myoVa cc régi6 DLC kot6 szakasza és a DLC2 fehérjével képezett komplexének modellje (Wagner 2006 cikk
alapjan)

A DLC kotoépartnerei rovid, linearis peptid motivumok, melyek dimerizacids vagy cc
régiok kozelében talalhato rendezetlen fehérje szakaszok részei és kotddés soran a mar emlitett
rendezetlen — rendezett atalakulast mutatjak (Fan 2001, Lightcap 2008, Lo 2001). Bar a
kotdszekvencidk kozott kevés a hasonlosag, harom tipikus motivumot kiilonboztetiink meg,
amelyekben a tetszélegesen definialt 0 helyzetben egy konzervalt glutamin talalhato:

- K3X2T1QoT1X2 (ez figyelheté meg a Bim, Bmf, Swallow, DIC partnereknél)

- K3X2T1QoT1X2 (a nNOS partnernél)

- nem-kanonikus szekvencidk, mely egyik korabbi osztadlyba sem sorolhatéak (myoVa,

Pak1)

Kutatasainkban a kotépartnerek koziil mi a miozin-Va szakaszt vizsgaltuk tobb modszerrel.
Ennek DYNLL kotésben részt vevo szakasza a 190 kDa méretli miozin-Va (myoVa) cc
szerkezetli farokdoménjének medidlis és disztalis régioi kozott helyezkedik el. A nem-
kanonikus, 15 aminosav hosszussagu kotémotivum: IQPKDDKNT.1:MgT1DST a 0 helyzetben
nem glutamint, hanem metionint tartalmaz. Ahhoz, hogy az interakcid 1étrej6jjon
elengedhetetlen a kotérégion beliil egy 3 aminosav hosszi B-exon (DDK) jelenléte is (Hodi
2006, Wagner 2006). Az NMR spektroszkopiai vizsgalatokkal annak az irodalmi
feltételezésnek a korbejarasara vallalkoztam, amely szerint a DLC-nek karg6-koto szerepe van.
Ez abbdl a hipotézisbdl ered, hogy egyarant k6tddik a dinein és a miozin Va motorfehérjékhez,
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illetve olyan fehérjékhez, melyeket ez a két motor szallit. gy felmeriilhet annak lehetésége,
hogy a DLC egyik kotéarkaval a motorhoz, mig masikkal a szallitott fehérjéhez kotodik.

2.2.5. ATPPP25

A konforméacids betegségek (példaul a Parkinson kor) a kozponti idegrendszeri
betegségek egy jelentds csoportjat képviselik és kialakuldsukban meghataroz6 szerepe van a
rendezetlen fehérjéknek. Egyiittmiikodéseim soran foként a magyar kutatok altal azonositott
agy-specifikus TPPP/p25 fehérje jellemzésébe kapcsolodtam be. A fehérje a Tubulin
Polymerization Promoting Protein/p25 elnevezést a funkcidban betoltott szerepe €s mérete
alapjan kapta (Hlavanda 2002, Takahashi 1993). Normal agyban a TPPP/p25 elsGsorban az
oligodendrocitakban fejezddik ki, és kolcsonhatd partnertdl fliggden kiilonbozo funkcidkat 1at
el fiziologias és patologias korlilmények kozott, a fehérje génszintli valtozasa nélkiil.
Fiziologids koriilmények kozott a mikrotubularis rendszer stabilitdsat ¢és dinamikdjat
szabalyozza, mikrotubulus koétegeld és tubulin acetilaciot eldsegitd aktivitasa révén. Patologias
korilmények kozott pedig az a-szinukleinnel keriil kolcsonhatasba. Ez az interakcio
aggregaciot és tovabbi normalistol eltérd fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokat idéz eld, amik a
klinikai korképre jellemzd zarvanytestek kialakuldasahoz vezetnek. A TPPP/p25 és az alfa-
szinuklein ko-lokalizacioja és egyiittes feldisulasa human agyban jellemz6 tiinete a Parkinson-
kérnak és mas szinukleinopatiaknak.

Felépitését tekintve a 219 aminosav hosszit TPPP/p25 bévelkedik hidrofil, toltéssel
rendelkezd aminosavakban: 23 Ala, 21 Gly, illetve 31 negativ (Asp, Glu) és 41 pozitiv (Arg,
Lys) toltésti kornyezete van. Az IUPRed2 josloprogram szerint az N-terminalis ~ 1-60
szakaszban az aminosavakra kiszamolt érték > 0,5 ami arra utal, hogy ez a régi6 rendezetlen.
A teljes fehérje szerkezetét kisérleti iton még nem hataroztdk meg, viszont a ma mar
rendelkezésre allo AlphaFold szerint nagy bizonyossaggal egy helikalis maggal rendelkezik
(2.5 ébra).

2.5. abra: A TPPP/p25 AlphaFold altal predikalt szerkezete
(AF-094811-F1). A josolt szerkezeti elem annal megbizhatobb,
minél nagyobb az adott aminosavra kiadott pLDDT (per-
residue confidence score) érték, ami 0-100 kozott valtozik.
Kék: nagy megbizatosag (>90); vilagoskék: megbizhatd: 70-
90; sarga: kevésbé megbizhaté 50-70; narancssarga: kis
megbizhatosag<50 (rendezetlen szakasz valdszintsithetd)

A TPPP/p25 atomi szintl jellemzése ¢€s partnereivel alkotott komplexeinek
megismerése fontos feladat, hiszen ezek ismeretében lehetséges olyan gyogyszerjelolt
molekulak kifejlesztése, melyek a kialakuld kdlcsonhatdsokat szelektiven befolyéasolni tudjéak.

2.2.6. A dUTPAaz enzim és a PPi

A dUTPazok (dezoxiuridin-trifoszfat nukleotido-hidrolaz) egy eszencialis enzimcsalad tagjai,
melyek mind a prokariotakban, mind az eukaridta szervezetekben eléfordulnak (Vértessy
2009). Feladatuk meghiusitani az uracil beépiilését a DNS-be, igy biztositva annak egységét.
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Felépitésiik kiilonleges, a legtobb esetben egy homotrimer alakul ki, melyben a trimert harom
intermolekularis kolcsonhato felszin tartja Ossze, ezek: a szomszédos alegységek kozotti
felszin, a szomszédos monomer f61¢ hajlé C-terminalis kar ~
¢s az enzim koOzponti csatornaja (2.6. abra). A harom
szimmetrikus katalitikus hely felépitésében mindharom
alegység részt vesz. Az enzim daltal katalizalt folyamat a
dUTP hidrolizise, melynek soran dUMP ¢és pirofoszfat
(PPi) képzodik. A szerkezet - funkcio kapcsolatban igen
jelentds szerep jut a Mg®" kofaktornak, melynek ‘
jelenlétében a hidrolizis hatékonyabb. izr.n6i.n (f_gmpAz :E-CO';A SETPéfo§n§|’g>}
A reakcio funkcionalis szempontbdl a timidilat szerkezete (1IRNS.pdb). Az enzim
bioszintézishez sziikséges dUMP mennyiséget, és a sejten harom monomerje szinkodolt, ~ a

i . . dUPNPP palcikamodellel, a Mg?
belili  alacsony ~ dUTP/dTTP  ardnyt  biztositja, jonok lila gsmbokkel jelsltek.

Monomer A Monomer C

megakadalyozva az uracil DNS-be torténd beépiilését. dUTPaz hidnyaban az Gn. timinmentes
sejthalal kovetkezik be. Korabbi kutatasokban kimutattak, hogy virussal fertézott, illetve rakos
sejtekben az enzim gatlasa sejthalalhoz vezet. Ezen eredmények fényében joggal meriil fel az a
kérdés, hogy a dUTPaz uj célpont lehet antiviralis/antitumor hatasu gyogyszerek tervezésében.
A megfelel6 gyogyszertervezésnek viszont az enzim Katalitikus mechanizmusanak az ismerete
fontos feltétele. Oldatfazisu jellemzéshez az NMR spektroszkopia adott modszer, am a 60kDa
méretll enzim vizsgalata sordn csak a terminalis, rendezetlen farokrégiok detektalhatok
(Dubrovay 2004). igy szerkezetiik is leginkabb krisztallografias meghatarozasokbol adhatd
meg (Barabas 2004).

Tudvalevd, hogy a nukleozid foszfatok hidrolizise szdmos biologiai folyamatban
(jelatvitel, DNS szintézis, anyagcsere) jatszik szerepet. Annak ellenére, hogy ezt a reakciot
kiilonféle rendszerek esetében behatdan tanulmanyoztak, mégis olyan lényeges kérdések, mint
areakcio utvonalanak részletes atomi szintii jellemzése vagy mechanisztikus leirasa sok esetben
hianyos. A dUTP4z esetében a hidrolizis kovetése 3P NMR modszerekkel megvaldsithato, és
én ennek a folyamatnak a leirasara vallalkoztam.

A 3P NMR mérések érzékenysége bizonyos, bioldgiai folyamatok kimenetelére
hatassal levd, nemkivanatos szennyezok egyértelmii kimutatasara is alkalmas. A Dictyostelium
Miozin II motor domén és az ATPaz ciklus kapcsolatat, és az aktin aktivaciot feltérképezo
kutatdsban nem vettem részt, de érdemesnek tartom megemliteni azt az eredményt, amire
valgjaban egy igen egyszerli kisérlettel sikeriilt ravilagitanom. Feladatom csupén arra
korlatozddott, hogy megvizsgaljam, van-e a foszfat pufferben pirofoszfat szennyezd, és ha igen,
hogyan lehet mennyiségét csokkenteni, van-e ennek a biologiai kimenetelre valami hatasa
(Kintses 2007, Gyimesi 2007)?

2.3. Membranmimetikumok és peptid-membran kolcsonhatasok

A sejtmembran egy komplex rendszer, igy a membranban lejatszodd folyamatok
tanulmanyozasa nagy kihivast jelent. Szerkezeti biologiai, gydgyszerfejlesztési szempontokbol
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a kozponti kérdés a membranfehérjék szerkezeti vizsgalata, hiszen a hatéanyag célpontok
jorésze ezekre a rendszerekre iranyul, (Hauser 2017, Odoemelam 2020, Overington 2006)
gondoljunk csak a két kiemelt transzmembran fehérjére: a szamos hatéanyag célpont GPCR
(G-fehérje kapcsolt receptor) és a manapsag jarvanyiigyi szempontbol elhiresiilt ACE2
fehérjékre (Hauser 2017, Medina-Enriquez 2020, Prabakaran 2004). A membranfehérjék
ugyanakkor aktiv szerepldi a jelatviteli folyamatoknak, a sejtk6zi kommunikacidonak, membran
transzportfolyamatoknak, a lipid és energia anyagcserének, mely folyamatokban aktiv szerep
jut az ion-csatornaknak (Capener 2002, Hilger 2021). Az ion-csatornak jellegzetessége, hogy
membranmentes kdzegben altalaban instabilak, és nem, vagy csak részlegesen veszik fel nativ
térszerkezetiiket. Ennek fényében a szerkezetmeghatarozasuk — mivel a komplex dsszetételi
sejtmembran alkalmazasa lehetetlen - foképpen modellmembranokban torténik. A
leggyakrabban hasznalt mimetikumok a micellak, reverz micellak, bicellak, nanodiszkek,
vezikulak, liposzomak, lipoprotein nanorészecskék (2.6 abra) (Frauenfeld 2016, Kielec 2009,
Majeed 2021, Sanders 1998, Warschawski 2011). A szerkezet meghatarozé modszerek koziil
egyre nagyobb teret hodit a krio-EM technika, mellette tovabbra is a krisztallografiai és NMR
spektroszkopiai modszerek hasznalatosak. Az oldat- és szilard-fazist NMR moddszerek
hatranya a jelgazdag spektrumok nehézkes kezelése, kiértékelése és a rendszer méretébdl adodo
jelszélesedés, igy egy micella kozegben meghatarozott szerkezet sem trividlis (Fernandez 2003,
Liang 2016, Nielsen 2004, Tikhonova 2009, Unnerstale 2009).

A) B) q=0,5

¢ @
. >

q=25

2.6. abra: Gyakorlatban alkalmazott membranmodellek: A) micella; B) valtozo dsszetételli bicella; C) liposzoma
¢és D) nanodiszk oldal- illetve feliilnézetbdl, lilaval jelolve a fehérje fragmens/peptid; E) reverz micella (Chen
2015, Frick 2019, Duncke 2019 cikkek alapjan)

Ugyanakkor a fehérje-membran kdlcsonhatasok gyakran a membran fizikai-kémiai
paramétereinek (példaul folyékonysag, gorbiilet) valtozasaval jarnak. Ebbol kovetkezden
szdmos kérdést vet fel a membranok viselkedésének megértése, és az NMR spektroszkopia ezen
a teriileten tud hatékony valaszokat adni. A moddszer adta lehetdségeket kihasznalva
kutatasaimban micella és bicella rendszerek biofizikai tulajdonsagainak feltérképezésével és a
fehérje fragmens/peptid membran kiilonb6z0 részein valo elhelyezkedésének meghatarozasaval
foglalkoztam/foglalkozom. Az altalam vizsgalt mimetikumok kisméretiiek, oldatbeli gyors
bukdacsoldé mozgasuknak koszonhetden izotrop kozeget képeznek, melyben mind a fehérje,
mind a lipid jelei jol jellemezhetd NMR spektrumokat eredményeznek (Glover 2001, Liebau
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2017, Vold 1997). A micelldk alegegyszeriibben el6allithatd membranmimetikumok, detergens
molekulakbol épiilnek fel, és altalaban szférikusak. Legismertebbek az SDS, DPC, ¢és DHPC
(dihexanoil-foszfatidil-kolin) micellak. Hatranyuk, hogy nagy gorbiilettel rendelkeznek, ezaltal
sejtmembran alakjanak modellezésére nem a legszerencsésebb valasztast jelentik. A korong
alaku bicellak mar jobb valasztasnak bizonyulnak, dsszetételiikben a szegélyrészt képezo
vizoldhato, révid szénlancu lipid és a kettdsréteget alkotd vizoldhatatlan, hosszl szénlanct lipid
vesz részt (Sanders 1998). A bicella a g paraméterrel jellemezhetd, ami a két lipid

crer

g = [r6vid szénlanct lipid]/[hossza szénlancu lipid]) (2.3)

Oldatfazist NMR vizsgalatokhoz a (<l bicelldk alkalmasak, q>2 aranyoknal képzddott
korongszerii bicella rendszerek fleg szilardfazisi NMR modszerek segitségével vizsgalhatok.
Az eukaridta semleges toltésti sejtmembran jo modellje a DHPC, és DMPC (dimirisztoil-
foszfatidil-kolin) 6sszetételli — tovabbiakban PC — bicella, aminek q=0,5 értéknél a vastagsaga
megegyezik a sejtmembran lipid kettdsrétegének vastagsdgaval. A negativ toltésii prokaridta
membranok modellezésére a DMPC lipid tartalom egy részét DMPG (dimirisztoil-foszfatidil-
glicerol) molekulakra cserélik. Tipikusan 20% negativ toltésti rendszereket alkalmaznak,
tovabbiakban ezekre PC/PG bicellaként hivatkozom.

Az igy eléallitott lipid kettdsréteg egy dinamikus rendszer, melyben a lipid molekulak
sokféle mozgast végeznek. A membrannal kolcsonhaté fehérje/peptid a lipid dinamikai
viselkedésében is okoz valtozdsokat. Az NMR spektroszkopidval tanulmanyozhatd spin
relaxacio6 a lipid molekuldk mozgasénak leirasaval ezekre a tulajdonsagokra tud ravildgitani.
En elsésorban a bicella oldalarél vizsgalodtam és 13C és S'P NMR spektroszkopiai modszereket
alkalmazva olyan kérdésekre kerestem a valaszokat, mint példaul hogyan valtoztatja meg a
transzmembran hélix jelenléte a lokalis mozgasokat (Biverstahl 2009), vagy lehetséges-e 1P
Masfelél a peptid-bicella kolcsonhatasok tanulmanyozasanal az interakcio 1étrejottére
leginkabb a rendszer méretvaltozasabol szoktak kovetkeztetni, valamilyen globalis paraméter,
leginkdbb a hidrodinamikai sugar értékébdl. Ennek meghatdrozasara tobb technika is
alkalmazhatd, igy NMR, SAXS/SANS, DLS, TEM, fluoreszcencia, vagy akdr MD szimulacio
(Luchette 2001, Morrison 2012, Mortensen 2018, Vestergaard 2015). Jomagam is korabbi
vizsgalatok soran DLS modszerrel meghatarozott transzlacios diffazios értékbdl szarmaztattam
a rendszer hidrodinamikai sugarat, am nem gondolom, hogy minden esetben a Stokes-Einstein
egyenletbdl szamolt hidrodinamikai sugar értékek valdoban redlisak, s6t, a kiilonbozo
koriilmények kozott mért értékek biztosan nem Osszevethetdek — ennek ellenére az ilyen
Osszehasonlitas bevett gyakorlat az irodalomban. A bicella rendszereket illetéen mai napig nem
tisztazott a valos molekularis 6sszetétel, g=0,5 aranytt S0mM DMPC-100mM DHPC bicellak
esetén az aggregacids szamra megadott értékek tdg hatarok kozott valtoznak: N(DMPC)=15-
68 és N(DHPC)=30-115, ami nagyon mas hidrodinamikai sugar értéket eredményez. Ezek utdn
arra voltam kivancsi, vajon egy szisztematikus, egymast kiegészit6 NMR-SAXS modszereken
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alapul¢ eljaras, ugyanazon mintan, ugyanolyan Kisérleti koriilmények kozott a bicella milyen
méret €s alak leirasat képes adni? (Dudés 2020b)

Az emlitett kérdéskérok megvalaszolasahoz ismert topologiaju rendszereket
hasznaltam, melyek  transzmembran, vagy  feliiletaktiv  elhelyezkedését  a
membranban/mimetikumban mar leirtak. Az alkalmazott peptidek: a mesterséges Kalp; a KvaP
és HsapBK K" csatornak transzmembran régioi; a feliiletaktiv dinorfin egy szakasza, és a
melittin - ezek jellemzdit a 2.2 tablazatban gytjtottem Ossze.

A mesterségesen eldallitott GKK(LA)xKKA altalanos szekvenciaval leirhato Kalp
peptidek rovid hidrofil terminalis szakaszok altal kozrefogott, valtozo hosszisagi ismétlodo
Leu-Ala motivumokat tartalmaznak, melyek egy membran hélixet képeznek. Ennek
transzmembran jellegét WALP mutans segitségével szamos moédszerrel igazoltak. En a PC
bicellakba jol illeszked6 Kalp21 és Kalp23 variansokkal dolgoztam (De Planque 2003, Killian
2003).

2.2. tablazat: A tanulmanyozott peptidek hosszai, az aminosav szekvenciak és nettd toltésiik

Név aa Aminosav szekvencia Toltés
Kalp21 21 GKKLA LALAL ALALA LALKK A +4
Kalp23 23 GKKLA LALAL ALALA LALAL KKA +4
KvaP 35 PAGLL ALIEG HLAGL GLFRL VRLLR FLRIL LIISR +5
HsapBK 28 PVFVS VYLNR SWLGL RFLRA LRLIQ FSE +4
DynB 13 YGGFL RRDFK VVT +2
Melittin 27 GIGAV LKVLT TGLPP ALISW IKRKR QQ +5
Kalp21 21 GKKLA LALAL ALALA LALKK A +4
Kalp23 23 GKKLA LALAL ALALA LALAL KKA +4

A 13 aminosav hosszu, arginin és lizin aminosavban gazdag dinorfin (dynB) a k-opioid
receptor endogén peptidje, mely a membran feliiletével keriil interakcidba. A kolcsonhatds nem
okoz szerkezeti valtozast, kotott allapotban is megmarad a rendezetlen peptid viselkedés (Lind
2006, Marinova 2005).

A) B) 0 D)

S

melittin szerkezetének dsszehasonlitdsa (Killian 2003, Unnerstale 2009 és Ramirez 2018 cikkek alapjan)

srer
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Az Apis mellifera méhbol szarmazo, hemolitikus aktivitassal rendelkez6 27 aminosav
hosszu melittin peptid szamos membran kolcsonhatas tanulmany targyat képezte (Dempsey
1990, Hong 2019, Ramirez 2019, Steiner 1981). A hélix-kanyar-hélix szerkezet és a hosszabb
hélix tengelye a membran feliiletével parhuzamosan helyezkedik el, ezaltal feliiletaktiv
modellként alkalmazhat6. Membrantord, hemolitikus aktivitasa kisérleti koriilményeink és az
alkalmazott koncentracié aranyok mellett nem tapasztalhato, a bicella szerkezetében hetek
mulva sem okoz valtozast, az NMR spektrumok véltozatlanok maradnak.

2.4. Fenntarthato fejlodés, NMR spektroszkopia a ,,z6ld kémidban” és ipari eljarasokban

A fenntarthaté fejlodés alapkérdései kozé tartozik, hogy a tarsadalom novekvo
energiaigényét milyen forrasokbol sikeriil biztositani. A fosszilis energiahordozo (kdolaj,
foldgadz) készletek végesek, ezért a figyelem joideje 1j, alternativ nyersanyag- és
energiaforrasok felderitésére iranyult. Egy ilyen megujuld energiaforrasnak a biomassza
bizonyul, ami elsésorban szén, hidrogén és oxigén alapy, és amibdl a természet évi kb. 170
billié tonnat termel, féleg fotoszintézis Gtjan (Corma 2007, Van Der Waal 2016). Az emlitett
mennyiség 75%-at szénhidrogének alkotjak, ezek hexdzok (leginkabb gliikkoz) €s pentdzok
(leginkabb xildz) — Osszességében a leggazdagabb megujuld energiaforrast jelenthetik. A
bevezetett "biofinomitd" koncepcié alternativat jelent szén-alapt épitéelemek: platform
molekulak eléallitasara, amelyek atvehetik a jelenleg fosszilis eredeti alapanyagok vegyiparban
betoltott szerepét (Kamm 2008). A ,,megujuld” olaj elballitasa az alabbi altalanos reakcidok
szerint torténhet:

természet
n CO; + nHO 1 CnH2nOn
CnHZnOn + (n+1) H2 —_— CnH2n+2

A biomassza kiilonféle oxigéntartalmi vegyiiletekké €s szénhidrogénekké torténd
atalakitdsa fermentacid, vagy kémiai transzformacié Gtjan valosithato meg. Abbodl kiindulva,
hogy a biomassza egy igen komplex rendszer, a kémiai atalakitds nem trivialis feladat.
Kutatasaim soran egy ilyen tipusii munkdba kapcsolédtam be, és vizsgalatainkban annak
probaltunk utdnajarni, hogy egyarant alkalmazva homogén ¢és heterogén katalitikus
rendszereket, megvaldsithatd-e a szachardz 1épcsdzetes atalakitasa olyan termékekké, mint a
kiemelt fontossagu levulinsav, a y-valerolakton (GVL), illetve végtermékként alkan elegyek. A
levulinsav, vagy 4-oxopentansav két funkcionalis csoportjanak (keto- és karboxil csoport)
koszonhetden az energia eldallitas mellett fontos alternativat jelent tobb vegyipari intermedier
szintézisére. Mint megujulo forrasbol szdrmazo oxigéntartalmt épitdelem a top 10 legvonzdbb
platform molekula kozott tartjak szamon (Upare 2013). A GVL (5-metil-4,5-dihidrofuran-
2(3H)-on) a természetben kiilonb6zé gytimolcsfélékben, pl. narancsban, fordul eld,
felhasznaljak  élelmiszeripari adalékként, és az illatszeriparban is. Stabil molekula, tag
hémeérséklet tartomanyban biztonsdgosan, nagy mennyiségben tarolhat6 és szallithatd. Tovabbi
kedvezd fizikai €s kémiai tulajdonsagainak koszonhet6en felkertilt a biomassza alapu platform
molekulak listajara és biztonsagos alternativ energiaforrasként tekintenek ra (Ding 2014,
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Horvath 2008, Osakada 1982). A molekuldban talalhaté aszimmetria-centrumnak
koszonhetéen enantiomertiszta formaban alkalmas lehet kiralis, adott esetben fontos biologiai
aktivitassal rendelkez6 vegyiiletek eléallitasara. A levulinsav egy masik, kiemelt atalakitisa a
2-metil tetrahidrofurdn, melyet ,,z01d” olddszerként torténd alkalmazasa a kedvezdtlenebb
tetrahidrofuran felvaltasara szolgal.

Ahhoz, hogy a felsorolt termékek eldallithatova valjanak, kontrollalt médon, megfeleld
katalizatorok alkalmazasaval kell a szacharéz atalakitasat megvalositani. A tobblépéses
folyamatban az NMR spektroszkopia a reakcidelegyek jellemzése soran akndzhato ki, azt is
szem eldtt tartva, hogy az adott vegyiilet 0sszegképletén, €s az intramolekularis aranyok
megadasan tulmenden a szerkezeti képlet is meghatdrozhatd. Nagy eldnye a vizsgalatoknak,
hogy nagynyomasu mérések is kivitelezhetoek, igy a hidrogénezési folyamat akar in situ is
kovethetd, a keletkezd specieszek pedig detektalhatok.

A biomassza atalakitasa csak egy médja a ,,z61d kémiai” megoldasok keresésének. Nagy
eréfeszitések torténnek kisebb kornyezeti szennyezést okoz6 ,,z0ld kémiai” reakcioutak
megtalalasara, igy a szerves oldoszerek helyettesitésére keresnek alternativakat. Az elmult
évtizedekben e tekintetben az ionos folyadékok fel¢ fordult a figyelem. Ezek az ionpar
felépitésti folyadékok kiilonboz6 mértékben képesek vagy nem elegyedni szerves
oldoszerekkel, ami lehetdséget biztosit két- vagy akar tobbfazisu reakciok megvaldsitasara.
Polaritasuk a homogén reakciokban leginkabb alkalmazott alkohol old6szerekéhez hasonlo;
egyarant jol oldjak a szervetlen és szerves vegyiileteket, és a fémkatalizatorokat; termikus
stabilitasuk lehetdvé teszi tag homérséklettartomanyban torténd alkalmazasukat (Lei 2017,
Singh 2020, Vekariya 2017). Nem parolognak, nem éghetdek és nem jelentenek egészégre
kiilonos veszElyt, igy biztonsagtechnikai szempontbol is vonzéak. Ennyi pozitiv tulajdonsag
birtokaban felmeriil a kérdés, vajon a reakciok lejatszodasa hasonld, mint a jol bevalt szerves
oldészerekben torténd megfeleldik. Ahhoz, hogy ezt eldonthessiik modellreakciok ionos
kbzegben torténd vizsgalatat kell elvégezni. Jomagam az imidazolium alapu ionos folyadékok
alkalmazasi lehetdségeit vizsgaltam cérium medialt oxidacids folyamatokban, a reakcidutakra
¢s a képzodott vegyiiletek azonositasira NMR spektroszkdpiai modszerek segitségével
igyekeztem ravilagitani. A stabil, nagy oxidacios potencial értékkel (1,61V) rendelkezd Ce(IV)
ammonium nitrat sojat (CAN) széleskorlien alkalmazzak szerves kémiai oxido-redox
folyamatokban, ahol egy-elektron transzfer soran a szintén stabil Ce(lll) képzdédik (Sridharan
2010). Kiilonboz6é modszerekkel torténd vizsgalatainkban Ce(IV) sok ionos folyadékokkal
torténd elegyedését tanulmanyoztuk és a benzilalkohol benzaldehiddé torténd oxidacidjanak
ilyen kdzegben torténd lejatszodasara voltunk kivancsiak. Az NMR spektroszkopiai mérések
soran az oxidalodo kornyezet szelektiv *C-jeldlésével (Ph-*CH,OH) elérhetd, hogy ne csak a
termékekrdl, hanem az esetlegesen detektalhatd kis koncentracioban jelen levd
intermedierekrdl is képet lehessen alkotni.

Kutatdsaim sordn volt szerencsém olyan ipari, poliuretdin gyartashoz kapcsolddo
témakon is dolgozni, amik jol bevalt folyamatok reakcioutjanak felderitésére 6sszpontosultak.

A mindennapi életlinkben elterjedt poliuretdn miianyagok alkotéelemei az aromas és alifés
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izocianatok (Kapp 2014). Bevonatként leginkabb alifas poliizocianatokat alkalmaznak, melyek
eldallitasa hexametilén-diizocianatbol (HDI) torténik, ezek koziil is a HDI oligomerek a
preferaltak (Bohnet 2002). Ezek eléallitasa a monomer izocianatok ciklooligomerizaciojaval
torténik katalitikus tton, tri-n-butilfoszfin jelenlétében. Annak ellenére, hogy a foszfinokat
évtizedek oOta alkalmazzdk a folyamatban, mechanisztikus vizsgdlat kivitelezése nem allt
rendelkezésre. Kutatasaim arra iranyultak, hogy 3C izotopjellt monomerekbdl kiindulva, kis
hémérsékleti NMR mérésekkel probaltam a lehetséges intermediereket megtaldlni, igy a

reakciomechanizmust felvazolni.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a fentebb ismertetett nagyon szertedgazd, sokszala
tudomanyteriiletek mindenikében felmeriilnek olyan témakordk, melyekben az NMR
spektroszkopia 4altal nyujtott oldatfazisi atomi vizsgalatok nélkiilozhetetlenek ¢és a
megoldasokat keresve az NMR modszerek széles tarhazat alkalmazni lehet.
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3. Célkitiizések

Kutatasaim soran — els6sorban NMR spektroszkdpusként - tobb célt tartottam szem
elott. Egyfeldl torekedtem arra, hogy altalanosan is alkalmazhaté moédszereket dolgozzak ki,
masfeldl probalkoztam azzal, hogy egy adott teriileten jol bevalt, rutinszerti méréseket hogyan
lehetne mas teriileten meghonositani. Amennyiben adott bioldgiai rendszer megismerése a cél,
hogyan lehet egy minél teljesebb jellemzést megadni, esetleg milyen j mérési modszereket
érdemes haszndlni, vagy kifejleszteni. Az NMR spektroszkdpia nyujtotta egyedi lehetoségeket
kihasznalva olyan megoldasokat kerestem, amelyek viszonylag rovid mérési id6 alatt biologiai
rendszerekrdl informéciot szolgaltatnak, madsfel6l Gj mérési moddszerek bevezetésével
igyekeztem bdviteni a fehérjék viselkedésének megismerését. Amennyiben adott kérdések
megvalaszolasara egy technika nyujtotta lehetdségek nem elegenddek ¢€s tars-modszereket kell
alkalmazni, kiilén figyelmet forditottam arra, hogy adott technikdk milyen méddon 6tvozhetdek
optimalisan. Ezeket szem el6tt tartva az alabbi célokat fogalmaztam meg:

1) Az NMR spektroszkopia globalis paramétereinek alkalmazhatosagat tekintve célul
tliztem ki, hogy szisztematikusan elvégzett transzlacios difftizios mérésekkel; megfelelden
megvalasztott, jol jellemzett globularis és rendezetlen fehérjéket felhasznalva empirikus D-M
esetleg ro—N Osszefiiggéseket hatarozzak meg. Olyan kérdésekre kerestem valaszokat, hogy
vajon ilyen mérésekkel megkiilonboztethetévé valnak-e a globularis és rendezetlen fehérjék?
A tipikus biomolekulas koriilmények mellett alkalmazhato-e a Stokes- Einstein egyenlet?
Milyen alkalmazasai lehetnek ezen 6sszefiiggéseknek?

2) A rendezetlen fehérjék atomi szintii jellemzése elsdsorban fizioldgids koriilmények
mellett relevéans. Ilyen vizsgilatoknal a jol bevalt *HN- detektalas mellett egyéb modszerek
sziikségesek. Elgondoldsom szerint egy megoldast a tH* - detektalt modszerek jelentenének, és
elsé lépésben célul tliztem ki egy szelektiv, mindkét dimenzidban a lehetséges maximalis
lecsatolast biztositd 2D korrelacios mérés megtervezeését. Egy altalanossagban bevezetendd 1j
pulzus-szekvencia akkor lehet sikeres, ha a biologiai minta készitésekor nem kell a mintat D,O-
ban oldani, tehat a szekvencianak megfeleld vizelnyomast kell biztositania, igy az 5-10% D.O
tartalmt mintak vizsgalatat lehetdvé teszi.

3) A konformaciés heterogenitashoz nagymértékben hozzajaruld prolin cisz-transz
izomerek kimutatdsa a rendezetlen fehérjék viselkedésének megismerésének ijabb lehetdségeét
rejti. Az akar kis mennyiségben jelenlevd izomerek egyértelmii azonositasara prolin szelektiv
valasztottam. Arrél is meg szerettem volna gy6zédni, hogy a 'H® - detektalt modszerek
segitségével a kialakulo cisz-transz prolin egyensulyt vajon egy prolin kozelében torténd
poszttranszlacios folyamat megzavarja-e és ezt sikeriil-e Kimutatni?

4) A cisz-transz prolin egyensuly kialakulasanal valtozo mennyiségben jelenlevo cisz
izomer kialakuldsdnak okait szerettem volna megvizsgalni. Az okok koziil eldszor is azt
akartam korbejarni, vajon a prolin szomszédsagéban levé aminosavak természete hogyan

befolyasolja a Cisz izomer jelenlétét?
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5) A funkcionalis megismerés végett egy masik célom a rendezetlen a pS3TADY®
illetve S100A4 fehérjéhez kotott allapotban. Hogy lehet a kialakult komplexet jellemezni?

6) A metasztazis marker Ca?*-kotd homodimer S100A4 fehérje egy masik partnere a
miozin 1A fragmens. Ezen kolcsonhatas leirasat tliztem ki célul, mindkét kotépartner oldalardl
vizsgalodva, olyan kérdésekre is valaszt keresve, hogyan €s hol torténik a rendezetlen-rendezett
atalakulas? A szerkezeti és dinamikai informaciok fényében a Ca®*- affinitas valtozasarol lehet-
e kovetkeztetéseket levonni? A miozin coiled-coilok esetében milyen jelentésége van a
foszforilacionak, illetve az S100A4 kolcsonhatas felelés-e a filamentumok széteséséért?

7) A homodimer fehérjék témakorben olyan célokat is megfogalmaztam, vajon a dinein
konnyl lanc (DLC) rendelkezik-e ,,kargo/kot6” tulajdonsagokkal? A miozin Va szakasszal
torténé kolcsonhatasa soran lehet-e olyan koriilményeket teremteni, hogy a két ekvivalens
kotdzsebet kiilonbozo partner foglalja el, ez altal lehetdvé téve az un. , kargokotd” szallitast?
Detektalhato-e a miozinVa esetében rendezetlen-rendezett atmenet, illetve vannak-e
masodlagos kotohelyek?

8) A tubulin polimerizacio promoter (TPPP25) fehérje irodalomban kevéssé ismert
szerkezeti jellemzését tliztem ki célul, tovabba a fehérje funkcidinak feltérképezéséhez a GTPaz
aktivitas, illetve a Zn?* kotédés lehetéségeire szerettem volna ravilagitani.

9) NMR spektroszképusként foglalkoztatott az a kérdés, vajon egyszerii 3P NMR
mérések segithetnek-e a biologiai rendszerek viselkedésének leirdsaban? Egy jo példanak
mutatkozott a korabbi TPPP25 GTP4z aktivitas vizsgalata mellett a dUTPaz mechanizmusanak
feltérképezése Mg?* fémion jelenlétében és hianyaban. Ugyanakkor felmeriilt a kérdés, vajon
kis mennyiségben jelen levé szennyez6 kimutatasa, atalakitasa, hogyan befolyasolja egy
biologiai kdlcsonhatds menetét?

10) Erdeklédve tanulményozom a bicella membranmimetikumok és peptidek
kolcsonhatasat. Ebben a témakorben olyan kérdések megvalaszolasara vallalkoztam, mint:
fesziiltségfiiggé ioncsatorna szakaszok konkrét esetében a *C relaxacios mérések mit arulnak
el a kettds rétegben val6 elhelyezkedésrél? Milyen modszerrel donthetd el egyszeriien, hogy a
peptid feliiletaktiv, vagy transzmembran elhelyezkedésii? Mit mondanak a 3P NMR relaxéacios
vizsgalatok? Transzlacids diffiizios 'H NMR mérések és SAXS szorasgorbék alapjan torténd
vizsgalatok tudnak-e erre érdemben valaszolni?

11) lzgalmas dolog az egyszerii, klasszikus NMR mérésekbdl 1ényeges
kovetkeztetésekre jutni nem-szokvanyos koriilmények mellett. ,,.Z6ldebb” szerves kémiai
folyamatok vizsgalataban szerettem volna ezekre ravildgitani, igy célul tliztem ki, vajon
alkalmazhato-e sikerrel a nagynyomésu NMR technika biomassza atalakulds monitorizalasara?
A modellreakciok milyen modon jatszodnak le ionos folyadékokban? Kis hémérsékletii
mérésekkel hogyan lehet feltérképezni a reakcid intermediereket, és megadhato-e egy

reakcidmechanizmus?
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4. Kisérleti rész
4.1. Fehérjék eloallitasa

In vitro vizsgalatainkhoz a fehérjék/fehérje szakaszok eléallitisa génexpresszios
technikéval tortént. Az eredményekben targyalt rendszerek esetében az expresszids munkaban
nem vettem részt, az a szakmai egyiittmiikddd partnerek feladata volt. Viszont posztdoktori
tanulmanyaim soran lehet6ségem nyilt a lundi egyetem elsajatitani ezt a technikat, ahol a K*
eléallitasa is hasonloképpen tortént. Minden esetben T7 promoterrel rendelkezé Escherichia
coli baktériumtorzseket hasznaltunk. A megfeleléen megtervezett, fehérjét kodold6 DNS
szekvenciat endonukleazok és T4 DNS-ligaz segitségével kis méretii cirkularis DNS-ekbe -
ugynevezett plazmid vektorokba — épitettiik be. Ezt kdvette a transzformalas, az eldallitott
konstrukciok sejtekbe torténd bejuttatasa, majd ezek novesztése Luria-Bertani (LB)
taplevesben. Az expresszid indukélédsa IPTG hozzaadasaval tortént. Amennyiben izotopjelolt
fehérje eldallitasa volt a cél, tigy a felnovesztett sejtek minimal tapoldatba kertiltek, ahol a
nitrogén- illetve szénforrast °NH4ClI, illetve *C-gliik6z biztositottak. Ezutan kovetkezett a
sejtek feltarasa, ami fagyasztas és ultrahangos szonikalas segitségével tortént, majd a célfehérje
tisztitdsa. Az altalunk vizsgalt fehérjék esetében egy expresszid soran az eldallitott mennyiség
1-10 mg koriili volt, ami 1-3 NMR mintara elegendd. A kutatdsok soran minden esetben ennél
tobb mintara volt sziikség, ¢és fontos megjegyeznem, hogy a kiilonbdz0 expresszidk
eredményeképpen sziiletett szabad fehérjék spektrumai tokéletesen reprodukalhatéak voltak.

4.2. Membranmimetikumok és alkalmazott peptidek

A DHPC, DMPC, DMPG lipideket > 99%-os tisztasagli por formaban az Avanti Polar
Lipids (Alabaster, Al, USA) cégtdl rendeltiik, és tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltam 6ket. A
bicella oldat készitése tobbféleképpen is torténhet, de kisérleti iton meggyd6zddtem, hogy az
altalam vizsgalt rendszerek esetében minden mddszerrel ugyanazok az eredmények sziilettek.
A vizben jol oldéd6 DHPC-bdl 1M torzsoldatot készitettem. Egy centrifuga csébe pontos
tomegben kimért DMPC (illetve a DMPG/DMPC 20/80 aranyban) desztillalt vizzel
szuszpenziot képez, amihez folyamatos vortexelés, razatas mellett a kivant mennyiségti DHPC
oldatot adagoltam. Az izotrop oldatfazis eléréséhez az igy késziilt térzsoldatot rovid ideig 50°C
hémérsékleten tartottam, majd jeges vizzel hiitdttem, és ezt a folyamatot tobbszor
megismételtem. A végsé térfogatra allitott torzsoldat tipikus Osszetétele 100mM DMPC,
200mM DHPC, 50mM foszfatpufter (pH = 7,4) volt és szobahdmérsékleten legaldbb 12 6ran
at allni hagytam. Ezt kovetden késziiltek az NMR mintak, és ezt a térzsoldatot hasznaltam
peptid-bicella oldatok eldallitasahoz. A mintak reprodukalhatdésaga személytdl és kutatasi
helyszinté] fiiggetleniil kivalo, ezt *H és 3'P NMR mérésekkel ellenériztem.

Ezen kutatashoz hasznalt peptideket a PolyPeptide Group cégtdl (Strasbourg,
Franciaorszag) rendeltiik, és minden tovéabbi tisztitas nélkiil hasznéaltam &ket. Az 1-3mM
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koncentracionak megfeleld tomegli peptidet a sziikséges térfogati bicella tdrzsoldatban
oldottam, és folyamatos vortexelés mellett, szintelen, atlatszo, izotrop oldatot kaptam.

4.3. NMR mintak, késziilékek, mérések

Altalanossagban elmondhato, hogy a fehérjék tanulméanyozasanal jelazonositas céljabol
13C/SN-jelslt, a kotédés- és dinamikai vizsgalatokhoz pedig °N-jelolt mintdkat hasznaltam.
Amennyiben a hidrodinamikai paraméterek meghatarozasa volt a cél, természetes
izotopeloszlasu fehérjékkel/peptidekkel dolgoztam. A fehérjéket az emlitett expresszios
modszerekkel, és a vizsgalt peptideket szilardfazisu peptid szintézissel allitottak el az
egylttmiikdo partnerek.

A vizsgalt NMR minta tipikusan 0,5-1,0mM fehérjét tartalmazott, de tobb esetben az
50-300uM tartomanyban is dolgoztam, 5-10% D,O tartalom mellett. Smm normal vagy
Shigemi csdveket hasznaltam, ahol az oldat térfogata 500, illetve 280ul volt.
végeztem el, ami a standard metanolos oldat felhasznalasaval tortént. A transzlacids diffuzios
mérések kiértékelésehez sziikséges, mérdfejre jellemzd korrekcios konstans értékét a 25°C-on
mért HDO transzlacios diffuzios egyiitthatoja ismeretében hataroztam meg. Ehhez az 1% H-0,
0,1% CH3O0H és 0,1mg GdCls tartalmu standard D2O mintat hasznaltam.

A megbizhatd, reprodukilhatd jelazonositdshoz a kémiai eltolodas referalasa 'H
esetében a DSS jelére tortént (0,000 ppm), C, illetve °N magokra a IUPAC giromagneses
egyiitthatok ardnyan alapulé modszerét alkalmaztam.

A dolgozatomban bemutatott NMR mérések nagyrésze az ELTE Kémia Intézetében a
700MHz-es Bruker Avance III késziilékén tortént, 5 mm, z-gradienssel ellatott,
szobahémérsékletii 'H/C/®N TCI, valamint Na-hiitésti Prodigy H&SF/C/*N TCI
méréfejeket hasznaltam. Tovabbi méréseket végeztem a Kémiai Intézet S00MHz és a 250MHz
Bruker Avance spektrométerein, és az optimalis mérés érdekében 5mm BBI, BBO, QNP, illetve
10mm BBO méréfejeket egyarant hasznaltam. A Stockholmi Egyetemen 5mm BBO méréfejjel
ellatott Bruker Avance 400MHz, ¢s 500MHz késziilékeken dolgoztam, néhany mérés a
Debreceni Egyetem Smm BBI méréfejjel ellatott S00MHz-es spektrométerén késziilt. Kutatasi
egyiittmiikddés kapcsan a Karlsruhei KIT egyetemen 600MHz, 5 mm H/*C/*N TCI krio-
mérofejjel ellatott berendezést hasznaltam. A BioNMR keretprogramban lehetdségem nyilt a
firenzei CERM kozpontban taldlhatdé 700MHz és 900MHz, kriogén hiitésii TCO mérdfejjel
felszerelt késziilékek hasznalatara. Az EastNMR keretében az oxfordi hazi épitéstt 950MHz
berendezésen mértem. EQy belga — magyar egyiittmiikodés keretében a leuveni 300MHz-es
késziiléket hasznaltam. A tobb késziiléken valé munka, a tobb felhasznaloi stilus megismerése
szamos tapasztalattal gazdagitott, €s gyakorlatban is kitlint, hogy megfeleld kalibralast
kovetden a késziilékek ,,atjarhatosaga” nagyon jo.

A tovébbiakban az NMR spektroszkopiai modszerek tarhazabol csak azokat a
technikdkat ismertetem, melyeket a kisérleteink soran alkalmaztunk, illetve amelyek felsoroldsa
az adott témat érintden elengedhetetleniil sziikséges. Jobb attekintés érdekében kiilon targyalom
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a rendezetlen és globularis fehérjék jellemzésére tipikusan hasznalt megkozelitéseket.
Ugyancsak kiilon valasztom az un. globdlis paraméterek meghatarozasat, melyek a rendszert,
mint egészet jellemzik, és a lokalis paraméterek meghatarozasat, ami az adott kornyezet kémiai

eltolodasainak megadasat és a jelazonositast jelenti.
4.3.1. Globalis paraméterek meghatarozasa

A molekuldk méretének és alakjanak egyik jellemzd paramétere a D transzlacios
diffazios egyiitthatd. A D értékének meghatarozasdhoz a kismolekuldkéndl rovidebb T2
relaxacios idovel rendelkezé makromolekulak esetében a stimulélt ekho és longitudinalis
maradék Orvényaram lecsengéses pulzusszekvenciakat, illetve amennyiben sziikséges volt,
oldészer elnyomast is hasznaltam. A led és stebpgps szekvenciakkal is futtatott kisérletek
azonos eredményre vezettek, altalanossagban én a stebpgps szekvenciat alkalmaztam, és
minden mérésnél optimaltam a defazisolo/refokuszalo gradiens pulzus hosszat (0) €s a diffuzios
id6t (A). A pszeudo 2D modban végzett mérések soran a gradiens pulzus erésségét (g) linearisan
valtoztattam, jellemzéen 16-32 pontban, a maximalis gradiens erdsség 5-95%-nak
tartomdnydban. A mérések alatt a hdmérséklet ingadozéas 0,1K alatt maradt, és a termikus
egyensuly bedllasdhoz 20-30 percig vartam a mérés inditdsaval. A tipikusan allando 500ul
mintatérfogatban, vizes oldatokban a D érték valtozatlan marad a N2 aram 200-800 I/h
tartoményban torténd valtoztatasaval, és modell vegyiiletek esetében szamszerlien megegyezik
az irodalmi adatokkal, igy jo kozelitéssel feltételezhetd, hogy a konvekcidé hatasa
elhanyagolhatonak tekinthetd. Vizsgalataim soran fdleg monodiszperz, egy komponensi
mintakkal dolgoztam, és a kiértékelést gy végeztem, hogy az alifas tartomany metil-, illetve
majd az I1=f(g) lecsengést illesztettem a Stejskal-Tanner 2.1. Osszefliggésre. A méréseket
tipikusan 2-3-szor ismételtem, igy a kivalasztott integralasi régiokat figyelembe véve a
kiszamolt diffazios egyiitthatd minimum 6 érték atlaga volt.

4.3.2. Globularis fehérjék jellemzése

Jelaszignacié. A dolgozatban eléforduld fehérjék jelazonositasahoz tipikusan C/®N jelslt
mintakat hasznaltam. Az izotopjelolés lehetové teszi a H, N, C kornyezetek kémiai
eltolodasainak meghatarozasat. Ennek elofeltétele minden esetben a primer aminosav
szekvencia ismerete, a kiértékelések soran a szekvencialis aszignaciot kell megoldani. A feladat
legegyszeriibben 3D mérések kiértékelésével végezheté el. Ahhoz, hogy a mérési idoket
csokkentsem, a BEST-tipust méréseket valasztottam, ezeket rutinszertien hasznaljuk barmely
fehérje esetében (Sattler 1999). A BEST (Brutscher 2009) technika elénye, hogy egy szelektiv
pulzussal csupan a HN régiot gerjesztjiik, és a gyors relaxacié miatt a varakozasi id6 (d1)
jelentdsen csokkenthetd.

Az egyértelmii jelazonositds komplementer mérések futtatdsaval oldhatd meg, és az
alabbi korrelacidk hatarozhatok meg (4.3.1. 4bra):

- 3D HNCO és 3D HN(CA)CO: HN(i) — C’(i-1)

27



d C_1980_2 1 Kisérleti rész

- 3D HNCA és 3D HN(CO)CA: HN(i) — Ca. (i-1) és i; illetve HN(i) — Ca (i-1).

- 3D HNCACB és 3D HN(CO)CACB: HN(i) — Ca (i-1) és i, CB (i-1) és i; illetve HN(i) —
Ca (i-1) és CB (i-1). A Ca és Cp jelei ellentétes fazistak, ezaltal is megkonnyitve az
azonositast.

- 3D (H)CCCONH: HN(i) — (i-1) C kornyezetek. A mérés elénye, hogy a HN protonnal
nem rendelkez6 prolin aminosavak szén-lancai is jellemezhetéek, viszont a
szekvencialis konnektivitasban szakadas jelenik meg az X(i-1)-Pro(i) régioban. A mérés
hatranya a kis érzékenység.

A 2D alap spektrum ezekben az esetekben egy *H,N-korrel4cio, jellemzden a SOFAST —
HMQC, de a BEST-HSQC és a FHSQC valtozatokat is hasznaltam.

o
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4.3.1. abra: A fehérje/peptidgerinc vazanak sematikus bemutatisa megfeleld jeldlésekkel, az R oldallanc az
esetleges tovabbi hosszabb-rdvidebb f3,y,0 kornyezeteket is magaban foglalja; a @ és ¥ a megfeleld diéderes
szogeket jeloli. Az NMR mérések soran az (i-1) - i; (i-1) - (i+1) konnektivitasokat kell megtalalni, és a kiilonféle
kornyezetek kémiai eltolodasai értékeit meghatarozni.

Megjegyzendd, hogy amennyiben lehetséges, mindenképpen érdemes a kettds
izotopjeldlést alkalmazni rovidebb (50 aminosav hossz koriili) fehérjék esetében is, mert a
kiértékelés egyértelmiibb, az informacid6 mennyisége és megbizhatosaga pedig
megkérddjelezhetetlen.

Gyakran el6fordul az atlapold jelek, és/vagy a repetitiv aminosav motivumok jelenléte
miatt, hogy a jelazonositas bizonytalan. A tisztazasdhoz szamos egyéb technika all
rendelkezésre. Példaul a 4D, 5D, sth. korrelaciok nagy eldnye, hogy az (i-1) — (i+1) aminosavak
Osszekotését teszik lehetové/erdsitik meg. Ezeket a méréseket nem-linearis mintavételezéssel
(NUS) végezzikk, és a processzalas adott esetben nagy(obb) tarkapacitast igényel.
Segédprogramok alkalmazasat kovetden 2D sikok kinyerése és kiértékelése torténik, illetve —
elsésorban globularis fehérjeknél fordulhat el — hogy a gyors relaxacio kovetkeztében egyes
szakaszok jelei nem detektalhatoak. Egy masik multidimenizionalis technika, ami jo
eredményre vezet, az APSY megkozelités. A mérés soran csucslistakat kapunk, ezek
feldolgozasara segédprogramokra van sziikség.

Az altalam végzett mérések €s a processzalas a TopSpin méréprogrammal tortént, a
kiértékeléshez pedig a Sparky (Goddard 2000), CARA (Keller 2004) szoftvereket hasznaltam.

Szerkezeti informaciok. A dolgozatban targyalt bioldgiai rendszerek vizsgélata soran csak ritkan
meriilt fel szerkezet meghatarozasanak, vagy szerkezeti informacio kinyerésének
sziikségessége, ezért ilyen tipusi méréseket korlatozottan alkalmaztam. A *H-'H atommagok
<6A kozelségére utalod tavolsagi NOE informaciokat a klasszikus X-editalt (*3C, vagy °N) 3D
TOCSY-HSQC ¢és 3D NOESY-HSQC mérések kiértékelésébdl hataroztam meg.
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A peptidgerinc H*-HN atomjai kozotti 3-kdtéses 3Jun csatolasi allando a @ diéderes szog
nagysaganak fliggvénye, ezaltal térszerkezeti informaciot hordoz. A 3D HNHA mérés (Vuister
1993, Vuister 1994) soran a térfogatintegral alapjan hatarozhatdo meg 3Jun értéke, ugyanis a
diagonalis és keresztcsticsok intenzitdsanak aranya a HN->H® magnesezettség transzfer
magnesezettségi idejével (2t) aranyos:

Mkeresstesies | — _¢qn2(2¢ - 3 fun) (4.3.1)

ldiagonalis csucs
Az 4.3.1. egyenletbdl szamolt 3Jun értéke random-coil, a-hélix, vagy B-redé masodlagos
szerkezeti elemekr6l tanuskodik. Egy kovetkez6 1épésben pedig a Karplus 0sszefiiggés alapjan
a peptidgerinc @ diéderes szogének nagysaga is szarmaztathato. Az csatolasi allando értékek
meghatarozasa ebben az esetben a CCPNMR (Vranken 2005) szoftver segitségével tortént.

Dinamikai informaciok. A fehérjedinamika a kiilonféle iddskalakon torténd mozgésok
feltérképezését jelenti, én az aldbbiakban ezek koziil csak az eredményekhez felhasznalt
modszereket ismertetem (Morin 2011, Palmer 2014).

() Leginkabb elterjedt a peptidgerinc ps-ns iddskalan torténé mozgasainak a leirasa. A
modszer a kiilonb6z6 frekvencidkon fluktualo terek erdsségét leird spektralis stirliségfiiggvény
J(w) és a kisérletileg meghatarozhat6 relaxacios paraméterek kozotti kapcsolat leirasat veszi
alapul. Izotopjeldlt fehérjéket haszndlva a T1 és T» magspin relaxacios idok és az X-'H (X =
13C, vagy '°N) stacionarius heteronuklearis NOE (hetNOE) értékek szolgaltatjak a kisérleti
adatokat.

A fehérjelanc dinamikéjanak leirdsdhoz elsésorban a >N mag jellemzését hasznaljuk. A
N T1 mérés telités felépiilést alkalmazé, HSQC alapt pszeudo-3D pulzus szekvenciaval
torténik. A mérés soran 10-12 pontban valtoztattam a varakozasi id6t, tipikusan a 0,005 —-2,8 s
tartomanyban, és a reprodukalhatosag érdekében egy vagy két pont felvételét megismételtem.
A N T, mérés a CPMG szekvencian alapul és a detektalas szintén HSQC alapu pseudo-3D. A
tipikusan 10 mérési pont a 0,017-0,5 s tartomanyt fedi le. A kiértékelés soran minden aminosav
NH kornyezetére meghatarozott térfogatintegralok varakozasi id6 fliggvényében torténd
exponencialis lecsengésének illesztésébdl kaptam meg az idéallando értékét. A *H-°N hetNOE
adatok a HSQC adott aminosav kdrnyezetére szamolt *H telitéses és telités hianydban felvett
spektrumbdl szarmazo térfogatintegralok aranya. Ezekben az esetekben 7-8 s varakozasi id6t
alkalmaztam. Az adott aminosavra jellemz6 relaxacios paraméterek kiszamitasa Sparky, vagy
Dynamic Center programokkal tortént. A fehérjék gerincdinamikai jellemzését egy Bo térerén
(16,4T) végeztem.

A relaxacios adatokat ezt kdvetden lehet értékelni. Az X-'H kétésvektor viselkedésének
leirasa a Lipari-Szabo modell-mentes formalizmuson alapszik (Halle 1981, Lipari 1982a, Lipari
1982b) A modell-mentes kifejezés arra utal, hogy nem alkalmazunk semmilyen feltételezést a
kotésvektor mozgasara vonatkozdan, igy a modszer barmely korrelacids idoéfliggvényre
alkalmazhat6. Altalanossagban a C(t) korrelacios idéfiiggvény felbonthatdo egy globalis
(overall) és egy lokalis (local) 0sszetevore:

C) = Coverau(t) - Crocar(t), ahol (4.3.2)
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Coverau(t) = /s e roveral & Croeqi(t) = S+ (1 — S2)e /iocal (4.3.3.,4.3.4.)

ahol zoveran a globalis, 7iocai pedig az effektiv belsé rotacios korrelacios id6, S az un.
rendparaméter, S? az X-'H kotésvektor térbeli mozgaskorlatozottsdginak mértéke, ami 0-1
kozott véltozik. S? = 0 azt jelenti, hogy a kétés korlatlanul mozoghat, mig S? = 1 esetben egy
merev szegmensrdl beszélink. A korrelacios idoéfliggvény Fourier transzformacidja
eredményezi a spektralis strliségfiiggvényt, aminek alakuldsa izotrop rotacios diffuzid
esetében:

J(@) = 2|s? —Tererell_ 4 (1 — §2) % ] (4.35.)

2
14+w2T orall (1+w?272)

-1 _ -1 -1
ahol t7* = Toverall T Tiocal-

A relaxacios mérések értekeléséhez a spektralis slirliség fliggvények és a meghatarozott
relaxacios adatok kozotti Osszefiiggéseket hasznaljuk fel. A relaxaciés mechanizmusokbol
adodoé jarulékok a zérus frekvencian J(0), az egy-kvantum J(wh), J(wx) és a zérus ill. két-
kvantum J(wH-wx), J(wn+wx) frekvencidkon valo értékektdl fiiggenek, melyek alakulasa:

RY” = £ [(J(w0n — wx) + 3] (0x) + 6] (0y + )] (4.36)

RESA = 2] (wy) (4.3.7)

RE” = £ [4)(0) + (J(wn — wx) + 3] (@) + 6] (@p) + 6] (@wy + wy))]  (438)

RESA = [4](0) + 3/ (wy)] (439)
NOE = 1 + Y5 [6] (wyy + wy) — J (wy — wy] (4.3.10)
4RV x
ahol d = "(”;VT’;V” : é e = 1,02 A; ren=1,08 A; ¢ = “’j_:" : Ao = -160 ppm; n- a kdtésben

részt vevd 'H szama (amid NH esetében n=1).

A -es spinli magokra jo megkozelitéssel feltételezhetjiik, hogy a két meghatarozo
relaxacios mechanizmus a dipol-dipdl kdlcsonhatas és a kémiai eltolodas anizotropia; igy a
mért Ri és Rz ,auto-relaxacids” sebességek (a Ti €s T2 relaxacios idok reciprokai) és a
stacionarius X-{*H} heteronuklearis NOE az alabbiak szerint irhatok fel:

R, = RPP + R4 és R, = RPP + RS54 + R, (4.3.11.,4.3.12)

NOEy_y = = (4.3.13)

X0

ahol Rex a kémiai csere okozta jelszélesité hatas, Ix az *H telités soran kapott, Ixo pedig a
besugarzas mentes intenzitast jeloli.

Ezen Osszefiiggések felhasznalasaval a FAST-Modelfree program segitségével
végeztem a kiértékeléseket (Palmer 1991).
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(if) A lassabb, ps-ms iddskalaju folyamatok kozé tartoznak példaul a konformacios
egyensulyok, vagy a kis mennyiségben jelen levd, minor partnerekkel torténé cserefolyamatok.

Gyakorlatban a kolcsonhatas, letekeredés, konformaciovaltozas kéthelyt cserét feltételez:

kex

A<—B
ahol kex sebességi allando, az A és B allapot adott kdrnyezetei kozott mért kémiai eltolodas:
A®. Amennyiben A® > Kex (10>) lasst cserérdl beszéliink, ekkor A és B kiilon jeleket adnak a
spektrumban; ha kex > Am (>10) gyors csere allapotrol beszéliink és egy populacié sulyozott
jelet észleliink; kex/Aw ~ 1 esetben pedig kdzepes cseresebesség tartomanyban vagyunk, melyet
jelszélesedés novekedés tiikkroz. A mérések soran a kex paramétert, vagy a minor forma ®
értékeit hatarozzuk meg. Kisérletileg ez az Gn. relaxdcios diszperzios modszerek segitségével
torténik, ami a gyorsabb iddskalaju (<100 ps) esetben Ry, , a lassabb iddskalan pedig CPMG
tipustt mérések kivitelezését jelenti. Mindkét esetben a latszélagos Rz értékeit hatdrozzuk meg
(esetiinkben °N-re) ugy, hogy a spin-lock mezé erésségét (Rip), vagy 180°-s pulzusok
ismétlédését (CPMG) valtoztatjuk (Palmer 2014). A CPMG kisérlet soran az effektiv R
valtozasat a wep CPMG tér fiiggvényében kovetjiik, ahol wcp (Hz) a 180 pulzus parok
ismétlésének frekvencijat (ez °N-re max 1000Hz-ig valtozathatd) zcp pedig a kdzéttiik levd
varakozasi id6t jeldli:

1

Ver = 5— (4.3.14)
A gorbe lecsengésének komplex alakja van, melyet a Kex sebességi allando, a pa, ps populaciok
értéke €s a Aw kémiai eltolodas kiilonbsége is befolyasol. A mért effektiv Ro értéke:

R9%S = RY + Roxcp (4.3.15.)
ahol RY a sajat transzverz relaxacids sebesség cserefolyamat hidnyaban, az Rexp,cp Pedig a
kémiai csere jarulék. Altaldnossagban két helycserét feltételeziink, és adott koriilmények

mellett egyszertisitéssel is élhetiink. Példaul pa>>pg esetben az dsszefliggés (Ishima 1999):

2

R9%> = RY + k§x+[p; :jBf:’S (';"C 7 (4.3.16.)
ahol lassu cserekor RY = R, 4 , gyors cserénél pedig R = paRz 4 + PsRos
En a CPMG tipust mérések kiértékelését a Dynamic Center programmal végeztem.

(iii) A 0,1-10 s tartomanyba esd cserefolyamatok kozé sorolhatdak a konformacios
egyensulyok. Detektalasuk az Gn. ZZ méréssel lehetséges, de csak abban az esetben
alkalmazhato, ha a két A, B cserepartner jelei egymastol elkiiloniilnek és mindkettd
detektalhato, a populacié > 10% (Farrow 1995, Palmer 2019). Amint az elnevezés is utal ra a
kisérlet soran a longitudinalis magnesezettség valtozasat kovetjiik a major €s minor jelek kdzott.
A z-tengely mentén kialakuloé nem-egyensulyi magnesezettségben a megadott t keverési id6
alatt az A ¢s B allapotok kozott magnesezettség atvitel jatszodik le. A csere kdvetkeztében a az
(onA,0HB) €s (onB,0HA) keresztecsucsokat is detektaljuk, ahol a keresztcsucs intenzitdsa a
kisebb populacioji allapot intenzitasanal kisebb. A mérés kvalitativ és kvantitativ célokra is
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hasznalhato, hiszen egyfeldl ravilagit az Osszetartozo jelekre, masfeldl legalabb két keverési
id6 mellett felvett spektrum kiértékelésébdl meghatarozhatd kex nagysaga.

(iv) A gyors ms tartomanyba esnek a viz — makromolekula NH egyensulyok. A
cserefolyamat jellemzésére a CLEANEX-PM megkozelités alkalmazhato (Hwang 1998).
Amennyiben az Rz nem befolyasol, gy a HSQC detektalasi spektrumban a keverési id6
valtoztatasaval az integralt intenzitasok értékét kovetjiik. Az eltemetett, vagy kevésbé cserél6do
régioknal az effektus sokkal kisebb lesz.

4.3.3. Rendezetlen fehérjék jellemzése

Jelaszignacio. A globularis fehérjéknél ismertetett modszerek kivaldan alkalmasak az IDPk

88 8.6 84 82 8.0 78

tanulmanyozasara, ez mindaddig igaz, amig Iétezik

- - 278 K
detektalhato HN proton. Masfelél, az IDPk esetében a  wo - “‘”}::no
konformacidos  sokasagok, a  szerkezeti  hajlamok - ‘
nagymértékben valtoznak a kisérleti koriilményekkel, igazan r "
relevans informécio fiziologias koriilmények mellett nyerhets. ™ ok =
Ilyen feltételeknél szamos IDP esetében az amid és viz g * |
protonjainak  cseresebessége  kovetkeztében a  jelek 3120 - ) ‘-.::- -
kiszélesednek, és nem detektalhatoak. Ezt jol tiikkrozi a 4.4.1. "'-}' - ;
abran bemutatott 105 aminosav hosszusdgi rendezetlen -:,.s. - - ‘
fehérje (EZH2) viselkedése, aminek 278K-en felvett *H®N- .| ~ = -.'-,. i _ s
SOFAST-HMQC spektruman a prolinokat leszamitva az e - JL
Gsszes amid kornyezet jele detektalhato (kék), 4m 310K-en .5 o Egy 105 aminosav
ennek csak egy toredéke jelenik meg (piros). hossza IDP H,N - SOFAST

A megoldast mas detektalasi modok, igy példaul a 3C ?1'\32 flésrglzt:réiﬁilf;f (kek) és

detektalt mérések jelenthetik. A nem 3C érzékenyitett méréfe;
hianya - ami a vildgon alig par helyen elérhetd — a megfeleld 3D korrelaciés mérések
hasznosnak bizonyult a j6 jeldiszperzioju 2D CON — N(i) - C (i-1) korrelacié — mérés, melyben
kivéaloan elkiildniilnek a prolinokhoz tartozo jelek, illetve a 2D CACO — Cai) - C (i) korrel4cio.
A jelaszignacié az H® detektalt modszerek alkalmazisaval is megvaldsithatd. Ezen

mérések elénye, hogy a kiértékelés soran az X-Pro-Y ¢és X-Pro-Pro szakaszok is
Osszekothetéek. A mérések hatranya, hogy a tipikusan 7-10% D20 tartalmu mintak
vizsgalatanal a vizjel elnyomasa kihivasokat jelent. Harom mérést alkalmaztam sikerrel,
melyek segitségével az alabbi korrelaciok hatdrozhatok meg (4.3.1. dbra):

- 3D HCAN ¢és 3D HCA(CO)N: H* (i) — N (i) és (i+1), illetve H* (i) — N (i+1)

- 3D HCA(N)CO: H* (i) — C’ (i) és (i-1).

Szerkezeti informdciok. A rendezetlen fehérje nem rendelkezik meghatarozott masodlagos,
harmadlagos szerkezettel, ennek ellenére szerkezeti hajlamok, Ugynevezett preformalt
motivumok jelen lehetnek, ¢és legtobbszor ezek a régidk a késdbbi kolcsonhatasok

kovetkeztében masodlagos szerkezetet mutatnak. A rendezetlenség az aminosav szekvencia
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ismeretében szamos web-alapu josloprogram segitségével predikalhatd, viszont igazan az atomi
szintli informdacid az, ami ezeket a szerkezeti hajlammal bird szakaszokra ra tud mutatni. Ez
ugy kaphatdé meg, hogy az Uin. masodlagos kémiai eltolodas (SCS) értékeket az aminosav
szekvencia mentén abrazoljuk, és amennyiben néhany egymast koveté aminosavra egyértelmii
tendenciat mutat valamely iranyban, ugy az a-helikalis, vagy B-red6 hajlamhoz kothetd. Adott
SCS kiszamitasa a jelazonositast kovetden adott i kornyezet (leginkabb a Ha, Ca, CB, C*) CS
kémiai eltolodasainak és az adott kornyezetre jellemzd RCCS un. random-coil kémiai
eltolédasnak a kiilonbsége:

SCS; = CSM™™ — RCCS; (4.3.17.)

Az SCS értékét nagymértékben befolydsolja, hogy milyen RCCS értéket hasznalunk, hiszen ez
az eldjelre és annak alakuldséra is hatdssal van. Az irodalomban évtizedek 6ta ujabb és ijabb
RCCS meghataroz6 algoritmusok latnak napvilagot, melyek k6zott van aminosav szekvencia
korrigalt (Wishart 1995), de 1étezik homérséklet és pH-korrekcio (Kjaergaard 2011, Kjaergaard
2011, Nielsen 2018) is. Egy masik kozkedvelten alkalmazott masodlagos szerkezeti elemek
jelenlétére utald megkdzelités az in. SSP pontozofiiggvény, aminek értéke -1 (tiszta B-redd) és
1 (tiszta a-hélix) kozott valtakozik, az értéke pedig adott aminosavra meghatarozott kémiai
eltolodasokbol szamolhatd (Marsh 2006). En mindkét kozelitést alkalmaztam, nem csupan
IDPk, de globuléris fehérjék esetében is a kordbban irodalomban meghatarozott szerkezeti

elemek ellendrzésére.

Dinamikai informaciok. A rendezetlen fehérjékre mért relaxacids paraméterek Lipari-Szabo
analizisen alapul0 értékelése szerkezet hidnyaban nem megoldhatd. Ennek ellenére a kiszamolt
spektralis stirliségek a fehérje gerincdinamika félkvantitativ kiértékelését teszik lehetové —
globuldris és rendezetlen fehérjék esetében egyarant. Kihasznalva azt a tényt, hogy a *H:°N
giromagneses egylitthatok aranya ~ 10:1 (lasd 2.1. tablazat) az alabbi egyszeriisitésekkel
¢élhetiink: J(wH - wn) = J(wn) = J(oH + @n) = J(wn). A redukadlt spektralis stiriiség analizis a
4.3.6.,4.3.8 ¢s 4.3.10. egyenletek alapjan a harom kisérletileg meghatarozott paraméter: az Ry,
R2, hetNOE és a J(0), J(wn), J(wn) viszonyat elemzi (Kadefavek 2014, Kiizova 2004), ahol J(0)
alassu, J(wn) a kozepes és J(wn) a gyorsmozgasok aranyat mutatja. Az elemzés soran leginkabb
a J(0) — J(wn) fiiggvény abrazolasa (in. Lefévre-abrazolas) hasznalatos, és az fehérjét felépitd
aminosavak NH kornyezeteire kapott értékeket ,,egymozgas” gérbéhez viszonyitott helyzetiik
alapjan targyaljuk. Az ,,egymozgas” gorbe egy teljesen merev, egységes mozgassal rendelkezd,
belsé mozgasok nélkiili elméleti esetbdl kiszamithato:

_ IO
J(@) = e Tor (4.3.18)

A felsorolt mérések ¢és kiértékelések a rendezetlen fehérjék dinamikai viselkedésére
mutatnak rd, melynek kdvetkeztében a merevebb szakaszok jelenlétérdl/jellegérdl atfogo képet
kapunk.
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4.3.4. Membranmimetikumok, peptid-bicella rendszerek jellemzése

A bicella/micella rendszerek jelazonositasa klasszikus homo- €s heteronukleéris 2D
méréseken  alapult  (*H,'H-COSY, NOESY; !H-$3C HSQC, HMBC), mig
méretmeghatarozashoz a korabban ismertetett difftizios méréseket alkalmaztam.

A peptidek hatasat a lipidek dinamikajara kétféle megkozelitéssel vizsgaltam:

- 13C-1H kotésvektor viselkedésének leirasahoz a nagy koncentracidban jelen levd
lipideknek kdszonhetden a klasszikus *3C-detektalasu pszeudo-2D inverzio atvitelen alapuld T1
mérést végeztem 0,01-10s varakozasi idokkel, tipikusan 10 pontban, a tranzienesek szdma
pedig 400-512 volt. A H-13C stacionarius heteronuklearis NOE értékeket adott rezonanciajel
besugarzas mentes és az adatgyiijtést megel6z6, hosszu, 27s ideig tartd 'H besugarzast kovetden
kapott intenzitasai aranyabodl nyertem. A tranziensek szama ezen méréseknél 800-1024 volt. A
relaxacios méréseket két (9,39T és 14,09T) térerén végeztem, €s mivel bicellakra a Lipari-
Szabd megkdzelités nem bizonyult helyénvalonak, igy az analizis modositott valtozatat
alkalmaztam (ezt az ,,Eredmények és értékelések™ fejezetben targyalom), az értékeléshez
hazilag irt Matlab programokat hasznaltam.

- a foszfolipidek 3!P kérnyezetének dinamikai vizsgilatidhoz 9,4 T és 11,7 T
térerokon relaxacios méréseket végeztem. A pszeudo-2D inverzio atvitelen alapuld T1 mérések
14 pontban késziiltek, 1ms-6s varakozasi id6 tartomanyban. A pszeudo-2D CPMG szekvencian
alapul6 T> méréseket 12 pontban végeztem, a 0,03-0,58 s varakozasi id0 tartomanyban. Minden
esetben a méréseket haromszor ismételtem. Az illesztés a TopSpin programban tortént €s az
iddallandokat az exponencialis lecsengésbdl kaptam.

4.3.5. Nagynyomasi és kis homérsékletii kisérletek

Ezekhez az egzotikusabb kisérletekhez minden esetben a 250MHz-es késziiléket
hasznaltam. A kiértékeléshez sziikséges informaciokat a klasszikus 1D H, ¥C mérések
szolgaltattak, kvantitativ 3C{*H} mérésekhez a forditott kapuzasu (inverse gated) pulzus
szekvenciat alkalmaztam. A nyomas alatt torténé felvételekhez 10mm BBO méréfejet €s 10mm
atméroju zafir csoveket hasznaltam. A zafir cs6 megfeleld nyomas ala lett helyezve, majd a
kisérlet befejeztével ujabb nyomasmeéréssel allapitottam meg, hogy minden esetben a mérés
soran a rendszerben a nyomas a kivant értéken allandé maradt.

Kis hémérséklet eléréséhez, a 0°C — -40°C tartomanyban, a mérdfejet kozvetleniil
csatlakoztattam a cseppfolyds No-t tartalmazé Dewar edényhez és a kivant homérséklet
eléréséhez megfeleld sebességgel biztositottam a Nz melegitést/parolgast. A rendszer
hémérsekletének ingadozasa a kisérletek alatt 0,1 °C volt.
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5. Eredmények és értékelések
5.1. Globalis NMR paraméterek, empirikus D — M, ru — N osszefiiggések

A jol meghatirozott szerkezettel bird globularis fehérjék és a konformacios
sokasagokkal jellemezhetd, dinamikus, rendezetlen (IDP) fehérjék hidrodinamikai paraméterei
- elvarhaté moédon - kiilonbdznek. Mir az egyszerii 1D H spektrumok érzékeltetik (5.1A.
abra), hogy az adott biomolekula globularis, vagy rendezetlen. A mésodlagos, harmadlagos
szerkezettel bird fehérjék nagyfoku arnyékoltsagot mutatd metil csoportokkal rendelkeznek,
melyeknek jelei -1,00 —-2,00 ppm kémiai eltolodas értékeknél detektalhatok. Az IDPk esetében
ilyen jelenség nem tapasztalhatd, és a teljes spektrumban, barmely H kornyezetre jellemz6
tartomanyban a jeldiszperzid sokkal kissebb.

A globularis és IDP biomolekulak megkiilonboztetését a hidrodinamikai paraméterek
valtozasat leir6 empirikus 0Osszefliggések segit(het)ik. Célom az volt, hogy megbizhat6,
bioanalitikai célokra is hasznalhaté empirikus egyenleteket allitsak fel. Ehhez mar jellemzett,
ismert fehérjéket hasznaltam, és azonos kisérleti koriilmények biztositdsadval hataroztam meg a
D transzlacios diffuzios egyiitthatokat. A molekulaméret (M) valtozasa D fiiggvényében a
bevezetében mar ismertetett 2.2. Stokes-Einstein dsszefiiggés alapjan igy alakul:

_ kBT ATpettNaN1 /g =1/
D_6m7f(—3 )Y /3M /3 (5.1)

Elsoként ennek az 0sszefiiggésnek az alkalmazhatosagardl kell meggy6zddni, hiszen az
feltételtol eltérd korrekciokat az 5.1. egyenletben szerepl6 f faktor tartalmazza. Az oldoszer és
oldott anyag méretének viszonyabodl szarmazo korrekcié a Gierer-Wirtz dsszefiiggés alapjan
szamolhat6 (Evans 2018, Evans 2013, Gierer 1953). Biomolekulak vizes kézegben torténd
vizsgalatanal ez a hozzajarulas elhanyagolhat6, mivel az olddszer viz molekula sokkal kisebb,
mint az oldott anyag molekulatomege. A kozeg szerepét és befolyasat ugy ellendriztem, hogy
meghataroztam az oldatban levd viz D értékét fehérje jelenlétében és hidnyaban. A jellemzden
~ ImM fehérje koncentracioknal ezek az értékek azonosak, tehat a kdzeg nem befolyasol.
Tovabba elvégeztem a vizre meghatarozott D egylitthatd hdmérséklet fliggését és a linearizalt
Arrhenius egyenlet meredekségébdl kiszamoltam a vizmolekuldk diffuzids aktivalasi
energiajat. Az igy kapott érték 20,6 kJ/mol, ami kivald egyezést mutat az irodalmi 20kJ/mol
értékkel (Roos 2016). Ezen kisérleti bizonyitékok tiikrében jo eséllyel feltételezhetd, hogy a
jellegzetes biomolekulas mérési koriilmények kdzott a molekularis zsufoltsag nem befolyasol,
és a kontinuum modell érvényesnek tekinthetd. Természetesen felmeriilhet még az aggregaciod
lehetdsége, ennek ellendrzésére adott koncentracid tartomanyban mért D értékek valtozasabol
lehet kovetkeztetni. Néhany kivalasztott fehérje esetében a uM- mM tartomanyban elvégzett
mérések transzlacids diffuzios értékei allandoak voltak, aggregicidra utalod jelenséget nem
észleltem.

Ilyen tapasztalok birtokdban hatdroztam meg a kivalasztott - korabban altalunk, vagy
irodalomban mar jellemzett - 12 globularis és 10 IDP fehérje D egyiitthatdjat 287K
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hémérsékleten. Minden esetben a stegpbp9 pulzus szekvenciat hasznaltam, minden mérés
esetében optimaltam a paramétereket, és megfeleld S/N arany mellett dolgoztam. A fehérjék
megnevezése €s az értékek alakulasa az 5.1B. abran lathat6. A bemutatott D-M valtozasbol
kittinik, hogy mind a globularis, mind a rendezetlen fehérjék esetében a D érték kb 20000g/mol
értékig csokkend tendenciat mutat, ezt kovetden szignifikans valtozas nem torténik. A jelenség
a gyenge kooperativ molekularis kolcsonhatasok meglétével magyarazhato, ugyanakkor ez a
tapasztalds Osszecseng korabbi megfigyelésekkel, melyek szerint egy fehérje domén
maximalisan ~200 aminosavat foglal magaba (Eilers 2000, Makhatadze 1995).
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5.1. abra. A) Egy tipikus globularis (piros) és egy rendezetlen (kék) fehérje 1D *H spektruma; B) Kisérletileg
meghatarozott D transzlacios diffuzios egyiitthatok valtoztasa M molekulaméret fliggvényében globularis (piros
korok) és rendezetlen (kék négyzetek) fehérjékre. C) a B) pontban lathato lecsengésekre illesztett gorbék linearizalt
log-log abrazolasa. 8M karbamid kozegben az iires korok globularis fehérjékre, az tires négyzetek pedig IDP
fehérjére mért értékeket jelolik.

A D-M viltozasok egyértelmiien mutatjdk, hogy az IDP és globularis fehérjék
viselkedése jol elkiiloniil. A kisérletileg meghatarozott pontokra illeszthetd Osszefiiggések
alakja:

D(globularis) = 3,16 - 107°M 0381 (5.2.)
D(IDP) = 6,78 - 10~°M 0507 (5.3)

Bioanalitikai célokra a linearizalt egyenletek haszndlata kedveltebb, ennek fényében az
Osszefiiggések alakulasa:

log D (globularis) = —0,381-logM — 8,499 (5.4.)
log D(IDP) = —0,507 - logM — 8,169 (5.5.)

Erdemes elemezni az egyenletekben szerepld M kitevd értékeit, ugyanis ezek a szamok
altalanos alak informéciot is hordoznak. A globularis fehérjékre kapott 0,381 érték
gombszimmetridhoz kozeli allapotra, torzult szférikus alakra utal (hiszen az idedlis gomb alak
esetében ez a szam 0,333), IDP-k esetében a 0,507 érték pedig a szintetikus polimerekre
meghatarozott 0,52-0,55 paramétekhez kozelit (poli(etilén oxid)-ra - PEO - vizes kdzegben
meghatarozott érték) (Guo 2017), ez altal is hangsulyozva a fehérjeldnc és a polimerldncok
viselkedése kozotti hasonlosagot.

Az igy meghatdrozott D érték kiinduldpontja tovabbi paraméterek kiszamolasanak.
Meglatasom szerint az irodalomban eldszeretettel szarmaztatott ry értekek jO részénél nem
vesznek figyelembe korrekciokat, egyes esetekben pedig a Stokes-Einstein egyenlet adott
koriilmények melletti alkalmazhatosaga is kétséges. Ahhoz, hogy sajat adataimra torténd rz- N
Osszefiiggéseket levezessek, két moddon ellendriztem az effektiv hidrodinamikai sugér
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kiszamitasat. Az abszolut modszer szerint az érték a 2.2. Stokes-Einstein egyenletbdl
szamolhatd (=1 mellett) ¢s adott hdmérsékleten a kozeg viszkozitasat is ismerni kell — ezt mi
megtettiik és az altalam vizsgalt kzegekre viszkoziméteres eljarassal meghataroztuk ezeket az
értékeket. A relativ modszer esetében egy referencia molekuldt hasznalunk, mely kis
mennyiségben van jelen a vizsgalt oldatban. Hagyomanyosan ez a vegyiilet a dioxan, ami 3,544
ppm kémiai eltolodasndl egy szingulett jelet ad. A mérés soran meghatarozott D értékek
aranyabol a kozeg hatdsa kiesik, és a fehérjére vonatkozd rp kiszamolhatd. Az els6
bizonytalansag ebben az esetben a dioxanra irodalomban elérhetd effektiv hidrodinamikai
sugar: egyarant talalkozunk 1,7A (Jones 1997) és 2,12A (Wilkins 1999) adatokkal, és mindkét
értéket hasznaljak — ami igencsak eltérd eredményre vezet. Sajat méréseim alapjan 287K-en
2,16 £ 0,01A értéket hatdroztam meg. A modszerbdl adodd maésik bizonytalansag a 3,0 - 4,0
ppm tartomdnyban jelenlevd jelatfedés. Ebben a régidoban a fehérje alifds protonjai adnak
jeleket, és a kiértékelés soran elkeriilhetetleniil kell ezekkel szdmolni. Szerencsés, ha egy
kismolekulara és egy fehérjére is optimalt diffuzios mérést futtatunk, és ezek kiértékelésébol
kapott D értékekkel szdmolunk. Végiil az a kérdés is felmeriil, hogy a kis tomegli dioxan
esetében az f értékét meg kéne adni, hiszen dioxanra nézve az olddszer viz molekula mérete
nem elhanyagolhat6. Ovalbumin és lizozim esetében mindkét modszert teszteltem és arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy az abszolut modszer esetében a hiba kisebb (0,4 illetve 0,5A),

mint a relativ modszernél (£ 2,0 illetvel,4A), ezért ennek alkalmazasat javasolom.

A fentebb bemutatott médon szarmaztatott ry adatok valtozasat a polimerkémiabol
eredd, és fehérje jellemzéseknél maig hasznalt aminosav tagszam fliggvényében irjuk fel, abbol
kiindulva, hogy a polipeptid — a szintetikus polimerekhez hasonléan — egy N statisztikai
szegmensbdl Osszekapcsolt lanc (Flory 1969). Ennek figyelembevételével az eredé empirikus
egyenletek:

ry(globularis) = 3,405 - N0382 (5.6.)
r(IDP) = 3,128 - N0492 (5.7.)

Az empirikus egyenletek tagabb értelmezése. Megvizsgaltam az altalam meghatarozott és a
tobbi irodalomban elérhetd empirikus egyenlet viszonyat, illetve azt is, hogy ezen egyenletek
felhasznalasaval milyen tovabbi osszefliggések megallapitasa lehetséges.

(i) Az irodalomban fellelheté D(M) 6sszefliggések ritkak (5.1. tablazat) — pedig ezeket
személy szerint megbizhatobbnak tartom. Korabban rovid, AB kis peptidekre tortént vizsgalat
(Danielsson 2002), melyeknél nagymértékben atfednek az aminosav szekvencidk; illetve
néhany szerkezettel biro fehérjére van adat, amikoris D20 kozegben tortént jellemzés (Groves
2004). Mindkét esetben a meghatarozas diffuzios NMR méréseken alapult. Ezt a kort én mind
molekulaméret tartomanyban, mind aminosav szekvencia valtozatossagban ugyanakkor mind
globularis, mind rendezetlen fehérjékre vonatkozo Osszefiiggésekkel bdvitettem, igy az
egyenletek altalanosabb alakot 6ltenek, amit az M hatvanykitevo értékei is tikkroznek.
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5.1. tablazat. A szakirodalomban el6fordulé empirikus Osszefiiggések, és felallitasukhoz alkalmazott
meghatarozasi modszerek.

Empirikus egyenlet Meghatarozasi Referencia
modszer

D(M) osszefiiggések

D = (6,06+0,01)-107° .M (0:440.02) PFG-NMR Danielsson 2002
logD® = -0,366- log EMW? -8,484 PFG-NMR Groves 2004
|OgDG =-0,381:logM-8,499 PFG-NMR Dudas 2019

logD'®P = -0,507-logM-8,169

ru(N) osszefiiggések

rH'PP = (3,53+0,01)-N0-449+0.01 Szimulacio, Bernado 2009
adatbazis, SAXS

rnC = (4,75+1,11)N0-29#002 PFG-NMR Wilkins 1999

r® = (2,21£1,07)N%37002

rq® = 4,92N0.28 PFG-NMR, SEC Marsh 2010

ruP = 2,33N054

rHIDP = 2,49N0'509

ry® = 3,405N0-%82 PFG-NMR Dudas 2019

rHIDP - 3,128N0'492

logry'P® = (0,454+0,017)+(0,493+0,008)logN  Viszkozimetria, SEC, Uversky 2012

DLS

logra™® = (0,587+0,029)+(0,402+0,012)logN

logra™® = (0,629+0,051)+(0,334+0,021)logN

logri® = (0,525+0,012)+(0,358+0,005)logN

logru® = (0,385+0,017)+(0,543+0,007)logN
8 EMW-effektiv molekula tomeg, G-globularis, D-denaturalt, PMG-premolten globula, MG-molten globula.
Masfeldl sokkal tobb ry(N) Osszefliggést talalunk az irodalomban.  Amennyiben a
rendelkezésre allo egyenleteket megprobaljuk egymassal dsszehasonlitani, akkor azt varnank,
hogy azonos N értékre a kompaktabb globularis fehérje kisebb ry értéket fog eredményezni,
mint az IDP. Az altalam felallitott osszefiiggések esetében ez a feltétel teljesiil: az N=50-200
tartomanyban az IDPk mérete nagyobb, az eltérés a globularistdl 4-6A. Globularis rendszerekre
megvizsgalt ry adatok Kis N tartomanyban az irodalmi képletekb6l szamolt értékek k6z¢é esnek,
am N > 100 esetben a sajat egyenletek szisztematikusan nagyobb értékeket szolgaltatnak (7-
8A). A bizonytalansagot az irodalombél szarmazé egyenletek esetében az okozza/okozhatja,

hogy a kiilonféle fehérjéket kiilonféle koriilmények mellett tanulmanyoztak, egyes esetekben
kiilonféle modszerekkel is, és ezeket egyiitt kezelve irtak fel egy empirikus dsszefliggést.
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(ii) Egyértelmi, hogy a molekula alakja befolyasolja a hidrodinamikai paraméterek
nagysagat, ezért ilyen informaciok kinyerése nagyon népszert. Elterjedten hasznaljak az alak-
faktort, amit a giracios és hidrodinamikai sugarak hanyadosaként fejeznek ki. Gomb alakra az
érték 0,77; egy nyujtott alak 1,00 koriili értéket eredményez. A giracios sugar kisérleti iton a
SAXS szorasi gorbe Guinier tartomanyanak illesztésébol, vagy SLS mérésekbdl szamolhato;
de ismert szerkezetre az érték szarmaztathatd is. Ez utdobbi megkdzelitést alkalmaztam, és
néhany globularis fehérje esetén a PDB adatbazisbdl elérhetd szerkezet alapjan a HYDROPRO
(Ortega 2011) program segitségével szamoltam D% és rg értékeket (5.2. tablazat). Ezt
kovetden az alakfaktort mind a szamolt (calc) mind a kisérletileg meghatarozott (exp)

hidrodinamikai sugar adatokkal meghataroztam.

5.2. tablazat. Néhany kivalasztott globularis fehéjre szerkezete alapjan szarmaztatott transzlacids diffizids
egyiitthatd, hidrodinamikai és giracids sugarak (calc), illetve a kisérletileg meghatarozott értékek (exp). Az utolséd
harom oszlopban az alakfaktor szamitasa a kiilonféle megkozelitések alapjan.

Fehérj’e Dealc Dexp r-Hcalc rue® chaIc chaIc/rHcaIc chaIc/rHexp re/ru
/PDB kéd (m?sl) (m?s?) (m) (m) (m) szamolt
TCsb
2y 141E-10 1,76E-10 127E-9 1,02E-10 9,65E-10 076 0,95 0,12
PAF
paiy 121E-11 1,06E-11 148E-9 1,02E-10 1,34E-9 0,90 079 0,37
“b;’;;l:faz 808E-11 917E-11 222E-9 196E-10  1,63E-9 0,73 0,83 0,49
lizozim
s 9.00E-11 7,84E-11 2,00E-9 229E-10  1,49E-9 075 0,65 0,50
S&?T?SAl“ 6,54E-11 6,80E-11 2,75E-9 2,64E-10  2,03E-9 074 077 0,55
kimotripszi-
nogén 761E-11 741E-11 2,36E-9 242E-10  1,71E-9 0,72 071 0,56
/1ex3
°"71'2‘\’/g“” 384E-11 5,10E-11 4,68E-9 352E-10  3,51E-9 075 1,00 0,60
BSA
12003 374E-11 4,80E-11 4,80E-9 3,74E-10  3,87E-9 081 1,03 0,63

Illetve harmadik lehetdségként az irodalomban megadott szimulaciokon, SAXS
adatokon és FM (Flexible Meccano) sokasag szamolasokon alapuld empirikus képlet (Nygaard
2017) alapjan is kiszdmoltam az aranyt (szamolt):

rg _ 0,216+(rg—4,06-N%33
H (N0.60_N033)

) + 0,821 (5.8.

Az eredmények az 5.2. tdblazat utolsé harom oszlopéaban lathatok. A szerkezeti koordinatakbol
kapott faktorok (calc) gombszimmetrikus kozeli alakra utalnak, talan a BSA és PAF azok, amik
torzultabbak. A vegyes (calc/exp) megoldas, azaz szamolt rc és kisérletileg meghatarozott ry
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tobb esetben is nytjtott format valosziniisit. Szembetlind, hogy az 5.8. empirikus képlet nagyon
torz aranyokat eredményez, a méretfiiggés (N) nagy hangsulyt kap az egyenletben. Annak
ellenére, hogy szamos kéziratban hasonld elgondolasokbol vonnak le — akar messzemend —
kovetkeztetéseket, ez a szamolds is azt sugallja, ez inkébb jaték a szamokkal, és valds
kovetkeztetéshez ugyanolyan koriilmények kozott meghatarozott kisérleti adatokat
kell/célszerii 6sszevetni - ilyen azonban ritkdn all rendelkezésre. Mi megprobaltuk az NMR ¢és
SAXS méréseket 6sszehangolni. Egyértelmiien kimutathato, hogy a kdzeg hatassal van a mért
értekekre. Egy 0,4mM toménységli lizozim oldatot véve alapul 298K hdémérsékleten a
transzlacios diffuzios mérésekbdl szamolt hidrodinamikai sugéar értéke sé hianyaban
21,940,1A, mig 150mM NaCl jelenlétében 18,9+0,1A. Ugyanezen oldatok, ugyanezen
koriilmények mellett felvett SAXS szorasgorbéi azt mutatjak, hogy a giracids sugar a Guinier
tartomanyban megbizhatoan, és legkisebb hibaval a nagyobb, igy a 150mM ionerdsség mellett
szamolhato, a kapott érték 14,2+0,4A. A kisérleti adatokbdl szamolt alakfaktor 0,75 és ez a
szam a szerkezeti modellbdl szarmaztatott értékkel cseng Ossze. A kapott elsddleges kisérleti
adatok is szemléltetik, hogy mennyire oda kell figyelni ilyen értékek szarmaztatasanal.

(iii) Tovabbgondolva az empirikus Osszefliggéseket arra is valaszt kerestem, vajon
lehetséges-e egy effektiv fehérje stiriiséget becsiilni? Kismolekuldkra jo kozelitéssel 620kg/m®
az érték (Evans 2013), de biomolekuldk esetében a siiriség nem fiiggetlen a fehérjelanc
hosszatol, alakjatol, szolvataciojatol (hidrataciojatol) és mozgékonysagatol. Az 5.1. egyenlet
alapjan az effektiv stiriségeket probaltam értelmezni. A Voronoi féle modszer (Voronoi 1908)
1470kg/m® atlagértéket becsiil eltemetett és oldoszer altal nem hozzarférhetd atomokra.
Amennyiben az atomok olddszernek kitettek, €s valtozo szami vizmolekulaval kell szdmolni,
kiilonféle stiriség értékek sziiletnek. Nekem nem sikeriilt a globularis fehérjékre szamolt
effektiv stirliség értékek és a molekulatomeg kozott 6sszefiiggést megallapitani. Probalkoztam
még SASA értékekkel vald Osszevetéssel is, de ezek sem vezettek eredményre. Annyi
megallapithato, hogy a globularis rendszerek esetében a siiriiség tobbé kevésbé fiiggetlen a
fehérjelanc hosszatol. IDP rendszereknél mas a helyzet. Az elvardsnak megfelelden a szamolt
értékek Kisebbek, és ebben az esetben egy p = 569 - M~952 képlettel leirhatd lecsengés is
illeszthetd az adatokra. Ismét polimerkémidbol tudjuk, hogy makromolekuldk stiriségének
véltozasa ,,idedlis” olddszerben a molekulaméret -0,50 hatvanyaval irhato le, és tigy tlinik az
IDPk ezt a megfigyelést alatdmasztjadk. Tovabba kimutattdk, hogy erdteljesen denaturaléd
kozegekben (6M GdnHCl) a latszélagos stirliség M-t6l vald fliggése leirdsanal M
hatvanykitevdje -0,64 - -0,66. Mindezek tiikrében levonhato az a kovetkeztetés, hogy az IDPk
¢s a szintetikus polimerek viselkedése hasonlo. Tovabba a denaturdlt fehérjék és IDPk
tulajdonsagai kozott sincs nagy kiilonbség.

(iv) Ez utobbi allitds valodisdgat azért ellendrizni kell. A letekeredett allapotok
denaturalt kozegbeli viselkedésének vizsgéalatara oridsi erdfeszitéseket tettek, és tovabbra is
nyitott kérdés, hogy mikor érhet6 el a denaturacié végpontja, ez pedig milyen kaotrop kézegben
torténik meg? Valaszokat keresve én a biokémidban és NMR spektroszkdpiaban leginkabb
hasznalatos 8M karbamid (urea) kozeget valasztottam, és ebben a kozegben hataroztam meg
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néhany fehérje transzlacios diffuzids egyiitthatojat. Azt varnank, attol fliggetleniil mi az eredeti
kiindulasi allapot (globularis, vagy rendezetlen), hogy a végeredmény egy letekeredett ,,random
coil” lesz. Am ahhoz, hogy ellendrizni tudjam, vajon a mért pontok hogyan helyezkednek el a
linearizalt empirikus egyeneseken el6szor egy viszkozitas korrekciot kell alkalmazni (8M
karbamid és vizes kozeg viszkozitasa eltér). Az eredmény az 5.1C abra nem kitoltott négyzetei
¢s korei. A globularis fehérjékre elég szertedgazod eredmények sziilettek, hiszen vannak olyan
esetek, amikor a globularis egyenesre esnek a pontok — azaz nincs letekeredés. A magyarazatot
erre a viselkedésre a fehérje szerkezetében kerestem, és nem meglepé modon arra az ismert
kovetkeztetésre jutottam, hogy pH=7,0 kornyékén a diszulfid hiddal is rendelkezd fehérjék
(lizozim, PAF) nem tekerednek le, tehat jogos az eredmény. Mas fehérjék csak részlegesen
tekerednek le, igy a mért érték a két egyenes kozott talalhato, de van arra is példa, hogy a
rendezetlen egyenesre keriil az érték ami egy letekeredett allapotnak felel meg. A denaturalt
IDP-kre vonatkozd eredmények a linearizalt egyenesre vagy annak kozelébe esnek,
megerdsitve azt a tényt, hogy a 8M karbamid denaturdci6é és a vizes kdzegben mutatott
viselkedés hasonlé. Ebbdl a ténybdl kiindulva, az irodalomban denaturalt kozegekre felallitott
Osszefiiggésekbdl kiszamoltam az ry értékeket, és valoban azok az dltalam meghatarozott IDP-
kre érvényes egyenletekbdl szamolt adatokkal j6 egyezést mutatnak. Ez azt is jelenti, hogy mind
az IDP-k, mind a denaturalt fehérjék maradék szerkezeti hajlamai — 8M karbamid kozegben —
nem fogjak befolyasolni a globalis hidrodinamikai jellemzdket.

A szisztematikus vizsgalat eredményeképpen sikeriilt tehat empirikus dsszefiiggéseket
felirni globularis és IDP fehérjekre, melyeknek szertedgazo bioanalitikai alkalmazasa lehet,
tobbek kozott lehetové teszik a denaturacid, az aggregacid kovetését, vagy a denaturdcio
teljességének megallapitasat. Kisérleti igazolast nyert az a tény is, hogy a szintetikus polimerek
¢s IDPk hasonl6 viselkedést mutatnak.

5.2. Uj, 'H-detektalt NMR pulzusszekvenciik rendezetlen fehérjék jellemzésére

Az IDPk konformacids heterogenitasat a kisérleti koriilmények nagymértékben
befolyasoljak, igy a masodlagos szerkezeti hajlamokat mutatd szakaszok hossza és helyzete
fiigg a homérséklettdl, az oldat pH értékétdl, az ionerdsségtél. Konnyen belathatd, hogy a
relevans biologiai funkcidoban betoltott szerepiiket tekintve ezen rendszerek jellemzését
fiziologids koriilmények mellett célszer(i végezni. Ilyen feltételek mellett a "HN detektalt HSQC
mérések alkalmazédsa hatranyos lehet, mivel az oldoszer viz és az amidprotonok kozotti csere
kovetkeztében tobb -NH- kdrnyezet kiszélesedett jele a detektalasi szint alé keriil (4.3.2. dbra).
Ennek kikiiszobodlésére a megoldasokat az 'H*detektalas jelenthetné, hiszen a Ha protonok
nem diszocidbilisak. Ami kordbban ezen mddszer hattérbe szoritasat eredményezte, az egyfeldl
a Ca kornyezet jelszélessége, gyors relaxacioja, a vizjel kozelsége (~4,7 ppm koriil, a H
eltolodasok pedig 3,9 - 4,8 ppm tartomanyba esnek). Az IDP-k esetében viszont a 'H®
rezonanciajelek szélesedése elsOsorban az izotdpjelolésbdl fakadd nagyszamu csatolas
kovetkezménye, amint azt az 5.2.1A é&bran is szemléltetem, €s a relaxacios idok is hosszabbak,
mint a globuldris fehérjék esetében. Masfeldl az 'HN amid és 'H® tartoméanyok szélessége
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nagyon hasonlo, 1ppm koriili. Mindezek figyelembevételével a cél egy un. ,,pure-shift” — valodi
eltolodas - H*,C* szelektiv korrelacios mérés megtervezése volt, melynek soran mind hetero-,
mind homo-nukleéris lecsatolast alkalmazunk, és ami kelléen érzékeny ahhoz, hogy kis

crer

BASEREX adatgytijtés pulzus szekvenciai az 5.2.1B és C abrakon lathatok.

A) /L'ﬂ”f\ 04 Hz O

y = -

IHWI HAI H 1 : : t. GTI ZAHZA Ix-[f)ﬁﬂﬁ t. _
13 m g 6 t1/2 H I |-| DEC 130 o m i
e T DEC L DEC

N

15
N G G, G G GGG
@

G . hd Al Tn
G N &

5.2.1. abra: a) A 13C,15N izot6pjeldlt fehérjékben eléforduld csatolasok: pirossal a *Ca kornyezet és kékkel a *Ho
kornyezet csatolasi partnerei és az allandok értékei. B) A SHACA-HSQC pulzusszekvencia, zold téglalap jeloli
az adatgyiijtési szakaszt. C) A BASEREX adatgyijtés pulzusszekvenciaja. Fekete téglalapok jelolik a kemény 90
fokos pulzusokat, iires téglalapok pedig a kemény 180 fokos pulzusokat. A megfelel6 szelektiv formazott pulzusok
dolt betiivel szerepelnek: e: EBURP (1,5ms) — Ca szelektiv; R: BURBOP (2ms) szélessavu invertald pulzus; r:
REBURP (1,5ms) — Co szelektiv, I: BIP szélessavu invertald pulzus ami B) esetében 1,6ms és a '°N
amidtartomanyt, C) esetében 160us és a Ca tartomanyt fedi le. A = Y4 cp, Az = V4 Ych, 8 = 300us, T = 160us. A
megvalasztott adatgyiijtési id6t6l fliggden tc = 9-13,5 ms, n=8-20 értékek kozott mozog. A gradiens pulzusok
maximalis (53,4 G/cm) gradiens erGsséghez viszonyitott aranya: G1=80%, G2= 20,1%, G3 értéke 7-9% és minden
csonkolt periodus alatt az el6jele valtozik, G4=0,1%. Az indirekt dimenzié echo/antiecho detektalasu.

A SHACA-HSQC pulzus szekvenciajat elemezve az INEPT szelektivitdsa a Ca
régiora szelektiven kiadott gerjesztési e (EBURP) pulzus révén érhetd el. Ezt kovetden a ;
evolucios idé soran 'H, *C és "N csatolasi evoliciok refokuszalasa torténik meg. A 'H
lecsatolast a szokasos 180°-os pulzus biztositja, a "N esetében ez egy szelektiv I (BIP)
refokuszalo pulzussal oldhaté meg, ami a peptidgerinc NH tartoményat (90-150ppm) fedi le. A
13C lecsatolashoz egy BURBOP 180°-o0s pulzust kdvetéen egy 180 fokos C* Reburp szelektiv
pulzust hasznaltam. Ennek az az eredménye, hogy a '*Ca. spinek 360 fokos forgatasnak vannak
kitéve, igy folyamatos a kémiai eltolodas evolucio. Minden més '*C spin 180°-os pulzust
érzékel és invertdlodik, a kovetkezmény a '>C-3Co spinek csatoldsi evollicidjanak
refokuszalasa. Kivételt képez ez alol a harom-kotéses Co-Co csatolds, *Jcaca, illetve a szerin
aminosav kétkotéses Co-CP csatoldsa, “Jcacp - mivel a CP kémiai eltolodas a szelektiven
gerjesztett taromanyba esik. A magnesezettség 'H-ra valé visszavitelét kovetden az adatgytijtés
alatt "H-"H homonuklearis lecsatolas is megvalosul. Ez azt jelenti, hogy az adatgyijtés nem
folyamatos, adott t. idokozonként (lasd 5.2.1C. abra) egy szelektiv invertdlo elem kertil
beépitésre, melynek eredményeképpen a kémiai eltolddas evoliicid megmarad, és a csatolasi
"H-'H evolicié refokuszalédik. 1*C izotdpjeldlt molekuldkrol 1évén szo, az altalunk korabban
kifejlesztett BASEREX (Band Selective Refocusing on X) modszer alkalmazasa valik be
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(Haller 2019). Ennek alapja egy szelektiv BIRDY (Bilinear Rotation Decoupling) tipusu
bilinearis forgatasi lecsatolas, melynek soran a '>C csatornan nem a BIRD szekvencidban
szok4sosan hasznalt keménypulzusokat, hanem a '3Co tartomanyt lefedd szelektiv (REBURP)
pulzust és a 3C-'*Ca lecsatolashoz pedig egy I (BIP) invertalo pulzust hasznalunk. A t. id6 alatt
jo kozelitéssel feltételezhetd, hogy minimalis a homonukleéris csatoldsi evolucio. Az idedlis t.
szelet hossza 9-13,5 ms, és ez idStartam alatt a '>C csatornan torténd heteronuklearis lecsatolast
a garp szekvencia biztositja. A BASEREX lehetdséget teremt a heteronukledris lecsatolasi
teljesitmény jelentds csokkentésére, aminek kdszonhetden hossza adatgytijtési id6 (akar 0,5s)
is biztosithato. A SHACA-HSQC mérés soran mindkét dimenzidban elérhetd nagy felbontas,
ami elsésorban a rendezetlen fehérjék jelatfedésének kikiiszobolését jelenti. A direkt
dimenzidban a Ha protonok szingulett jeleket eredményeznek, kivételt képez a glicin, ahol a
homonukledris csatolas nem mitkddik €s a geminalis csatolas dubletteket eredményez. A vizjel
minimalis, err6l a BASEREX iddtartama alatti gyenge gradiensek, a szekvencia elott
alkalmazott eldtelités is gondoskodik.

A pulzusszekvencia teljesit6képességét tobb rendszeren is kiprobaltam. Kismolekulas
mintaként a kereskedelmi forgalomban is kaphatd 20 esszencilis, *C,°N izotép jeldlt
aminosav valtoz6 aranyu keverékét hasznaltam, ami elsGsorban a pulzusszekvencia

paramétereinek beallitasara szolgalt.

Minden aminosav esetében a teljes
lecsatolds kovetkeztében keskeny jelek
detektalhatok, az 5.2.2. abran ezt az
aszparaginsav példajan mutatom be. A 2D
Jspektrum megfelel soranak/oszlopanak
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5.2.2. abra. 3C,’>N-jelslt aszparaginsav SHACA-HSQC 13+ 1 . ) )
keresztcsucsa és a  hozzatartozd  indirekt/direkt C dimenzidban ~1,0Hz vonalszélességet

dimenzidokban az oszlop/sor vonalszélesség értéke. mutat — ami kivalo eredmény.

dekonvolucidja *H dimenzidban ~2,5Hz,

A 62 aminosav hosszi p53TAD® rendezetlen fehérje SHACA-HSQC spektrumanak
tesztelés€¢hez 6sszehasonlitasi alapként a gyakorlatban leginkabb hasznalt konstans idejit HSQC
(CT-HSQC) (Vuister 1992) spektrumot hasznaltam. Az 5.2.3A abran a CT-HSQC prolin
régiora nagyitott részlete lathatd, ebben a tartomanyban 9 jel talalhat6, am ezek nehezen
megkiilonbodztethetdk. A szelektiv, csak 'H és 3C lecsatolast tartalmazéo HSQC mérés soran
mar jelentds javulas tapasztalhat6 (5.2.3B abra). Itt az indirekt dimenzioban jol megfigyelhetok
az Ycn és 2Jon okozta felhasadasok, ezeken javit a 1°N lecsatolas alkalmazasa (5.2.3C 4bra).
Végil a BASEREX hozzdadasa az adatgyiijtési szakaszban jol elkiiloniild, keskeny jelek
detektalasahoz vezet (5.2.3D abra).

Kovetkezé példanak a szintén rendezetlen,168 aminosav hosszu, a-szinukleint (AS)
valasztottam. Ez a fehérje hét KTKE(Q)GV szakasszal, és nagyon kis jeldiszperzidval
rendelkezik. Az 5.2.3E abran bemutatott SHACA-HSQC felvételen a legtobb aminosav jele
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feloldhato, még a kritikusnak tartott valin €s alanin régidkban is, a nagyitason latszik, hogy az

adott tartomanyba es6 17 alanin; illetve 18 valin jel azonosithato.
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5.2.3. abra. A)-D): H-'3C korrelaciok: 1mM p53TADY, 10% D,O, pH=6,2 mintin 303K hémérsékleten,
nagyitas a prolin régiora: a) CT-HSQC; b) SHACA-HSQC: 2k x 1k komplex pont, *N lecsatolas nélkiil, ¢) °N
lecsatolas beiktatasaval és d) az adatgy(ijtés ideje alatt BASEREX alkalmazasaval. E) 200uM a-szinuklein 5%
D,0, pH=7,02 mintan 303K hémérsékleten, SHACA-HSQC: 2kx512 komplex pont. Mindkét felvétel 700MHz-
en késziilt, NS=4, d1=0,7s, aqg=243ms, t.=10,1ms, n=12 paraméterek mellett.

Ezt kovetéen érdemes megitélni azt, hogy a SHACA-HSQC teljesitménye hogyan
viszonyul a 'HN, illetve a 3C’ detektalt 2D mérések paramétereihez. Az 5.2.1 tablazatba
kigytijtott értékek mutatjak, hogy az IDP rendszerek jeldiszperzidja *H* tartomanyban ~1 ppm,
ami SD 700 Hz-nek felel meg, 3C* tartoméanyban pedig a glicineket nem szamitva ~16 ppm,
ami SD 2800 Hz. Ennek fényében a SHACA-HSQC felbontisa a 3C-detektalt CON
felbontisahoz hasonlo, és nagyobb mint ami a *H,">N-HSQC méréssel elérhetd. A felsorolt
példak azt is szemléltetik, hogy mindkét rendezetlen fehérje — melyek aminosav szekvenciaja
és hossza is nagyon eltéré — jelei hasonld jelszélességeket mutatnak. Ezek az értékek 'H
dimenzidban: 7-9 Hz, 3C dimenzidban: 6-8 Hz, ami direkt dimenzidban a masik két mérés
értékeivel 0sszhangban van, az indirekt dimenzidt illetden kiss€ jobb jelszélességet mutat.
Végiil a mérés érzékenységét tekintve, egy 700 MHz-es Prodigy N hiitéssel ellatott mérofej
alkalmazasa soran a relevans S/(Nv/t) arany a SHACA-HSQC-ben 7-szer nagyobb, minta CON
esetében. Ez azt jelenti, hogy ugyanazon jel/zaj viszony eléréséhez a CON mérést ~72, azaz
~50-szer hosszabb ideig kell futtatni, ami jelentés idd megtakaritast jelent a *H® detektalas

alkalmazasakor.

5.2.1. tablazat. Gyakorlatban hasznalt 2D mérések és a SHACA-HSQC felbontas értékei: SD: jeldiszperzio, és
SW mért jelszélesség tartomanyok 700MHz-en.

Mérés tipus Direkt dimenzié Indirekt dimenzié

SD(Hz)  SW(Hz) SD(Hz) SW(Hz)
1H,5N-HSQC 700 4,5-13 1680 7-15
CON 1050 7-10 2450 4,5-13
SHACA-HSQC 700 7-9 2800 6-8
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Ugyanakkor a *H®-detektalt mérések ellen gyakran felhozott érv, hogy a viz jelenléte
zavar ¢és a fehérjét D2O-ban kell oldani. Méréseim soran a maximalis D20 tartalom 10% volt,
¢s a jol beallitott paraméterek mellett a maradék vizjel minimalis (5.2.3¢ dbra), sot a vizhez
nagyon kozeli jelek is detektalhatok (lasd 5.2.4a abra).

Amennyiben arra probalunk ravilagitani, milyen koncentraciokat tudunk ezen mérési
id6tartamok alatt detektalni, akkor érdemes megfigyelni a nagy intenzitasu jel mellett 100 ppb
felterii eltolodasnal sok esetben megjelend kis keresztcstcsot, ami a deuteralt amid °C
kornyezetéhez rendelhetd (5.2.4b é&bra). A keresztcsucs valtozd intenzitasa a kiilonbdzo
mérték{i —NH/D cserére utal. A bemutatott spektrum egy 50uM toménységii, 5 % D20 tartalmil,
pH = 7.03 értéki és 303K homérsékletli a-szinuklein mintan 42 perc alatt késziilt és a kis jelekre
vonatkoztatott koncentracio <2,5uM.

Az elérhetd érzékenység novekedés szdmszerli becsléséhez Osszehasonlitottam egy
b) adott kornyezetre — jelen esetben az alanin
5501 o Hoa  jelére -  vonatkoztatva a

o)
—

jelintenzitasokat amennyiben (i) csak
'HBC  lecsatolast; (i) HYC,®N
lecsatolast; végiil (iii) ezek mellett a
BASEREX lecsatolast is alkalmaztam. Az
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. Osszefiiggésben. A kiilonb6z6é hosszisagu
2ECH oo 60 Topm . BCH) pom BEH) /opm rendezetlen és globularis fehérjék adott

5.2.4. dbra. SHACA-HSQC részletek: a) a vizhez kozeli ~ 31anin kornyezetein lathato, hogy a t
jel detektalasa, és intenzitdsanak szemléltetése. A evolucids 1dO alatti lecsatolas minden
fliggbleges szaggatott vonal jeldli az O1 frekvenciat. b)
az HPPH izotop eltolodas detektalasa c) érzékenység
novekedés az alanin esetében a 2D spektrum megfelelé vezet. Az indirekt dimenzidban
sorainak elemzésével: vilagossziirke: csak H,3C 15 , ,
lecsatolas, sotétsziirke: ezen feliil °N lecsatolas, fekete: alkalmazott N lecsatolas  kétszeres
teljes, és BASEREX lecsatolast is tartalmazé mérés. Az intenzitds noOvekedést J elent. A direkt
Ala kdrnyezet viselkedése a szabad aminosavban, illetve
kiilonboz6 méretii IDP, és globularis fehérjékben.

esetben jel/zaj viszony novekedéshez

dimenzidban a szomszédos —CHz csoport
jelenléte 1:3:3:1 intenzitdsu multiplettet
eredményez, ami a homonukledris lecsatolas kovetkeztében szinguletté esik Ossze, és az eredd
elméleti névekmény 8/3 =2,6. A teljes elméleti ndvekmény tehat 2-2,6=5,3. Ezt az értéket a
szabad aminosav ¢és az AS spektrumai esetén elérjiik. A szerkezettel bir6 His-Ubi-nal a
novekedés csak 2,1, mig a dinamikus p53 esetében ez az érték 2,8. Arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy az elméleti értéket akkor lehet megkozeliteni, ha a nem-lecsatolt spektrumokban
a multiplettek azonosithatdak (szabad aminosav, AS). Amennyiben ez a multiplett szerkezet
nem azonosithatd, a homonuklearis lecsatolas okozta ndvekmény kisebb, vagy akar
elhanyagolhatova is valik. Masfeldl, a 8-20 tipikusan 9ms hosszsagu elemet tartalmazé
BASEREX szekvencia ideje alatt a relaxacioval is szamolni kell. Ez nagyobb méretii globularis
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fehérjéknél, melyek rovid Tz relaxacids idokkel rendelkeznek, jelentds intenzitas veszteséggel
jar, igy a szerkezettel bird fehérjék vizsgalatanal kb 100 aminosav az a hosszisag ahol még
novekmeény detektalhato. Ez a szabaly a mobilis rendezetlen fehérjékre nem vonatkozik, hiszen
igazolhatd, hogy példaul az AS jobb eredményeket hoz, mint a joval rovidebb pS3TAD°,
Az eldny0s tulajdonsadgok mellett érdemes a mérés hatranyait is megismerni. Tekintettel
arra, hogy a szerin aminosav C* és CP kémiai eltolodasai ~58,7 illetve ~63,7 ppm értékeknél
talalhatok a Ca szelektiv impulzus mindkettot érinti és igy a szerinek torzult keresztcsucsot
mutatnak. Ennek ellenére, amint azt az 5.2.5A ébra is szemlélteti, a pS3TADY®" mind a nyolc
szerin kornyezete detektalhatd. A masik kényelmetlenség, hogy a SHACA-HSQC
spektrumban a glicin aminosav nem detektalhat6. Egy kiilon kisérletben, ahol a A2 varakozasi
id6t 1/(8Jch) értékre modositjuk, a glicin kdrnyezetek jelei fognak megjelenni, de geminalis *H-
'H kornyezetekrdl 1évén sz6 a homonuklearis lecsatolas itt nem hoz eredményt. Az 5.2.5B 4bra
mutatja a p53TADY® esetében a detektalt két glicin kdrnyezetet. A lancvégi glicin —NH;
csoportjanak kémiai eltolodasa nem esik a BIP pulzus altal lefedett amidtartomanyba, és az

indirekt dimenzidban a 43,4 ppm-nél megjelend dublett alJcn=8,4Hz miatti csatolasnak

koszonhetd.
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5.2.5. abra. A) 1mM p53TAD® spektrumrészlete: az indirekt dimenziéban csak *H,3C lecsatolast tartalmazé
SHACA-HSQC, megjeldlve a nyolc torzult szerin jele; B) ugyanezen mintan a glicin régiora optimalt SHACA-
HSQC.

Végezetiil elmondhatd, hogy az Gjonnan bevezett impulzus szekvencia felbontds,
eérzékenység és vizelnyomds tekintetében nagyon jo eredményeket mutat. Elénye, hogy
fiziologias koriilmények mellett szolgaltat informaciot a fehérjérdl, mivel a pH és a hdmérséklet
kevésbé zavard tényezdk. Az elsdsorban rendezetlen fehérjékben szép szammal eléfordulo
prolinok is detektalhatok, és az érzékenységnek koszonhetden a minor formakat is ésszerti
mérési idében ki lehet mutatni. Amennyiben sziikséges, a mérés iddtartama nem-lineéris
mintavételezéssel (NUS) csokkenthetd. Mar 5% D20 tartalom mellett is j0 mindségi
spektrumot kapunk, a maradék vizjel hatasa kisebb térfogatban (példaul 3mm-es NMR csé
alkalmazasaval) még kevésb¢ lehet zavar6. Mindezen tulajdonsagok alapjan a SHACA-HSQC
lehet az H%-detektalt mérések referencia spektruma, és beépitheté a 3D-tipusi mérésekbe,
ezaltal megkonnyitve €s ujabb kapaszkodot jelentve a rendezetlen fehérjék tanulmanyozéasaban.
A 2D mérés tobbrétiien alkalmazhato, kémiai, biologiai farmakologiai célokra, izotop jelolt
molekuldk monitorozasara, poszt-transzlaciés modosulatok okozta véaltozasok feltérképezésére,
metabolikus utvonalak meghatarozasara (Nath 2016, Saborano 2019, Schétzlein 2018).
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5.2.1. A prolin cisz/transz izomerek azonositasa

A 60 aminosav hosszt p53TADY® régi6 10 prolint tartalmaz, melyek tobb izomer
formaban lehetnek jelen. Fontos annak ismerete, hogy mely prolin kornyezetben milyen
szerkezeti formak vannak jelen, és ezek egyértelmiien milyen izomerhez tartoznak. A szerkezeti
sokasag pontosabb leirasan til ilyen informaciok biologiailag is relevansak, hiszen tobb prolin
is foszforilaciés hely kozelében talalhatdo, ami a fehérje muikodési mechanizmusanak
feltarasaban segithet. Erre iranyuld6 NMR spektroszkopiai vizsgalatokban arra utal6 jel, hogy a
prolin kdrnyezetében valami észlelhetd, mar a tH,°N korrelalt spektrumon is lathato, ugyanis
a f6 jeleken kiviil szamos kis intenzitasu jelet is detektalni lehet (5.2.6A abra). A jelazonositas

A) B) elvégzését kovetden kideriil,
110 oo hogy ezek a kis jelek mind

) Y | & 5 | prolin kdzeli aminosavakhoz

ase o ol ' tartoznak, tovabba az adott
g c= 529: «* § minor Pro-X szakaszok dssze
z "5%308; o :8: o3 i - is kothetSek. A minor prolin
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1
5.2.6. abra. A) i;);;:mﬁo IH.15N-fHSQC spekiruma, az azonositort |cCtoséget. Az 5.2.6B
minor jelek; B) SHACA-HSQC részlet: az azonositott minor prolin abrabol kitlinik, hogy a
kbrnyezetek. prolin régidban tobb kis jel is
megjelenik, ezek f6 jelekhez viszonyitott aranya 3-13% kozott valtozik, és jo egyezést mutat
az HN-detektdlt mérésbdl szarmazé kiértékeléssel. A minorok mennyisége az 5.2.1.

Osszefliggés alapjan hatarozhaté meg:

_ _[ml
m% = ESTT 100 (5.2.1)

ahol m a minor format, M pedig a f6, major format jeldli.

Kovetkez6 1épés a prolin jelek izomerizacids allapotanak egyértelmii meghatarozasa,
ami a CpB és Cy kémiai eltolodasok ismeretében lehetséges. Amennyiben a CB-Cy=ABy
kiilonbség ~5ppm akkor transz-, ha ~10ppm akkor cisz- prolin izomerrdl van sz6. Ezen értékek
meghatarozasahoz megfeleld mérések futtatdsa sziikséges, am ezek a szakirodalomban elég
hianyosak, a tH%-detektalt technikak kozott nem szerepelnek prolin szelektiv mérések. A kérdés
megoldasahoz j mérési megkozelitéseket kell tervezni, és tobb lehet6ség all rendelkezésre:

a) A 3D HACAN mérést alapul véve és szem el6tt tartva, hogy a prolin szelektivitas
leginkabb a ®N dimenzidban valosithatéo meg a 3D Pro-(HCA)NCACBHA pulzusszekvencia
tervezhetd. A prolin szelektivitast azt biztositja, hogy a *N tartoméanyban a prolin kémiai
eltolodasai (130-145 ppm) jol elkiiloniilnek a tobbi aminosavra vonatkozé értékektdl (100-115
ppm). A megalkotott pulzusszekvencia a 5.2.7. abran lathatd, a koherencia tvonal pedig:
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Iqeipgs 25 Juc 13Ca/13C5]CN B5Npro: t1 —— JecJen L0 R 13Coy13¢s 13CBA3Cr: tZJCC 13Ca/13c8 ]H“CO; THYIH3: ty

ahol feltiintettem a 1épések soran aktiv csatolasokat, t (i=1-3) az akvizicids periddusokat jeloli.

BASEREX

DIPSI-2 | 2 I_| 2| \W%

y y vy vy
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5.2.7. abra. A 3D Pro-(HCA)NCACBHA pulzusszekvencia. A kemény 90°-os pulzusok fekete kitoltéstiek, a
180°-0s pulzusokat iires téglalapok, a szelektiv pulzusokat az amplitad6é mintazatok jeldlik. Nagybetiivel jeldlve a
szélessavu pulzusok: | — adiabatikus Crp60(80). Kisbetiisek az adott savszélességet lefedd pulzusok, zardjelben a
kivalasztott kornyezet: e- Q5 tipusu SEBOP gerjeszt, vagy 90°-os univerzalis forgatd pulzus; r - REBURP
refokuszald pulzus; r2: Q3 tipusi SURBOP (4ms) refokuszald pulzus. Minden pulzus x iranyq, eltérd esetben a
rajzon jeldlve. Az id6tartamok: A=1/(2 cn), A”=1/(3 Ycn), d=1/(2 "Jcn), 5=1/(2 Ycc). A gradiens pulzusok
maximalis gradiens erdsséghez viszonyitott aranya: G1=80%, G2= 8,1%, G3=50%, G4=-30%, G5=-20%. Az elsé
dimenzi6 echo/antiecho detektalasu, és a G1 gradiens eldjele valtakozik, a masodik dimenzio States-TPPI
detektalas, és @1, @3 valtakoznak.

Savszelektiv pulzusok alkalmazasaval a H* magnesezettséget a C% majd ezt kovetden kizarolag
csak a Npro kornyezetekre visszilk at INEPT szekvencidk segitségével, és t1 id6 alatt
megtorténik a N kémiai eltolédds evolucio. Ezutan reverz INEPT segitségével a
magnesezettség a Ca és C kornyezetekre tevodik at, ezek kémiai eltolodas evoluciodja a tz2 1d6
alatt zajlik. Tovabbiakban a magnesettség atvitel a Ca kornyezetre, innen pedig a Ha-ra valosul
meg. A detektalds soran ez alkalommal is a valds idejli homo- és heteronukleéris lecsatolason
alapul6 BASEREX szekvenciat alkalmaztam. A kisérlet soran >N lecsatolas nem-szelektiv
impulzussal oldhato meg, savszelektiv r, °C pulzusok segitik a C-C lecsatolasokat (C*-C’, C%-
CP), mig az 'H lecsatolasra a DIPSI szolgal. A nagy vizjel kikiiszobolését segiti a Kay-féle m/2-
/2 motivum, illetve a relaxacids 1d6 alatt a vizjel telitése. A BASEREX lecsatolashoz a
kordbban mar ismertetett értékeket alkalmaztam, és az ily modon megvalodsitott adatgytijtés
javit a felbontason, illetve ~2x intenzitds novekedés detektalhato, amint az az 5.2.8A abrén is
lathatd. A pulzusszekvencia elényei kozé tartozik az egyértelmi prolin-szelektivitas, melynek
koszonhetéen mas aminosavaktdl szarmazo jelek nem jelennek meg. Mivel a savszelektiv
pulzusok egyarant érintik az a és 6 kornyezeteket, a mérés soran két korrelacio is detektalhato:
a Ha — (Co, CB) mellett a H3 — (C9, Cy) is, igy a teljes prolin szénvdz kémiai eltolodasai
meghatarozhatok és a benniinket érdekld APy kiilonbség kiszamolhatd. A vizjel kozelsége
tovabbra sem zavar, a spektrum mindségét, a kapott stripeket egy kivalasztott f6 és egy minor
prolin kdrnyezetre az 5.2.8B abran szemléltetem.

A mérés hatranya lehet a kisérleti id6 hossza, ami tipikus paraméterek mellett a kis

intenzitasu jelek azonositdsa érdekében ~ 30h (lasd 5.2.2 tablazat). Tény és vald ez a szam
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relativ, mivel egy °C detektalt 3D mérés, vagy egy HN detektalt CCCONH mérés hossza is
hasonl6 tartomanyba esik. Viszont a hosszu koherencia utvonal nem az érzékenység malmara
hajtja a vizet. Tovabba az is felrohato, hogy a szamunkra érdekes kémiai eltoldasok (Cf3, Cy)
nem direkt korrelaltak.

A) B)

i 136.6 137.1
a) b b) " 5 —
---------- e Cy
30 1ABV=5ppm 30 ABy=10ppm
& Le @ .
cg | 1T
g : £ £ 1P
o Le & 40 % 40
: ~ -~
(@) Lo = Py
< [ EJ cé é) cé
o g so - S s -
Vg 60 60
(;a Ca
Le .
! T 4.46 357 4.86 253
4,25 4,25
1 1
8(*H) / ppm &(1H) / ppm 6(*H) / ppm 5(*H) / ppm

5.2.8.abra. A) A 3D Pro-(HCA)NCACBHA mérés jellemz6i: a) az els6 2D sikrészlet BASEREX lecsatolas
beépitésével (piros) és hianyaban (kék). Az egymashoz képest elcsusztatott spektrumok szemléletesebbek b) A két
kivalasztott csticshoz tartozo 1D spektrumszelet. B) A P8 {6 és p8 minor kérnyezetekre kapott eredmények.

b) Mindezeket kikiisz6boli a 3D Pro-(H)CBCGCAHA pulzus szekvencia (5.2.9 abra),
amit minimalis transzfer [épés beépitésével a 3D HCCH-TOCSY mérés alapjan készitettiink.

y y BASEREX
A A A A
=N EE 111 | Ia[lalwﬁa::
T sPalar sl ¢21 t+A
T +A', oflo o} A +
“C n ﬁﬂ* M Al EIE M “ W 1 ree
) ey gy 0 elw) R o) €l Mo

15N i

G_lI I Ll
G G,G G, i

6 [ 7 8 8 9

—
) —

5.2.9. abra: A 3D Pro-(H)CBCGCAHA pulzusszekvencia. A kemény 90°-os pulzusok fekete kitoltésiiek, a 180°-
os pulzusokat iires téglalapok, a szelektiv pulzusokat az amplitidé mintazatok jelolik. Szélessavu pulzusok: | —
BIP, R- refokuszalo6 BURBOP. Adott savszélességet lefedd pulzusok, zarojelben a kivalasztott kornyezet: e- 90°-
os univerzalis forgatd pulzus; r - REBURP refokuszalo pulzus; r. — Q3 tipust SURBOP refokuszald pulzus.
Minden pulzus x irdnyt, eltérd esetben a rajzon jeldlve. Az idétartamok: A=1/(2 cn), A’=1/(4 Wcn), 5=1/(2 Ycc).
Amennyiben r REBURP pulzust alkalmazunk, a pulzus hosszanak 0,94-szerese az adott delay id6 részét képezi
(ref). A gradiens pulzusok maximalis gradiens er8sséghez viszonyitott aranya: G6=16%, G7=30%, G8=16%, and
G9=60%. Mindkét indirekt dimenzi6 fazis érzékeny States-TPPI inkrementalas.

A koherencia utvonal:

s/ 2 13070 1 195 130 1, 29 1o
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Ebben az esetben az oldallanc protonok magnesezettségét visszilk at a szomszédos
szénatomokra, és a konstans idejli t1 evolucids id6 alatt a CB, Cy kémiai eltolodésai fejlddnek
ki, durva felbontds alkalmazisaval. A tovabbiakban a ® pulzus hosszaval ,hangolhat6é” a
kisérlet kimenetele. Amennyiben ® =0°, csak C[3; ® =90° esetén csak Cy korrelacid valosithato
meg, viszont ® =45° alkalmazasaval egyenld intenzitassal és ellentétes eldjellel mindkét
kornyezet detektalhatd. A kovetkezo refokuszaldo INEPT transzfer 1épés kizarolagosan a Ca-ra
viszi at a polarizaciot. A SHACA-HSQC tipust megoldas kdvetkezménye, hogy t> evolucios
1d6 alatt nagy felbontassal dolgozhatunk. Végezetiil az adatgyiijtés ebben az esetben is a
BASEREX valos idejli lecsatoléassal torténik.

A mérés a kis szdmu, maximalisan optimalt transzfer 1épésnek koszonhetden nagy
érzékenységl, 3D méréstdl szokatlan mdédon nagy felbontasu, és a C3, Cy kornyezetek direkt
korrelacigjat valositja meg. Ugyan nem prolin szelektiv, de kimutathatd, hogy az esetleges
attorések nem befolyasoljak a jelazonositast, ugyanis mas aminosavak jelei torzultak, nagyon
kis intenzitdsuak, ¢és nem két jelet eredményeznek, tehat a prolinok egyértelmiien
azonosithatoak (5.2.10. abra).

A)

. P4 Pg P12 P13 P27 P34 P36 P47 PS8 PGO ) p4 p8 1p8_2pl2_1p12 2pi3_1pl3 2p27 p34 pd7 p58_1 p58_2 p60
632 63.5 61.4 63.0 635 62.8 63.3 63.9 634 64.6 62.5 63.0 62.5 617 61.9 629 627 62.6 62.7 63.1 63.5 63.7 64.4

" ga@@@ 00"
0900000000 o 09 | -
c?@ eee e@@as @@@@ °@ w@@@@@ﬂ

36

5(13C) / ppm
5(*3C) / ppm

442 446 466 443 436 444 442 438 443 426 477 487 451 495 440 442 455 456 475 478 4.83 482 4.33
5(*Ha) / ppm &(*Ha) / ppm

5.2.10. abra. A 3D Pro-(H)CBCGCAHA mérés eredménye: A) f6 és B) minor jelek azonositdsa a p53TAD60
esetében.

A t> dimenzidoban a szokatlanul nagy felbontas (512 komplex pont) valasztasa a mérés
id6tartamat megnoveli (5.2.2. tdblazat), &m amennyiben ez a felbontas sziikségtelen a mérési
id6 1ényegesen rovidithetd, tovabbi idényereség pedig a nem-linearis mintavételezéssel is
elérhet6. Tovabba figyelemremélto a Pro-(HCA)NCACBHA, illetve a HN-detektalt
(H)CCCONH mérésekhez képest a mérési id6 csokkenése.

5.2.2. tablazat. Prolin kornyezetek meghatarozasat célz6 3D mérések tipikus paraméterei: a harom dimenzidban
alkalmazott komplex pontok, a tranziensek szama, a varakozasi id6 és a mérési idGtartam.

Mérés tipusa t1 t2 t3 NS dl Mérésiidé
Pro-(HCA)NCACBHA 4k 128 64 8 0,7s ~30h
Pro-(HICBCGCAHA 4k 512 16 4 07s  ~13h
(H)CCCONH lk 64 72 16 1,0s ~ 25h

A kiértékelést kovetden a kémiai eltolodas adatokbol egyértelmiien szamolhatdo a APy
kiilonbség, ezek értékeit az 5.2.3. tdblazatban foglaltam Ossze. Amint az elvarhato, a {6 jelek
esetében a prolin mindig transz izomer formaban van jelen. A detektalt 13 minor komponens

50



Eredmények és értékelések e 1980 21

esetében talnyomorészt a Cisz izomer detektalhato, de két esetben a transz izomer is megjelenik,
ez a Pro12-Pro13 motivumot érinti. Erdekes modon, a prolin gazdag kornyezetek esetében egy
prolinhoz t6bb minor forma is detektalhato.

5.2.3. tablazat: A 3D Pro-(H)CBCGCAHA mérés alapjan detektalt f6/major €s minor prolin jelek, a kiszamitott
APy kiilonbségek értékei, az ennek alapjan megallapithatd izomer, és a minor forma %-os el6fordulasi aranya.

Fé/Major jel Minor jel
Prolin - ABy/ppm  Pro-izomer | ABy/ppm  Pro-izomer  Minor%
P4 4,7 transz 9,6 cisz 11,5
P8 5,0 transz 9,4 cisz 9,0
9,7 cisz 10,0
P12 31 transz 8,2 cisz 13,0
2,9 transz 8,0
P13 4,7 transz 4,6 transz (el
9,7 cisz (el
p27 4,6 transz 10 cisz 55
P34 5,0 transz 9,5 cisz 12,5
P36 4.7 transz nem detektalhato
P47 4,7 transz 9,6 cisz 4,5
P58 53 transz 9,6 cisz 7,0
9,5 cisz 6,0
P60 51 transz 9,1 cisz 34,5

Az eredmények azt mutatjak, hogy az 0j, érzékeny *H%-detektalt megoldast tartalmazo
pulzusszekvenciak lehetdséget nyujtanak fiziologids koriilmények mellett, rovid id6 alatt, akar
10-20uM mennyiségben is minor prolin jelek kimutatdsara és egyértelmli azonositasara.
Ugyanekkora jel/zaj viszony eléréséhez ez 1*C-detekalt mérés ~64x hosszabb ideig tartana, ami
nagy eldrelépést jelent, arr6l nem is beszélve, hogy a technika széleskoriien, barmely bioNMR
laboratériumban alkalmazhat6. A pulzusszekvencidnk sikerességét a konkrét példa esetére
vonatkoztatva elmondhato, hogy eldszor sikeriilt a pS3TADY® régidban prolin minorok
detektalasat és jellemzését megadni. Az eredmények tovabbi kérdéseket vetnek fel: (i)
amennyiben in vitro koriilmények kézott meghatarozhato az adott prolin kérnyezet cisz-transz
egyensulyi eloszldsa, vajon a poszttranszlaciés modositdsok mennyire vannak erre
befolyassal?; (ii)) mi az oka annak, hogy a minor prolin kdrnyezetek el6forduldsi %-0s
mennyisége ennyire valtoz6?

5.2.2. Poszttranszlaciés médositasok hatasa a cisz/transz-prolin egyensulyra

A poszttranszlacios modositasok koziil a foszforilacid jelenségét aknaztam ki. A
foszorilacié enzimek utjan valdsul meg, és a Szerin, vagy treonin aminosavakat érinti. A
kiilonbozé enzimek kiilonbozd felismerési motivumokkal rendelkeznek, igy a foszforilacid
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szelektiven megy végbe és az aminosav szekvencia fogja eldonteni, hogy melyik kornyezet
foszforilalodik. A pS3TADY®? 7 Ser és 2 Thr kornyezetet tartalmaz, melyek kozott két Ser-Pro
motivum talalhatd. En az apoptozisban jelentds szerepet jatszd Ser46 kornyezetének
viselkedésére igyekeztem ravilagitani, ennek érdekében kazein kinaz 2 (CK2) enzimet
valasztottam, melynek konszenzus szekvenciaja: Ser/Thr-X-X-Asp/Glu. Elény6s, ha ebben
tobb a negativ toltésii oldallanccal rendelkez6 aminosav, illetve ha a Ser/Thr+3 helyzetben Asp
helyett Glu talalhat6. A nagy térkitoltésii, hidrofob oldallanccal rendelkezé aminosavak ¢€s a
prolin gatoljak a foszforilaciot. A web-alapu NetPhos 3.1 szerver (Blom 2004) segitségével
futtatott predikcié szerint a CK2 enzim a pS3TADY® régioban elsdsorban harom kornyezetet
foszforildl, ezek a  foszforilacio  valdsziniiségének  csokkend  sorrendjében:
Thr55>Ser46>Ser6>Ser20. Irodalmi elézmények (Sun 2021) szerint a foszforilacio lassan
megy végbe. Ennek értelmében a folyamatot *H,">N-sfHMQC és SHACA-HSQC mérésekkel
12 és 36 oras inkubacidt kovetben monitorizaltam, és a lassan bekovetkez6 foszforilaciot
igazoltam. 12 ora elteltével a Thr55 foszforilacios szintje 100%, 36 ora elteltével a Serd6
kornyezet 86%-0s, és a Ser6 kornyezet pedig 45%-os foszforilacids szintet mutatott, a Ser20
kornyezet <10%-ban foszforildlodott — j6 egyezésben a predikcioval. A foszforilacio ténye a
'H,®N-sthmqc spektrumban kévethetd leginkabb, hiszen a foszforilalt Ser/Thr jele latvanyosan
eltolodik (1asd 5.2.11A 4bra). A kémiai eltolodas feltérképezés alapjan szamolt Ad értékek arrol
tanuskodnak, hogy a foszforilacido csupan a kozvetlen kdrnyezetben levé aminosavak (+3)
eltolodasaira van hatassal. A SHACA-HSQC alapjan lathato, hogy a Ha és Ca kdrnyezetek
csak kismértében tolodnak el, a szamitott masodlagos kémiai eltolédasok azt mutatjak, hogy
semmilyen szerkezeti valtozas nem torténik (amint ezt mar kordbbi, rendezetlen szakaszokban

torténd foszforilacié soran is megallapitottuk (Gogl 2018)).
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5.2.11. abra: A) A p53TAD® foszforiliciéja CK2 jelenlétében. A folyamat kovetése *H,2°N- sftHMQC illetve
B) SHACA-HSQC mérésekkel. Fekete a nem-foszforilalt, piros a foszforilalt fehérjérdl felvett spektrum. a prolin
régiora fokuszalva, balra a f6, jobbra a minor jelek valtozasa figyelheté meg.

A foszforilacid igazolasat kovetden azt vizsgaltam meg, van-e ennek barmilyen hatésa
a prolin cisz-transz egyensulyokra? A f6 (transz) prolin jelek valtozasat illetéen a SHACA-
HSQC spektrumon megfigyelhetd (5.2.11B dbra), hogy P47 ¢és P8 esetében két-két jel
detektalhatd, egyik a foszforildlatlan Ser, masik a foszforilalt Ser melletti prolin jeléhez
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tartozik, €s a térfogatintegralok aranya a foszforilacios szintet tiikkrozi (85% P47, illetve 45% a
P8 esetben). A 100%-ban foszforilalt T55-hoz legkdzelebbi prolin a +3 pozicidban talalhatd
(P58), itt mar kémiai eltolodasban nem detektalhaté valtozas. A P4, P8 ¢és P58 prolinok a
foszforilalt kornyezettdl 2, illetve 3 aminosavnyi tavolsagra talalhatok. Ezen prolinok minor
(cisz) jeleinek vizsgalata azt mutatja, hogy a foszfatcsoport beépitése nem befolyasolta a cisz-
transz izomerek aranyat. Nem ezt tapasztaljuk viszont a P47 esetén. A S46 foszforilaciojat
kovetéen a minor p47 (cisz) jele nem detektalhaté a SHACA-HSQC spektrumban, sot a
rakovetkezé d48 jele is eltiinik a H,°N korrelacios spektrumokon. Ez arra utal, hogy a
foszforilacio hatasara a cisz-transz egyensuly eltolodott a transz izomer iranyaba. Magyarazata
az lehet, hogy a megndvekedett szamu negativ toltés energetikailag és sztérikusan kedvezotlen
a cisz-prolin izomer kialakulasahoz.

Ez tobb szempontbdl is egy igen

inaktiv BAX jelentds megallapitas:

1. p53 a cisz-Prod7 1) metodikai  vonatkozasban
bmyezetén keresztul kotsdik. o dhaté, hogy a SHACA-
HSQC a prolin szelektiv 3D, H®

detektalt —mérésekkel egyiitt

4
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5.2.13. abra. A BAX fehérje lehetséges aktivacids utvonalai (Follis PS53TAD™™ viselkedését illetden
2015 alapjan) az eredmény igen jelentds.

Korabbi kutatasok szerint (Follis 2015), az apoptozis soran a BAX fehérje aktivalasahoz vezetd
egyik lehetséges utvonal a citoszolban talalhatd p53 fehérje kozremiikodésével torténik (5.2.13.
abra). Els6 1épésben a p5S3 a TAD régioban talalhato P47 cisz-térallasu formajaban kotodik az
inaktiv BAX fehérjéhez, majd a PIN cisz/transz polimeraz fehérje hatasara megtorténik a transz
P47 allapotba torténd atkapcsolds. Ez a valtozas a BAX fehérje atrendezddését, nevezetesen a
a6-9 hélixek felnyilasat — és a BAX aktivalasat vonja maga utan. Az eredményeink szerint az
egyensulyi in vitro cisz-P47 koncentraciot egy foszforilaciés esemény megsziinteti (vagy még
kisebb szintre szoritja vissza), igy eltlinik az a téralkat, ami az inaktiv BAX-hoz koétddhet, és az
aktivacio ezen utvonala jarhatatlannd vélik. Hogy ez valdban igy torténik, és mi ennek a
kovetkezménye az tovabbi — elsdsorban részletes biologiai kutatasok jovobeli targyat képezi.
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5.2.3. A szomszédos aminosavak hatasa a cisz-prolin tartalomra

Az 5.2.3. tablazat utols6é oszlopanak tanulmanyozasa soran kideriil, hogy a minor prolin
kornyezetek valtozo, 3-15% ardnyban fordulnak eld, és ez a jelenség megfigyelhetd volt az
altalam vizsgalt mas rendezetlen fehérje szakaszok prolin aminosavai esetében is, (Gogl 2018,
Palfy 2016, Szabo 2022) illetve irodalmi adatokat is talalni ennek alatamasztasara (Ahuja 2016,
Aitio 2012, Alderson 2018, Chaves-Arquero 2018, Dujardin 2019, Ludzia 2020, Mateos 2020,
Urbanek 2020). Ez felkeltette az érdeklédésem, és ennek okaira probaltunk ravilagitani. EgQy
kézenfekvé magyarazat a prolin melletti aminosavak tipusaban keresendd. Ennek érdekében
Osszegyljtottiik az irodalomban megtalalhatd azon rendezetlen fehérjéket, ahol kisérletileg
meghataroztak a minor prolin izomerek aranyat. Erthetd okobol nem sok ilyenre van példa, és
csupan a kozelmult irodalma szolgaltat ilyen informaciot. A rendelkezésre allo 11 rendezetlen,
40-220 aminosav hosszl fehérjét lehet értékelni. Megjegyzendd, hogy a révid, prolin tartalma
peptidek nem kertiltek szamitasba, ugyanis azokban az esetekben sokkal nagyobb aranyban
képzbdik a cisz-Pro. Ezt mi is bizonyitottuk egy 13 aminosav hosszi peptid szakaszon, ahol a
Pro6 kornyezetre szamolt a Cisz-transz-Pro arany: 25%-75% (Sebak 2021). Az igy 1étrehozott
adatbazis elemzése a prolin kdzvetlen kornyezetében (i£3, ahol i a prolin helyzetét jeloli) levd
aminosavakra korlatozodott. Ennek oka, hogy a cisz-Pro izomer okozta szerkezeti valtozasok
(kis minor jelek az NMR spektrumban) ennél nagyobb tavolsagban mar nem detektalhatoak. A
11 rendezetlen fehérjébdl 4all6 adatbazis N=101db prolin kdrnyezetet tartalmaz, aminek
kornyezetében N''=595db aminosav talalhatd. Az eredetileg elvart szam 101*2%3=606 volna,
viszont a terminalis végeken elhelyezked6 prolinok esetében nem mindig teljesiil a £3 feltétel.
Az aminosavak elemzéséhez a klasszikus, oldallancok tipusa szerint torténd 7 csoportba valo
sorolast valasztottam, ezek (a késobbiekben hasznalt szinkoddal ellatva):

1. glicin, Gly

2. alifas oldallanc (alanin, izoleucin, leucin, metionin, valin)

3. polaris oldallanc (szerin, treonin, cisztein, aszparagin, glutamin)

4. pozitiv t6ltésii oldallanc (arginin, lizin, hisztidin)

5. negativ toltéshi oldallanc (aszparaginsav, glutaminsav)

7. prolin, Pro
A hét tipus %-os eloszlasa a rendezetlen fehérjéket tartalmazd DisProt adatbazis alapjan
konnyen megadhatd (lasd 5.2.14A abra bal oszlop). Els6 1épésként a sajat adatkészletben
talalhatd Prot3 kornyezetében elhelyezkedd aminosavak %-os el6forduldsat elemezziik
(5.2.14A abra jobb oszlop), €s azt, hogy ez az eloszlas mennyiben kiilonbozik a DisProt
adatbazisban tapasztalttol. Az elemzés statisztikai analizissel tortént, binomidlis eloszlas
vizsgalattal, a p bekdvetkezési valosziniliség az adott aminosavcsoport DisProt adatbazisban
valo el6fordulasa volt 0,1 szignifikanciaszint mellett. A kapott eredmények az 5.2.4.
tablazatban lathatoak, ahol a varhato6 értéktartomany a DisProt el6fordulés alapjan szamolt értek
(db), és ezt hasonlitom a sajat adatbazisban taldlhat6 adott tipusii aminosav szamaval (db).
Megallapithatd, hogy a sajat adatbazisban szignifikdnsan kevesebb Gly, negativ, illetve aromas
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oldallancu aminosav talalhatd, ellenben szignifikdnsan tobb a Pro. Ezen eredmény
elgondolkodtatd, hiszen egyfeldl érthetd, hogy elsdsorban a prolinban gazdagabb fehérjék
esetén keriilt el6 a cisz-Pro kérdéskor, viszont a szignifikansan kevesebb aminosav tipus esetén
egyértelmil magyardzat nem igazan adhato. Mar ebben a szakaszban levonhat6 a kovetkeztetés,
hogy érdemes volna mennél nagyobb halmazbol meriteni, és figyelni, hogy a sajat el6fordulas
értékek ezekre az aminosav tipusokra vajon novekedni kezdenek-e?

5.2.4. tablazat. A DisProt és sajat adatbazis eloszlasainak sszevetése.

Aminosav DisProt Osszes aminosav (N°'=595), sajat adatkészlet

tipus eléfordulas  Virhato értéktartomany  Eléfordulas, DisProt adatbazissal torténé

(%) (db) sajat (db) osszehasonlitas

Gly 7,7 38-54 22 szignifikansan kevesebb
Alifas 24,8 134-161 144 nincs szignifikans eltérés
Polaris 24,1 130-157 157 nincs szignifikans eltérés
Pozitiv 14,6 76-98 98 nincs szignifikans eltérés
toltési
Negativ 15,7 82-105 64 szignifikansan kevesebb
toltési
Aromas 5,2 24-38 20 szignifikansan kevesebb
Pro 8,1 40-57 90 szignifikansan t6bb

Igy kovetkezd 1épésben a sajat adathalmaz N=101 szakaszat a cisz-Pro eléfordulasa szerint
taglaltam, 6nkényesen 3 csoportot kiilonbozetve meg: a) <5% (N=50, n=299 aminosav), b)
>5% (N=51, n=296 aminosav), ¢) >10% (N=23, n=137 aminosav). A fentebb ismertetett
statisztikai elemzes és a DisProt referenciaval torténd 6sszevetést kovetden az eredmény:

5.2.5. tablazat. A DisProt és sajat adatbazis eloszlasainak Osszevetése, a teljes sajat adatkészletre és a cisz-Pro

mennyisége alapjan csoportositott halmazokra. Amennyiben nincs szignifikans eltérés, azt iires cellak jelzik, a
kevesebb és t6bb a szignifikans valtozasra vonatkozik.

Aminosav tipus Mind, n=595 <59% cisz-Pro, n=299 >59% cisz-Pro, n=296 >10% cisz-Pro, n=137

Gly kevesebb kevesebb kevesebb kevesebb
Alifas

Polaris t6bb

Pozitiv toltésii tobb kevesebb kevesebb
Negativ toltési kevesebb kevesebb kevesebb

Aromas kevesebb kevesebb

Pro tobb tobb tobb tobb

fgy mar lathaté, hogy a Gly minden esetben szignifikansabban kevesebb, a Pro pedig tobb. A
nagy cisz-Pro tartalom esetén szignifikansan kevesebb a pozitiv toltéssel rendelkezé aminosav,
mig kis Cisz-Pro tartalom esetén ez szignifikansan tobb. Ha arra gondolunk, hogy az aromas n-
prolin CH> kolcsonhatas kedvez a cisz-Pro kialakulasanak (Mateos 2020), akkor Kkis
mennyiségli Cisz-Pro esetében nem meglepd, hogy a pozitiv toltéssel rendelkez6 aminosav
eléfordulédsa szignifikdnsan tobb és az aromds oldallancti aminosav pedig kevesebb.
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Kovetkezé 1épésben azt vizsgaltam, hogy a cisz-Pro tartalom szerinti osztalyozas harom
csoportjaban miként alakul adott pozicioban (i+3) az aminosav tipusok el6fordulasa. Itt is a
statisztikai vizsgalat soran az adatok binomialis eloszlast kovettek, a kisérletek szama az egyes
poziciokban 1év6 aminosavak szdma volt, a bekdvetkezés valdsziniisége a teljes adatkészletben
talalhato eldforduldsi arany volt 0,1 szignifikanciaszint mellett. Referenciaként a sajat
adatkészletben 1évO O0sszes szekvenciabol szarmazo szazalékos elofordulast, és nem a DisProt
el6fordulast hasznaltam (5.2.14. abra).
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5.2.14. abra. A) A kiilonb6z6 aminosavtipusok el6forduldsa a DisProt adatbazisban és a sajat adatkészletben,
illetve a prolin £3 kdrnyezetében levé poziciokban: B) <5% cisz-prolin, C) >5% cisz-prolin, illetve D) >10% cisz-
prolin tartalmu szekvenciak esetén.

Az 5.2.14. ébra alapjan néhany szabalyszerliség azért korvonalazodik:

a) a kis, <5%, cisz-Pro tartalom esetében az Arg és Lys aminosavak szignifikansan
tobbszor fordulnak ¢ld, elsésorban az i-3, i-1, i+1 és i+2 poziciokban. Ezen oldallancok prolin
karbonil csoportjaval torténd kolcsonhatasa inkdbb a transz-Pro izomer kialakulasanak kedvez.

b) a >5%, cisz-prolint tartalmaz6 szekvencidkban a Pro aminosav szignifikansan
gyakrabban fordul el6, elsésorban az i-3, i+2 és i+3 poziciokban. Ez a poliprolin II szerkezeti
elemekben megtalalhatd Pro-X-X-Pro és Pro-X-Pro motivumok (£3 poziciokban 1év6 prolinok
stabilizaljak a PPII strukturakat) jelenlétével magyarazhato. Az i+1 pozicioban talalhato Pro
szintén kedvez0, ez azt is jelenti, hogy a Cisz-Pro-transz-Pro motivumok a transz-Pro-cisz-Pro
elrendez0désnél gyakoribbak. Szintén szignifikdnsan nagyobb az elektronban gazdag
oldallancok gyakorisaga. Igy az i-2 pozicioban a negativ, i-1-ben a polaris és az aromas, i+2-
ben szintén az aromas oldallancok a kedvezményezettek. Szignifikdnsan kevesebb talalhato
viszont a pozitiv t6ltésii aminosavakbol, elsésorban az i-1, i+1 és i+3 poziciokban.

¢) Ha sztikitjiikk a kort, és azt elemezziik, hogy mi torténik a >10% cisz-Pro tartalmu
szekvencidkban, akkor az elektronban gazdag oldallancok jelentésége hangstlyos, a negativ
toltésti Asp és Glu aminosavak szignifikansabban tobbszor fordulnak elé az i-2, i-1 és i+3
poziciokban, az aromasok az i-1 és i+1 poziciokban szignifikansan gyakoribbak. Irodalmi
adatok ramutatnak, hogy a prolin kozvetlen kérnyezetében levé aromas aminosavak az m-prolin
CH: kolcsonhatas kovetkeztében kedveznek a cisz-Pro kialakulasnak (Gustafson 2017, Mateos
2020). Tovabba az i-3 és i-1 poziciokban a pozitiv toltésti aminosavak eléfordulasa
szignifikansan kisebb.

Mindezek figyelembevételével érdemes megvizsgalni a pS3TAD® régio sajatossagait,

ahol a prolin kdérnyezetében aromas oldallancu aminosav nem taldlhato, mégis a Pro4, Pro§,
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Prol2, Pro34, Pro58 kornyezetek >10% cCisz-Pro minor format tartalmaznak. Ezen
szakaszokban az i-2 és i-1 poziciokban elsGsorban negitv toltésii aminosavak helyezkednek el,
Osszhangban a fentebb megallapitott kovetkeztetésekkel. Masfel6l a Pro27, Pro47 kis
mennyiségli minor format tartalmaz, a Pro36 esetében pedig nem is detektalunk minor format.
Ez arra is utal, hogy nem csupan az aminosav tipusa, de a masodlagos szerkezeti hajlam is
befolyasolhatja az adott izomer forma létrejottét, ugyanis, mint a kovetkezékben kideriil, a
Pro27 és Pro47 is egy a-helikalis hajlamu szakasz lezar6 eleme.

Végezetiil, a minor adathalmaz folyamatos bdviiléséhez az ismertetett mérési
modszerek is hozzajarulnak, és remélhetdleg ez a ndvekedo adatbazis eljut majd oda, hogy adott
rendezetlen fehérje cisz/transz-Pro eloszlasat megjosolja, esetleg adott izomer tartalommal

rendelkezd aminosav szekvencia is modellezhetd/gyarthato.

5.3. A rendezetlen fehérje/fehérje szakasz atfogo jellemzése, a kolcsonhaté partner
viszonya: a rendezetlen-rendezett atalakulas

A flexibilis fehérjék és fehérje komplexek jellemzése a szerkezeti bioldgia kihivasai
kozé tartozik. Ebben a témakorben kutatdsaim soran tobb rendszer részletes elemzésével
foglalkoztam, ezek kozé tartozik a pS3TAD régidja (62aa) (Dudas 2020); a miozin lla (45aa)
(Ecsédi 2018, Palfy 2016); a miozin Va (24aa) (Bodor 2014, Hodi 2006); a TPPP25 terminalis
szakaszai (Zotter 2011a, Zotter 2011b); MAPK, RSK linearis motivumok (Alexa 2015, Gogl
2016) és a DF31 (Szollési 2008). A kovetkezokben ezen eredmények koziil ismeretetek
né¢hanyat, mindenik esetben kicsit mas aspektusokra fokuszalva.

5.3.1. A p53TAD: szerkezet, dinamika szabad és S100A4 kotott allapotban

A kordbban mar ismertetett pS3TADY® fehérje szakasz S100A4 fehérjével vald
kolcsonhatasanak megismerése biologiailag is relevans kérdés. A két partner koziil a Ca®*-koté
S100A4 fehérje globularis, homodimer szerkezetii, mig a pS3TAD!® szakasz rendezetlennek
mindsitett. Maga a tény, hogy egy adott aminosav szekvencia mennyire hajlamos a
feltekeredésre és egy rendezett masodlagos, harmadlagos szerkezet kialakitdsara, az mar a
primer aminosav sorrendjében kodolt. A rendezetlen fehérjékben a hidrofob, aromas
oldalldnccal rendelkezd aminosavak hianya, a sok hidrofil aminosav és a prolinok jelenléte nem
kedvez egy globularis elrendez0dés kialakitasanak, csupan adott szegmensek szerkezeti
hajlamai nyilvanulnak meg. Ezt volna célszerti a konkrét pS3TADY® esetében is megvizsgalni,
elsésorban predikcios programok segitségével. Az elmult évtizedekben tobb mint 50
rendezetlenséget/szerkezeti hajlam hianyat joslo web-alap programot fejleszetettek, (Bodor
2021, Dosztanyi és Tompa 2008, Erdds 2021, Meszaros 2018) melyek tobbféleképpen
csoportosithatok. Vannak olyanok, melyek az aminosavak biofizikai tulajdonsagaira (pld.
IUPRed2A, GlobPlot, FoldIndex, FoldUnfold), méasok gépi tanuldsi modszerekre (neuralis
halék, mély-tanulas alapat PONDR®, DisEMBL, Disopred, Espritz, SPOT-Disorder) épitenek,
mig egy harmadik csoport konszenzus alapu (MFDp, GeneSilicoMetadisorder, PredictProtein).
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Els6 Iépésként mindenképpen érdemes ezek koziil néhanyat kiprobalni, hogy egy adott fehérje
szegmensre mit becsiilnek. Az 5.3.1. tablazatban a p5S3TADY® esetében tobb prediktor

eredményét hasonlitom Ossze.

5.3.1. tablazat. A p53TADY® fehérje szakaszra futtatott joslo programok eredménye. Az aminosav szekvencia:
MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGP

Joslo program Rendezetlen régio

IUPRed2A-long 1-22; 26; 30-60

IUPRed2A-short 1-15; 17-18; 37-39; 42-43; 46-60
GlobPlot 22 3-15; 32-42; 54-60

FoldIndex® 1-21; 37-60

FoldUnfold 1-17

PONDR® VLXT 1-18; 34-60

PONDR® VSL2 1-60

PONDR® VL3 5-60

DisEMBL® 1-16

DISOPRED 1-19

ESpritz-Xray 1-27; 45-60

ESpritz-NMR 1-60

Espritz-Disprot 1-60

MFDp 1-60

SPOT-disorder 1-11; 58-60

ProtPredict(PROFbval) 1-9; 11-15; 17; 24-31; 33-40; 43-49; 51-52; 54-60
ProtPredict(Ucon) 1-16; 31-32; 36-37; 42-43; 45; 46-50; 60
ProtPredict(NORSnet)  1-24; 26-45; 48-54; 60
ProtPredict(MD) 1-60

2Russell-Linding propenzitas; ® window-31; ‘Remark-465;

Altalanossagban elmondhat6, hogy majdnem minden megkozelités rendezetlennek mindsiti az
N-terminalis 17-20-ig terjedd régiot és hosszabb-rovidebb szakaszokat 45-60 a C-terminalis
végrdl. Ezek utdn mindenképpen érdemes utanajarni annak, hogy a kisérleti eredmények
mennyire vannak ezzel a predikcidval 6sszhangban.

Tudjuk, hogy elsdsorban IDPk esetében a pH, hdmérséklet, ionerdsség nagymértékben
befolyasolja a szerkezeti hajlammal rendelkezd szakasz hosszat. Az NMR spektroszkopiai
jelazonositas soran meghatarozott kémiai eltolodas értékek a szerkezeti hajlam kialakulasarol
tantiskodnak. A ®N/C izotopjeldlt pS3TAD® fehérjén futtatott *HN detektalt BEST alapu
3D mérésekbdl a teljes jelaszignacié megoldhatd. Mar az alap 2D *H,®N-HSQC korrel4ci6 kis
jeldiszperzidja (5.3.1A abra, fekete spektrum) is rendezetlenségrol arulkodik és itt jegyzendd
meg, hogy ebben a szerencsés esetben még 313K-en is jol elemezhetd a spektrum. A
peptidgerinc atomjainak és az oldallanc *3C kérnyezeteinek kémiai eltolodas értékei koziil a CP
adatok felhasznalasdval a masodlagos szerkezeti hajlamok becsiilhetéek, ugy, hogy a mért
kémiai eltolodasokat egy referencia (random-coil) értékhez viszonyitjuk és az aminosav

szekvencia fliggvényében értelmezziik a tendencidkat. Ez a megoldas a Ha, Ca, Ca-Cf kémiai
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eltolodasok esetén a leginkabb informativ, de a palack nyaka a referencia érték (RCCSR -
Random Coil Chemical Shift Reference) josaga. Az irodalomban erre tobb megkozelités
1étezik, egy pontosabb kép eléréséhez figyelembe kell venni a pH, hdmérséklet hatasat is, ennek
ellenére a naszcens szerkezeti hajlamok hossza igy is eltéré lehet. Az 5.3.1B é4bran a Ca
eltolédasokra harom RCCSR megkozelitéssel szamolt SCS értékek eltérdek, minden esetre az
egyértelmil, hogy az F19-K24 szakasz tranziens helikalis jelleggel bir, kisebb mértékii helicités
hajlam lehet a M40-44 és S46-W53 tartomanyokban; mig a terminalis végen és a TAD1-TAD2
kozott egy kanyarra vald utalas lathatd, viszont az értékek nagyon kicsik és messzemend
kovetkeztetést nem érdemes levonni. Az irodalomban egy masik, gyakran hasznalt
megkozelités a Marsh és munkatarsai altal bevezetett SSP (Secondary Structural Propensity)
értéken alapul (Marsh 2006). Ezt a megkdzelitést mutatja az 5.3.1C abra, ahol a szabad
p53TADY® viselkedését a fekete oszlopok jelzik. A T18-E28 szakasz pozitiv tendenciat mutat,
ami helikalis hajlamra utal, mig a tobbi rész rendezetlen, a turn hajlamra val6 utalds megsziinik.
Mindezeket 0sszevetve latszik, hogy vannak eltérések a modszerek kozott, ezért érdemes tobb
RCCSR megkozelitést kiprobalni, hiszen a szerkezeti hajlamokkal rendelkezd szakaszok
esetében a kiilonboz6 modszerek azonos eredményre kell vezessenek. A jelen esetben 313K-en

¢s pH=6 értéken meghatarozott kisérleti adat tobb predikcié eredményével is 6sszhangban van.
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5.3.1. 4bra. A) H,"*N-sfHMQC spektrumok p53TADY° szabad (fekete) és S100A4-kotdtt allapotban (piros) -
erre az esetre vonatkozik a feltiintetett jelazonositas; B) SCS Ca értékek valtozasa az aminosav szekvencia
figgvényében kiilonbozé RCSSR megkozelitések(Kjaergaard 2011, Kjaergaard és Poulsen 2011, Nielsen és
Mulder 2018, Wishart 1995, Wishart és Sykes 1994) alkalmazasaval; C) az SSP modszer a szabad (fekete) és
S100A4-kotott (piros) p53TADY 0 esetében.

Tovabbiakban felmeriil a kérdés, vajon a szerkezeti hajlam mennyire tiikr6z0dik a
dinamikai viselkedésben? A meghatarozott relaxacidés paraméterek: Ti, T2, és hetnoe
értelmezéséhez a kisérleti modszerek fejezetben ismertetett redukalt spektralis siirliség analizist
végeztem el. A szarmaztatott spektralis stirtiség értékek koziil a J(wn) — J(0) abrazolasmod
(5.3.2B abra) kivaléan mutatja, hogy minden aminosav kis J(0) értékkel rendelkezik, és
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figyelembe véve az egy korrelalt mozgassal leirt gorbét, ezek a fekete folytonos vonallal
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informaciok, mind a dinamikai mérések eredményei 60

egy nagyon mobilis, rendezetlen fehérjére jellemzo
viselkedésre utalnak.

Ezt kovetéen az S100A4 fehérjével torténd
kolcsonhatast elemeztem. Els6 1épésében °N-jelolt
p53TADY® ¢és jeloletlen Ca®*-kotdtt S100A4 1:1 5.3.2. fbra. A) pS3TADY® jeleinek kémiai
aranyu komplexét vizsgaltam. A komplexképzOdést eltolodas valtozasa S100A4 kolcsdnhatas

1H 15N-sfHMOC mérésekkel kovetve meefiovelhets. Kovetkeztében; b) a redukalt spektralis
' Q ghgy > slirliség analizis szabad (fekete) és kotott

hogy a szabad p53TADY®%-hoz képest a jeldiszperzid (piros) p53TADY® esetében.
jelentésen megnd és a legtobb jel eltolodik (5.3.1A abra, piros keresztcsiicsok). Ezzel

J(wy)/ns rad-!

J(0)/ns rad-!

egyidejileg jelszélesedés tapasztalhatd, mely egyes esetekben olyan mértékii, hogy az adott
aminosav jele detektalasi hatar ala kertil. Nem is meglepd, hiszen a kolcsonhatas kovetkeztében
a molekulaméret jelentésen megnd és 7kDa helyett 31kDa lesz, igy a rotacios korrelacios id6
is megvaltozik. A kialakult komplex esetében ujra jelazonositast kell elvégezni, ezt ismét a 3D
BEST tipusi mérések alapjan sikeriilt megadni. Most mar egyértelmiien szamolhat6 a szabad
p53TADY és az 1:1 komplex 2D H,°N-sfHMQC spektrumaibdl a kumulalt AS kémiai
eltolodas (5.3.2A abra), ami a kotdhelyek azonositasat teszi lehetévé. Egy onkényesen
megallapitott 0,15 értéknél nagyobb eltolodast tikroznek a S20-N29, A39-M44 és D48-T55
régiok, ezek elsdédlegesen érintettek a komplex kialakulasaban, mig a D48-T55 régidban tobb
jel olyan mértékii kiszélesedést szenved, hogy a detektalasi hatar ala keriil. Az L26, M40 ¢és
W53 kornyezetekre szdmolhat6 a legnagyobb érték, ami azt mutatja, hogy ezek az aminosavak
szenvedik el a legnagyobb kémiai kdrnyezet valtozast.

A szerkezeti valtozas tekintetében az SSP értékek (5.3.1C abra, piros oszlopok) is
nagymértékii valtozast mutatnak. A szabad p53TADY® tranziens hélix szakasza
meghosszabbodik, és uj helikalis szakaszok detektalhatok a P36-D42, 150-F54 régiokban. A
hélix kialakulasat tamasztjak ala a meghatarozott hémérsékleti koefficiensek is, melyek a K24-
L26, S20-D21, A39-L45 szakaszokban és a T55 kornyezetben hidrogén hidak kialakulasara
utalnak.

A dinamikai paramétereket illetden az elsddlegesen meghatarozott T1,T2 és hetnoe
értékek is valtozast mutatnak. Az R, (1/T1) a szabad fehérjében egyenletesen valtozik 2 s koriil,
a komplexben viszont az 1,4-25 s intervallumban valtozo értékeket kapunk, melyek jelentds
novekedést mutatnak az E17-S33, S37-TS5 szakaszokban, legnagyobb értékeket pedig a W23-
L25, D42-1L45, E51 kornyezetek mutatjak. A heteronuklearis NOE adatok a W23-L26, D41-
S46, E51 és TS5 aminosavakra a legnagyobbak, érzékeltetve, hogy ezekben a régiokban a
szerkezeti hajlamok erésodtek. Az aminosavakra kapott redukalt spektralis stiriiség analizis
(5.3.2B abra, piros négyzetek) mar nem kis J(0) érték tartomanyara mutat, hanem a viselkedés
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alapjan tobb csoportra is megkiilonboztethetd: a mobilis termindlis végek (I) , a helikalis
régidkat 6sszekotd loop régiok (II) a helikalis szakaszok (IIT) és (IV) a leginkdbb merev
kornyezetek, melyek konformécios egyensulyokban is részt vehetnek: W23, K24, .32, ES1.

Mindezek tlikrében az NMR paraméterek széleskori kiértékelése egybehangzoan
mutatja, hogy az S100A4 fehérjével alkotott komplexében a pS3TAD®® egy hossza, mobilis
N-terminalis (M1-Q16) és egy rovid, mobilis C-terminalis (ES6-P60) szakasszal rendelkezik,
melyek a kolcsonhatasban nem vesznek részt. Harom helikalis szakasz alakul ki: a TAD1-ben
a T18-N29, a TAD1-TAD2 o&sszekotésében a P36-P47 és a TAD2-ben talalhato 150-T55,
melyeket dinamikus régiok kotnek Ossze.

Tovébbiakban a kotott pS3TADY 0 szerkezetét szerettem volna megadni. Az NMR
spektroszkopiai meghatarozason alapuld szerkezetszamolashoz kényszerfeltételek megadéasa
sziikséges. Komoly erdfeszitéseket tettem, tobb probalkozas, kisérleti koriilmény, hdmérséklet
valtoztatasaval, hogy elsésorban tavolsagi *H-'H NOE adatokat tudjak meghatérozni. Am
csupan kis szamu, helikalis elrendezédésre utalo (i, i+2) és (i, i+3) NOE keresztcsucsot sikertilt
a 3D 'H,5°>N HSQC-NOESY spektrumokboél kigytijteni a kordbban is emlitett jelszélesedés
miatt, ami értelemszeriien a kotddésben leginkabb érintett régidkban a leghangstlyosabb. A
szerkezetszamolas tehat nem jarhaté 1t, viszont a detektalt *H-'H térbeli kozelségek -melyek
leginkabb a masodik helikalis szakaszt érintik — elégségesnek bizonyulnak ahhoz, hogy MD
szimulaciok kezdeti feltételként beépithetoek legyenek, majd ezutan a szerkezeti szdmolasok
kényszerfeltételek nélkiil futtathatoéak. Az eredmény két kiilonb6zo elrendezédés: A Modell és
B Modell (5.3.3. abra), mindketté teljesiti a Kkisérletileg is meghatarozott NOE
kényszerfeltételeket és 6sszhangban van az NMR spektroszkdpiai kiértékelésekkel: az 1L.14-L.26
és 155-T55 régiokban stabil hélix kialakulasa tapasztalhat6. Egyes szerkezetekben D7-P13
szakasznak is van helikalis jellege, de nagyfoka mobilitas jellemzi, amit a B-faktorok nagy

értékei jol tiikkroznek; és ez az NMR dinamikai eredményekkel is teljes 6sszhangot mutat.

A Modell B Modell

5.3.3. 4bra. A p53TAD% — S100A4 komplex NMR tavolsagi kényszerfeltételek alapjan szamolt MD szimulacios
szerkezeti modellei. A p53TADY® sziirke kiilonboz6 arnyalataival van dbrazolva, narancssargaval kiemelve a f6
horgonypontok.

A B Modellben a p53TAD®® C-terminalis szakasza oldészernek kitett és a kozépsd
M40-M44 szakasz is helikalis, amit az S100A4 II lancanak C-terminalisan bekovetkezo
konformacids valtozasa idéz eld. Mindkét modell esetében a f6 horgonypontok és a legkisebb
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B-faktorral is rendelkez6 aminosavak az 126, M40 és W53, melyekre az NMR mérések a
kolcsonhatds soran bekovetkezd legnagyobb kémiai eltolodasvaltozast mutattdk. Az 1L.26 és
W53 az S100 monomerek altal alkotott hidrofob zsebben helyezkednek el (amit az S100: L42,
F45, 158, L62, V77, F78, C81 és 182 kornyezetei alkotnak), mig az M40 a két monomerlancot
0sszekoto ,,gerincen” talalhato.

A két moddszer alapjan elért eredmények azt tiikrozik, hogy a szabad allapotban
rendezetlen p53TADY® kotddés hatasara részlegesen rendezddik, elsésorban a TAD1 és TAD2
régioban képez hélixet, viszont tilnyomorészt igy is rendezetlen, mobilis marad, ugynevezett
,bolyhos” (fuzzy) komplexet képez. Az NMR-MD modszerek 6tvozete sikeres megoldasnak
bizonyul ezen nehezen tanulmanyozhat6 rendszerek szerkezeti modelljének és viselkedésének
leirasara. Olyan esetekben tanacsos ehhez a hibrid megoldashoz nyulni, amikor a kristalyositas
nem jarhat6 1t, illetve az NMR paraméterek is elég szerények egy érdemleges
szerkezetszamolas elvégzéséhez. A nehézségek ellenére a bemutatott modszer alkalmazhatd
szamos mas bolyhos komplex jellemzésére, funkcionalis miikodésiik feltérképezésére.

Az éltalunk tanulményozott szakasz az irodalomban eddig leirt leghosszabb pS3TAD
régio, amit kotddésvizsgalatokban alkalmaztak. Kivancsiak voltunk, hogy a valtozé hosszisagu
¢s vagy TADI, vagy TAD2

own[ N B BN | .y .

- — - ’ n - régidkat tartalmaz6 szakaszok
Fus e kiilonféle partnerekkel tortén6
o = = kolcsonhatds  soran  milyen
g [—-_-_-f masodlagos szerkezeti
2mw i N

er - elemeket  mutatnak. Az
3dac | ) B

b — irodalomban 16 ilyen komplex
2 — talalhato és az ezekben
Tye i .

i saoar o ~occ-nacarace-nacan 8 meghatarozott p53TAD
5.3.4. abra. A) p53TAD szakaszok kiilonféle partnerekkel alkotott szerkezeteket cgymasra

komplexei. Sziirkével jeldlve a p53 szakasz, kékkel pedig a kialakult hélix helyezve az 5.3.4. Aabran
hossza. B) p53TAD® szerkezeti modelljei az S100A4 fehérjével képzett
komplexben (sziirke); 6sszehasonlitva az A) abran felsorolt komplexekben
talalhat6 szerkezetekkel (szinkodolva). Az A) é4bran sziirkével jelolve

lathato eredményeket kapjuk.

arendezetlen és kékkel a helikalis szakaszok, a B) dbran pedig a megfelel6 szerkezeti modellek
lathatoak. Legtobb esetben a TAD1 viselkedését vizsgaltdk, és ez minden leirt komplex
esetében hélix szerkezetli a T18-L25 szakaszon. Ez a régi6 az Mdm2 és Mdm4 fehérjék
elsddleges kotohelye, de a p300 és a CBP fehérjék is hasonlo szerkezetvaltozast indukalnak.
Ami a TAD2 szakaszt illeti, az a P47-T55 régioban lesz helikalis, TFIIH és CBP kotddés
hatasara. A hRPA70 két rovid hélix kialakulasanak kedvez az D40-M44, P47-T55 szakaszokon.
Kevés példat latunk a teljes TADI-TAD2 lanc egyiittes tanulményozéasara. A CBP kotddés
harom helikalis szegmens kialakuldsat okozza a T18-L26, P36-D42, P47-W53 részeken. A
teljes 91 aminosav hossza TAD a HMGBI1 (High Mobility Group B1) fehérjével valo
kolcsonhatdsa sordn az F19-L26 és az S46-E51 szakaszokban lesz helikélis. Az altalunk
tanulmanyozott 1-60 szakaszban pedig 3 hélix is detektalhatd, a két sz€éls6 hélix a partner
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fehérje két kiilonbozo részéhez kotédik. A komplexet egy hidroféb kolcsonhatas stabilizalja,

amit a @-X-X-9-0 szegmens biztosit, ahol & a hidrofob aminosavat jeloli. Esetiinkben ezt a

szerepet az FI*SDLW? és I'°EQWF* hélixek toltik be. Az W53 és F54 aromas oldallanccal
rendelkez0 aminosavak a kotddés szempontjabol igen fontosak, tovabba az 126 és M40
kdrnyezetek is kulcsfontossagu horgonypontok. A TAD1 és TAD2-ben kialakult hélixeket egy
flexibilis linker koti Ossze, €és egy csipesz ,,clamp” tipusti komplex jon 1étre. A rendezetlen
fehérjék esetében nem ismeretlenek ilyen tipusu bolyhos komplexek, melyek a molekularis
kolcsonhatasok flexibilitasat és alkalmazkodoképességét tiikkrozik. Ugyanakkor a példainkon
keresztiil is bemutatott konzervalt lokalis szerkezetek a p53 felismerés egy jellemvonésat
igazoljak.

A p53TAD-S100A4 komplex atomi szintli jellemzése lehetdvé teszi a fehérje-fehérje
kolcsonhatds inhibitor molekuldk tervezését, és S100A4 kotddés alapu bioszenzorok
fejlesztését.

5.3.2. Az MPT coiled-coil szakasz és az MPT - S100A4 kolcsonhatas

A nem-izom miozin ITA (NMIIA) nehézlancénak szokatlanul hosszu, 45 aminosavbol
allo, 1893-1937 régidja (MPT) nagy affinitassal (<10nM) kotédik az S100A4 homodimerhez.
Egy NMIIA lanc egy S100A4 dimerrel hat kdlcson, az eredmény pedig a kristalyszerkezet
alapjan egy ,atkaroldo” aszimmetrikus komplex. Irodalmi utalasok szerint ennek a
kolesonhatasnak egyik kovetkezménye a coiled-coil stabilitdsanak csokkenése. Az irodalomban
leirtak tiikrében a rendszer vizsgalata sordn tobb tisztazatlan kérdésre is valaszokat kerestem.
Egyfeldl jellemezni kell a kélcsonhatasban résztvev partnereket: a 45 aminosav hosszia MPT
fragmens kapcsan a rendezetlenség jellegét kell korbejarni, és azt, hogy ilyen hosszasagu
szakasznal kialakul-e a coiled-coil szerkezet? Tovabba az a kérdés is felmeriil, hogy a kialakult
komplex esetében oldatfazisban tetten érheto-e az aszimmetria, €s milyen dinamikai
sajatsagokkal rendelkezik a rendszer. Illetve a vizsgalatok eredmeényei alapjan vajon kozelebb
keriiliink a Ca?* affinitas novekedésének megértéséhez?

Az MPT fragmens jellemzése. A szabad allapotl fragmens NMR spektroszkopiai
jellemzése az 5.3.1. fejezetben ismertetett pS3TADY® fehérjéhez hasonléan tortént, az
eredményeket pedig az 5.3.5. abran foglaltam 6ssze. A *H,®>N-HSQC kis jeldiszperzidja és az
elvégzett jelaszignacid6 (BMRBID: 25992) alapjan szamolt SSP értékek (5.3.5A és B abra)
rendezetlen szakaszrdl tantiskodnak, ahol a kozépsé D1908-K1918 szakasz enyhe helikalis
hajlamot mutat (SSP 0,3-0,4 kozott). A Ti, T2 és hetNOE relaxacios paraméterek redukalt
spektralis siiriség analizise szerint a legkisebb J(0) értékkel a mobilis C- és N-terminalis
szakaszok kornyezetei rendelkeznek. Az A1903-G1924 régid, ami az SSP alapjan kimutatott
naszcens helikalis jelleggel rendelkezik, a kisebb mobilitast mutat6 viselkedéssel 6sszhangban
van (5.3.5C abra). A dinamikai elemzés hdmérsékletfiiggése ramutat arra, hogy amig 283K-en
jol elkiiloniil a szerkezeti hajlammal bir6 régio, addig 298K-en a teljes MPT fragmens nagy
mobilitassal rendelkezik, és egyértelmiien kijelenthetd, hogy teljesen rendezetlen. Ezt jol
illusztralja a kivalasztott A1903 kornyezet J(0) értékeinek csokkend tendenciaja a 283 K- 298
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K tartoméanyban (5.3.5D ébra). Az olddszerrel torténd protoncsere hatékonysag vizsgéalatdhoz
CLEANEX méréseket végeztem. 283K-en a kiilonb6zo keverési id6 mellett felvett spektrumok
normalt integral értékei azt mutatjak, hogy a két termindlis vég koziil elsdsorban a C-
terminalison, illetve az R1912-D1925 tartomanyban hatékony a protoncsere. Vannak viszont
,néma régiok” L1900-A1909, illetve P1927-P1931 koriil melyek egy kivalasztott keverési id6
mellett a hdmérséklet fiiggvényében sem mutatnak jelentds valtozast. A jelenség magyarazatara
az Eisenberg féle hidrofobicitds mutat ra, ugyanis a P1927-P1931 szakasz egy kis hidrofob
magot képez, a masik legkevésbé hidrofil kornyezet pedig az L1900-A1909 szakasz.

Az eredmények kivaloan tiikrozik az MPT szakasz rendezetlen jellegét, és azt a tényt,
hogy a kiilsé paraméterek valtoztatasaval hogyan alakul a masodlagos szerkezeti hajlamok
hossza. A 288K-en mért transzlacios diffizios egyiitthaté egy rendezetlen, monomer formara
utal, alatimasztva, hogy a kisérleti koriilményeink mellett nem alakul ki cc szerkezet.
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5.3.5. abra. Az MPT aminosav szekvencidja. A) Az aszignalt 'H,'>SN-HSQC spektrum 700MHz-en és 283K
hémérsékleten. B) A jelazonositas alapjan szamolt SSP értékek valtozasa az aminosavszekvencia mentén. C) A
283K-en mért relaxacios paraméterekbdl szamolt redukalt spektralis stirliség analizis eredménye. D) Az A1907
aminosav hémérsékletfiiggd viselkedése a redukalt spektralis sirliség analizis tiikrében: 283K (kék), 288K (z61d),
293K (narancssarga), 298K (piros). E) A CLEANEX mérésekbdl szamolt normalt integral aranyok alakulasa az
aminosav szekvencia mentén kiilonbdzo keverési id6 értékeknél: Sms (iires), 10ms (sziirke), 70ms (fekete). F)
Kivalasztott 10 ms keverési id6 mellett felvett CLEANEX mérések eredménye 288 K (sziirke) és 298 K (fekete)
hémérsékleteken.

Az MPT-S10044 kolcsonhatas. A kolcsonhatds MPT oldalardl vald vizsgalata a
p53TADY® - S100A4 rendszertdl eltéréen 298K-en nem kivitelezheté, mivel a kialakuld
komplex esetében a *H,'>N — HSQC spektrumban a jelek a detektalasi hatar ala szélesedtek. igy
a jellemzést csak a partner oldalardl lehetséges elvégezni. Irodalmi elézmények alapjan tudjuk,
hogy a kolcsonhatasban az S100A4 fehérje mobilis C-terminalis vége nem vesz részt (Badyal
2011, Ramagopal 2013), igy a korabbi munkéankban kimutatott aggregacio jelenségének
elkertilése végett (Duelli 2014) a C-terminalison 13 aminosavval roviditett SI00A4dC fehérjét
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hasznaltam a kolcsonhatas vizsgalatara. Az S100A4dC H,®N-HSQC spektruma szabad
allapotban a globuléris fehérjére jellemz6 nagy jeldiszperziot mutatja, ahol a dimer két lanca
ekvivalens, mivel adott aminosav kémiai eltolodas értéke mindkét lancban ugyanaz. Az MPT
kotodése ezt a helyzetet megvaltoztatja, legtobb esetben adott aminosav rezonanciajele
kett6z6dik, ami arra utal, hogy a komplexben az A és B monomer lancok mar nem ekvivalensek
(5.3.6A abra). A jelazonositdsokat mindkét esetben a szokasos 3D mérések kiértékelése
szolgaltatja, a kapott eredmények a BMRB adatbazisban taldlhatéak: 25136 (S100A4dC) és
25208 (S100A4dC MPT komplex). A szerkezeti elemek igazolasahoz az SSP értékeket
hasznaltam (5.36B abra), ¢és ezek alakulésa teljes dsszhangban van a korabban megallapitott
szerkezeti elemek jelenlétével (2.2 abra). A komplexre szamolt SSP adatok is nagyon
hasonloak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az MPT kotddése nem okoz nagy szerkezeti
valtozasokat. Igy példaul a H2 hélix esetében az értékek kisebbek — ami gyengébb helikalis
jellegre utal -, mig a H4 terminalis végén nagyobb értékek detektalhatdoak — itt erésodik a
helikalis jelleg. Az aminosavak kémiai eltolodasainak valtozasa alapjan szamolt Ad kumulativ
kémiai eltolodas a kotésben résztvevo régiok felderitését segiti (5.3.6C és D abra). Amint az
elvarhato, a > 0,35 ppm érték mind A, mind B lanc esetében az L2, H3, H4 alkotta kanonikus
kotérégiot jeloli meg. Frdekesség, hogy a dimer Osszetartasaért felelés H1 hélix egyes
aminosavai esetében is jelentds valtozasokat latni, holott ez a szakasz az interakcids felszintdl
tavol talalhatd. A magyarédzat az lehet, hogy itt a kotddés indukélta konformdacios valtozasok
tiikrozodését latjuk.
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szamolt SSP alakulasa a fehérjelanc mentén: szabad (fekete) és MPT kotott S100A4dC két monomerlanca (iires
és sziirke) esetében. Fliggdleges egyenesekkel jeloltem a kialakult szerkezeti elemeket. C) A kumulativ Ad kémiai
eltolodas valtozas az aminosav szekvencia mentén és D) ennek szinkodolt valtozésa kivetitve a komplex
3ZWH.pdb szerkezeti modelljére (feketével jeldlve az MPT).
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komplexképzddés gerincdinamikara
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0T i 1 "I i gyakorolt hatasat vizsgaltam.
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1]1 it H ‘ ” Lipari-Szab6 modellfiiggetlen
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5.3.7.abra.  Gerincdinamika  Lipari-Szabo  analizisének megkézelités hasznalatat indokoljak,
eredményei: A)-B) az S? rendparaméter illetve C)-D) az Rex

értékek aminosavszekvencia mentén torténd valtozasa, a szabad ¢s ezen feltételek mellett elvégzett

esetében. . . .
5.3.7 ébra tiikkrozi. A ps-ns 1doskalaji

mozgasokat jellemzé S? rendparaméterek az N-, C-terminalis végeken és at L2 hurok esetében
nagyobb mozgékonysagot mutatnak, a molekula tobbi része nagyrészt merev (0,9 koriili
értekek). Ezt kovetden utdnajartam annak is, hogy a relaxacios kisérleti adatokbol szarmaztatott
rendparaméterek hogyan viszonyulnak a kémiai eltolodasokbdl szamolt RCI (random coil
index) alapjan predikalt értékekkel (Berjanskii 2005). Amint az 5.3.7A, B abrakbdl is kit{inik a
két megkdzelités soran kapott adatok jo dsszhangban vannak, eltérések elsdsorban a szabad
fehérje H1 hélixben figyelhetok meg. Szembetind, hogy a komplexképzddés nem okoz
kiilonosebb valtozast a rendparaméterekben. A figyelemreméltod valtozas a lassabb, us — ms
1d6skalaji konformacids mozgasokat leird Rex paraméterekben torténik. Szabad allapotban a
H1 hélixben lasst iddskalaji mozgasok detektalhatok (5.3.7D abra), ami azért meglepd, mivel
ez a régid a dimer Osszetartasaért felelos X-tipusu négylanct H1-H4-H’-H4’ hélixkoteg vazat
képezi. Kotott allapotban ezek a mozgdsok megsziinnek (5.3.7E dbra), Rex érték nem
hatdrozhatdé meg. Ennek a megfigyelésnek kisérleti uton torténd aldtdmasztisaval is
megprobalkoztam. A CPMG mérések kiértékelése soran a H1 hélixen kiviil a H2, L2, H3, H4
szakaszokra is kimutathato Rex jarulék. A magyarazat a szarmaztatott és a mért adatok eltérése
kozott az is lehet, hogy az iddskala kicsit kiilonbozik. Viszont kotott allapotban mar jo az
egyezés, ugyanis a CPMG kisérletek sem tudnak lassi mozgésokat kimutatni.

A rendelkezésre allo szerkezeti és dinamikai NMR adatok tovabbi kovetkeztetések
levonasat is lehetové teszik:

66



Eredmények és értékelések e 1980 21

(i) Ravilagithatunk bizonyos termodinamikai aspektusokra, igy példaul az
entropiavaltozas kapcsan meg lehet hatarozni a fehérjegerinc entropikus hozzajarulasat. Egy
komplexképzOdés soran a teljes AS entropiavaltozas:

AS = ASkont + AShiagr + ASrot-trans (5-3-1-)

ahol AShigr a hidratacios, mig ASrot-trans @ rotacios transzlacios entropiavaltozast takarja.
Az NMR mérésekbdl a ASkont konformdacios entropiavaltozasrol lehet kovetkeztetéseket
levonni, ez a fehérjegerincben (bb) és az oldallancokban (sc) detektalhaté valtozasokra
vonatkozik:

ASkonf = ZASP? + TAS;® (5.3.2)

ahol i adott aminosavra vonatkozik. A fehérjegerincre érvényes As® értéke a
rendparaméterekbdl szamolhato (Yang 1996):

Asi®® =R In[[3 — (L + 8Si, komplex)?] / [3 — (1 + 8Si, szabac) "] (5.33)

ahol R az egyetemes gazallando, S az adott i N-H kotésvektorra jellemz6 rendparaméter
négyzetgyoke. Esetiinkben Asi® = -168,3 Jmol?K?, és a negativ eldjel arra utal, hogy
komplexképzddés hatasara a fehérjegerinc

rendezettebbé valik. Az adott szerkezeti elemekre kiilon
— kiilon is meghatarozott valtozasok (lasd 5.3.8. abra),
azt mutatjak, hogy a legnagyobb konformacios
entropiacsokkenés a HI1 hélixekben torténik, ezen

szakaszok mozgésaiban érezhetd leginkabb az MPT

H L1 2 Lz H3 L3 H4 kotoddés hatasa.
5.3.8. abra. A gerinckonformacios
entropiavaltozasok a kiilonboz6

szerkezeti elemekre az A- (iires) és B-lanc  valtozasahoz vald hozzajarulas is megadhato, ennek
urk tében. s is-

(szlirke) esetcben értéke 300K-en: -T AsP = + 50,49 Jmol KL, Az ITC

mérésekbdl meghatarozott +17,2 JmollK? &sszérték ismeretében a kiilonbséget egyéb

A komplexképzddés szabadentalpia

jarulékok eredményezik, mint példaul az oldallancok konformacios entropiavaltozasa, valamint
a hidratacio és a rotacios-transzlacids mozgasok entropiavaltozasa (Griinberg 2006).

(i) Az S100 fehérjecsaladban irodalomban meghatarozott gerincdinamikai
viselkedések Osszehasonlitd elemzését lehet elvégezni. Ennek eldontésére Gsszevetettem a
rendelkezésre 4116 Lipari-Szab6 analizisbdl szarmazé rendparamétereket. Erdekes modon, ilyen
vizsgalatok sajat rendszereinken kiviil csak néhany esetben torténtek, igy a szarvasmarha apo-
és PB-merkaptoetanol-S100A1; huméan apo-, Ca®'-, illetve Ca2*, homocisztein-S100A1
(Nowakowski 2011, Nowakowski 2013, Zhukov 2008); apo-S100A4 (Dutta 2008); apo-, Ca?*-
kotott, és Ca®*, TRTL-S100B (Inman 2001) esetében. Nem meglepd médon az EF1- és EF2-
kezeket tartalmazo L1, illetve L3 hurokrégiok mozgékonysaga Ca?* kotédés hatasara lecsokken
(S? 0.2-0.3 értékkel nd, komplexben 0.9 kériili értéket mutatva). Ennek oka, hogy a fémion
koordinacidja merevitd hatassal van a szerkezetre. Az apo-S100B fehérje kivételt képez, itt a
hurok régiok mar fémion hidnyaban is nagy S? értéket mutatnak. A jelenség azzal
magyarazhatd, hogy az S100A1 és S100A4 fehérjéktol eltéréen az S100B-ben antiparallel
elrendezddésti rovid reddk is talalhatok az L1, L3 hurokrégiokban, ezek jelenléte a
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mozgékonysagot korlatozza (Liriano 2012). Az L2 hurokrégié minden esetben nagyon
mozgékony, kimagaslo mobilitast az apo-S100A4 esetében mutat (S> = 0,57). A hélixek
tekintetében S100A1 szerkezete a legmerevebb, S100B pedig legkevésbé merev.

A lassu iddskalaju mozgasokat elemezve, CPMG mérésekb6l kiszamolt Rex
hozzéjarulas az apo- és Ca kotott S100B esetében is detektalhato a H1 hélixben, és ez a mozgés
mar egy kis, 12 aminosavbol allo6 TRTK peptid kotédésének hatasara is megsziinik (Inman
2001, Liriano 2012).

Ez arra enged kovetkeztetni, hogy kotOpartner hidnyaban a molekula egy ,,1¢legz6”
mozgast végez, amit a kolcsonhatas elfojt, a szerkezet stabilabba valik. Ez a tulajdonsag az
S100 csalad tobb tagjanal is megtalalhato.

(iii) Az S100A4-MPT komplex kialakulasa soran az MPT szakasz rendezetlen -
rendezett atalakuldson megy keresztiil. A rendezetlen szakasz feltekeredése kétféleképpen
torténhet: a konformacios szelekcios, illetve az indukalt feltekeredés modell szerint (Boehr
2009, Csermely 2010, Marsh 2010). Az NMR vizsgalatok kimutattak, hogy a szabad MPT
rendelkezik egy naszcens helikalis szakasszal. Ez azt jelenti, hogy ugyan az MPT konforméacios
sokasaga 4tlagban egy rendezetlen, szerkezet-nélkiili molekula, de bizonyos részaranyaban
folytonosan le- és feltekered6 hélixek is jelen vannak. Az S100A4-gyel torténd kolcsonhatas a
hélixek populdcid ardnyat noveli. Ez arra utal, hogy MPT esetében a feltekeredés a
konformécios szelekcidé modell szerint torténik.

A preformalt hélix jelenléte a miozin fragmensben arra is enged kovetkeztetni, hogy a
teljes hosszisagi NMIIA esetében kotédés soran a coiled-coil szerkezet nem tekeredik le teljes
mértékben. A folyamat szabadentalpia valtozasaban az entropiavaltozasbol szarmazd tag
lecsokken, ami hozzajarulhat a szokatlanul erds 0,1nM affinitast komplex képzddéséhez.

Az A1907 aminosav (melynek korabban homérsékletfiiggd dinamikajat targyaltam), a
naszcens helikalis szakaszban helyezkedik el és bioldgiailag relevans kornyezet, szerepet
jatszik a nemizom miozinok izoforma — specifikus kotédésében. Az NMIIA és NMIIC
izoformék kotddnek az S100A4 fehérjéhez, az NMIIB esetében a kdlcsonhatas nem jon 1étre,
ugyanis ebben az esetben alanin helyett aszparagin aminosav talalhat6 az 1907-es pozicidban.

(iv) Végezetiil arra is probaltam ravilagitani, mi okozza a megndvekedett Ca®" affinitast.
Ismert, hogy a biologiai kdlcsonhato partner hianyaban sok EF-kézzel rendelkezd fehérje kotd
affinitasa kicsi. Az S100 csaladban a pM-os nagysagrendi affinitds az interakcios partner
jelenlétében akar 300-szorosara is megndvekedhet, lasd RyR és S100A1, vagy TRTK-12 és
S100B kolcsonhatasok (Liriano 2012, Wright 2008). Ezek koziil is kiemelkedé az S100A4
viselkedése, hiszen az MPT kotédés négy nagysagrendii ndvekedést okoz a Ca?* affinitasban
(Elliott 2012). A magyarazat szerkezeti és/vagy dinamikai valtozasokban keresendd, és tobb
lehetséges modellel kell szamolni:

- a legkézenfekvObb magyarazat az volna, hogy az EF-kezekben a partner hianyaban a
Ca?" koordinacié gyengébb, és a kotddés soran kisléptékii szerkezeti valtozasok kovetkeznek
be. Ennek ellentmond az a tény, hogy az EF-kezek aminosav kornyezetei semmilyen kémiai
eltolodas valtozast nem mutatnak MPT ko6tddés soran. Ezt megerdsitendd megvizsgaltam a
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partner jelenlétében ¢és hianyaban meghatarozott kristalyszerkezeteket is, és ott sem
tapasztaltam a Ca?" koordinacios szférajaban valtozast. Tehat nincs szerkezeti oka az affinitas
novekedésnek.

- amasodik modell egy el6-egyensuly meglétét feltételezi zart és nyitott S100A4 formak
kozott, ami a Ca®* kotédés eldtti és utani allapotokat jelenti (1asd 2.2 abra). Amennyiben ez
valéban fennall, ugy az EF-kezek Ca?" kot aminosavai esetében dinamikai véaltozasokat, Rex
jarulékot kéne detektalni. Mivel ez sem torténik meg, az elé-egyenstlyi modellt sem lehet
alatamasztani.

- a harmadik lehetdség a target koto €s funkcionalis feltekeredés modell (target binding
and functional folding). Ebben az esetben a partner hidnyaban egy konformaciés kiatlagolodast
eredményezd eld-egyensulyt feltételeziink a kiilonbozo affinitasu Ca?*-kotd allapotok kozétt.
Ez egy konformacios szelekcié tipusi mechanizmus a zart (apo-) és nyilt (Ca?* kétott) allapotok
kozott, ahol a kdtOpartner az egyensulyt nagymértékben a nyilt forma fele tolja el, dinamikai
valtozasokat eredményezve. Ugyan a kutatds céljat az EF-kezek koriltekintd dinamikai
folyamatainak elemzése nem képezte, de a gerincdinamikai eredmények: az MPT kotodés
hatasara torténd fehérjegerinc merevedése, amire a csokkent konformacios entropia is utal,
illetve a H1 hélix lassi mozgasanak kolcsonhatas kovetkeztében torténd megsziinése is arra
engednek kdvetkeztetni, hogy ez a modell az, ami leginkabb kozelit a valosaghoz.

A bemutatott eredményekbdl levonhato az a figyelemreméltd kovetkeztetés is, hogy az
oldatfazisa NMR vizsgalatok mennyire fontosak a kolcsOnhatas vizsgalatokban. Mas
modszerrel a dinamikai folyamatok atomi szintli elemzése nem lehetséges, és az informacio
kiilonosen értékes, hiszen ilyen ismeretek birtokaban lehet olyan inhibitorokat tervezni,
fejleszteni, melyek a fehérje — partner kdlcsonhatas dinamikajanak a valtozasat is utanozni
képesek, és nem csupan a szerkezeti aspektusokra figyelnek.

5.3.3. A foszforilacio hatasa az NMII coiled-coil szakaszokra

A kutatasok ezen szakaszaban az NMIIA és NMIIB filamentumok szétesésének az S100
fehérjék, illetve a foszforilacio altal torténd szabalyozéasat vizsgaltam, és a mar emlitett
ellentmondasos irodalmi allitdsoknak jartam utana. Az NMR spektroszkopian kiviil a rendszer
vizsgalatat ECD, MS mérésekkel egészitettiik ki. Az NMIIA kdlcsonhatasat az S100A4
fehérjével a rovid MPT: NMIIA19 fraomensen keresztiil az el6z6 fejezetben ismertettem.
A jelen vizsgalatokhoz kivalasztott miozin fragmenseket vazlatosan az  5.3.9. ébran

TRPM7 BRE BR  szemléltetem:

1810 - 1927 1943 M67: NMI |A1894-1960 , az MPT
1815 \‘b\ ! é 1&!6%
NMIA ST S 1937 rendezetlen  C-terminalis  iranyban

1935 1941 05 . .

%, T iono i 1975 hosszabbitott szakasza;

NMIIB 7 S S 3\9 <1933 19152 A 1%60 19165 He 1850-1960
18 30! - — ! - . - Aol At A

001803\ oakt S S T s s M111A: NMIIA egy cc régidt és a

Ll rendezetlen C-terminalist tartalmazo

5.3.9. abra. Az NMIIA és NMIIB coiled-coil régiok C- szakasz:

terminalis szakaszai, €s lehetséges foszforilacios helyek.
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M121B: NMIIB8%6-1976 eqy ¢ régiot és a rendezetlen C-terminalist tartalmazo szakasz, ami
rossz vizoldhatosagi, NMR spektroszkopiai modszerekkel nehezen tanulmanyozhato;
M121AB: NMIIARSO-1923_NM[IB193L1%0 kiméra vizoldhatd szakasz, ami lehet6vé teszi az
NMIIB része.

A vizsgalt szakaszok foszforilalt véltozatainak NMR spektroszkopiai jellemzése a
szabalyozas ¢és bioldgiai funkcio betoltése kapcsan tobb kérdésre is valaszt adhat. Esetemben a
mar targyalt CK2 enzimmel tortént a foszforilacié és MS mérésekkel igazoltuk, hogy az NMIIA
esetében a foszforilacio az 5.3.9 dbran is jelolt Ser1943 helyet érinti. Az NMIIB esetében tobb
lehetséges Ser/Thr foszforilacios kornyezet is 1étezik, de a mérések nem adtak egyértelmi
valaszt a kérdésre, igy atomi szinten kell ennek eldontésére is probalkozni.

Az elsé felmertil6 kérdés, vajon a kivalasztott fragmensek esetében kialakul-e a coiled-
coil szerkezet? A valaszt erre a korabban felallitott empirikus D-M 6sszefiiggésekbol (5.3.
egyenlet), és hoémérsékletfiiggd transzlacios diffuzidos mérésekbdl probaltam megadni. Az
eredményeket az 5.3.2. tdblazatban foglaltam Ossze, ahol a diffizids egylitthatobol szamolt
latszolagos hidrodinamikai sugar értékek a gombszimmetrikus alakra vonatkoznak (ez nagy
valdszinliséggel nem helytalld, de csak tdjékoztatd jelleglh értékre vagyunk kivancsiak, nem
abszolut méretmeghatdrozas a cél). Az empirikus egyenletbdl szarmazik az Msam értéke,
melynek az elméletileg vart molekulatdmeghez viszonyitott ardnya mutatja meg, milyen
aggregatum képzodott.

5.3.2. tablazat. A miozinfragmensek 288K homérsékleten meghatarozott hidrodinamikai paraméterei: a
mért transzlacios diffuzios egyiitthatd, a szamolt latszolagos hidrodinamikai sugar, a szarmaztatott és az elméleti
molekulatdmeg, és ezek aranya.

Fragmens 101D/ m%s?t ry® /A Msusim/Da  Mem/Da  Mszm/ Meim

MG67A 7,89 + 0,04 22,1 6784 7503 0,90
M67A-P 7,48 +0,11 23,4 7602 7583 1,00
M111A 4,26 + 0,03 41,0 25121 12938 1,94
M111A-P 4,18 £ 0,05 41,8 26087 13018 2,00
M121AB 3,47+ 0,03 50,3 38756 14072 2,75
M121AB-P 4,76 £0,12 36,7 19774 14232 1,39

A kapott értékek szerint az M67A monomer, az M111A esetében az aggregacidé mértéke
2,00, igy O egy dimer, és ez a megallapitas a cc szerkezet kialakulasat tdmasztja ala. Irodalmi
adatok az NMIIB kapcsan tetramerekrdl és dimer asszociatumokroél irnak. A kiméra M121AB
aggregacioja is egy asszociatum létrejottére utal. Az 5.3.2. tablazat adataibol levonhaté masik
kovetkeztetés, hogy a foszforilalt fragmensek hidrodinamikai paraméterei M67A és M111A
esetében megegyeznek a nativ szekvenciakra mért értékekkel, ezzel is jelezve mar globalis
szinten, hogy a foszforilaci6 nem okoz detektalhatd szerkezeti valtozasokat. Az M121AB
tekintetében a foszforilacid az asszociatumok szétesésére utal.
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Az M111A esetében a cc szerkezet kialakulasat CD mérésekkel is igazoltuk. 278 K-en
jellegzetes helikalis, mig 348 K-en rendezetlen fehérjére jellemz6 a spektrum. A 222nm-en
mért értékek homérsékletfiiggése szigmoid gorbét eredményez, ami jellegzetesen kétallapotu
rendszerre jellemzd, a meghatarozott olvadéasi hémérséklet 300 K. Mivel oldatban egyszala
hélix nem létezik, ez egy cc szerkezettel van Osszhangban. A foszforildlt fragmensek
spektrumai nem kiilonboznek a nativ szakaszok spektrumaitol, ezzel a modszerrel is igazolva,
hogy a masodlagos szerkezeti elemekben nem torténik valtozas.

A globalis paraméterek leirasat kovetden érdemes azt is megvizsgalni, mi torténik atomi
szinten. Elsé 1épés a °N jelolt fehérjéken a jelazonositasa volt, amit a TOCSY-HSQC és
NOESY-HSQC mérések kiértékelése szolgaltatott. Az M67A spektrumaban minden jel
azonosithatd. Nem ez a helyzet az M111A ¢és az M121AB esetekben, ahol csak a termindlis
szakaszokon talalhaté jelek azonositasa lehetséges, a kozépsé K1862-R1923 régid jelei nem is
detektalhatoak (5.3.10. abra). Ennek oka, hogy ebben a szakaszban cc szerkezet alakul ki, és
amint arra az irodalomban is rdmutattak, ezek a régiok kiszélesedett, nem detektalhato jeleket
eredményeznek (Badyal 2011).
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5.3.10. Abra. 'H,SN-HSQC spektrumok alakulésa 298K-en: A) Jeleltolodasa is igazol (5.3.10A
MI111A (piros) és M111A-P (kék); illetve B) M121AB (z61d) és abra). Az M121AB esetében az in-

M121AB-P (lila) fragmensek esetében situ 16  6ran NMR  csében
monitorzidlt foszforilacié két kornyezet: a Ser1956 ¢s a Ser1975 valtozasat mutatja. Az
1d6fliggo spektrumok kiértékelése ramutat arra, hogy amig a Ser1956 kérnyezet foszforilacidja
azonnal megtorténik, addig a Ser1975 teljes foszforilacioja 5 dra alatt megy végbe. Mivel
kisérleti in vitro koriilményeink mellett egy mar 3%-ban jelen levé komponens gond nélkiil
detektalhatd, az NMR mérések egyértelmiisitik a kérdéses foszforilacios helyeket: az M111A
esetben egy poziciot, az M121AB fragmensnél a tobb lehetséges hely koziil (5.3.9. dbra) csak
két kdrnyezetet érint, és egyik esetében ez idofliggd folyamat.

(b) A foszforilalt fragmensek jelazonositasa azt mutatja, hogy ebben az esetben is csak a
kozvetlen kornyezet jelei tolodnak el, és még lokalisan sem tapasztalhaté szignifikans
szerkezeti valtozas.
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Az NMR Kkisérletekb6l szarmazo megallapitasok egyértelmisitik, hogy in vitro
koriilmények mellett melyek a foszforilaciés helyek; ugyanakkor megkérddjelezik azt az
irodalmi allitast, amely szerint a C-terminalis szakasz egyetlen helyén bekovetkezo
foszforilacio jelentSs szerkezeti valtozast okozna. Allitdlag ez a rendezetlen szakasz ACD
doménre val6 visszahajlasat idézné eld, igy akadalyozva meg a filamentumok Osszeéllasat
(Dulyaninova 2013, Dulyaninova 2005). Hogy a foszforilacid6 milyen hatdssal van a
filamentumok Osszeallasara és szétesésére az mar NMR spektroszkopiaval nem vizsgalhato,
hosszabb szakaszokon lehet csak igazolni. Biologiai egyiittmi{ikodd partnereink ennek utana is
jartak ¢és elektronmikroszkopos modszerek segitségével azt talaltak, hogy a hosszit NMIIA
esetében a foszforilacido nem okoz valtozast, viszont az NMIIB esetében a foszforilacioé valoban
eldsegiti a filamentum szétesést. Emlékeztetdiil az altalam vizsgélt rovid szakaszokon a
transzlacids diffuziés mérések ugyanezt sugalltak.

Osszefoglalasként megallapithatom, hogy az NMII filamentumok szétesésének és
Osszeallasanak szabalyozasa NMIIA esetében az S100 fehérjékkel — ezek koziil is elsdsorban
az S100A4-el — torténd kolcsonhatas, mig NMIIB izoformanal a foszforilacio kovetkeztében
torténik meg. Igy egyfeldl alatimasztottuk azt a feltételezést, hogy a filamentum szétesés
izoforma specifikus regulacio szerint torténik (Murakami 2000), masfeldl megcafoltuk a nagy
szerkezeti valtozast javaslo elméleteket (Dulyaninova 2013).

5.3.4. A miozin Va és a dinein konnyii lanc kélcsonhatasa

A miozin Va coiled-coil szerkezeti jellemvonasait és miikodését befolyasolja a dinein
konnyl lanccal torténd kolcsonhatasa. Ezt a jelenséget jartuk alaposan korbe szdmos, egymast
kiegészitd biofizikai modszer segitségével. Irodalombdl ismert, hogy a dinein kotdhely a
miozin lanc cc szakaszai kozott, a rendezetlen Pro1235-Arg1320 szakaszban talalhato. Valtozo
hosszisagl régiokon végzett szisztematikus kotddésvizsgalatok eredményeképp Nyitray
Laszl6 csoportja kimutatta, hogy egy 15 aminosav hosszisagu szegmensre lehet sziikiteni a
minimalis kotomotivumot, ami az [le1280 — Ile1294 régiot foglalja magaba:

IQPKDDKNTMOTDSTI

Egy masik fontos kovetkeztetés pedig, hogy a kotdédés csak a B exon - a szekvenciaban
alahtizott DDK kornyezet - jelenlétében torténik meg.

Az elsé NMR spektroszkopiai kérdés, vajon ez a miozin szakasz mas kotdpartnerekhez
hasonldan kotddik-e a DLC2-h6z? A kérdés megvalaszolasdhoz kémiai eltolddas feltérképezést
alkalmaztam, viszont ehhez a DLC2 jelazonositasara sziikség van. Mivel ezek az adatok
korabbi irodalmi vizsgalatokbol részben elérhetéek voltak (Day 2004), a klasszikus 3D mérések
kiértékelése fOleg ellendrzésképpen tortént, a sajat mérési koriilmeényeim kozott is érvényesitve
az azonositast. A nem izotop-jeldlt M7 miozin fragmens °N-DLC2-hez térténé fokozatos
hozzaadasa (peptiddel t6rténd ,.titralas”) a jelek kétszerez6sédét vonta maga utan. Ez azt jelenti,
hogy lassu csere tartomanyban vagyunk, kiilon jeleket ad a szabad és a kotott fehérje is, a peptid
koncentraci6 novelésével pedig adott aminosav szabad allapotban levd jelintenzitasa csokken,
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mig a kotott allapotban valo jelintenzitas ndvekszik. Néhany jol elkiiloniilé kornyezet (Asp37,
Gly59, Gly63, Gly79) esetében az integralt intenzitdsokbdl disszocidcios allandé szamolhato,
melynek értéke Kg ~ 30 uM. A telitéskor a DLC2 : miozin 1:1 aranyt allapitottam meg, a két
monomer lanc pedig mindvégig ekvivalens maradt — erre abbol lehet kovetkeztetni, hogy adott
aminosav jele mindkét monomerben ugyanannal a kémiai eltolédasnal volt detektalhato, tehat
egy szimmetrikus komplex jott 1étre. A legnagyobb kémiai eltolodést elszenvedd kornyezetek:
Lys36, Asp37, Gly59, Asn6l, Phe62, Gly63, Ser64, Lys71, Gly79; ezek mind a kotdéarok
mentén helyezkednek el. A kolcsonhatas jellemzésére dokkolasos modszerrel is probalkoztunk.
Ehhez a DLC1-Bim komplex szerkezetét hasznaltuk fel (1F95.pdf), és a miozin peptid Ac-
PKKDKNTMTD-NMe szakaszanak dokkolasa tortént. Az energia minimalizacid eredménye
az 5.3.10A. abran lathato modell, ami a 1H,l‘r’N-HSQC mérésekbdl meghatarozott eltoldodasi
adatokkal 0sszhangban van. Levonhato tehat az a kovetkeztetés, hogy a miozin peptid mas
partnerekhez hasonldan szintén a kdtéarokban foglal helyet, és a két arokba két peptid kotodik
be.

A partnerkotédés kapcsan miozin esetében gyakran felmeriil az a kérdés, vajon
rendelkezik-e ,,kargo/kotd” funkcioval? Ez az jelenti, hogy a két kotéarkot mas-mas partner
foglalja el, ezéltal a két arok ekvivalencidja megsziinik. Ennek ugy probaltam a végére jarni,
hogy a peptiddel torténd titralasos kisérlet 50% kortili telitésénél a kolcsonhatasban részt vevo
kornyezetek viselkedését vizsgaltam. Valoban - amint a 5.3.10B abrabol is kitinik — ilyen
koriilmények mellett egy aminosav esetében tobb jel is detektalhatd, a peptid tartalom
novekedésével a jelenség megsziinik, a spektrum ismét egyszeriisodik. Legvalosziniibb
magyardzatnak az tlinik, hogy a szimmetrikus szabad €és a mar kialakult 1:1 komplex egy-egy
jele mellett a részlegesen telitett dinein atmenetileg aszimmetrikus. Igy a két kétShely nem
ekvivalens, azaz Gjabb két jelet detektalok. A jelenséget két kiilonbdzé hosszisagti miozin
peptiddel is megvizsgaltam, és azt allapitottam meg, hogy az aszimmetria a hosszabb szakasz
esetében tobb aminosavra is kiterjed — jobban atfogja, igy jobban is befolyasolja a kotdarkot.
Ugyanakkor a jelenség csak félig telitett allapotban detektalhatd, a végsé komplexben minden
szimmetrikus. A jobban kot6dd nNos peptiddel végzett leszoritdsos kisérlet soran sem
tapasztalhatd aszimmetria. Az irodalomban masoknak sem sikeriilt a két kiilonbozo
kotOpartnert kimutatni, igy maig is csak feltételezés maradt a kargd-kotd funkcio.

Amennyiben a rendezetlen dinein kot régiot koriilvevé cc lancok tulajdonsagait
vizsgaljuk, ezek fiziologias hémérsékleten kozepes stabilitast mutatnak — az Sket felépitd
heptadok aminosav természetébdl adodoan. DLC2 kdtddés hatasara viszont a helikalis tartalom
megnd (CD spektroszkopiai eredmények ezt aldtdmasztjak) és a Kq pedig egy nagysagrendet
novekszik.

A kotodésvizsgalatok eredményei alapjan elképzelhetd, hogy a DLC2 dimer két dinein
kotd régiot keresztez, €s a kolcsonhatas kovetkeztében a két coiled-coil nehéz lancot stabilizalja
¢és egymashoz is kozelebb keriilnek. Hasonlo stabilizalo jelenséget irtak le a DLC1 és swallow
peptid kolcsonhatasa soran (Wang 2004). Eredményeink azt az irodalmi feltételezést tamasztjak
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ald, mely szerint a DLC molekularis ,ragasztd” -ként miikddik, és fehérje komplexek
rendez6dését idézi eld.

A) i d Asp1285

-

Lys1286

o 108

109

110 110

®; - N (ppm)

B)

111 m

YA

b A !m @ Gly59

OO bLe "
= m-oL

(@Y

1" 113
10.0 9.9 9.8 9.7 9.6 95

@, - "H (ppm)

5.3.10 abra. A) miozin Ac-PKKDKNTMTD-NMe peptid (a B exon kdornyezetei pirossal kiemelve) és DLC2
kotédése — dokkolasos modellen bemutatva feliil- és oldal- nézetbdl. A peptid dokkolasa csak egyik kotdarokba
tortént. Zolddel jelolve mind az NMR kémiai eltolodasok, mind a dokkolas eredményeképpen kapott kdrnyezetek,
kékkel a csak dokkolas, sargaval pedig a csak NMR vizsgalatokbol meghatarozott aminosavak. B) A peptid
jelenlétében a *H,">N HSQC glicin régioja, ahol a két kotdhely ekvivalenciaja kezdeti és végallapotban, mig 50%-
os telitettségnél tobb jelet eredményez.

Ezen megallapitasok tiikrében uwjabb kérdések meriilnek fel: milyen szerkezeti
valtozasokat szenved a miozin kdtdpeptid? A kdtdmotivumban a nem-kanonikus Met jelenléte
okoz-e valamilyen szerkezeti valtozast a tobbi Gln tartalmt k6tépartnerhez képest; illetve, hogy
néz ki a miozin-DLC szerkezete? NMR spektroszkopiai, krisztallografiai és molekula
dinamikai szimuléaciok egyiittesével tudtunk ezekre a felvetésekre valaszolni.

Az eléeredmények birtokaban a dinein koto régiod egy hosszabb szakaszaval végeztem
a vizsgalatokat. A 23 aminosav hossz(i Ser1275-Glul297 szakaszt (tovabbiakban ML)
hasznaltam, azért, hogy feltehetden a kotdarkon kiviili viselkedésrdl is legyen informaciom. Az
aminosav szekvencia az 5.3.11. abran lathato, ahol jel6lésben a Met aminosav — a kanonikus
kotdmotivumra torténd utalds alapjan — 0 helyzetii. Elsd 1épésben 3C,®N-M_ mintan,
klasszikus 3D mérések kiértékelésével elvégeztem a teljes jelazonositast. A *°N-jelslt fragmens
szabad allapotban, elvarhatdé modon, rendezetlen (5.3.11A 4abra, fekete spektrum). A
masodlagos kémiai eltolodas értékek ezt alatimasztjak, esetleg a D.4 — T4 Szakasz nagyon enyhe
helikalis hajlamot mutat (5.3.11B fekete oszlopok). A gerincdinamika mar ismertetett redukalt
spektralis stiriség analizise (5.3.11C abra) ezzel szintén Osszhangban van (5.3.11D &bra). A
DLC2 kétddeése jelszélesedést von maga utan, a jelek nagymértékben eltolédnak (5.3.11A piros
spektrum). Itt is egy lasst csere figyelhetd meg, hiszen a kotott és szabad allapot kiilon jeleket
ad. A képzddott 2:2 ML:DLC2 aranyt szimmetrikus komplex disszociacios allandoja Kg ~ 9uM
(Radnai 2010). A spektrum alapjan szamolt legnagyobb kumulativ kémiai eltolodas a K-s — K-
3, ¢s az MoT1 szakaszokon detektdlhato, azaz 6k az elsddleges kotdhelyek. A komplexre
elvégzett jelazonositasbol szamolt masodlagos kémiai eltolodas a K.-Mo Szakaszban
egyértelmi B-redd kialakuldsat mutatja (5.3.11B sziirke oszlopok).
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5.3.11. abra. Az M aminosav szekvencia, szamozassal, kisbetlls a klonozasi miitermék; a kanonikus aminosav 0
helyzetli. A) Szabad (fekete) és DLC2 kotott My (piros) H,>N-HSQC spektruma, 700MHz-en, 288K-en,
jelazonositassal. B) A Co masodlagos kémiai eltolodas alakulasa az aminosav szekvencia mentén szabad (fekete)
és DLC2 kotott (sziirke) My esetében. C) Szabad M\ gerincdinamikai paramétereinek redukalt spektralis stirliség
analizis szerinti kiértékelése.

Sikeriilt tehat oldatfazisban kimutatnom a komplexképzddés hatasara bekdvetkezd rendezetlen
—rendezett atalakulast, azaz a miozin peptid naszcens helikalis hajlamu szakasza kotddéskor -
redd szerkezetet vesz fel.

Tovabbiakban arra voltam kivancsi, vajon ezt a szerkezeti valtozast kisérik-e egyéb
kolesonhatasok? Ezt telitésatviteli kisérletek (STD — saturation transfer difference) futtatdsaval
probaltam kimutatni. A kisérlet [ényege, hogy egyik partner (tipikusan a kis mennyiségben jelen
levé nagy DLC2 fehérje) egyértelmiien kiilonallo jeleit szelektiven besugarozzuk. A szelektiv
jelolés szétterjed, és a kémiai csere soran a partnerre (peptid) is attevodik, melynek a
kotddésben részt vevd jelein intenzitascsokkenés tapasztalhatd. Egyértelmiibb eldonteni,
melyek ezek a kornyezetek, amennyiben a besugarzott €s a besugarzds mentes spektrumok
kiilonbségét elemezziik, hiszen ebben csak a kdlcsonhatasban részt vevd kornyezetek jelei
detektalhatoak. Fehérje — fehérje (peptid) kdlcsonhatasok tanulmanyozasanal ez a médszer
nehézkes, hiszen a két partner jelei nagymértékben atfednek. Jomagam probéalkoztam a
szerkezettel bir6 DLC2 fehérje -2 ppm kornyékén, illetve a triptofan indol kdrnyezet 10ppm
kornyékén torténd jeleinek szelektiv besugdrzasaval, de a 23 aminosav hosszi ML
nagymértékben atlapold jeleinek azonositdsa mind az *H 1D mérésben, mind pedig 'H,*H-
TOCSY detektalt mérésben sikertelennek bizonyult, és a csoport-szelektiv mérések sem
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vezettek jobb eredményre (Kovér 2010). A megoldast 13C, "N izotépjelslt My kis mennyiségii

jeloletlen DLC2 rendszeren futtatott klasszikus H STD kisérlet adja, amit a jelazonositas
szempontjabol egyértelmii *H,">'N-HSQC és *H,*C-CT-HSQC mérésekkel detektalunk.

8 p) P . | Az 5.3.12A ébran lathat6, hogy a

. gerinc NH kornyezetek koziil a Q-

A)

8, Le, Es kornyezetek, illetve

‘w‘ " . gyengébben az L7 ad jelet. A

| .  'H®C-CT-HSQC tipust

tr | detektalas bdvebb

" 3 ’ L informaciotartalmt, hiszen itt

.. tobb oldallanc is ,,megszolal”, igy
alo, Is, Ls, L7, Ta, Ta, Ta vy
¢és/vagy 6 kornyezetei, vagy pedig

[y

“ a termindlis szakaszok jelei,

melyeknek a  kdlcsonhatés

kialakitasaban fontos szerep jut.

LN 135

e Az STD kisérletek jelentSsége,

5.3.12. abra. A telitésatvitel (STD) mérések eredményei, °C, "N jelolt hogy amig a kémiai eltolodas
M, jelein monitorizalva. A) 'H,">"N-HSQC (fekete referencia, piros
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besugarzas utani spektrum), illetve B) 'H,"*C-HSQC mérésekkel. p g

kotohelyekre vilagitott ra, addig
ezen az uton az E-11-1-9 és T4-Eg szakaszok hidrofob kontaktusai detektalhatok.

Az eredmények targyaldsa a sikeresen megoldott kristalyszerkezet tiikrében valik
teljessé (ugyan a kristalyositads a rovidebb miozin szakasszal tortént). A DLC2-vel torténd
kozvetlen kapcsolatot a B exon és az N2, T.1, Mo, T1, D2koérnyezetei 1étesitik, j6 egyezésben az
oldatfazisi NMR mérések eredményeivel. A nem-kanonikus Meto a mas szerkezetekben Glng
altal elfoglalt konformaciot veszi fel. Nem meglepd modon, hiszen ebben a részben a DLC2
Lys36, Glu35 és Ile34 aminosavainak f6- és oldallanca altal kdzrevett zsebbe a Gln aminosavon
kiviill a valamivel kisebb méretii Met is befér, mas aminosavak, akar méretiiknél, akar
kedvezOtlen toltésiiknél fogva nem fognak idekdtddni. Oldallancok tekintetében sem
tapasztalhatd 1ényeges kiilonbség; az 5.3.12B abran lathatd, hogy az oldallancok is a Glng
elrendezddésének megfelelden helyezkednek el. A metionin esetében gyengébb a kotddés, ezt
a mért Kp értékek tlikrozik: a TQT motivumra 1uM, a TMT-re pedig 9 uM affinitas jellemzd.
A kristalyszerkezetben a peptidgerinc B-redd szerkezetet vesz fel, az N-termindlis Q-gP-7K-6
szakasza a kotdmotivum iranyaba torténd visszahajlast mutat, B exonnal kedvezd
kolcsonhatasok kialakitdsa soran —amire a STD eredmények is rémutatnak. A C-terminélis Do-
Es rész pedig a dinein kotéarkaval valo interakcion tilmenden enyhén dimerizal, ebben a
folyamatban az IsLelL7 szakasz jatszik szerepet. Az STD-vel is észlelhetd jelenséget molekula
dinamikai szimuléciok is kimutatjak.

Kovetkezésképpen sikertiilt igazolni, hogy a metionin jelenléte nem befolyasolja a
kotddést, a tobbi partnerhez hasonléan ugyanazt a dinein kotdarkot foglalja el a miozin, és a
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rendezetlen dinein k6t6 domén B-redd szerkezetli lesz a komplexben. A kotdarkon tulnyulo
szakaszok viselkedése a molekularis ,,ragasztd” elméletet tamasztjak ala és a cc szakaszok
dimerizacidjanak stabilizalasara mutatnak ra. Ugyanakkor a DLC2 kotédése a B exon tartalmu
miozin Va izoformak stabilizaldsaban jatszik szerepet. Az eredmények tiikrében
feltételezésekbe is bocsatkozhatunk a miozinVa motorfehérje szerkezeti miikodését illetden. A
miozin Va kargd kot képessége proteolizis, foszforilacio, illetve Ca®" kotddés Altal
szabalyozott. Kargé hianyaban, kis Ca?* koncentracional a motor inaktiv konformacioban van,
ekkor a fejrész hatrahajlik és a globularis farok régioval (GTD) keriil kdlcsonhatasba (Sellers
2008). Viszont, ha a cc domének és az inter-coiled-coil szakasz nyujtott allapotban vannak, ez
a visszahajlas mar nem lesz lehetséges. Ekkor a kdlcsonhatas 1étrejottéhez a GTD doménnek
forditott iranyba kell néznie, ez a feltétel pedig a DLC2-vel torténd komplexképzddés soran
teljesiil. Azonban, hogy ez mennyire helytallo kovetkeztetés, azt tovabbi — a teljes rendszeren
végzett - komplex biologiai kisérletek tudnak alatamasztani.

5.3.5. A TPPP25 rendezetlen régioi és kolcsonhatasai

Az agy-specifikus tubulin polimerizaciot segité TPPP/P25 fehérje elsddleges szerepe a
mikrotubulusok dinamikajanak ellendrzése, szerkezete azonban ismeretlen. Munkam céljai
kozott szerepelt, hogy multinuklearis, multidimenzionalis NMR mddszerekkel az oldatfazist
szerkezetet meghatarozzam, tanulmanyozzam tovabba a fehérje nukleotid koto tulajdonségait,
esetleges enzimatikus funkciojat, és a funkciondlisan fontos fémionok hatasat. A fehérje
jellemzéséhez a teljes képet az NMR modszerek mellett az egyiittmiikddd partnerek Ovadi Judit
csoportjdban CD ¢és fluoreszcencia spektroszkopia, ITC és malachitzold foszfat teszt
vizsgalatokkal egészitették ki/tdmasztottak ala.

A 219 aminosavbol allo TPPP/p25 fehérje csupan néhany napig marad stabil, idoben
aggregalddik, ezért az NMR meéréseket optimalni kell. A tobb mintan késziilt kisérletek
sikeresnek bizonyultak és a mintak jol reprodukalhatéak voltak. Mar a *H, °N-HSQC spektrum
(5.3.13A abra) mutatja, hogy szamos keskeny ¢s kis jeldiszperziot mutatod keresztcstics mellett
jol elkiiloniilo széles és nagy jeldiszperzidval jellemezhet6 jelek detektalhatok. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a fehérje részben rendezetlen és rendelkezik egy jol meghatarozott
globularis régidval is. Az aszignacid soran a széles jelek azonositasa tobbszori nekifutasra is
sikertelen maradt, az N- és C-terminalisok 45, illetve 44 aminosav hosszusagu szakaszait
tudtam jellemezni. A Ca kornyezetre szamolt méasodlagos kémiai eltolodas értekek (5.3.13B
abra), néhany nem tendenciozus kiugrastol eltekintve mindvégig az 6nkényesen megvalasztott
0,5 érték alatt maradnak, tehat mindkét termindlis végen hosszu rendezetlen régiok talalhatok.
fgy elsé alkalommal sikeriilt igazolnom az eddigi irodalmi sejtéseket, hogy a TPPP/p25 egy
részben rendezetlen fehérje. A kozépsé 130 aminosavbol allé szakasz alig, vagy nagyon Kis
intenzitassal jelenik meg a *H, °N-HSQC spektrumban, ez lehet egy tin. molten globula allapot,
vagy tobb konformacios allapot kdzotti cserefolyamat kvetkezménye.
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MADKAKPAKA ANRTPPKSPG DPSKDRAAKR LSLESEGAGE GAAASPELSA LEEAFRRFAV HGDARATGRE
MHGENWSKLC KDCQVIDGRN VTVTDVDIVF SKIKGKSCRT ITFEQFQEAIL, EELAKKRFKD KSSEEAVREV
HRLIEGKAPI ISGVTKAISS PTVSRLTDTT KFTGSHKERF DPSGKGKGKA GRVDLVDESG YVSGYKHAGT
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5.3.13. abra. A TPPP/p25 aminosav szekvenciaja, pirossal jelolve az azonositott szakaszok, alahtizva a GTP kotd
motivumok, és kékkel jeldlve a Zn?* kotd motivumok. A) 440uM °N-jeldlt TPPP/p25 H, ®N-HSQC spektruma
750 MHz-en, 300K-en (fekete), illetve a spektrum alakulasa 1:1 (kék) és 2:1 (piros) Zn%*: TPPP/p25 ardnyndl. B)
Az azonositott Ca kdrnyezetekre szamolt SCS Ca értékek valtozasa az aminosav szekvencia mentén.

Ezt kdvetéen a TPPP/p25 nukleotid kotd hajlamainak jartam utdna. Tettem ezt abbol a
megfontolasbol, hogy a TPPP/p25 fehérjében tobb GTP kotd motivum is talalhatd, ami
megegyezik irodalmi GTP koté konszenzus szekvencidkkal (Bourne 1991). Ilyen példaul a G-
(X)a-GK vagy D®2-(X)10-T szakasz, melyek a nem azonositott régioéban helyezkednek el, a C-
terminalis végen pedig a DPIXXG/D!¥XXG motivumokat lehet felfedezni. A GTP
kotddésének tényét egylittmitkodd partnereink tobb modszerrel: affinitas kromatografiai,
triptofan fluoreszcencia és CD spektroszkopiai vizsgalatokkal egyértelmiien igazoltak,
meghataroztdk a GTP kotédésre jellemzod 1Cso ~ 500uM értéket, és arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy az affinitdis Mg?" jelenlétében fokozodik. Az NMR spektroszkopia hivatott
annak eldontésére, hogy ez a kotddés a fehérje mely szakaszait érinti, és ezt GTP
koncentraciofiiggd H, °N-HSQC mérések monitorizasaval tettem meg. Mivel a
spektrumokban a rendezetlen szakaszok jeleinek kémiai eltolodas értékei nem valtoznak (lasd
5.3.14A abra a spektrum glicin régiojara nagyitva), arra kovetkeztethetiink, hogy amennyiben
megtorténik a GTP kotddés az nem a C-terminalis rendezetlen szakaszra esd lehetséges
DB¥IXXG, D¥'XXG régiokhoz, hanem az NMR spektroszkopiailag nem detektalhato
motivumok egyikéhez ktddhet.

Tovabbiakban azt vizsgaltam, hogy Mg?" jelenlétében, a TPPP/p25-GTP kotddés
hatéséra torténik-e nukleotid hidrolizis. Ez a GTP leginkabb reaktiv y-foszfat kornyezetét érinti:
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5.3.14. abra. A) H, ®N-HSQC (750 MHz, 300K) spektrumok glicin régiéja 400 uM *N TPPP/p25 (piros) szabad
fehérje, illetve egyre novekvé GTP mennyiség jelenlétében, ahol a végsé GTP koncentracio 1500 uM (fekete). A
nem azonositott kisebb intenzitasu, széles jelek a fehérje kdzépsé szakaszahoz tartoznak. B) GTP hidrolizis
kdvetése in situ SIP{*H} NMR (101,25 MHz) spektrumokkal egy 200 uM TPPP/p25, 1360 uM GTP, 4 uM Mg?*,
pH= 7,0 Osszetételi mintan 300K-en. C) A spektrumok integralt intenzitdsainak alakulasa a reakci6idd
fiiggvényében: GTP 3 kornyezete (kék), GDP 2 kérnyezete (zold), GMP 1 jele (lila), szabad P; (piros) 1 jele
esetében.

$IP{IH} NMR mérések azt mutatjak, hogy fehérje hidnyaban a kisérleti koriilmények
mellett a GTP hidrolizise napokig nem detektalhato, a harom kornyezet: o (dublett), B (triplett),
v (dublett) integralt intenzitdsa valtozatlan marad. A TPPP/p25 katalizatorként viselkedik és

hozzdadéasa beinditja a hidrolizis reakcidt. A reaktiv y foszfor kdrnyezeten eldidézett valtozas:

TPPP/p25,k
GTP ——— + P

TPPP/p25,k
— GMP + P;

Az elvarasoknak megfeleloen a megjelend Pj szabad foszfat szingulett jelét, illetve a GDP-re
jellemz6 két dublett jelet detektaljuk (5.3.14B abra). In situ 3'P{*H} NMR spektrumokkal 22
oran at kdvettem a hidrolizis alakulasat, a kiértékeléshez az els6 12 d6ra spektrumait hasznaltam
fel (5.3.14C ébra). A lecsengés tiikrében a legegyszeriibb katalitikus modell irhato fel, ami a
GTP bomlasara az alabbi Osszefiiggést jelenti:

2T = k [GTP][TPPP/p25] (5.3.%)
Mivel a fehérje koncentracigja allandonak tekinthetd, az egyenlet alakulésa:
d[GTP]
prank kcq: [GTP] (5.3.X)
melynek integraldsa utan:
[GTP] = [GTP]yexp (—kcqet) (5.3.x)

Az 5.3.14C abran a GTP jelének id6beli csokkenésére torténd exponencialis gorbe illesztése
Keat = 0,0016 min™ értéket eredményez, ami jo egyezésben van a malachit zold teszt soran, Pi
felszabadulas kiértékelésébdl kapott Kear = 0,018 min™ eredménnyel. Megjegyzendd, hogy az
NMR spektrumok kiértékelése a Kcat kiszamitasanak tobbféle képzodo szabad Pi mennyiségbdl
is kiszamolhatd. Sikeriilt tehat igazolni, hogy a TPPP/p25 nem csupan GTP-kotd
tulajdonsagokkal rendelkezik, de a kis G fehérjékéhez (Racl, H-Ras, Rapl A, Ran) hasonlo —
inherens - GTPaz aktivitast is mutat (Fiegen 2004, Hart 1990, Schweins 1997).

A TPPP/p25 az NMR spektroszkopiailag nem jellemezhetd szakaszan beliil tartalmaz
egy jellegzetes Zn?* kot motivumot: His® (Xaa)1oHis ?(Xaa)7Cys®(Xaa).Cys®3. ITC mérések
kimutattak az 1:1 aranyu Zn?" — fehérje komplex képzédését, az exoterm folyamat asszociacios
allandoja Ka=3,29-10* M és a kapott termodinamikai paraméterek: AH = —9.42 + 3.06 kcal
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mol?, TAS = -3.25 kcal molt, AG= —6.17 kcal mol . A CD spektrumok elemzése arra utal,
hogy Zn?* kotédés hatasara szerkezeti valtozas torténik, a rendezetlen szakaszok mennyisége
csokken; mig az ANS fluoreszcencia vizsgalatok arra utalnak, hogy a Zn?* egy molten globula
allapotot stabilizal. A Zn?* hatasara torténé atomi szintli valtozasokat H, 15N-HSQC
mérésekkel kovettem. Mar 1:1 Zn?*:TPPP/p25 aranynal a széles, nem azonosithato szakasz jelei
eltinnek — detektalasi hatar ala szélesednek - ami kotodés okozta konformaciods valtozasokra
utal, és a molten globula llapot kialakulasat is alatimaszthatja. A Zn?*:TPPP/p25 arany tovéabbi
ndvelése nem okozott Gjabb véltozasokat a spektrumban.

Tovébba figyelembe véve, hogy a Zn?* és GTP k&td motivumok atfednek (5.3.13 4bra
szekvencia), érdemes azt is megvizsgalni, vajon a fémion kot6édés befolyasolja-e a GTPaz
aktivitast? A mar ismertetett in-situ >:P{*H} NMR spektrumok monitorizalasaval kovettem a
folyamatot, ami az 5.3.B abrdhoz nagyon hasonl6 képet mutatott. A Keat = 0,012 min értéke a
Zn?* hianyaban mért értéknél valamivel kisebb, ami arra utal, hogy a Zn?* gatolja a hidrolizist.

Osszefoglalasként a TPPP/p25 fehérje NMR spektroszkopiai jellemzése elsdként
igazolta a rendezetlen szakaszok jelenlétét. Eredményem aldtamasztja azt az irodalmi
magyarazatot, hogy mas, jol ismert rendezetlen fehérjékhez hasonloan (a-szinuklein, tau) a
TPPP/p25 részlegesen rendezetlen allapotban talalhatd az agyi szovetekben, ahol
akkumulalodik és plakkokat képez. A TPPP/P25 ugyanakkor nukleotid kot6 tulajdonsaggal
rendelkezik, Mg?* jelenlétében inherens GTPaz aktivitast mutat, amit a Zn?* kationok enyhén
gatolnak.

5.4. A dUTPaz hidrolizise, a Mg?* jelentésége

Jelen projektben a dUTP Mason-Pfizer majom retrovirus (MPMV) dUTPaz jelenlétében
torténd hidrolizis mechanizmusat és a Mg?* kofaktor jelentéségét vizsgaltam. A reakcid
jelentdsége, hogy funkciondlis szempontbdl a timidilat bioszintézishez sziikséges dUMP
mennyiséget, és ezaltal a sejten beliili dUTP/dTTP aranyt biztositja. Az atfogo jellemzéshez 3P
NMR, tomegspektrometria, krisztallografia és molekulamodellezés modszerek Otvozetét
hasznaltuk. Ismeretes, hogy a nukleozidok y-foszfat csoportja igen reaktiv, ezzel szemben az
a- helyzetii foszfat és a foszfodiészter kotések sokkal inertebbek. Ahhoz, hogy ezen inert
kornyezetek reakcioképesekké valjanak, igen erdteljes katalizatorokra (nukledzok, Nudix
hidrolazok, dUTPazok) van sziikség. Jelen esetben a dUTPaz hatasara egy — az enzim aktiv
centrumaban talalhato - vizmolekula nukleofil tdimadasat kovetéen a dUTP elbomlik dUMP és

\ pirofoszfat képzédése mellett. A

Y n | Me?t | ' reakcio gyors, ezért lefutdsanak
| J\ g | | I vizsglatdhoz szubsztratként az
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5.3.15. abra. A dUPNPP foszfor komyezeteinek valtozasa Mg?* funkcidban ellatott szerepe a

hatdsara, a megfeleld 3P{*H} (101,25 MHz, 298K) spektrumok JUTP-vel megegyezik (Barabas
alakulasa, ahol a szingulett Imp jel egy szennyez6.
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2004). Amellett, hogy a hidrolizis dUPNPP jelenlétében lelassul, és ezaltal kényelmesebben
kovethetové valik. A kordbban ismertetett in-situ 3'P{*H} mérésekkel a 3 foszfor kornyezet
viselkedése egyértelmilen kovethetd. Arra is véalasz adhatd, vajon van-e szerepe a Mg?*
kofaktornak? A fémion koordinacidja a foszfat oxigén atomjaihoz hatissal van a foszfor
kornyezetek kémiai eltolodasaira, amint ezt az 5.3.15. &bran is szemléltetem. A dUPNPP
foszfor kornyezeteinek multiplicitasa hasonld a GTP jeleinek felhasadasahoz: a-P dublett, B-P
dublett dublettje, y-P dublett. A Mg?* koordinacidja leginkabb a B és a foszforjelek kémiai
eltolédasaira van hatassal. Ez a jelentds kiilonbség mar onmagaban elég ahhoz, hogy
megallapithassuk, van-e fémion a rendszerben.

a) A hidrolizis kovetése Mg?* jelenlétében. 2mM dUPNPP és 1mM dUTP4z reakcioja
soran az els6é 6 oraban valtozas nem detektalhato, ezt kovetden indul be a hidrolizis (5.3.16B
abra). Az o.fB,y kornyezetek jeleinek csokkenése, illetve 3 1j jelcsaldad megjelenése észlelhetd,
ez utdbbiak intenzitas aranya 1:1:1. A 3,5 ppm eltolodasnal megjelend szingulett a dUMP, mig
a 3,3 és 0,3 ppm értékeknél detektalt dublettek (2Jpp = 6,5Hz) az (N)PPi aminopirofoszfithoz
rendelheték. A reakcio végén ismert dUMP tartalmu oldat adagolasa a szingulett jelnek az
intenzitdsnovekedését vonta maga utan, igy egyértelmiisitve az azonositast. A képzddo
termékek arra utalnak, hogy a reakci6 sordn a nukleofil timadas az a foszforatomon tortént az
5.3.16A abran bemutatott reakcidé szerint. A spektrumok tovabbi értelmezése az el6zo
fejezetben targyaltak szerint tortént. A jelek iddbeli intenzitas valtozasanak kovetése (5.3.16C
4bra) egy pszeudo elsérendii kinetikat feltételezve Keat = 1,9 - 107° s dlland kiszamolasat teszi
lehet6vé, ami jo egyezésben van az E.coli dUTPaz dUPNPP hidrolizise soran mért Keat értékkel
(Barabas 2004).

2520

Reakeioids (h)

Integralt intenzitas (¢

30 40 50 80 70
Reakeidids (h)

5.3.16. abra. A) A dUTP4z katalizalt dUPNPP hidrolizise Mg?* jelenlétében. B) A 2mM dUPNPP, mM Mg?*
hidrolizise 1mM dUTP4z mellett, pH =8, 298K koriilmények kozott. A reakcié monitorizalasa SP{*H} NMR
meérésekkel tortént 101,25 MHz-en, 5-67 h idétartamban és C) a megfeleld szinkodolt foszfor kdrnyezetek integralt
intenzitasainak idéfiiggése, a pszeudo — elsérendii kinetika feltételezésével torténd illesztéssel (folytonos vonal).
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Az NMR mérések eredménye Osszecseng a kapott MS adatokkal, igy minden
informacio arra utal, hogy a nukleofil timadas az a-P atomon torténik, az 5.3.16A abran
bemutatott reakcid a valdjaban is lejatszodo folyamat.

Kinetikus krisztallografiai mérések alatamasztjak ezeket az allitasokat, sot, a reakcid
mechanizmus utjara is ravilagitanak. dUTP4z és dUPNPP kokrisztallizacidja sordn nyert
kiilonboz6 ,,életkoru” kristalyokrol; illetve aztatasos kisérletek soran - amikoris a kristalyos apo
enzim keriil a dUPNPP oldatba az adatgytijtés pedig valtozé inkubaciés id6 utan tortént —
késziiltek a felvételek. A kezdeti apo-enzim allapotban egyértelmiien latszik a koordinalt Mg?*
ion mellett egy kedvezd linearis elhelyezkedésben levd wear vizmolekula jelenléte (5.3.17A
abra), aminek nukleofil tdmadasa az o foszforon torténik. Ennek kovetkeztében egy nagy
energiaju asszociativ intermedier képzddik (5.3.17B), majd a katalitikus centrumban mar csak
a dUMP talalhat6 (5.3.17C).

Osszességében sikeriilt kimutatni, hogy a Mg?" jelenlétében torténd hidrolizis egy
asszociativ mechanizmus szerint megy végbe. A nukleofil tdmadas az a foszfor atomon
torténik, és a folyamatra jellemz6 Kcat pszeudo-elsérendi allandé mas dUTPaz altal katalizalt

folyamatokhoz hasonlo értéket ad.

o

5.3.17. abra. Kinetikus kristallografiai felvételek: A) a Kkatalitikus centrum: az apo-enzim szerkezete, a
palcikamodellel jellt dUPNPP, a koordinalt Mg?* (lila gémb), illetve a katalitikus vizmolekula wcat (piros gomb).
B) a nagy energiaju, asszociativ intermedier szerkezete, C) a reakciotermék dUMP a katalitikus centrumban.

b) A hidrolizis kdvetése Mg?* hianyaban. Irodalmi megfigyelések arra utalnak, hogy fémion
kofaktor nélkiil is lejatszodik a folyamat, csak lassabban. Arra voltam kivancsi, vajon a reakcio
lefutasa hasonloképpen torténik csak mas iddskalan, vagy mas Gton megy végbe? A 2,6mM
dUPNPP 1,3 mM dUTP4z katalizalt hidrolizisét 1 napig kovettem SP{*H} mérésekkel. A
dUPNPP jeleinek kémiai eltolodasa igazolja, hogy nincs a rendszerben koordinalédé fémion.
Az idébeli valtozas viszont nem a vart képet mutatta, ugyanis a dUPNPP bomlasaval
egyidejlileg két szingulett jel jelent meg, 1:2 integral aranyokkal. Kis koncentracidban elébb
novekvd, majd allando értéket mutatd két szingulett jelet is lehet detektalni. Ez csupan akkor
lehetséges, ha aminocsoport végli dUMP képzddik, amit az is bizonyit, hogy a kémiai eltolodas
nem egyezik meg a dUMP kémiai eltolodasaval. Az 1:2 ardny és a szingulett pedig arra utal,
hogy a masik termék a pirofoszfat. Ahhoz, hogy ez a folyamat lejatszédjon, a nukleofil
tamadasnak a dUPNPP [ foszfor atomjan kell megtorténnie. Ugyan sem részletes kinetikai
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elemzés, sem alatamasztdo krisztallografiai felvételek nem késziiltek, a hidrolizis
reprodukalhatoan igy jatszodik le.

A)

Reakeioidd (h)

OH dUPNPP OH PP;

5.3.18. 4bra. A) 2,6 mM dUPNPP hidrolizise 1,3 mM dUTP4z mellett, 298K -en. A reakcid monitorizalasa S'P{*H}
NMR mérésekkel tortént 101,25 MHz-en, 5-70 h idétartamban; B) A dUTP4z katalizalt JUPNPP hidrolizise Mg?*
hianyaban. A megfelel6 foszfor kdrnyezetek szinkodokkal jeloltek.

Az eredmények a fémion kofaktor enzimatikus foszfat észter hidrolizisben betdltott
nagyon szokatlan szerepére vildgitanak ra, amivel ezek szerint érdemes szamolni.

Az emlitett példakbdl tobb lényeges kovetkeztetés is levonhato:

1) a pH, a kozeg, a fémion - koordinacié nagymértékben befolyédsolja egy foszfor
kornyezet kémiai eltolodasat. Jelazonositdskor a bizonytalankodas esetén nem megvetendd
olyan egyszer( triikkkok alkalmazasa, hogy kérdéses jel esetén — amennyiben rendelkezésre all
— az adott vegyiiletet adagoljuk az oldathoz.

ii) a 3P érzékenysége megengedi a nagy jelek mellett jelen levd szennyezok
kimutatasat, azonositasat.

Ezek a megallapitdsok néha nagy jelentOségliek lehetnek, amint az egy biologiai
vizsgalat soran ki is dertilt (Gyimesi 2008). A foszfat pufferek kis ~ 0,01 % mennyiségben
tartalmaznak pirofoszfatot, amivel altaldban nem foglalkozunk. Viszont, ha bioldgiai
kisérletekrdl van sz6, ott altalaban kis koncentraciokat hasznalunk és ekkor mar konnyen
eléfordulhat, hogy a szennyezd — jelen esetben pirofoszfat - mar nem elhanyagolhato.
Ismeretes, hogy a pirofoszfat nagy affinitassal hat kolcson a miozinnal, és ez a folyamat képes
egy kisebb affinitasi szubsztrat kotodését meggatolni. Az 1D 3P NMR spektrumban
kimutathat6 a PPi szingulett jelenléte, amit ismert pirofoszfat oldat adagolasa kovetkeztében
megnodvekedett jelintenzitds is alatdmasztott. Az amugy kis mennyiség lugos koriilmények
kozotti melegitéssel nagymeértékben még tovabb csokkenthetd, €s ez a spektrumban is tetten
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érhetd. Biologiai oldalrol nézve, a kisebb koncentracioban jelen levd pirofoszfat mar nem

akadalyozza a szubsztrat kotodését, igy a tanulméanyozni kivant kdlcsonhatés 1étrejon.
5.5. Membranmimetikum bicellak jellemzése

5.5.1. 13C NMR relaxaciés vizsgalatok

A fehérje-membran kolcsonhatas lipid dinamikara gyakorolt hatasat leginkabb egy
igazoltan transzmembran fehérje szakaszon érdemes tanulmanyozni. Erre a célra idealis
valasztasnak bizonyul a fesziiltség-fliggd K™ csatorna S3b-S4 hélix-kanyar-hélix ,.evezd”
régidja, ami a kettds rétegben helyezkedik el. Ahhoz, hogy azt is el lehessen donteni, vajon a
kiilonbozé szakaszok mennyire befolyasolnak, érdemes hasonld szerkezetet mutatd, de
kiilonboz6 hosszasagh és tipusi aminosavszekvenciakat vizsgalni. fgy a 35 aminosav
hosszusagu KvaP és a rovidebb, 28 aminosav hosszi HsapBK szakaszainak PC bicellara
gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk NMR, CD ¢és fluoreszcens modszerekkel. Jomagam a PC
bicella *C lokdlis kornyezeteinek dinamikajat térképeztem fel. Ehhez q=0,5 és 200mM DHPC,
100mM DMPC bicella és 3mM peptidet tartalmazd Osszetételt valasztottam, amikoris
tulnyomorészt a vizsgalat targyat képezo peptid tartalmu bicellakkal van dolgunk, éppenséggel
peptid folosleggel szamolhatunk. Azért ilyen bizonytalan a megfogalmazas, mert a peptid :
bicella koncentracié arany pontos értékének meghatarozasa kérdéses. A  bicella
szamara, ezt illetéen pedig az irodalomban igen széles skalan talalhatunk értékeket (N= 22-68)
(Mortensen 2018, Situ 2014, Triba 2005, Vold 1997), igy az arany 0,7-2 koz¢é esik.

A nagy mennyiségben jelen levd lipidek lehetdvé teszik természetes izotopeloszlas
mellett a relaxacios paraméterek meghatarozasat. Az adatok értékelésénél gondot okoz, hogy a
PC bicellak BC{*H} spektrumaban szamos DHPC és DMPC jel atfed, kiilonallo jelek csak a
DMPC 2, 3, 12 és 13 kornyezetei (5.5.1. abra) esetében detektalhatok. Megbizhatd
kovetkeztetések levonasa érdekében az értékeléshez az acil lanc ezen kdrnyezeteit hasznaltam.
Egy masik probléma, hogy a relaxacios paraméterek kisérleti részben ismertetett Lipari-Szabo
modell-mentes formalizmus szerinti értékelése lipidek esetében a megadott formaban nem
alkalmazhat6. A lipidek ugyanis szdmos atlapolo idéskalan torténd mozgassal jellemezhetdk,
melyek a kvantitativ kiértékelést nehezitik (néhany példa az 5.5.1A abran lathatd). Ahhoz, hogy
egy peptid hatasat a lipid kdrnyezet dinamikajara megallapithassam, az irodalomban korabban
leirt bicellakra alkalmazhato megkozelitést alkalmaztam (Andersson 2005, Ellena 1993). Ebben

crer

crer

élve, a lipid molekulara jellemz8 S2ipid rendparaméter és a 7ipia korrelacios idé paraméter
vezethet6 be, ami a lipid molekula bicellan beliili reorientaciés mozgasat jellemzi. Adott lipid
molekula végezhet a f6 tengelye koriil forgd mozgast, de a két masik tengely mentén térténd
forgasa gatolt. Ugyanez az elgondolas a lokalis mozgasokra is igaz, tehat minden mért
kornyezetet egy Siocal és Tiocal Paraméterrel is jellemezniink kell. Ami a teljes bicellat illeti, a
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30-200ns nagysagrendii zoveran korrelacids idoé tul nagy ahhoz, hogy a spektralis siiriséget
befolyésolja, ezért biztonsaggal elhanyagolhat6. Mindezeket figyelembe véve a spektralis
stiriség fliggvény alakulésa:

2 2 2 ’
(Slocal_Slocalslipid)rlipid (1_5120cal)T
2.2 2,72
1+ 02 T4 1+w*t

J) =2 (5.5.1.)
ahol 1/z"=1/xiipid +1/710cal €s Tlipid >> Tiocal -

fgy most mar megtorténhet a relaxacios paraméterek illesztése, de ez sem a megszokott
utat koveti. Mivel a lasst, globalis (overall) mozgés az R relaxacids sebességet nagymértékben
befolyasolja, a kiértékeléshez csupan két kiilon térerdn (9.39T és 14.09T) meghatarozott Ry és
stacionarius hetNOE értékeket haszndltam. Figyelembe véve, hogy egy izolalt *H-13C spin-par
esetében a dipol-dipol kolcsonhatas a f6 Ti relaxdcidos mechanizmus, a CSA hozzéjarulas
elhanyagolhatd. A kiértékeléshez bizonyos paraméterek az irodalombol (}*C- és 2H-NMR
relaxacios, vagy EPR mérésekbdl) rendelkezésre allnak, igy a ziipia = 1,9 ns és S?iipia = 0,36
értekek allandonak tekinthetdk, ugyanakkor tanulméanyozhatd ezen értékek valtoztatdsanak
hatésa az S?iocal éS Tiocal paraméterekre.

B)
ot
\ /\/OJP~O\L/
A N 92 Y\/\/
Toverall 3 sn2 13
9 okz/\/\/\/\/\/\ 14
P 12
ANy ‘O\}\/
Y—N 0 92
Y * 9 5 sn1

5.5.1. abra: A) A g=0,5 bicella vazlatos felépitése, a kiilonféle mozgasok altal jellemzett korrelacios id6k. B) a
DHPC és DMPC molekulak szerkezeti képletei.

A kisérleti adatok ez uton torténd kiértékelése az 5.5.1 tablazatban Osszefoglalt
eredményekhez vezet. Az adatok arra utalnak, hogy mind a szabad bicella, mind a fehérje-
bicella rendszerekben az acil lanc mentén a terminalis vég fele haladva n6é a mozgékonysag
(csokkend rendparaméterek), gyorsul a lokalis mozgas (csokkend tiocar értékek). Annak
ellenére, hogy minimalisak az eltérések, de mindkét fehérje jelenléte hatassal van a DMPC lipid
dinamikdjéara. A lipid fejcsoporthoz legkdzelebb alld 2, de leginkabb 3 kdrnyezetek nagyobb
rendparaméterekkel, és szignifikdnsan nagyobb korrelacids idokkel rendelkeznek, ami arra utal,
hogy a peptid jelenléte csokkenti a lanc mobilitdsat. A terminalis végen taladlhato 12 és 13
kornyezetekre ugyanez jellemzd. A HsapBK esetében nagyobb hatas érzékelhetd. Az eredmény
azt mutatja, hogy mindkét peptid nagy valdsziniiséggel a kettds rétegbe épiilt be, és az acil lanc
fejcsoporthoz legkdzelebbi részeinek mobilitasat csokkenti. Hasznos volna tudni, hogy reagal
erre a jelenlétre a glicerol csoport, illetve a fejesoport. Ennek eldontése bicella esetében az
atlapold jelek miatt nem megoldhato.
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5.5.1. Tablazat: Az S?iocal €s Tiocal paraméterek valtozasa a vizsgalt DMPC lipid °C kérnyezeteire. 200mM DMPC
tartalmu q=0,5 PC iires, illetve 3mM peptidet tartalmazod bicelldkban, 37°C hémérsékleten. Az snl és sn2
szénlancok adott kdrnyezeteinek kémiai eltolodasaira atlagértékeket hasznaltam.

13C DMPC/DHPC DMPC/DHPC + KvaP DMPC/DHPC + HsapBK
S?local Tlocal (pS) S?jocal Tlocal (pS) S?jocal Tlocal (pS)

2 0,22+0,01 33+3 0,23 +0,01 35+£5 0,24+ 0,01 31+3

3 0,12+ 0,01 19+3 0,16 £ 0,01 28+ 3 0,14+ 0,01 30+3

12 0,04 £0,01 10£2 0,03+0,01 12+2 0,02+0,01 14+5

13 0,02+0,01 8+2 0,02 + 0,01 9+2 0,01 +0,01 10+2

Egy megoldas kinalkozik, hiszen a DHPC micellak jelenlétében ez a hatds kovetheto,
ugyanakkor a DHPC viselkedése is megismerhetd. Ebben az esetben 3mM peptid hatasat
kovettem 200mM DHPC micella oldatra, ami egy peptid : micella ~ 3 : 12,5 = 0,24 aranyt
jelent, azaz a micella van jelent6s feleslegben. A micella kisebb méretébdl adodoan itt a globalis
rotacios korrelacios id6 (zoveran) mar nem hanyagolhato el a dinamikai analizisben. Valdban, a
DLS mérésekbdl szarmaztatott hidrodinamikai sugar értékébdl (2,2nM, 37°C) szdmolt zoveran =

Sns, igy a micella reorientacigjat is figyelembe véve az 5.5.1 Osszefliggés alakulasa:

2 .
]((A)) — E (Slipid'foverall) (Slzocal_Slzocalslzipid)rlipid (1—Slzocal)‘r (552)

2.2 222 2.2
1+wT5perall 1+w Tlipid 1+wt

Azt mindenképpen érdemes megvizsgalni, vajon a globalis mozgas milyen hatassal van
a spektralis strliség fiiggvényre, ez altal a relaxacios paraméterekre. Ennek eldontésére,
feltételezve, hogy mipia = 1,9 ns és S%ipia = 0,36 ugyanakkora, mint a DMPC bicellak esetében,
és S2iocal = 0,16 meghataroztam kiilonbdzd globalis korrelacios idokre a J(w) spektralis siirtiség
fliggvény értékét w = 2m-125-10° rad s 1*C Larmor frekvencianal (11,8T térerén). A bicellakra
Toverall = 100 ns mellett J(w) = 0,83 <1071 s rad™?, micellak esetében zoverall = Sns és J(w) = 0,93
10 s rad. Ugyanakkor a relaxacios sebesség alakulasat leird egyenletben a legnagyobb
frekvencia wc + wn = 2r-(125+500)-10° rad s és a spektralis siirliség fiiggvény értéke Toverall
nagysagatol fiiggetleniil mindig 0,46 -10° s rad?. Az elmondottakbél kovetkezik, hogy a
micella globalis mozgésa a spektralis siirliség fliggvény kis frekvencia tartomanyaban bir csak
jelentéseggel.

Az elébbi feltételezés értelmében DHPC és DMPC molekuldk forgasara jellemzd iipid
érték ugyanakkora bicellak és micelldk esetében is, ami valosziniileg nem helytallo. A DHPC
micelldkra ez az érték kisebb: 1,0 illetve 1,5 ns korrelacios idoket valasztva, arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy nincsenek hatéssal a globalis mozgéasra. Hasonlé az eredmény,
ha S%ipia értékét valtoztatom 0,25 - 0,5 tartomanyban: €z a S?icar adatokban maximum 0,05
eltérést okoz. Kovetkeztetésként elmondhato, hogy a lipid molekulaban bekovetkezé kis
valtozasok nincsenek jelentds hatassal a relaxacios sebességek értelmezésére.

Végezetiil micelldk esetében nem elhanyagolhat6 a DHPC molekuldk oldaliranyt
diffuzidja. Mivel az oktanoat és DHPC micellak mérete hasonlo, az irodalomban elbbire
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meghatarozott ziat = 1,5 ns adat hasznalata j6 megkozelitésnek bizonyul. DLS mérések alapjan
trot = 5Sns, a DMPC mozgésok alapjan becsiilt ziipis = 1-2 ns, azaz minden rotacids korrelacios
id6 ugyanazon nagysagrenden beliil talalhato. A teljes effektiv korrelacios id6: 1/zoveran = 1/zrot
+ iipia + 1/7iat.

Ezek tiikrében elemeztem, hogy a két peptid milyen hatdssal van a micella S?cal
paramétereire. Kiilonb6z6é ziat (1; 5; 10 ns) és zipia (1,0; 1,5; 1,9 ns) értéknél kiszamolt
rendparaméterek azt mutattak, hogy egyetlen kornyezet esetében sincs érdemi valtozas a lokalis
dinamikaban, tehat a végso kiértékelésnél bizalommal timaszkodhatunk a bicellakra megadott
DMPC kiértékelés menetére. Az elmondottak alapjan szamolt eredmények az 5.5.2 tablazatban
lathatok. Ha a DHPC molekula kérnyezeteit harom csoportra osztjuk: a fej- (y,B,a), a glicerol-
(gl,g2,23) és a szénlanc csoportokra, akkor szembetlind, hogy a glicerol régidban talalhato
kornyezetek mozgasa gétolt leginkabb. A fejcsoport kornyezetei mobilisabbak, de még inkabb
dinamikus a szénlanc terminalis vége, és meglepd modon a 3-as kornyezet. A szénlancra
vonatkozo6 rendparaméterek sokkal kisebbek, mint a bicelladk DMPC komponensénél szamolt
megfeleld értékek, ez a mobilitas ndvekedés a rovidebb acil-lanc jelenlétével magyarazhato.
Peptidek hatisara a rendparaméterek ndvekednek, itt is kiemelten a glicerol régidban. A
peptid : DHPC arany ismeretében a rendparaméter 0,50-ro6l 0,58-ra (KvaP), illetve 0,59-re
(HsapBK) torténd valtozasa igen szignifikans. Akarcsak a bicellaknal, a micella esetében is a
HsapBK peptidre vonatkoz6 adatok arra utalnak, hogy ez a fragmentum valamivel nagyobb
valtozast okoz, de nagy kiilonbség a két peptid dinamikara gyakorolt hatdsa kozott nem
tapasztalhato.

5.5.2. tablazat. Az S?qca paraméter valtozasa a DHPC micella *3C kérnyezetei esetében: 200mM DHPC és 3mM

peptid koncentracioknél, 37°C hdmérsékleten. Az illesztés soran zipia = 1,9 ns és S?ipia = 0,36 értékeit allandonak
tartottam. Az snl és sn2 szénlancok adott kdrnyezeteinek kémiai eltolodasaira atlagértékeket hasznaltam.

13C  DHPC DHPC + KvAP DHPC + HsapBK
Szlocal Szlocal Szlocal
vy 0,03+0,01 0,03 +£0,01 0,03 +0,01
B 0,07+0,01 0,06 0,01 0,08 0,01
o 0,08+0,01 0,08 £0,01 0,10+ 0,01
g3 0,37+0,02 0,43 +0,03 0,43 £ 0,03
92 0,49+003 0,56 +0,02 0,56 + 0,02
gl 0,50+0,03 0,58 + 0,04 0,59 + 0,04
2 0,13+£0,01 0,13+ 0,01 0,16 £0,01
3 0,04+0,01 0,04 +£ 0,01 0,06 £ 0,01
4 0,06+0,01 0,07 £ 0,01 0,09 £0,01
5 0,03+£0,01 0,03 +£0,01 0,03 0,01
6 0,01 +0,01 0,01 £0,01 0,01 0,01

Osszegzésként megallapithatd, hogy az adatok a peptidek kettds rétegen beliili
elhelyezkedésére utalnak, és a kolcsonhatas kdvetkeztében legnagyobb mobilitasi valtozast
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szenvedd kornyezetekre konnyen fény deriil. Ugyanakkor a relaxacios mérések eredményei
fluoreszcencia vizsgalatok kimenetelével Osszhangban vannak. Kovetkeztetéseink mas
irodalmi utalasokkal is egybecsengenek, melyek szerint a dinamikai valtozasok leginkabb a
glicerol régioban érzékenyek a bicella rendszerben bekoévetkezd valtozasokra (Yamamoto
2009). Az mindenképpen el6ny, hogy transzmembran peptidek esetében atomi szinten,
egyszeriien kivitelezhetd relaxacios paraméterekbdl az adott kornyezetek dinamikaja
feltérképezhetd, de mint lathato, tobb, jol alatdmasztott egyszertisitéssel kell élni — még kevés
komponensit membranmimetikum esetében is. Bonyolultabb rendszerek esetében ez a
megkozelités mar nem biztos, hogy helytallo.

5.5.2. 3P NMR relaxaciés vizsgalatok

Azt mar tapasztaltuk, milyen modon befolyasolja a peptidek membran mimetikumokkal
valo kolcsonhatasa a lipidek dinamikajat, de olyan célzott kisérletek az irodalomban nem
torténtek, vajon lehetséges-e — legalabbis kozelitd — valaszt adni arra a kérdésre, hogy a fehérje
fragmentum transzmembran, vagy pedig a membran feliiletén helyezkedik-e el. Munkam soran
egy 3P NMR spektroszkopiai méréseken alapulé egyszerli és rutinszeriien alkalmazhat6
a 13 aminosavbol allo, feliiletaktiv dinorfin B (DynB) és a 21 aminosav hosszil mesterséges
transzmembran KALP21 peptideket. Mimetikumként q=0,5 PC, illetve 20% negativ toltéssel
rendelkezé PC/PG bicelldkat hasznaltam. Ures és peptid-bicella rendszerekben téreré- (9,4 és
11,7 T) és hémérséklet-fiiggd (25-45°C tartoméanyban) !P{*H} T1 és T> relaxacios id6 értékek
szolgaltattak a kiértékelések alapjat, a molekulaméret ellendrzése pedig dinamikus fényszoras
vizsgalatokbol tortént.

Az oldatfazist PC bicellak egy-dimenziés *!P{*H} spektruma igen informativ, ugyanis
hiaba ugyanaz a kolin fejrész a DHPC és a DMPC molekulakban, a két kiilonb6z6 hossziisagu
szénlancnak és a bicella felépitésében betdltott helyzetének koszonhetéen a két foszfor
%3 kornyezet kiilonbozik (5.5.2

[rel]

- dbra). Ennek

DMPG DHPC [ip DMPC ;9' kovetkezményeként két jelet
& s detektalunk, melyek egymastol

A = 0,06 ppm tavolsagra

-2 helyezkednek el és integral
aranyaikbol a DHPC/DMPC
g~ Osszetétel is  ellendrizhetd.

Negativ toltést PC/PG

1 -0 -1 2 e bicelldknal a DMPG foszfor
5.5.2. abra. gq=0,5 bicella rendszerek SP{*H} spektrumai, lentrdl
felfele haladva: tires PC bicella, 2mM DynB és PC bicella, 2mM )
KALP21 és PC bicella, iires 20% negativ toltésti PC/PG bicella, 2mM  eltolédasnal detektalhatd. A peptid
DynB és PC/PG bicella, ImM Kalp és PC/PG bicella. jelenléte a foszfor jelek

kornyezete  nagyobb  kémiai
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kiszélesedését okozza, ez a szélesedés elsOsorban a transzmembran KALP21 fragmentum
esetében jelentds.

A T1 longitudinalis relaxacios 1d0 valtozasa a varakozasnak megfeleld eredményt mutat: kisebb
téreron nagyobb értékeket mériink, és leghosszabb relaxacidés idével a DHPC foszfor
kornyezete rendelkezik (25°C hémérsékleten és 9,4T térerdn 1,3s), mig a DMPG és DMPC
foszfor magokra vonatkoz6 adatok igen hasonloak: 1,0, illetve 0,94 s, lasd 5.5.3 abra. Ebbdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a longitudinalis relaxacidés id6t befolyasold paraméterek
fiiggetlenek attol, hogy semleges vagy toltéssel rendelkezd bicella rendszert vizsgalunk.
Mindkét peptid jelenléte csak kismértékii csokkenést (kb 0,1s nagysaga) idéz el a PC bicellak
Ty értékeiben, ¢és ez is csak magas, 59 "C homérsékleten érzékelhetd. Anionos PC/PG
bicellaknal az effektus valamivel nagyobb mar 25°C hdmérsékleten is (kb 0,2s nagysagl a
csOkkenés), ez elsdsorban a DynB jelenlétében detektalhatd. A rovidebb Ti a foszfat csoport
korlatozottabb mozgasaval van 6sszhangban, ami azzal magyarazhat6, hogy mindkét peptid
pozitiv toltésekkel rendelkezik, és a kolcsonhatas - féleg az anionos bicellakkal - igen kedvezé.

A feliiletaktiv DynB tehat nagyobb hatassal van a lipid dinamikajara, mint a transzmembran
KALP21.
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5.5.3. abra. 150mM q=0,5 PC/PG, 20% negativ toltésii bicellak *'P kornyezeteinek hdmérsékletfiiggd T értékei
9,4T (telt szimbolumok) és 11,7T (iires szimbolumok) térer6kon: iires bicella (négyzet), 2mM DynB és bicella
(kor), ImM KALP21 (haromszog) rendszereken. A) a DHPC; B) a DMPC és C) a DMPG fejcsoportra jellemzo
relaxacios idok.

A dinamika alaposabb értelmezése €s termodinamikai paraméterek meghatarozasa
céljabol a T1 adatok mélyebb elemzésnek is alavethetéek. Kisérleti koriilményeink kozott a 3P
magra jellemz0 lehetséges relaxacidos mechanizmusok koziil kettot érdemes figyelembe venni:
munkatarsai kimutattdk, hogy 124,7 MHz feletti frekvencidkon a 3'P mag relaxacidjat a CSA
mechanizmus dominalja (Milburn 1987). Mivel a méréseket 162 és 202 MHz frekvenciakon

végeztem, igy a mért relaxacios idore érvényes Osszefliggés:

1 1 2
= 7o5A = =v*(A0)?Bgt, (5.5.3)

mért
Ty

ahol y a *'P mag giromagneses egyiitthatoja, Ao a kémiai eltolodas anizotropiaja, Bo a magneses

crer

1d6. Az irodalmi 4o = 50ppm adat ismeretében az 5.5.3. egyenlet alapjan a . értéke
kiszamolhat6. Feltételezve, hogy a kozeg izotrop és a mozgas egyetlen 7. korrelacios idével
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irhaté le, ennek Arrhenius tipusu hémérsékletfiiggésébdl megbecsiilhetd a foszfat csoportnak a
glicerol gerincéhez képest torténd reorientaciods aktivalasi energiaja. PC bicellakra azt talaltam,
hogy a hoémérséklet emelkedésével 7 értéke csokken, ahogy az el is varhato. 25°C
hémérsékleten mind a bicella, mind a peptid-bicella esetében 1,0ns koriili érték szamolhato,
megerdsitve azt az allitast, hogy a bicella fejrész viselkedése minden rendszerben hasonld. A
reorientacios aktivalasi energia értékek a DHPC molekulara nagyobbak, mint a DMPC-re, ami
a bicella felépitésében betoltott kiilonbozd szerepiiknek lehet koszonhetd. KALP21
hozzdadéasaval az aktivalasi energia keveset valtozik és csokken (9,2-r6l 8,7 kJ/mol értékre
DHPC; és 6,4-r61 5,7 kJ/mol értékre DMPC esetében) DynB peptidre ez a valtozas jelentdsebb
¢s novekszik (DHPC molekuléra 11,8; DMPC esetében 9,4 kJ/mol). Korabbi vizsgalatok mas,
hosszabb szénldnccal rendelkezd bicelldkra a reorientacios energia 16 kJ/mol értékét kozlik,
ami a jelen megkozelitéssel jo egyezésben van. Masfeldl az 1,0 ns effektiv rotacios korrelacios
id9 szintén dsszhangban van az ltalam korabban vizsgalt 23C kéryezetek dinamikajanal alapul
vett ziipia = 1,9 ns értékkel.

A levonhatd kovetkeztetés az, hogy a feliiletaktiv peptidek sokkal inkdbb hatassal
vannak a 3P relaxacios ido értékekre, mint a transzmembran fragmentumok.

A T longitudinalis relaxacids id6 nem csak a lipid rendszerek mozgésaira, hanem a
bicella rendszerek méretére is érzékeny. A bicellakra és peptid-bicella rendszerekre mért T»
értekek a longitudinalis relaxacids 1d6 értékeknél koriilbeliil tizszer kisebbek (5.5.4. ébra).
Mindkeét peptid, de féleg a KALP21 jelent0s jelszélesedést okoz a semleges PC bicellak foszfor
jelein, ami T csokkenésre utal és anionos PC/PG bicellak esetén ez a hatés igen szignifikans.
Az NMR spektroszkopiai mérések Osszhangban vannak a DLS eredményekkel, melyek
megnovekedett bicella méretet mutatnak, els6sorban a KALP21 jelenlétében. A DLS
mérésekbdl szarmaztatott hidrodinamikai sugarbdl rotacids korrelacidés id6 a 35-182ns
tartomanyba esik. A legkisebb az érték a csak bicellat tartalmazo rendszerre, legnagyobb pedig
a KALP21 jelenlétében. Kovetkeztetésképpen egy transzmembran fehérje sokkal nagyobb
hatassal van a T, dinamikara, mint a T1 dinamikara. Kvantitativ kovetkeztetést nem vonhatunk
le a méret novekedéssel kapcsolatban, de az egyiittes NMR - DLS eredmények egyértelmiien
arra mutatnak, hogy a membran morfoldgidja valtozik transzmembran fehérje hatasara.
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5.5.4. abra. 150mM q=0,5 PC/PG, 20% negativ t5ltésii bicellak 3P kdrnyezeteinek hdmérsékletfliggd T, értékei
11,7T térerdn: tires bicella (négyzet), 2mM DynB és bicella (kor), ImM KALP21 (haromsz6g) rendszereken. A)
a DHPC; B) a DMPC é¢és C) a DMPG fejcsoportra jellemzd relaxacios idok.

90



Eredmények és értékelések e 1980 21

Mindezekbék kittinik, hogy a 3'P relaxacios értékek meghatarozasa lehet egy modszer
a fehérje-membran kolcsonhatas topologikus vizsgalatara. Egyértelmlien megallapithaté a
feliiletaktiv peptid lipid dinamikara gyakorolt hatasa, ugyanakkor a transzmembran peptid ezt
a mozgast nem befolyasolja, ezzel szemben méretndovekedést és morfologiai valtozasokat okoz.
Sziikség van azonban ujabb és ujabb rendszerekre, hogy a modellpeptidekre megfogalmazott
allitasokat igazolni lehessen.

5.5.3. Méret és alak valtozas NMR - SAXS modszerek tiikkrében

A bicella-peptid kolcsonhatas kovetkezménye a bicella méret- és/vagy alakvaltozasa.
Az irodalomban elterjedt, hogy a mért transzlacios diffuzié egyiitthatobol szamolt latszolagos
hidratacios sugarat hasznaljak 6sszehasonlitdsra. Amennyiben ez az iires bicellara mért értéknél
nagyobb, a jelenséget a bicella méretnovekedésével magyarazzak, ugyanakkor a bicella
alakjanak megvaltozasa is okozhatja ezt a jelenséget. Hogy melyik allitas igaz, annak
eldontésére - jelenleg is folyamatban levé kutatasaimban — a diffazios NMR vizsgalatokat
otvoztem kisszogll rontgenszoras (SAXS) mérésekkel. A hibrid megkozelités elonye, hogy mig
az NMR mérésbdl egy latszolagos hidrodinamikai sugar (rn), addig a SAXS szorasgorbe
kezdeti Guinier tartomanyabol giracios sugar (rc) szamolhatd. A két érték akkor értékelhetd
egylitt, ha mindkettét ugyanolyan korilmények kozott hatdroztuk meg. Ezért méréseink
ugyanazon mintan, ugyanazon hdmérsékleten torténtek. Az eredeti elképzelés szerint az rg/ru
arany a rendszer alakjara enged kovetkeztetni, és mar a kapott tendencia is informativ lehet,
hiszen az alakfaktorban detektalt valtozas a bicella és bicella-peptid rendszer alakvaltozasat
tikkrozi. A vizsgalatok els6 eredményei igen biztatdoak voltak, hiszen a DHPC micellakra
meghatarozott 1 koriili alakfaktor a DHPC micella nyUjtott alakjara utal és ez a megallapitas
irodalmi el6zményekkel teljes 6sszhangban van (Lin 1986).

A célom tehat az volt, hogy bicella és bicella - modellpeptid rendszerekre
szisztematikusan, azonos koriilmények mellett meghatarozott ru és re értékék alapjan ezen
alakfaktorok alakulasat megvizsgéaljam, és eldontsem vajon az ilyen tipust vizsgalatok
mennyire jarulnak hozza a membran mimetikumok viselkedésének és fehérjék/peptidek
hatasara torténd valtozasainak mélyebb megértéséhez és pontosabb leirasahoz. A feladat
elvégzéséhez ismételten g=0,5 dsszetételit PC és 20% negativ toltésti PC/PG bicellakat, illetve
modellpeptidként a transzmembran KALP23 ¢és a talnyomorészt feliiletaktiv melittint
hasznaltam.

NMR spektroszkopiai informdcio: oldatosszetétel, aggregacios szamok, meéret.
Mindenekel6tt azt kell tisztazni, hogy pontosan mi is a bicella oldat Gsszetétele. Ugyanis adott
kisérleti koriilmények mellett az oldat tartalmazhat PC bicellat, DHPC micellat és szabad
DHPC molekuldkat. Annak eldontésére, hogy ezek milyen aranyban fordulnak eld, tudni kell a
paraméter. Igy az elsd 1épést a micella pontos megismerése jelenti.

A kiilonb6z6 ionerdsségli oldatok, kiilonb6zd hdmérsékleten érvényes cmc értékeit
DHPC koncentracio-fiiggo transzlacios diffuzios mérésekbdl hataroztam meg (5.5.3. tablazat).
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Az adatokbol kidertil, hogy mig 298K-en az ionerdsség befolyasa kisebb, addig 310K-en ez
sokkal hangstlyosabb. Tovabba a micella a 283-313 K tartomanyban torténd viselkedését
illetden arra ez eredményre jutottam, hogy a hidrodinamikai sugar értékek csupan 1 A valtozast
mutatnak, azaz ilyen koriilmények k6zott a micella szerkezete allandonak tekinthetd.

5.5.3. tablazat. Kisérletileg meghatarozott cmc értékek

cmc (mM)
cNaCl (mM) 298 K 310K
0 15,9 12,9
50 15,0 11,6
150 14,9 9,1

Az is vitatott kérdés, hogy mennyi a micellat felépit6 DHPC molekulak aggregacios
szdma (Nagg). A korabban felallitott D - M empirikus egyenleteim alapjan erre én is
megprobaltam egy értéket becsiilni. A DHPC micellara a 298 K-en meghatarozott D = (1,37 £
0,01)-101° m?%/s maximalisan egy M = 7,3 kDa méretii rendszerre utal, és ebben az esteben Nagg
= 16. Ez az érték jo dsszhangban van a SANS mérések eredményével (Nagg = 19) (Lin 1986),
illetve a SAXS szorasgorbékre 310K-en illesztett héjmodellbol kapott értékkel (Nagg = 16)
(Mortensen 2018); ugyanakkor a tobbi Nagg = 25, illetve 35 és 40 értékektdl jocskan eltér
(Lipfert 2007, Tausk 1974). Azért nem gondolom, hogy ezek a nagyobb aggregacids szamok
volnanak a realisak, mert akkor az ezekbdl visszaszamolt molekulatomeg alapjan egy nagyon
mas transzlacios diffizios egyiitthatot mérnénk.
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5.5.5. abra. A) A lancvégi -CHs metil régi6 1D H spektruma fentrél lefele haladva: DHPC monomer (9mM),
DHPC micella (27 mM) és PC bicella (DHPC 100mM) esetében. B) a bicella oldat lehetséges dsszetétele; C) A
g=0,5 PC bicella oldat 1D *H spektruménak jelazonositasa és D) a szerkezeti képlet a megfeleld jelolésekkel.
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Ilyen eldzetes informaciok birtokaban most mar meghatarozhat6 egy bicella oldat dsszetétele,
amihez elegendd az 1D 'H spektrumok kiértékelése és a transzlacios diffuzios egyiitthatok
meghatarozasa. D kiszamitasdhoz a lancvégi -CHs metilcsoport triplett jeleit hasznaltam
(5.5.5A abra). DHPC molekula esetében a jelek szélesek, aminek oka a szerkezetben két nem
igazan ekvivalens oldallanc kozeli kémiai eltolodés értékeibdl adodik. Micella esetében a két
lancvégi metilcsoport jele elvalik, de a csatolasi 4llandé értéke valtozatlan marad: 3Jun = 7,2
Hz. A bicellaban kiilon detektalhat6 a bicella kotott és a szabad DHPC metil jele, igy az ezekbdl
meghatarozott D értékekbdl az oldatdsszetételre (5.5.5B abra) kovetkeztethetiink:

DpHpc = Xszabad (Dszabad0 — Dpicella) + Dbicella) €S Xszabad = Cszabad® "< / Compc (5.5.3.¢s5.54)

ahol a szabad megnevezés a nem-bicella kotott DHPC mennyiségét jelenti, a Dszanad® pedig a
monomer DHPC molekuléra utal - ezt az értéket kiilon mérésbdl kell meghatarozni. Mivel jo
kozelitéssel az amugy vizoldhatatlan DMPC teljes mértékben bicella formaban van jelen, igy
Dvicella = Dpmpc €s Xszabad mennyisége meghatarozhatd. A teljes DHPC koncentracid a bemért
értekbol szarmazik, igy az 5.5.4. egyenletbdl kiszamolhato a szabad DHPC koncentracio. Ezt
az informaciot tobbféleképpen is felhasznalhatjuk: (i) a cmc ismeretében megallapithatd van-e
micella is az oldatban, illetve annak mennyisége mekkora - itt a koncentracid az Nagg
ismeretében szamolhato; (ii) meghatarozhat6 a pontos q értéke, amit altalaban irodalomban
csak a bemért, elméletileg elvart lipidkoncentraciok aranyabol szamolnak, &m ami félrevezeto

lehet, és elsdsorban a SAXS szorasgorbék értékelésénél van fontos szerepe.

5.5.4. tablazat. PC és PC/PG bicellak jellemzése peptidek jelenlétében. A kiilonb6z6 hémérsékleteken, szabad
DHPC koncentraciobol kiszamitott pontos qef ardny, a mért transzlaciés diffizidos egyiitthatdo és
gdmbszimmetrikus feltételezéssel szamolt hidrodinamikai sugér értékei. * jeloli az eseteket, ahol ¢PHPC > cmc.

Bicella Peptid K)  (mM) Qleff (10-14m?2 1) (A)
- 111 0,562 5,46 + 0,02 422 +0,2
KALP23 (1 mM) 11,3 0,564 5,03 + 0,03 459 +0,2

KALP23 (2mM) 298 14,8 0,587 4,44 £ 0,03 51,9 + 0,2
melittin (1 mM) 11,8 0,567 5,52+ 0,01 41,8 +0,1
melittin (2 mM) 14,3 0,583 5,61 +0,02 41,1 +0,2
" - 11,3 0,564 7,26 + 0,02 46,1+0,1
KALP23 (1 mM) 11,8" 0,567 6,08 = 0,07 55,1+ 0,6
KALP23 (2mM) 310 146" 0,585 5,26 + 0,02 63,7+ 0,3
melittin (1 mM) 12,0 0,568 6,88 = 0,01 48,7+ 0,1

melittin (2 mM) 14,3" 0,583 6,74 + 0,01 49,7+0,1
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- 10,0 0,556 5,35+0,03 43,1+£0,3
KALP23 (1 mM) 298 10,7 0,560 4,74 + 0,02 48,6 £0,1

melittin (1 mM) 11,1 0,562 4,95 + 0,01 46,6 + 0,1
PC/PG
- 8,9 0,549 8,16 + 0,40 41,127

KALP23 (1mM) 310 10,9° 0,561 6,13 +0,08 54,6+ 0,1

*

melittin (1 mM) 11,4 0,564 591 +0,05 56,7+ 0,2

Az vizsgalt bicella és peptid-bicella oldatokra kapott értékek az 5.5.4. tablazatban
talalhatok. Az adatokbdl kitlinik, hogy 298 K hdmérsékleten minden esetben a szabad DHPC
koncentracidé a cmc érték alatt van, tehat az oldatban nincs micella. 310 K-en viszont minden
esetben nagyobb értéket kapunk, amibdl a visszaszamolt micella koncentracié < 0,2 mM. A
peptidek jelenléte — topologiatdl ¢és hoémérséklettdl fliggetleniil — a szabad DHPC
mennyiségének novekedését vonja maga utan, ami azt jelenti, hogy a kolcsOnhatas
kovetkeztében valamennyi DHPC felszabadul a bicellabol.

Hasonloképpen a micellanal targyalt esetnél, a meghatarozott transzlacios difftizids
egylitthatok felhasznalasaval (5.5.4. tablazat) a bicellara is megprobalkoztam aggregacios
szamokat becsiilni a kordbbi D — M empirikus Osszefiiggések alapjan. Az altalam kiszdmolt
minimum értékek: Nagg®'™C = 30, Nagg®“FC = 15, ami a SAXS modszerbél szarmaztatott
adatokkal van jo egyezésben (Mortensen 2018), és az is teljesen egyértelmii, hogy az irodalmi
300, illetve 164 nagysagrendii értékek irrealisak (Lee 2008).

Ami a peptidek hatasat illeti, a szdrmaztatott hidrodinamikai sugar értékek arra utalnak,
hogy a transzmembran KALP23 fokozatos hozzdadasa a PC ¢és a PC/PG bicella
méretndvekedésével jar egyiitt. [gy 2mM peptid PC bicellaval valo kolcsonhatasa esetén 298K -
en 6 A-el, 310K-en pedig 9 A-el nagyobb az iires bicellahoz képest mért hidrodinamikai sugar.
Ezzel szemben a melittin esetében szignifikans novekedés nem tapasztalhato. Viszont az NMR
adatokbol arra nem lehet kovetkeztetni, hogy ez a novekedés a rendszer alakjaval milyen
Osszefiiggésben van, igy mas modszerekhez kell folyamodni.

SAXS szorasgorbébol szarmaztatott alak informdcio. A peptid bicella alakjara gyakorolt
hatasa elsd elgondolds szerint az alakfaktor meghatidrozasa alapjan lehetséges. Ehhez
megbizhato girdcios sugar értékre van sziikség, amit az NMR mérésekhez hasznélt minta
ugyanazon koriilmények kozott felvett SAXS szorasgorbéjének az elemzésébdl probaltunk
meghatarozni. Az 5.5.6A éabran lathatok bicellara felvett jellegzetes szorasgorbék, ahol q a
tavolsag reciproka és nem Osszetévesztendd a bicellara jellemzd q lipid arannyal. A széles
korben hasznélt re meghatarozas a szorasgorbe kezdeti szakaszanak, az un. Guinier régionak

az illesztésén alapul:

~0) ~ _a’rg 5.5.5
1(q = 0) = loexp (- 22 (555)
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ahol lp a zérus szognek megfeleld intenzitds. Az re meghatarozasanak a hibaja nagymértékben
fligg a gorbe ezen szakaszanak alakjatol, amit szamos tényezd befolyasol, tobbek kozott a
részecskék kozotti kolcsonhatasok, ¢és az elektronstirliségek. Bicellak esetében a szord
részecske elektronsiirisége valtozik, és az is el6fordulhat, hogy re imaginarius szam lesz, ami
értelmezhetetlen. Mindenezen tényezok elemzésébdl kivilaglik, hogy bicellak esetében nincs
értelme az ily modon torténd girdcids sugar meghatarozasnak (ennek ellenére ezt az
irodalomban gyakran megteszik).

A bicella szérasgorbéjének egy masik jellemzéje a q 1-2 nm™ tartomanyban talélhat6
maximum (Qgmax, lasd 5.5.6A abra). Ez az érték a lipid fejcsoportok kozotti L tavolsaggal
korrelaltathatd, ami az L = 271/ Qmax 0sszefliggés alapjan szamolhato. DMPC bicella esetében az
elméleti tavolsag: 2x(DMPC alkil lancok hossza) + 1xfejcsoport hossza, ami 2x17,9 + 9 =
44,8 A (Caldwell 2018). Méréseink soran az iires bicellara kapott érték 43,54, ez j6 egyezésben
van az elvart adattal. A peptid — elsdsorban a transzmembran KALP23 - jelenlétében a Qmax no,
azaz L csokken, ami a bicella morfologiai valtozasaira enged kovetkeztetni. Ennek ellenére ez
a megkdzelités sem teljesen problémamentes a szorasgorbe bizonytalansagai és a kiilonféle
bicellak dsszevethetdsége miatt.

A megoldast az jelenti, hogy meghatdrozott elektron eloszldssal rendelkezd,
matematikailag leirhaté alakmodellt illesztiink a szorasgorbére. Mivel j6 megkdzelitéssel
feltételezhetd, hogy a bicellék elipszoid alaktiak és a kiils6 részen elhelyezkedd fejcsoportok,
illetve a belso részt alkoto alkil lancok két kiilonbozo elektronstirtiséggel jellemezhetdk (phe;,
Pmag) igy a legegyszeriibb leirasnak az elipszoid mag-héj modell igérkezik (5.5.6C abra). Mivel
a priori nem ismerjiik a peptidek pontos elhelyezkedését, ezek szorasaval nem szamolunk. Ez
az egyszer(i modell, melyet Lipfert és munkatarsai vezettek be (Lipfert 2007) egy effektiv méret
és alakjellemzésre ad lehetdséget, ami a peptid hatdsanak leirasdhoz jelenlegi esetben kielégitd
eredményre vezet. Az illesztés soran az 5.5.6C abran lathaté a, ts, b, to értékek is
meghatarozhatok, amik a megfelel6 fél-tengelyek hosszat adjak meg, és amelyek segitségével
a Stokes-Einstein 0sszefliggésben szereplé F korrekcios faktorok koziil az f-el jelolt bicellak
alakjat leir6 un. Perrin faktor is kiszdmolhato:

f= VxZ-1

~ VxZ+tan-WaZ-1
ahol x a hosszu, illetve rovid tengelyek aranyat jeloli. q < 1 lipid arannyal jellemzett bicellak

(5.5.6.)

esetében az f = 1 megkozelitést alkalmazzak, viszont eddig ennek kisérleti bizonyitéka nincsen.

A vélasztott modell alapjan szdmolt szordsgdrbe jO egyezést mutat a kisérletileg
meghatarozott szorasgorbével, amit az 5.5.6B 4bra is szemléltet. Sikeresen meghatarozhatok a
tengelyek értékei, és ezekbdl az f Perrin faktorokat is ki lehet szamitani, az eredményeket az
5.5.5. tablazatban foglaltam 6ssze. Minden esetben az (a+ta) < (b+ty) feltétel teljesiil, tehat mind
az Ures, mind a vizsgalt peptid-bicella rendszerek oblat alaktiak. A kettds réteg vastagsagat a
2(a+ty) érték adja meg, ami 50-52 A tartomanyba esik, igen jo egyezésben a DMPC kettds réteg
vastagsagara megadott 53,8 A értékkel (Van Dam 2004).
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Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a mag-héj modell alkalmazhato a

vizsgalt bicella rendszereinkre.
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5.5.6. abra. A) Jellegzetes SAXS szorasgorbe alakulasa iires g=0,5 PC bicella (kék), 2mM KALP23 és PC bicella
(piros), 2mM melittin és PC bicella (z6ld) oldatok esetében. B) q=0,5 PC bicella 310K-en mérése soran kapott
SAXS szoérasgorbe (fekete pontok) és a mag-héj modell alapjan illesztett szorasgorbe (kék folytonos vonal). C)

Az elipszoid mag-héj modell: ha a<b oblat, a>b esetben pedig prolat elipszoidrol beszéliink.

5.5.5. tablazat. A SAXS szorasgorbe illesztése az eliptikus mag-héj modell alapjan g=0,5 PC és PC/PG bicellakra.

A kiilonb6z6 peptidek és a hdmérséklet hatasa a tengelyek hosszara, és a szamolt f Perrin faktorok értékei.

Bicella Peptid T(K) ad) b (A) ta (A) tb (A) f
- 120+0,1 36,7+0,3 143+0,2 3,0+0,1 1,01
KALP23 (1 mM) 119+0,1 43,7+0,7 134+0,2 16=+0,2 1,03
KALP23 (2 mM) 298 119+0,2 484+20 125+04 10+05 1,04
Melittin (1 mM) 119+0,1 384+04 144+0,2 22+0,1 1,02
Melittin (2 mM) 11,6 £0,2 392+0,7 147+04 17+0,2 1,02
Pe - 123+0,2 356+06 13,1+03 28+0,2 1,02
KALP23 (1 mM) -
KALP23 (2 mM) 310 119+0,2 434+15 115+04 2,1+04 1,04
Melittin (1 mM) 123+0,2 37,708 128+04 2,1+0,3 1,02
Melittin (2 mM) 124+0,2 399+08 123+03 13+0,2 1,02
- 119+0,1 36,1+04 14,6+03 29=+0,2 1,01
KALP23 (1mM) 298 12,2402 457+10 125+03 10+02 104
Melittin (1 mM) 125+0,1 39,0+06 128+0,3 18+0,2 1,02
PCPG - 125+0,1 359+05 12,7+03 22+0,2 1,02
KALP23 (1 mM) 310 125+0,2 441+1,3 114+03 13+03 1,04
Melittin (1 mM) 128+01 362+03 11,5+01 1,6+0,1 1,02

Az 5.5.5. tablazatban a kiszamolt f Perrin faktorok értékei az 1,01-1,04 tartomanyba
esnek. Chou és munkatarsai q=0,5 bicelldk esetére 1,00 koriili adatot adnak meg, Liebau és
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munkatarsai 1,04-1,22 értékeket hasznalnak (Chou 2004, Liebau 2017). Adataink teljes
0sszhangban vannak ezekkel az irodalmi kovetkeztetésekkel, ezen feliil mi ezeket kisérleti titon
hataroztuk meg.

A KALP23 peptid jelenléte a (b+ty) tengely hosszabbodasaval jar PC és PC/PG bicellak
esetében egyarant: 2mM KALP23 298K-en a PC bicella (b+ty) tengelyének ~10A hossza
novekedését, mig 310K-en ~10A-el nagyobb névekedését vonja maga utan. A melittinre ilyen
jellegzetes novekedés nem tapasztalhaté. Az eredmények Osszhangban vannak az NMR
mérésekbdl levont kovetkeztetésekkel, megallapithatd tehat, hogy PC bicellak esetében a
transzmembran peptidek az oblat alaku rendszer hosszabb tengelyének ndvekedését okozzak,
ami a peptid bicellaba val6 beé¢kelddésére utal. A feliiletaktiv peptidek esetében ez a hatds nem
detektalhatd, vagy nagyon kicsi. Negativ toltésti PC/PG bicellak esetében kiilonds figyelmet
kell forditani a toltések nagysdgéra, és a peptidlanc mentén torténd eloszlasara is, hiszen ez
nagyban befolyasolja az eredményeket.

Végezetiil elmondhato, hogy a két technika (NMR és SAXS) 6tvozése valoban alkalmas
bicella rendszerek méret- és alak-meghatarozésanak leirasara, ugyan nem az alakfaktoron
keresztiil, ahogy azt eredetileg elképzeltem. Megmutattam, hogy egyszerii transzlacios
diffizios NMR mérések nagymértékben jarulnak hozza az oldat dsszetevoinek kvalitativ és
kvantitativ leirdsdhoz, a SAXS gorbe leirasara adott mag-héj modell alkalmazhatdsagat
bizonyitottuk és bicelldk esetében kisérletileg is meghataroztuk a Perrin faktorokat,

Az elért biztatdé eredmények valds rendszereken vald tesztelését kovetden a
membranmimetikum- fehérje kolcsonhatasok biofizikai leirdsa pontosabban torténhet,
ugyanakkor jobb modellrendszerek tervezhet6k a funkcionalis vizsgalatokhoz.

5.6. ,,Z06ld kémiai” és ipari folyamatok kovetése, jellemzése

Kismolekulak NMR spektroszkopiai vizsgalata rutinszerfien torténik. A kovetkezdkben
ezen a teriileten végzett néhany, a mindennapi gyakorlatban nem hasznalt, nagynyomasu, illetve
alacsony hémérsékleten végzett kisérlet alkalmazasat mutatom be. A 10mm atmérdji zafir
NMR csovek hasznélata teszi lehetdvé a nagynyomasu mérések kivitelezését, vizsgalataimban
a hidrogénezési, karbonilezési folyamatok kovetésére hasznaltam ezt a megoldast. Kontrollalt
koriilmények kozott N2 hiitéssel biztositott 240-260 K homérsékleteken szerves reakciok
intermedierei, katalizator komplexek detektalhatoak, és az azonositast kovetden mechanizmus
utvonalakra lehet javaslatot tenni. A vizsgalatok zold kémiai kutatasok és ipari alkalmazasok
teriiletérdl valok és az emlitett megkozelitéseket sikerrel alkalmaztam tobbek kozott biomassza
atalakitasat célzo kutatasokban (Mehdi 2008), az 1,3-butadién kobalt-katalizalt
hidrometoxikarbonilezésénél ~ (Tuba  2003), izocianatok  foszfin-katalizalt  ciklo
oligomerizacidjaban (Pusztai 2005), aldehidek arany katalizatorok jelenlétében torténd
hidroszililezésénél (Lantos 2007). Klasszikus NMR vizsgalatokat végeztem ionos
folyadékokban torténd reakciok (Fabos 2008, Mehdi 2007), fluoros vegyiiletek (Balint 2005,
Csap6 2012, Nemes 2010, Szabd 2006), polimerek (Kali 2007, Kali 2013, Kasza 2018) és
szerves szintézisek (Csihony 2002, Kiss K 2012) atfogo jellemzésére.
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5.6.1. A biomassza atalakitasa

A 10 évvel korabban végzett kutatas akkor is aktualitasnak drvendett, viszont napjaink
varatlanul alakul6d gazdasagi/politikai helyzete a fosszilis lizemanyagokhoz valé hozzaférés
korlatozasat és ezek egyre emelkedo arat eredményezi, igy mas igéretes lehetdségek utan kell
nézni. Egy ilyen megoldés lehet a biomassza tobblépcsds atalakitdsa. Alapkutatasainkban a
szachar6z homogén ¢és heterogén katalitikus folyamatok soran torténd atalakitasanak
lehetdségeit vizsgaltuk, én ezen folyamatokban keletkezd termékek NMR spektroszkopiai
jellemzését végeztem, 1égkori, illetve nagynyomast mérésekkel.

A szachar6z dehidratacidja savak (H2SO4, HCI) vagy NafionR50 katalizatorok jelenlétében,
nagynyomdsu N> atmoszféraban, 8-40h alatt 140°C-on, 35-50%-o0s konverzioval megy végbe:

(0]
) H,S0,, HCI / Nafion NR50
Szacharoz > oH + HCOOH
O
levulinsav hangyasav

Mindkét termék vonzd tulajdonsagokkal rendelkezik, a hangyasav katalitikus bomlasa
széndioxidot és hidrogént eredményez, és az igy eldallitott hidrogén felhasznalhatd lehet a

levulinsav y-valerolaktonna (GVL) torténd atalakitasaban:

Pd/Ag/Cu
HCOOH — CO, + H2
A levulinsav tovabb alakithatdo wjabb molekulakka. Katalitikus hidrogénezése 1200 psi
nyomason ¢€s 200°C-on eldbb GVL ¢és 1,4-pentandiol elegyét, a reakcido végén pedig
kvantitativan 2-metil-THF-et eredményez. A reakciét nagynyomast NMR mérésekkel
kovettem, a *C{*H} spektrumokbol a termékek egyértelmiien azonosithatok:

o]
Ru(acac)3, PBug, NH4PFg
WLOH H, . j]:\/\ /A}O o
o]
levulinsav 1,4-pentdindiol GVL 2-metil-THF

Sikeriilt tehat igazolni, hogy a levulinsav 100%-0s konverzidjaval az igéretes zold
iizemanyagnak szamitd6 GVL képzdédik. A GVL kedvezd fizikai és kémiai tulajdonsagai
lehetdvé teszik, hogy fenntarthat6 folyadékként taroljak, szallitsak és energia és/vagy szénalapu

termékek termelésére hasznaljak.
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5.6.1. abra: A levulinsav hidrogénezésének *C{'H} spektrumokkal térténd monitorizdldsa 60,5 MHz-en,
nagynyomasu NMR cs6 hasznalataval. Levulinsav (*) 1,200 psi H> jelenlétében szobahOmérsékleten; a
reakcioelegy 22 6ran at 200°C-on torténd melegitését kovetéen GVL (+) és 1,4-pentandiol (@) képzédik; 46h utan
2-metil-THF(x) a végtermék.

Végiil annak jartam utana, vajon a 2-metil-THF tovabb alakithat6-e? Molekularis hidrogénnel,
150°C-on és 1200 psi nyomason torténd hidrogénezés alkének keverékét (pentén, izopentén,

butén, izobutén) eredményezte:

Pt(acac),, CF3, SO3H
/@ +  H »  CHy + C,Hg
@)
2-metil-THF pentén, izopentén butén, izobutén

A bemutatott kisérletsor igazolja hogy szachar(')z modellrendszert alkalmazva homogén
tartalmaz6 Cs-oxigenatokat (levulinsav, GVL, 1,4-butandiol, 2-metil-THF) és végiil alkének
keverékét eldallitani, NMR és IR mérésekkel igazolni a termékeket. Igy bizonyithato, hogy a
biomassza atalakitdsa lehetséges, gazdasagi szempontbdl pedig elsésorban a GVL
biomasszabol torténd eldallitasa jelenthet mérfoldkovet.

5.6.2. Reakciok ionos folyadékokban, a Ce(IV) oxidacio6

Az ionos folyadékok jo valasztasnak bizonyulhatnak ,,z61debb” oldoszerekként vald
alkalmazasban, dm arr6l mindenképp meg kell gy6zdédni, vajon az adott szerves kémiai
atalakulas hasonloképpen jatszodik-e le ilyen koriilmények mellett is? A benzil alkohol Ce (1V)
medialt benzaldehidd¢ torténd homogén koézegben végbemend oxidaciojat vizsgaltuk és

imidaz6lium ionos folyadékokat teszteltiink:

CH>OH CHO
Ce (IV)
ionos h)]yadék
benzil alkohol benzaldehid
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Els6 1épésként cérium (IV) sok ionos kdzegben vald oldhatosaganak kellett utanajarni. Azt
talaltuk, hogy a triflat aniont tartalmazo ionos folyadékok, azok koziil is az 1-etil-3-metil-
imidazolium-trifluorometanszulfonat [Comim][TfO] a legjobb valasztas:

X A reakciot (NHa)2(Ce(NO3z)s ammonium hexanitrato cerat (IV)
(©) X=T0" (CAN) s6 alkalmazisa mellett GC és NMR mérésekkel
" NSN~c H,

H
kovettiik. A folyamat soran adott koriilmények kozott egy barna

[Comim]([X]
gaz képzodott, ez a NO» kialakulasanak koszonhetd. Ugyan ezt
irodalomban korabban még nem jelezték, de a jelenség nem meglepd, ha belegondolunk a

lejatsz6do redox folyamatra, melynek eredményeképpen salétromsav képzodik:
PhCH20H + 2 [(NH4)2(Ce(NO3)s] —> PhCHO + 2 [(NHa4)2(Ce(NOg3)s] + 2HNO3

Amennyiben a reakci6 vizes kdozegben megy végbe ez a kdzeg savassaganak a ndvelésével jar.
Ha szaraz ionos folyadék a kozeg, akkor a vizmentes salétromsav magas hdmérsékleten
(esetemben 100°C-on) elbomlik és barna NO2 gazt eredményez:

2HNO3 —> H20 +2NO2+ ' O2

A NO; képzddése nagymértében fiigg az alkalmazott CAN mennyiségétdl. igy Immol CAN és
2mmol ionos folyadék 150°C-on, N2 atmoszféraban torténd elegyitésénél detektalhatd, am
0,25mmol CAN ¢és 2,5 mmol ionos folyadék alkalmazésa esetében 6 oran at 150°C-on, N2
atmoszféraban torténd melegitése soran a barna gaz képzdédése nem tapasztalhato.

Ezen fontos megallapitast kovetden a reakciot 100°C-on, N2 atmoszférdban torténd
végbemenetelét szobahdmérsékleti NMR felvételekkel kovettem. A képzddd termékek
. azonositasdra  szelektiven izotop  jelolt
A) & Ph® CH,OH benzil alkoholt hasznaltam.
P Ennek két oka is volt: egyfeldl nem zavarnak
az ionos folyadék oldoszer jelei, masfeldl ezen
kornyezet jelolésén keresztil a reakcid
- utvonala is monitorizalhato (Csihony 2002).
Megjegyezném, hogy a 75,47 MHz-en
(300 MHz-es késziilék) futtatott mérésekhez
a < az NMR mintak nem tartalmaztak semmilyen
: deuteralt oldoszert, még belsé standardként

5.6.2. abra: Ph* CH,OH oxidacidja CAN jelenlétében. . e .
A 7547 MHz-en késziilt BC{*H} spekirumok A) 5 S, 2 felvételek lock nélkiili izemmodban

perc, illetve B) 6 h reakcididot kovetden. Az elegy késziiltek. A benzil alkohol hozzdadasat
Osszetételének azonositisa: a) benzil alkohol, b)
benzaldehid, c) benzil nitrat, d) benzoesav. A
[C2mim][TfO] ionos folyadék jeleit *-al jeldltem. benzaldehid 195ppm-nél talalhaté jele mar

detektalhatd (5.6.2A éabra), egy€b intermedier nem jelenik meg a spektrumban. A benzil alkohol

kovetéen 5 perccel késziilt felvételen a

széles rezonanciajelének magyardzata a szabad ¢és CAN-koordinalt allapotok kozotti
cserefolyamat 1étrejotte lehet. 6h elteltével a benzil alkohol mar csak nyomokban van jelen, a
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f6 termék a benzaldehid, de kis mennyiségben (5.6.2B dbra) benzil nitrat és benzolsav is
képzodik:

CH,OH CH20N02 COOH
13
_ CAN, 6h,100°C
[Comim][ Tﬂ)J
benzil alkohol benzaldehid benzil nitrat  benzoesav

Az NMR méréseim eredményeit a parhuzamos FTIR mérések eredményei is alatdmasztottak,
igy a modellreakcio vizsgalata tobb kérdésre is valaszt adott: (i) sikeriilt igazolni, hogy a benzil
alkohol CAN-medialt oxidacidja szaraz [Comim][TfO] ionos folyadékban lejatszodik, (ii)
magas homérsékleten elényds a reakcid futtatdsa, hiszen a melléktermékek kialakulasa
elhanyagolhat6 és (iii) a reakcid soran képz6dé NO2 gaz mennyisége nagymértékben
befolyasolhato a CAN/ionos folyadék arany beallitasaval.

5.6.3. Alkil-izocianat ciklooligomerizaciéjanak mechanizmusa

A poliuretdnok széles korben alkalmazott milanyagok és felépitésiikben aromas, vagy
alifas izocianatok vesznek részt. Az alifds oligomer épitdéelemek a megfeleld monomer
katalitikus ciklooligomerizacidjaval allithatok eld. A legfontosabb képviselok ezek koziil az
uretdionok (2), izocianuratok (3) és iminooxadiazindionok (4). Kutatasaink arra iranyultak,
hogy a tri-n-butilfoszfin (5) katalizator jelenlétében lejatszodd reakciok utvonalara
ravilagitsunk.

®
PBu
PBU3 é 3 E:I) &
: 2 W0 em Py
' P—— N ® 0 RN %0 oS0
RNO LAy, PBus on\C ! w
RoN=C=0 ‘& .Cs, "V RN/GY0 ° R
1 A RN™7S0 %,
CI: C-l £
RN“S0
& ®
R ?e\.\’b B % FI)BUS O
| / /Ct\ -PBU3 R\ /C\
o) C’N‘c:o RT; ° I’; 2
1 NRZD AR
R RNZSS0 R R
2 4
%)

5.6.3. abra. A foszfin katalizalt izocianat reakcid lehetséges mechanizmusa. Szamok jelolik a kiindulasi
vegylileteket, és a termékeket, betiik jelolik a lehetséges intermediereket.

A javasolt mechanizmus az 5.6.3 abran lathato: a reakcio a foszfinnak az izocianat (1)
karbonil csoportjara torténd nukleofil timadasaval indul, melynek eredménye egy zwitterionos
A intermedier. Kovetkezd 1épésben A egy ujabb izocianattal vald reakcid soran a hosszabb
lancu zwitterionos B intermediert eredményezi. A B intermedier kétféleképpen viselkedhet. Az
"O(RN) ion intramolekularis nukleofil tamadasa ciklizaciot és a 2 uretdion képzOdését
eredményezi, a katalizator pedig felszabadul. A mésik ut, hogy egy tovabbi izocianattal reagal,
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€s a most mar harom monomerbdl allo zwitterionos intermedier két moédon johet létre: Ci
és/vagy C2 képzddhet. Végiil az "O(RN)  ion intramolekularis nukleofil tamadasa a ciklikus 3
és 4 vegyiileteket eredményezni. A javasolt Gtvonalak megallapitasara in situ NMR méréseket
végeztem, az eredményeket és kovetkeztetéseket pedig in situ IR vizsgalatok egészitették
ki/tdmasztottak ala.

Munkam soran két R-N=C=0 1 alkil-izocianat viselkedését tanulmanyoztam, R: n-butil
illetve n-hexil lancok esetét. A kapott eredményekben nem volt eltérés, ami arra utal, hogy a
lanchossz nem befolyasolja a reakcio alakuldsat. Szobahdmérsékleten 1 és 5 reakcidjanak
idébeli monitorizalasa azt mutatja, hogy elébb a 2 vegyiilet képzédik, majd a 3 ¢és 4
egy maximumot mutat. A végsd egyensulyi Osszetétel a 2:3:4 = 0,2:2:1 aranyndl 4ll be, azaz
leginkabb az izocianurat képzodése favorizalt (5.6.4A abra).

A) 3 B) s 270
) 265
y 260

-----------------

28 =32 =36 -40 -44 -48 -52 -56 60

i ) | 2ss
4

i Jr:—a
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©) o ;D) o
B - 265 -
o i AN 260

.y 255 ) .

Jep= 154 Hz ‘q I 40
L 235

o %0

el us

J !

|

B e T, e o e e e et e s i

-48 =50 -52 -54 -56 -58 -60 -62 64 ans - ‘
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5.6.4. abra. A) 3,43 mmol n-HexNCO (1) 0,18 mmol PBus jelenlétében torténd ciklooligomerizacidjanak
eredménye a *C{*H} spektrum -N=C=0 tartoméanyanak tiikrében 298 K-en, 1 hét elteltével, 250 MHz késziiléken.
B) Ugyanezen sszetételli friss minta hdmérsékletfiiggd 3P{*H} spektrumai, a K-ben megadott hémérséklet a
spektrumok jobb oldalan van feltiintetve. C) A B) mérés ismétlése a karbonilon torténd szelektiv izotopjeldlést
[*®C] n-hexil izocianat hasznalataval és D) hémérsékletfiiggd *C{*H} spektrumokkal is monitorizalva.

Ezt kovetden azt vizsgaltam, vajon 2 és 5 kozott lejatszodik-e reakcio, és azt
tapasztaltam, hogy 1, 3 és 4 képzddik, azaz a ciklodimer képzddése reverzibilis folyamat.
Masfeldl sem 3, sem 4 nem reagal a katalizatorral, a felvett spektrumok idében allanddak, ami
azt jelenti, hogy ezen gylriik felnyildsa nem torténik meg, mint ahogy az egymasba vald
atalakulas sem.
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Kovetkezo 1épésben a lehetséges A, B, C intermedierek jelenlétére probaltam ravilagitani.
Szerkezetiiket tekintve ennek legjobb modja a reakcio 3P mérésekkel torténd vizsgalata. A
szobahOmérsékletii spektrum csak a katalizator jelét mutatja, ezért alacsonyabb
homérsékleteken probalkoztam a spektrum elemzésével. Amint azt az 5.6.4B éabra is mutatja,
270 K-en is csak a szabad foszfin keskeny szingulett jele detektalhat6 -32,9 ppm eltolodasnal.
A reakcidelegy tovabbi lehiitése 265 K-en mar -54,0 ppm értéknél egy 1j, széles, kis intenzitasa
jel detektalasat eredményezi. Fokozatos hiités soran az j jel keskenyedik, 250 K-ig kdvettem
ennek alakulasat. Sikeriilt tehat egy feltehetden intermedier vegyiilet jelét megtalalni, viszont
ezen adatok birtokaban nem eldonthetd, hogy ez A, B, vagy Ci/C2 szerkezetekhez rendelhetd.
A megoldast az izocianat -N=C=0 csoport szelektiv 13C izotopjelolt alkalmazasa nyuijtja. Ilyen
koriilmények mellett 265 K-en a 3'P{*H} spektrumban a vart -54,0 ppm kdzépeltolodassal egy
széles dublett jelenik meg, ami tovabbi 235 K-re torténd hiités soran a jelek keskenyedését
vonja maga utan (5.6.4C abra). A dublett az egy-kotéses P-C csatolas eredménye, ahol a
csatolasi allandé értéke 1Jpc = 154 Hz, azaz a kis jel valoban intermedier. A pontos szerkezetet
a BC{*H} spektrumban lathaté csatoldsi séma fogja megadni (5.6.4D 4&bra). A BC{‘H}
spektrumok hémérsékletfiiggése 260 K-en szintén kis intenzitast, Jpc = 154 Hz csatolasi
allandoval jellemezhetd dublett megjelenését mutatja. A tovabbi hiités hatdsara a dublett jelek
tovabbi felhasadast mutatnak, ami két-kdtéses C-C csatolas meglétére utal, az érték pedig 2Jcc
= 2,5 Hz. A spektrumok finomszerkezete tehat a B intermedier jelenlétét igazolja.

Sikeriilt tehat az izocianatok foszfin katalizalt ciklooligomerizacidjanak molekularis
szintli jellemzését megadni. Altalanossagban elmondhato, hogy a hémérsékletfiiggd NMR
mérések ¢és a szelektiv izotopjelolés egyiittes alkalmazasa az a modszer, ami egy
organokatalitikus ipari folyamat reakcidmechanizmusanak igazolasat és a kialakult intermedier
azonositasat eredményezi. Tagabb értelemben ilyen informaciok birtokaban lehet uj
katalizatorok tervezésébe fogni, ami a reakcid finomhangolasat és egy adott termék irdnyaba
torténd eltolast eredményezheti.
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6. Osszefoglalas és Kitekintés

A kiilon-kiilon megfogalmazott célok elérése sikeresnek bizonyult. Az eredmények
kozott egyarant szerepelnek altalanos érvényli kovetkeztetések ¢és rendszer specifikus
informaciok is. Atfogd értékelésiiket a bevezetd részben megadott csoportositds szerint
taglalom.

1. Globalis paraméterek alkalmazhatosaga

1.1. Szisztematikusan elvégzett transzlacids diffuzidos mérésekkel, megfeleléen megvalasztott,
jol jellemzett globularis és rendezetlen fehérjéket felhaszndlva empirikus D-M ¢és rp—N
Osszefiiggéseket allitottam fel (Dudas 2019). Megallapitottam, hogy a globularis fehérjék
viselkedése a gombszimmetrikus alakit molekulak viselkedéséhez kozeli, a rendezetlen
fehérjék pedig a szintetikus polimerekhez hasonléan viselkednek. A linearizalt 1gD — IgM
Osszefiiggések bioanalitikai célokra, feltekeredés és aggregacio vizsgalatokban hasznalhatoak.
Igazoltam tovabba, hogy tipikus biomolekulas koriilmények mellett a Stokes-Einstein egyenlet
alkalmazhatd. A publikaciora érkezett hivatkozasokbol kitlinik, hogy az 6sszefiiggéseket széles
korben hasznaltak fel: polimerek, kismolekulak, ¢élelmiszerek, aggregacido és gNMR
vizsgalatokban. Az elvégzett munka hagyott nyitott kérdéseket, melyekre azota is folyd
kutatdsokban vélaszokat kerestiink/kereslink. A ko6zo6lt empirikus Osszefiiggéseket 288 K-en
allitottam fel, és felmeriil a kérdés, vajon mas homérsékleten ezek mennyire érvényesek?
Kimutattuk, hogy megfelel6 korrekciokkal (hémérséklet, viszkozitas) az 6sszefliggések 298 K-
en is érvényesek, de a mas koriilményekre vald atvitelnek a lehet6ségét is taglaltuk.
Utanajartunk, hogy az egyenletek letekeredés tanulmanyokban alkalmazhatéak-e. 8M
karbamid ¢s DMSO kaotrop kozegekben kiilonféle modell fehérjék esetében mutattuk ki az
alkalmazhatosadgot. Gyogyszeripari felhasznalasok tekintetében a hatoanyag — fehérje
kolcsonhatdsok DMSO/viz elegyekben torténd tanulmédnyozasdra a globalis és lokalis
paraméterek valtozasat elemeztik. Az elért eredményeket jelen dolgozat benytjtasakor
fogadtak el (Szab6 2022).

1.2. A transzlacios diffiizios egyiitthatobol levonhato kovetkeztetések tobb biologiai rendszer
esetében is értékes informacidt szolgaltattak. Sikerrel alkalmaztam az S100A4 homodimer
kompaktsagara vald hatasanak vizsgalatiban (Duelli 2014). Tovabba a miozin coiled-coil
letekeredésében, a filamentumok foszforilacid okozta szétesésében; micellak kritikus micella

crer

jellemzésére és aggregacids szamok megadasaban (Dudés 2020b).

2. Uj pulzus szekvencidk bevezetése

2.1 Elsdsorban az IDP/IDR rendszerek atomi szintii vizsgalatara kidolgoztam és bevezettem a
szelektiv Ha-Ca korrelacios SHACA — HSQC mérést. Az 0j *H® - detektalt pulzus szekvencia
mindkét dimenzioban a lehetséges maximalis lecsatolast biztositja, adatgytijtés alatt az altalunk
korabban bevezetett BASEREX homo- és heteronukledris lecsatolast tartalmazza (Haller
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2019). A SHACA — HSQC teljesitéképességét a sok prolin aminosavat tartalmazo pS3TADY®
¢s a tobb ismétlédé motivummal rendelkez6 AS rendezetlen fehérjéken, valamint a globularis
ubikvitinen teszteltem. Igazoltam, hogy kivalo felbontas és érzékenység érhet6 el, és mas, IDP
rendszerek és prolin kimutatdsara hasznalatos *3C’- detektalt CON méréshez képest a mérési
1d6 lényegesen rovidebb. Tovabbi nagy eldny, hogy fizioldgias koriilmények mellett 5-10%
D20 tartalma mintakkal lehet dolgozni. A mérés globularis fehérjék esetében 100 aminosav
méretii rendszerekig alkalmazhato sikerrel, ennél nagyobb molekulaknal a homonuklearis
lecsatolds mar nem jar intenzitds novekedéssel. Ilyen kitétel a rendezetlen fehérjékre nem
vonatkozik (Bodor 2020).

A felsorolt tulajdonsagok alapjan a SHACA-HSQC a 'H* detektalt mérések referencia
spektrumava valhat, beépithetd a 3D tipust mérésekbe, igy az IDP rendszerek
tanulmanyozasaban jabb fogddzot jelenthet. Sajat kutatasainkban a mérést tobb fehérjén is
sikerrel teszteltem, példaul a 104 aminosav hosszusdga EZH2 (Szab6 2022b) rendezetlen
fehérjén, illetve szerencsésen beépithetd volt egy prolin szelektiv 3D pulzus szekvencidba
(Sebak 2022). A 2D mérés szamos tovabbi alkalmazasa lehetséges: biokémiai, farmakologiai
célokra, poszttranszlacios moédosulatok valtozasanak kovetésére, metabolikus Utvonalak

kovetésére. Mi jo eredményekkel hasznaltuk a foszforilacié okozta valtozdsok monitorizalasara
(Sebak 2022).

2.2. A rendezetlen fehérjékben a prolin aminosav egyarant el6fordulhat cisz- és transz- izomer
formajaban. Jellegzetesen - de nem kizardlagosan - a spektrumban detektalhaté minor forma
cisz allapotu. A két izomer biologiai funkcidban betoltott szerepe kiilonbozo lehet, ezért még
hangsulyosabban tevddik fel a kérdés, hogy a megjelend forma melyik izomerhez tartozik. Az
NMR mérés egyértelmii valaszt tud adni, amennyiben sikeriil a prolin oldallancanak Cf és Cy
kémiai eltolodasait meghatarozni, ugyanis ezek kiilonbsége arulkodik az izomer tipusardl. E
célbol két prolin szelektiv, H* -detektalt, 3D-mérést vezettem be. A 3D Pro-(HCA)NCACBHA
soran detektalt korrelaciokbol: Ho — (Ca, CB) és Ho — (Cd, Cy), a teljes prolin szénvaz
meghatarozhato. Hatrdnya, hogy a koherencia utvonal hosszl, ami érzékenység csokkenést
jelent €és a szamunkra érdekes kémiai eltoldéddsok nem direkt korrelaltak. Ezen kedvezdtlen
tulajdonsagokat kiiszoboli ki a 3D-Pro(H)CBCGCAHA pulzus szekvencia, ami kis szamt, a
maximalisan optimalt transzfer 1€épéseknek koszonhetéen nagy érzékenységii, és a SHACA-
HSQC megoldés kapcsan 3D méréstdl szokatlan modon, igény szerint, elfogadhatd mérési ido
alatt nagy felbontassal is futtathato. A méréseket sikerrel teszteltem a pS3TADY® esetében,
megallapitva, hogy a 10 {6, major prolin jel transz allapotu, illetve elészor sikertilt 13 minor
prolin jelet is jellemezni, melyek nagyrésze cisz izomer. Utanajartam, hogy a CK2 enzim
hatasara a Ser46 foszforilacidja a Pro47 cisz-transz egyensuly eltolodasat vonja maga utan, a
minor cisz prolin jele detektalasi hatar ald csokken. Ez a megallapitas a pS3TADY partnereivel
valo kolcsonhatas leirdsaban igen fontos lehet.

A bevezetett mérések altalanosan, barmely prolin kornyezet meghatarozéasara alkalmazhatdk, a
kidolgozott médszer pedig a relevans prolin cisz-transz egyensulyok vizsgalatat teszi lehet6veé,
ami mas modszerekkel sokkal id6- €s pénzigényesebb. Jelenleg is folyo kutatasainkban az
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EZH2 és a pS3TADY® prolin gazdag szakasszal hosszabbitott rendezetlen fehérjék
jellemzésében hasznaljuk sikerrel izomerek meghatarozasara.

2.3. A prolin cisz izomer valtoz6, 3-15% aranyban jelenik meg, ennek egyik oka a
szomszédsagaban jelen levé aminosavak természete. Ebbdol a feltevésbdl kiindulva
Osszegyljtottem az irodalomban megtalalhaté azon IDPket, ahol a cisz izomerek kisérletileg
meghatarozott mennyiségét megadtak. A rendelkezésre allo 11 rendezetlen fehérje 101 prolin
i+3 kornyezetében talalhatd 595 aminosav statisztikus elemzését végeztem el, ugy, hogy az
aminosavakat az oldallancok tipusa szerint 7 csoportba soroltam. Az elemzés soran tobb
szabalyszerliség is megfogalmazhat6, igy: (i) kis, <5%, cisz-Pro tartalom esetében az Arg és
Lys aminosavak szignifikansan tobbszor fordulnak eld, elsésorban az i-3, i-1, i+1 és i+2
poziciokban. Nem meglepd, hiszen ezen oldallancoknak a prolin karbonil csoportjaval torténd
kolcsonhatasa inkabb a transz-Pro izomer kialakulasanak kedvez. (ii) >5% cisz-prolint
tartalmazé szekvencidkban a Pro aminosav szignifikansan gyakrabban fordul eld, elsésorban
az i-3, i+2 ¢és i+3 pozicidkban. Ez a poliprolin II szerkezeti elemekben megtalalhatd Pro-X-X-
Pro és Pro-X-Pro motivumok jelenlétével magyarazhatd, mivel a 3 poziciokban 1évé prolinok
stabilizaljak a PPII strukturakat. Az i+1 pozicidban talalhatd Pro szintén kedvezd, ez azt is
jelenti, hogy a cisz-Pro-transz-Pro motivumok a transz-Pro-cisz-Pro elrendez6désnél
gyakoribbak. Tovabba szignifikansan nagyobb az elektronban gazdag oldallancok gyakorisaga.
Igy az i-2 pozicioban a negativ, i-1-ben a polaris és az aromas, i+2-ben szintén az aromas
oldallancok a kedvezményezettek. Szignifikansan kevesebb talalhatd viszont a pozitiv toltési
aminosavakbol, elsésorban az i-1, i+1 és i+3 poziciokban. A szabalyszeriiségek jorésze a
P53TADY® esetében érvényes, tovabba jelenleg is folyd kutatdsokban pontmuticiok
bevezetésével ezek helytallosagat a gyakorlatban is ellendrizziik. Kis peptidek esetében a
megfigyelések érvényesnek bizonyultak (Sebak 2021).

A feléllitott adathalmaz folyamatos bdviiléséhez az ismertetett mérési modszerek is
hozzajarulnak, és remélhetdleg ez a novekedd adatbazis eljut majd oda, hogy adott rendezetlen
fehérje cisz/transz-Pro eloszlasat megjosolja.

3. Adott fehérje jellemzése, kélcsonhatdsok, kinetikai vizsgdlatok

3.1. Elvégeztem a p53TADY® doménjének szerkezeti és dinamikai vizsgalatat,
megallapitottam, hogy a TAD1 régidban talalhat6 F19-K24 szakasz tranziens helikalis jellegii,
a TAD2 szakasz M40-44 és S46-W53 részein lehet nagyon enyhe helicitast észlelni. A
relaxacios adatok redukalt spektralis stirliség analizis szerinti elemzése Osszhangban van
ezekkel a megéllapitasokkal, és igazolja a transzaktivacios domén rendezetlen jellegét. S100A4
fehérjével 1:1 aranyu, stabil komplex képzdédik. A kémiai eltolodas vizsgalatokat itt is
alatamasztjak a dinamikai eredmények, mind azt mutatjak, hogy a hosszl, mobilis N-terminalis
(M1-Q16) és a rovid, mobilis C-terminalis (E56-P60) szakaszok a kolcsonhatasban nem
vesznek részt. Harom helikalis szakasz alakul ki: a TADI1-ben a T18-N29, a TAD1-TAD2
Osszekotésében a P36-P47 ¢s a TAD2-ben talalhato 150-T55, ezeket dinamikus régiok kotik
ossze. A komplexben a p53TADY® szerkezete hibrid NMR-MD modszerekkel adhaté meg, a
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TADI1 és TAD2 régiokban hélixek alakulnak ki; a fehérje tobbi része talnyomorészt
rendezetlen, mobilis marad, azaz ugynevezett ,,bolyhos” (fuzzy) komplexet képez. Az NMR-
MD modszerek 6tvozete sikeres megoldasnak bizonyul nehezen tanulmanyozhat6, elsésorban
rendezelten fehérje komplexek szerkezeti modelljének és viselkedésének leirasara. Olyan
esetekben tanacsos ehhez a hibrid megoldashoz nyulni, amikor a kristalyositds nem jarhato 1t,
illetve az NMR paraméterek is elég szerények egy érdemleges szerkezetszamolas elvégzéséhez
(Dudas 2020a).

Tovabbi kitekintésként elmondhato, hogy az atomi szintii jellemzés és a most mar
clérhetd szerkezeti modell lehetdvé teszi a fehérje-fehérje kolcsonhatas (PPI) inhibitor
molekulédk tervezését, ¢s S100A4 kotddeés alapt bioszenzorok fejlesztését.

3.2. Tanulmanyoztam a metasztazis marker Ca?*-k&td homodimer S100A4 fehérje és az MPT
miozin 1A fragmens koélcsonhatasat mindkét kotopartner oldalardl. Igazoltam, hogy a 45
aminosav hosszi MPT szakasz szobahOmérsékleten rendezetlen, nem alakul ki a coiled-coil
szerkezet. Tovabba, a kisebb homérsékleten detektalhatod preformalt hélix jelenléte azt is jelenti,
hogy az eredeti hosszisagun NMIIA kotédése soran a coiled-coil szerkezet nem tekeredik le
teljes mértékben. Az S100A4 oldalardl végzett vizsgéalatok azt mutatjdk, hogy a fehérje
homodimer jellege a kolcsonhatas soran megsziinik, az A és B monomer lancok mar nem
ekvivalensek. Kémiai eltolodas és dinamikai vizsgélatok alapjan a kotérégion kiviil a dimer
Osszetartozasaért felelés H1 hélix is valtozast mutat. Ennek magyarazata, hogy kotOpartner
hidnyéban a molekula egy ,,I¢élegz6” mozgast végez, amit a kolcsonhatas elfojt, a szerkezet
stabilabba valik. Ez a tulajdonsag az S100 csalad tobb tagjanal is kimutathat6. Az eredmények
tiikrében megkiséreltem a megndvekedett Ca®" affinitast is megmagyarazni. A komplex
legnagyobb valdszinliséggel a target kot és funkcionalis feltekeredés modell szerint alakul ki.
Ez egy konformacids szelekcio tipusti mechanizmus a zart (apo-) és nyilt (Ca®* kotott) allapotok
kozott, ahol a kotdpartner az egyensulyt nagymértékben a nyilt forma fele tolja el, dinamikai
véltozasokat eredményezve. Ezt timasztja ald az MPT kotddés hatdsara torténd fehérjegerine
merevedése, amire a csokkent konformacidos entropia is utal, illetve a HI hélix lasst
mozgasanak kolcsonhatas kovetkeztében torténd megsziinése.

Az eredmények az oldatfazisu NMR vizsgalatok fontossdgara is ravilagitanak. Mas modszerrel
a dinamikai folyamatok atomi szintli elemzése nem lehetséges, €s az informacid kiilondsen
értekes, hiszen ilyen ismeretek birtokaban lehet olyan inhibitorokat tervezni, fejleszteni, melyek
a fehérje — partner kdlcsonhatas dinamikéjanak a valtozasat is utanozni képesek, €s nem csupan
a szerkezeti aspektusokra figyelnek (Palfy 2016).

3.3. Kiilonb6z6 hosszusaga NMIIA és NMIIB izoforma szakaszok szerkezeti és foszforilacid
okozta valtozasait tanulmanyoztam. Megallapitottam, hogy az NMII filamentumok
szétesésének és Osszeallasanak szabalyozasa az NMIIA esetében az S100 fehérjékkel — ezek
koziil is elsésorban az S100A4-gyel — torténd kolcsonhatas, mig az NMIIB izoformanal a
foszforilacid kovetkeztében torténik meg. Igy egyfelél sikeriilt kisérleti bizonyitékokkal
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alatamasztani azt a feltételezést, hogy a filamentum szétesés izoforma specifikus regulaciod

szerint torténik; illetve megcafoltuk a nagy szerkezeti valtozast javasld elméleteket.

3.4. A homodimer dinein konnyt lanc (DLC) és miozin Va szakasz kolcsonhatasanak vizsgalata
soran kimutattam, hogy a szabad allapotban rendezetlen miozin peptid kotddéskor B-redd
szerkezetet vesz fel, ebben az esetben is alatamasztva a rendezetlen — rendezett atalakulast. A
kanonikus pozicioban Gln helyett Met aminosavat tartalmazo miozin mas kotépartnerekhez
hasonléan kétédik a DLC-hez. Specialis *H,®®N-HSQC és H,*C-CT-HSQC detektalt STD
mérésekkel kimutattam, hogy a kotdarkon talnyuld szakaszok hidrofob kolcsonhatasokban
vesznek részt. Ez a viselkedés a molekularis ,,ragaszté” elméletet tamasztja ald és a cc
szakaszok dimerizacidjanak stabilizalasara mutat ra. A DLC két kotéarkanak ,,kargo/koto”
funkcidja nem igazolhat6 ebben az esetben sem, viszont azt sikeriilt kimutatnom, hogy 50%-0s
telitettségnél a két kotdarok aszimmetrikussd valik, &m a masodik peptid bekotddése a
szimmetriat helyreallitja (Bodor 2016, Hodi 2004).

3.5. Elsoként sikeriilt igazolnom, hogy az agy-specifikus tubulin polimerizaciot segitd
TPPP/p25 fehérje hosszll rendezetlen terminalis szakaszokkal rendelkezik, a szerkezettel bird
régi6 az NMR spektrumban molten globulaként jelenik meg, ezen aminosavak jelazonositasa
nem lehetséges. A fehérje AlphaFold altal megadott szerkezeténél az altalam leirt
rendezetlenségi informaciokra tamaszkodtak. A fehérje funkcidinak feltérképezéséhez
vizsgaltam GTP k&td funkciojat, és lehetséges GTP4z aktivitasat. Mg?* jelenlétében a GTP
hidrolizis 3!P spektrumokkal valo kovetése a Kkeat érték kiszamitisat eredményezte.
Megallapithatd, hogy a TPPP/p25 a kis G fehérjékéhez (Racl, H-Ras, RaplA, Ran) hasonlé
GTP4z aktivitast mutat. Tovabba igazoltam, hogy ezt az aktivitast a Zn?* kationok enyhén
gatoljak (Zotter 2011a, Zotter 2011b).

3.6. A dUTP Mason-Pfizer majom retrovirus (MPMV) dUTP4z jelenlétében torténd hidrolizis
mechanizmusat és a Mg?* kofaktor jelentdségét vizsgaltam. 3P NMR mérések kiértékelésével
igazoltam, hogy a Mg?* jelenlétében torténd hidrolizis soran a nukleofil timadas az o foszfor
atomon torténik, és a folyamatra jellemz6 Keat pszeudo-elsérendii allandéo mas dUTPaz altal
katalizalt folyamatokhoz hasonld értéket ad. Az asszociativ mechanizmust Kinetikus
krisztallografiai felvételek igazoltdk. A fémion hidnyéaban a hidrolizis lassabban megy végbe és
az elemzés azt mutatja, hogy ebben az esetben a nukleofil timadas a 3 foszfor atomon torténik.
Az eredmények a fémion kofaktor enzimatikus foszfat észter hidrolizisben betoltott szokatlan
szerepére vilagitanak réd, amivel ezek szerint érdemes szamolni.

Az emlitett hidrolizis vizsgélatok egyértelmiien tiikrozik a pH, a kozeg, és a fémion -
koordinacio szerepét. Ezekre egyszerti 3P mérésekkel lehet rimutatni, a mérések érzékenysége
a kinetikai folyamatok leirdsan talmenden megengedi a nagy jelek mellett jelen levd
szennyezOk kimutatasat, azonositasat (Barabas 2013, Gyimesi 2008).
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4. Membranmimetikumok jellemzése, peptid-bicella rendszerek

4.1. PC bicella, illetve DHPC micella és két fesziiltség fliggd K™ csatorna transzmembran
esetében a relaxacios paraméterek értékelése a szabad bicella, és a peptid-bicella rendszerekben
egyarant azt mutatja, hogy az acil lanc mentén a terminalis vég fele haladva né a mozgékonysag
(cs6kkend rendparaméterek), €s gyorsul a lokalis mozgas (csokkend tiocal €rtékek). Annak
ellenére, hogy minimalisak az eltérések, mindkét fehérje jelenléte hatassal van a DMPC lipid
dinamikajara. A lipid fejcsoporthoz legkdzelebb allo 2, de leginkabb 3 kornyezetek nagyobb
rendparaméterekkel, és szignifikansan nagyobb korrelacios idokkel rendelkeznek, ami arra utal,
hogy a peptid jelenléte csokkenti a ldnc mobilitdsat. A terminalis végen talalhat6 12 és 13
kornyezetekre ugyanez jellemz6. Mindkét peptid nagy valdszinliséggel a kettds rétegbe épiilt
be, és az acil lanc fejcsoporthoz legkdzelebbi részeinek mobilitasat csokkenti. A mérések
egyszeriiek, a kiértékeléseknél ugyan tobb megkozelitéssel kell élni, de az eljarast barmely

membran mimetikum rendszer vizsgalatara lehet hasznalni (Biverstahl, 2009).

4.2. 3P NMR spektroszkopiai méréseken alapuld egyszerii és rutinszeriien alkalmazhat6
eljarast probaltam kidolgozni annak eldontésére, hogy a peptid feliletaktiv, vagy
méréseit végeztem el. A Ti1 mérések alapjan megéllapitottam, hogy a feliiletaktiv peptid
nagyobb hatassal van a lipid dinamikajara, mint a transzmembran peptid. Feltételezve, hogy a
kbzeg izotrop és a mozgas egyetlen 7. korrelacios iddvel irhato le, az Arrhenius tipusu
homérsékletfiggésébol a foszfat csoportnak a glicerol gerincéhez képest torténd reorientacios
aktivalasi energidjat hataroztam meg. A reorientacios aktivalasi energia értékek a DHPC
molekulara nagyobbak, mint a DMPC-re, ami a bicella felépitésében betdltott kiillonbozo
szerepliknek lehet kdszonhetd. A transzmembran peptid hatasara aktivalasi energia keveset
valtozik és csokkend tendenciat mutat, a feliiletaktiv peptid hatasara a valtozas jelentdsebb ¢€s
novekszik. Korabbi vizsgélatok mas, hosszabb szénlanccal rendelkezd bicellakra hasonlo
reorientacids energia értéket kozolnek. Ami a T2 relaxacios idére gyakorolt hatast illeti, azt
mutattam ki, hogy a transzmembran peptid esetén sokkal nagyobb az effektus. Ugyan
kvantitativ kovetkeztetés nem vonhato le, de az NMR és DLS eredmények is egyértelmiien
méretndvekedést, esetleges morfologiai valtozadsokat mutatnak a transzmembran peptid
beépiilésének hatasara. A 3P relaxacios értékek meghatarozasa lehet tehat egy modszer a
fehérje-membran kolcsonhatas topologikus vizsgalatara. Ugyanakkor sziikség van ujabb és
ujabb rendszerekre, hogy a modellpeptidekre megfogalmazott allitasokat igazolni lehessen
(Bodor 2015).

4.3. Utanajartam korabbi sajat és irodalmi megallapitasoknak, mely szerint bicella-peptid
kolcsonhatds kovetkezménye a bicella méret- €s/vagy alakvaltozasa. Ismételten modell
peptideket hasznalva, ugyanazon mintan, azonos kisérleti koriilmények kozott felvett NMR
spektrumok ¢és SAXS szorasgorbék értékelését végeztik el. Megallapitottam, hogy a
transzlaciés diffizios 'H NMR mérések kivaloan jelentenek a bicella oldatok pontos
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Osszetételérol, sot, a lehetséges aggregacids szamokrol. A transzmembran peptid hozzaadasa a
PC ¢és a PC/PG bicella méretndvekedésével jar egyiitt, ezzel szemben a feliiletaktiv molekula
jelenléte nem okoz szignifikans novekedést. A SAXS szoérasgorbe illesztésére a mag — héj
modell sikerességét igazoltuk. A modell illesztése soran a bicella alakjara tudunk kdvetkeztetni,
¢s a tengelyek értékébdl kisérleti iton meghatarozott Perrin faktorokat tudtunk meghatarozni.
A transzmembran peptid jelenléte az oblat alakt PC bicelldk hosszabb tengelyének novekedését
okozzék, ami Osszhangban van a peptid kettdsrétegbe torténd beékelddésével. Feliiletaktiv
peptideknél — elvarhatdé modon — ez a hatds nem detektalhat6. A két technika (NMR és SAXS)
Otvozése valoban alkalmas bicella rendszerek méret- és alak-meghatarozasanak leirasara, és az
elért biztatd eredmények valos rendszereken valo tesztelését kovetden a membranmimetikum-
fehérje kolcsonhatdsok biofizikai leirdsa pontosabban torténhet, ¢és a funkcionalis
vizsgalatokhoz jobb modellrendszerek tervezheték (Dudas 2020D).

5. Kornyezeti és ipari szempontbol fontos kémiai reakciok vizsgalata

5.1. A fosszilis lizemanyagokhoz valo hozzaférés korlatozasa, ezek egyre emelkedd ara azt
eredményezi, hogy mas, igéretes lehetdségek utan kell nézni. Kutatasainkban a biomassza
atalakitasanak lehetOségét vizsgaltuk. Szachar6z modellrendszert alkalmazva homogén és
heterogén katalitikus reakciok megfeleld kombinacidjaval sikeriilt egyre kevesebb oxigént
tartalmaz6 Cs-oxigenatokat (levulinsav, GVL, 1,4-butandiol, 2-metil-THF) és alkének
keverékét elballitani. A komponenseket egyszerii, klasszikus NMR technikakkal, de nem-
szokvanyos koriilmények mellett, nagynyomasti mérésekkel mutattam ki. A kisérletek
igazoltak, hogy a biomassza atalakitasa lehetséges, gazdasagi szempontbol pedig elsésorban a
GVL biomasszabol torténo eldallitasa jelenthet mérfoldkovet (Mehdi 2008).

5.2. A szerves oldoszerek lecserélésének lehetségét jelenthetik a baratsagosabb, ,,z6ldebb”
oldészerek, és az ionos folyadékok jo jelolteknek szamitanak. Kutatasaim soran 1-etil-3-metil-
imidazolium-trifluorometanszulfonat [Comim][TfO] kozegben vizsgaltam a benzil alkohol
cérium (IV) s6 altal medialt oxidacidjanak lejatszodasat. Ebben az esetben is rutin NMR
mérésekkel, viszont szelektiven jeldlt benzil alkohol hasznélatdval igazoltam, hogy az
atalakulés a szaraz ionos folyadékban kvantitativan lejatszodik, és sikeriilt azt is igazolni, hogy
a reakcid soran képz6dé NO:2 gdz mennyisége nagymértékben befolyasolhaté a CAN/ionos
folyadék arany beallitasaval (Mehdi 2007).

5.3. Sikeresen megadtam az izocianatok foszfin katalizalt -ciklooligomerizacidjanak
molekularis szintli jellemzését, -70°C-on torténd mérésekkel igazoltam a képzddd
intermedierek szerkezetét. Az altalam bemutatott homérsékletfliggd NMR mérések és a
szelektiv 1zotopjelolés egyiittes alkalmazasa az a mddszer, ami egy organokatalitikus ipari
folyamat reakciomechanizmusanak leirdsat és a kialakult intermedier azonositasat
eredményezi. Téagabb értelemben ilyen informdciok birtokdban lehet 1 katalizatorok
tervezésébe fogni, ami a reakcid finomhangolésat és egy adott termék irdnyéba torténd eltoldst
eredményezheti (Pusztai 2005).
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A felsorolt teriileteken végzett kutatasok kétségkiviil eréfeszitést igényelnek, hiszen
tobb szempontbol is igazolni kell azt, hogy példaul egy ionos folyadék megfeleld kozeg-e adott
reakcio futtatdsanal. Arra azonban nincs ralatasom, hogy egy iparilag jol bevalt, nagy profitot
termeld folyamat esetében az olddszercsere a gyakorlatban valéban meg is torténik-e, és ha
igen, hogyan. Masfeldl, a szerves kémiai folyamat tokéletesitése érdekében az alkalmazott
katalizatorok cseréje vagy egy adott tipus tovabbiakban torténd alkalmazasa — fdleg a
reakciomechanizmus tudataban — hamarabb megvalosulhat.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az itt felsorolt modszerek, kiértékelések és
megkozelitések nagyszeriien tiikrozik azt, hogy az NMR spektroszkopia milyen szertedgazoan
tud biomolekuldk ¢s kismolekuldk vizsgalata sordan a legkiilonbozobb felvetésekre is valaszt
adni. Ez a kutatdbmunka sokszinti, szamos kihivas elé allitott és allit, mikdzben lehetéségem
nyilt tobb tudomanyteriilettel is megismerkedni. Ez a sokféleség segitett abban, hogy ne csak a
konkrét rendszerekre koncentraljak, hanem probaljak meg altalanos  érvényll
megfogalmazasokat is tenni, és az alkalmazdsok korét tagitsam. A feltett kérdésekre adott
valaszok kozelebb visznek a rendszerek, mint egész mikodésének ¢és viselkedésének
megértéséhez. A tobb teriileten elért eredmények Osszegzése valhat hasznosithatd tudassa,

legyen sz6 akér gyogyszertervezésrol, akar a kornyezeti szennyezés csokkentésrol.

111



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

8. Irodalomjegyzék

8.1. Az értekezés alapjat képezoé kozlemények

1. Barabas O, Németh V, Bodor A, Perczel A, Rosta E, Kele Z, Zagyva |, Szabadka Z,
Grolmusz VI, Wilmanns M, Vértessy BG. (2013) Catalytic mechanism of a-phosphate
attack in dUTPase is revealed by X-ray crystallographic snapshots of distinct
intermediates, 31P-NMR spectroscopy and reaction path modelling. Nucleic Acids Res,
41: 10542-10555.

2. Bodor A, Haller JD, Bouguechtouli C, Theillet FX, Nyitray L, Luy B. (2020) Power of Pure
Shift HaCa Correlations: A Way to Characterize Biomolecules under Physiological
Conditions. Anal Chem, 92: 12423-12428.

3. Bodor A, Radnai L, Hetényi C, Rapali P, Lang A, Kovér KE, Perczel A, Wahlgren WY,
Katona G, Nyitray L. (2014) DYNLL2 dynein light chain binds to an extended linear
motif of myosin 5a tail that has structural plasticity. Biochemistry, 53: 7107-7122.

4. Bodor A, Kovér KE, Miler L. (2015) Membrane interactions in small fast-tumbling bicelles
as studied by 31P NMR. Biochim Biophys Acta, 1848: 760-766.

5. Biverstahl H, Lind J, Bodor A, Miler L. (2009) Biophysical studies of the membrane location
of the voltage-gated sensors in the HsapBK and KvAP K(+) channels. Biochim Biophys
Acta, 1788: 1976-1986.

6. Dudas EF, Palfy G, Menyhard DK, Sebak F, Ecsédi P, Nyitray L, Bodor A. (2020a) Tumor-
Suppressor p53TAD(1-60) Forms a Fuzzy Complex with Metastasis-Associated S100A4:
Structural Insights and Dynamics by an NMR/MD Approach. ChemBioChem, 21: 3087-
3095.

7. Dudas EF, Wacha A, Bota A, Bodor A. (2020b) Peptide-bicelle interaction: Following
variations in size and morphology by a combined NMR-SAXS approach. Biochim
Biophys Acta, 1862.

8. Dudas EF, Bodor A. (2019) Quantitative, Diffusion NMR Based Analytical Tool To
Distinguish Folded, Disordered, and Denatured Biomolecules. Anal Chem, 91: 4929
4933.

9. Ecsédi P, Billington N, Palfy G, Gogl G, Kiss B, Bulyaki E, Bodor A, Sellers JR, Nyitray L.
(2018) Multiple S100 protein isoforms and C-terminal phosphorylation contribute to the
paralog-selective regulation of nonmuscle myosin 2 filaments. J Biol Chem, 293: 14850-
14867.

10. Gyimesi M, Kintses B, Bodor A, Perczel A, Fischer S, Bagshaw CR, Malnasi-Csizmadia
A. (2008) The mechanism of the reverse recovery step, phosphate release, and actin
activation of Dictyostelium myosin I1. J Biol Chem, 283: 8153-8163.

11. Hodi Z, Németh AL, Radnai L, Hetényi C, Schlett K, Bodor A, Perczel A, Nyitray L. (2006)
Alternatively spliced exon B of myosin Va is essential for binding the tail-associated light
chain shared by dynein. Biochemistry, 45: 12582-12595.

12. Mehdi H, Bodor A, Lantos D, Horvath IT, De Vos DE, Binnemans K. (2007) Imidazolium
ionic liquids as solvents for cerium(lV)-mediated oxidation reactions. J Org Chem, 72:
517-524.

13. Mehdi H, Fabos V, Tuba R, Bodor A, Mika LT, Horvath IT. (2008) Integration of
Homogeneous and Heterogeneous Catalytic Processes for a Multi-step Conversion of
Biomass: From Sucrose to Levulinic Acid, y-Valerolactone, 1,4-Pentanediol, 2-Methyl-
tetrahydrofuran, and Alkanes. Top Catal, 48: 49-54.

112



Irodalomjegyzék dc _ 198 0_2 1

14. Palfy G, Kiss B, Nyitray L, Bodor A. (2016) Multilevel Changes in Protein Dynamics upon
Complex Formation of the Calcium-Loaded S100A4 with a Nonmuscle Myosin 11A Tail
Fragment. ChemBioChem, 17: 1829-1838.

15. Pusztai Z, Vlad G, Bodor A, Horvath IT, Laas HJ, Halpaap R, Richter FU. (2005) In situ
NMR spectroscopic observation of a catalytic intermediate in phosphine-catalyzed cyclo-
oligomerization of isocyanates. Angew Chem Int Ed Engl, 45: 107-110.

16. Sebak F, Ecsédi P, Bermel W, Luy B, Nyitray L, Bodor A. (2022) Selective (1) H(o) NMR
Methods Reveal Functionally Relevant Proline cis/trans Isomers in Intrinsically
Disordered Proteins: Characterization of Minor Forms, Effects of Phosphorylation, and
Occurrence in Proteome. Angew Chem Int Ed Engl, 61: €202108361.

17. Zotter A*, Bodor A*, Olah J, Hlavanda E, Orosz F, Perczel A, Ovadi J. (2011a) Disordered
TPPP/p25 binds GTP and displays Mg2+-dependent GTPase activity. FEBS Lett, 585:
803-808.

18. Zotter A, Olah J, Hlavanda E, Bodor A, Perczel A, Szigeti K, Fidy J, Ovadi J. (2011b)
Zn*+-induced rearrangement of the disordered TPPP/p25 affects its microtubule assembly
and GTPase activity. Biochemistry, 50: 9568-9578.

8.2. Kapcsolddo kozlemények

Az értekezéshez kozvetleniil nem tartozo, de a vizsgalat targyat és/vagy modszereit tekintve
kapcsolodo publikaciok listaja:

Alexa A, Gogl G, Glatz G, Garai A, Zeke A, Varga J, Dudas E, Jeszen6i N, Bodor A, Hetényi
C, Reményi A. (2015) Structural assembly of the signaling competent ERK2-RSK1
heterodimeric protein kinase complex. Proc Natl Acad Sci U S A, 112: 2711-2716.

Batta G, Bodor A, Kovér K, Martinek T, Perczel A, Téke O. NMR- és ESR-spektroszkopia.
In:Buday L, Nyitray L , Perczel A (szerk.), Ezerarcu fehérjék. Semmelweis Kiado és
Multimédia Studio, Budapest, 2018: 203-256.

Balint A-M, Bodor A, Gémoéry A, Vékey K, Szabo D, Rabai J. (2005) Mitsunobu synthesis of
symmetrical alkyl and polyfluoroalkyl secondary amines. J Fluor Chem, 126: 1524-1530.

Biri-Kovacs B, Kiss B, Vadaszi H, Gogl G, Palfy G, Torok G, Homolya L, Bodor A, Nyitray
L. (2017) Ezrin interacts with S100A4 via both its N- and C-terminal domains. PL0S
One, 12: e0177489.

Bodor A. (2021) Intrinsic structural disorder of proteins: From prediction to experimental
identification. In: Amino Acids, Peptides and Proteins (Ryadnov MG, Hudecz F szerk.)
Vol. 43 pp. 64-114, Royal Society of Chemistry

Csapo A, Bodor A, Rébai J. (2012) Hiyama coupling reaction of fluorous alkenyl-fluorosilanes:
Scope and mechanistic considerations. J Fluor Chem, 137: 85-92.

Csihony S, Bodor A, Rohonczy J, Horvath IT. (2002) In situ IR and NMR spectroscopic
investigation of the formation and structure of protonated diacetylketene
tetrachloroaluminate. J Chem Soc Perkin Trans. 1, 24: 2861-2865

Duelli A, Kiss B, Lundholm I, Bodor A, Petoukhov MV, Svergun DI, Nyitray L, Katona G.
(2014) The C-terminal random coil region tunes the Ca2*-binding affinity of S100A4
through conformational activation. PLoS One, 9: e97654.

Fabos V, Lantos D, Bodor A, Balint AM, Mika LT, Sielcken OE, Cuiper A, Horvath IT. (2008)
Epsilon-caprolactamium hydrogen sulfate: an ionic liquid used for decades in the large-
scale production of epsilon-caprolactam. ChemSusChem, 1: 189-192.

113



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

Gogl G, Biri-Kovacs B, Poti AL, Vadaszi H, Szeder B, Bodor A, Schlosser G, Acs A, Turiak
L, Buday L, Alexa A, Nyitray L, Remenyi A. (2018) Dynamic control of RSK complexes
by phosphoswitch-based regulation. FEBS J, 285: 46-71.

Gogl G, Alexa A, Kiss B, Katona G, Kovacs M, Bodor A, Reményi A, Nyitray L. (2016)
Structural Basis of Ribosomal S6 Kinase 1 (RSK1) Inhibition by S100B Protein:
Modulation Of The Extracellular Signal-Regulated Kinase (Erk) Signaling Cascade In A
Calcium-Dependent Way. J Biol Chem, 291: 11-27.

Haller JD, Bodor A, Luy B. (2019) Real-time pure shift measurements for uniformly isotope-
labeled molecules using X-selective BIRD homonuclear decoupling. J Magn Reson, 302:
64-71.

Kali G, Szesztay M, Bodor A, Ivan B. (2007) A New Synthetic Method for the Preparation of
Star-Shaped Polyisobutylene with Hyperbranched Polystyrene Core. Macromol Chem
Phys, 208: 1388-1393.

Kali G, Szesztay M, Bodor A, Ivan B. (2013) Star and Hyperbranched Polyisobutylenes via
Terminally Reactive Polyisobutylene-Polystyrene Block Copolymers. Macromol Symp,
323: 37-41.

Kasza G, Szarka G, Bodor A, Kali G, Ivan B. In Situ Terminal Functionalization of Polystyrene
Obtained by Quasiliving ATRP and Subsequent Derivatizations. In: Reversible
Deactivation Radical Polymerization: Materials and Applications. American Chemical
Society, 2018: 281-295.

Képiro M, Varkuti BH, Bodor A, Hegyi G, Drahos L, Kovacs M, Malnasi-Csizmadia A. (2012)
Azidoblebbistatin, a photoreactive myosin inhibitor. Proc Natl Acad Sci U S A, 109: 9402-
9407.

Kiss K, Holczbauer T, Czugler M, Sohar P, Bodor A, Csampai A. (2012) Synthesis, IR-, NMR-
, DFT- and X-ray analysis of novel C2-chiral diferrocenyl-salen complexes. J Organomet
Chem, 706-707: 46-51.

Lantos D, Contel Ma, Sanz S, Bodor A, Horvath IT. (2007) Homogeneous gold-catalyzed
hydrosilylation of aldehydes. J Organomet Chem, 692: 1799-1805.

Nemes A, Tolgyesi L, Bodor A, Rabai J, Szabé D. (2010) Greener fluorous chemistry:
Convenient preparation of new types of ‘CF3-rich’ secondary alkyl mesylates and their
use for the synthesis of azides, amines, imidazoles and imidazolium salts. J Fluor Chem,
131: 1368-1376.

Sebak F, Horvath LB, Kovacs D, Szolomajer J, T6th GK, Babiczky A, Bésze S, Bodor A.
(2021) Novel Lysine-Rich Delivery Peptides of Plant Origin ERD and Human S100: The
Effect of Carboxyfluorescein Conjugation, Influence of Aromatic and Proline Residues,
Cellular Internalization, and Penetration Ability. ACS Omega, 6: 34470-34484.

Szabd CL, Szabd B, Sebak F, Bermel W, Tantos A, Bodor A. (2022) The Disordered EZH2
Loop: Atomic Level Characterization by 1HN- and 1Ha-Detected NMR Approaches,
Interaction with the Long Noncoding HOTAIR RNA. Int J Mol Sci, 23: 6150.

Szab6 CL, Sebak F, Bodor A. (2022) Monitoring Protein Global and Local Parameters in
Unfolding and Binding Studies: The Extended Applicability of the Diffusion
Coefficient—Molecular Size Empirical Relations. Anal Chem 94: 7885-7891

Szabd D, Mohl J, Balint A-M, Bodor A, Rabai J. (2006) Novel generation ponytails in fluorous
chemistry: Syntheses of primary, secondary, and tertiary (nonafluoro-tert-butyloxy)ethyl
amines. J Fluor Chem, 127: 1496-1504.

Szollosi E, Bokor M, Bodor A, Perczel A, Klement E, Medzihradszky KF, Tompa K, Tompa
P. (2008) Intrinsic structural disorder of DF31, a Drosophila protein of chromatin
decondensation and remodeling activities. J Proteome Res, 7: 2291-2299.

114



Irodalomjegyzék dc _ 198 0_2 1

Tuba R, Mika LT, Bodor A, Pusztai Z, Téth I, Horvath IT. (2003) Mechanism of the Pyridine-
Modified  Cobalt-Catalyzed = Hydromethoxycarbonylation  of  1,3-Butadiene.
Organometallics, 22: 1582-1584.

8.3. Egyéb kozlemények

Aguilar JA, Nilsson M, Morris GA. (2011) Simple proton spectra from complex spin systems:
pure shift NMR spectroscopy using BIRD. Angew Chem Int Ed Engl, 50: 9716-9717.

Ahuja P, Cantrelle FX, Huvent I, Hanoulle X, Lopez J, Smet C, Wieruszeski JM, Landrieu I,
Lippens G. (2016) Proline Conformation in a Functional Tau Fragment. J Mol Biol, 428:
79-91.

Aitio O, Hellman M, Skehan B, Kesti T, Leong JM, Saksela K, Permi P. (2012)
Enterohaemorrhagic Escherichia coli exploits a tryptophan switch to hijack host f-actin
assembly. Structure, 20: 1692-1703.

Alderson TR, Lee JH, Charlier C, Ying JF, Bax A. (2018) Propensity for cis-Proline Formation
in Unfolded Proteins. ChemBioChem, 19: 37-42.

Ambadipudi S, Zweckstetter M. (2016) Targeting intrinsically disordered proteins in rational
drug discovery. Expert Opin Drug Dis, 11: 65-77.

Andersson A, Miler L. (2005) Magnetic resonance investigations of lipid motion in isotropic
bicelles. Langmuir, 21: 7702-77009.

Badyal SK, Basran J, Bhanji N, Kim JH, Chavda AP, Jung HS, Craig R, Elliott PR, Irvine AF,
Barsukov IL, Kriajevska M, Bagshaw CR. (2011) Mechanism of the Ca?+-dependent
interaction between S100A4 and tail fragments of nonmuscle myosin heavy chain I1A. J
Mol Biol, 405: 1004-1026.

Barabas O, Pongracz V, Kovari J, Wilmanns M, Vértessy BG. (2004) Structural insights into the
catalytic mechanism of phosphate ester hydrolysis by dUTPase. J Biol Chem, 279: 42907-
42915.

Beach JR, Hammer JA, 3rd. (2015) Myosin Il isoform co-assembly and differential regulation in
mammalian systems. Exp Cell Res, 334: 2-9.

Benison G, Karplus PA, Barbar E. (2008) The interplay of ligand binding and quaternary structure
in the diverse interactions of dynein light chain LC8. J Mol Biol, 384: 954-966.

Berjanskii MV, Wishart DS. (2005) A simple method to predict protein flexibility using
secondary chemical shifts. J Am Chem Soc, 127: 14970-14971.

Bermel W, Bertini I, Chill J, Felli IC, Haba N, Kumar MVV, Pierattelli R. (2012) Exclusively
Heteronuclear C-13-Detected Amino-Acid-Selective NMR Experiments for the Study of
Intrinsically Disordered Proteins (IDPs). Chembiochem, 13: 2425-2432.

Bermel W, Felli IC, Kummerle R, Pierattelli R. (2008) C-13 Direct-Detection Biomolecular
NMR. Concepts Magn Resonance Part A, 32A: 183-200.

Bernado P, Blackledge M. (2009) A Self-Consistent Description of the Conformational Behavior
of Chemically Denatured Proteins from NMR and Small Angle Scattering. Biophys J, 97:
2839-2845.

Bertini I, McGreevy KS, Parigi G. NMR of Biomolecules. Wiley VCH2012

Blom N, Sicheritz-Ponten T, Gupta R, Gammeltoft S, Brunak S. (2004) Prediction of post-
translational glycosylation and phosphorylation of proteins from the amino acid sequence.
Proteomics, 4: 1633-1649.

Boehr DD, Nussinov R, Wright PE. (2009) The role of dynamic conformational ensembles in
biomolecular recognition. Nat Chem Biol, 5: 789-796.

Bohnet M. (2002) Ullmann's encyclopedia of industrial chemistry, 6" ed. Wiley, Weinheim,
Németorszag

115



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

Bourne HR, Sanders DA, McCormick F. (1991) The GTPase superfamily: conserved structure
and molecular mechanism. Nature, 349: 117-127.

Boye K, Maelandsmo GM. (2010) S100A4 and metastasis: a small actor playing many roles. Am
J Pathol, 176: 528-535.

Bresnick AR, Weber DJ, Zimmer DB. (2015) S100 proteins in cancer. Nat Rev Cancer, 15: 96-
109.

Brutscher B, Schanda P. Rapid Multidimensional NMR: Fast-Pulsing Techniques and their
Applications to Proteins. In: eMagRes. 2009.

Brutscher B, Solyom Z. Chapter 1 Polarization-enhanced Fast-pulsing Techniques. In: Fast NMR
Data Acquisition: Beyond the Fourier Transform. The Royal Society of Chemistry, 2017:
1-32.

Bulavin DV, Saito S, Hollander MC, Sakaguchi K, Anderson CW, Appella E, Fornace AJ. (1999)
Phosphorylation of human p53 by p38 kinase coordinates N-terminal phosphorylation and
apoptosis in response to UV radiation. EMBO J, 18: 6845-6854.

Busche MA, Hyman BT. (2020) Synergy between amyloid-f and tau in Alzheimer’s disease. Nat
Neurosci, 23: 1183-1193.

Caldwell TA, Baoukina S, Brock AT, Oliver RC, Root KT, Krueger JK, Glover KJ, Tieleman
DP, Columbus L. (2018) Low-q Bicelles Are Mixed Micelles. J Phys Chem Lett, 9: 4469-
4473.

Cantor CR, Schimmel PR. Biophysical Chemistry: Part II: Techniques for the Study of Biological
Structure and Function. W. H. Freeman1980

Capener CE, Kim HJ, Arinaminpathy Y, Sansom MS. (2002) lon channels: structural
bioinformatics and modelling. Hum Mol Genet, 11: 2425-2433.

Castanar L, Nolis P, Virgili A, Parella T. (2013) Full sensitivity and enhanced resolution in
homodecoupled band-selective NMR experiments. Chemistry, 19: 17283-17286.

Castafiar L, Parella T. (2015) Broadband 1H homodecoupled NMR experiments: recent
developments, methods and applications. Magn Reson Chem, 53: 399-426.

Chaves-Arquero B, Pantoja-Uceda D, Roque A, Ponte I, Suau P, Jiménez MA. (2018) A CON-
based NMR assignment strategy for pro-rich intrinsically disordered proteins with low
signal dispersion: the C-terminal domain of histone H1.0 as a case study. J Biomol NMR,
72:139-148.

Chhabra S, Fischer P, Takeuchi K, Dubey A, Ziarek JJ, Boeszoermenyi A, Mathieu D, Bermel
W, Davey NE, Wagner G, Arthanari H. (2018) N-15 detection harnesses the slow relaxation
property of nitrogen: Delivering enhanced resolution for intrinsically disordered proteins.
Proc Natl Acad Sci USA, 115: E1710-E1719.

Chou JJ, Baber JL, Bax A. (2004) Characterization of phospholipid mixed micelles by
translational diffusion. J Biomol NMR, 29: 299-308.

Cohen Y, Avram L, Frish L. (2005) Diffusion NMR Spectroscopy in Supramolecular and
Combinatorial Chemistry: An Old Parameter—New Insights. Angew Chem Int Ed, 44: 520-
554.

Corma A, Iborra S, Velty A. (2007) Chemical routes for the transformation of biomass into
chemicals. Chem Rev, 107: 2411-2502.

Csermely P, Palotai R, Nussinov R. (2010) Induced fit, conformational selection and independent
dynamic segments: an extended view of binding events. Trends Biochem Sci, 35: 539-546.

Danielsson J, Jarvet J, Damberg P, Graslund A. (2002) Translational diffusion measured by PFG-
NMR on full length and fragments of the Alzheimer A beta(1-40) peptide. Determination
of hydrodynamic radii of random coil peptides of varying length. Magn Res Chem, 40: S89-
S97.

116



Irodalomjegyzék dc _ 198 0_2 1

Day CL, Puthalakath H, Skea G, Strasser A, Barsukov I, Lian LY, Huang DC, Hinds MG. (2004)
Localization of dynein light chains 1 and 2 and their pro-apoptotic ligands. Biochem J, 377:
597-605.

de Planque MR, Killian JA. (2003) Protein-lipid interactions studied with designed
transmembrane peptides: role of hydrophobic matching and interfacial anchoring. Mol
Membr Biol, 20: 271-284.

Dempsey CE. (1990) The actions of melittin on membranes. Biochim Biophys Acta, 1031: 143-
161.

Ding D, Wang J, Xi J, Liu X, Lu G, Wang Y. (2014) High-yield production of levulinic acid from
cellulose and its upgrading to y-valerolactone. Green Chemistry, 16: 3846-3853.

Dixon AM, Larive CK. (1999) NMR spectroscopy with spectral editing for the analysis of
complex mixtures. Appl Spectrosc, 53: 426 A-440A.

Donato R. (2003) Intracellular and extracellular roles of S100 proteins. Microsc Res Tech, 60:
540-551.

Dosztanyi Z, Tompa P. Prediction of Protein Disorder. In:Kobe B, Guss M ,Huber T (szerk.),
Structural Proteomics: High-Throughput Methods. Humana Press, Totowa, NJ, 2008: 103-
115.

Dujardin M, Madan V, Gandhi NS, Cantrelle FX, Launay H, Huvent I, Bartenschlager R, Lippens
G, Hanoulle X. (2019) Cyclophilin A allows the allosteric regulation of a structural motif
in the disordered domain 2 of NS5A and thereby fine-tunes HCV RNA replication. J Biol
Chem, 294: 13171-13185.

Dukhanina EA, Kabanova OD, Lukyanova TI, Shatalov YV, Yashin DV, Romanova EA,
Gnuchev NV, Galkin AV, Georgiev GP, Sashchenko LP. (2009) Opposite roles of
metastasin (S100A4) in two potentially tumoricidal mechanisms involving human
lymphocyte protein Tag7 and Hsp70. Proc Natl Acad Sci U S A, 106: 13963-13967.

Dulyaninova NG, Bresnick AR. (2013) The heavy chain has its day: regulation of myosin-II
assembly. Bioarchitecture, 3: 77-85.

Dulyaninova NG, Malashkevich VN, Almo SC, Bresnick AR. (2005) Regulation of myosin-11A
assembly and Mts1 binding by heavy chain phosphorylation. Biochemistry, 44: 6867-6876.

Dutta K, Cox CJ, Basavappa R, Pascal SM. (2008) 15N relaxation studies of Apo-Mtsl: a
dynamic S100 protein. Biochemistry, 47: 7637-7647.

Dutta K, Cox CJ, Huang H, Basavappa R, Pascal SM. (2002) Calcium coordination studies of the
metastatic Mts1 protein. Biochemistry, 41: 4239-4245.

Ecsédi P, Kiss B, Gogl G, Radnai L, Buday L, Koprivanacz K, Liliom K, Leveles I, Vértessy B,
Jeszendi N, Hetényi C, Schlosser G, Katona G, Nyitray L. (2017) Regulation of the
Equilibrium between Closed and Open Conformations of Annexin A2 by N-Terminal
Phosphorylation and S100A4-Binding. Structure, 25: 1195-1207.e1195.

Eilers M, Shekar SC, Shieh T, Smith SO, Fleming PJ. (2000) Internal packing of helical
membrane proteins. Proc Natl Acad Sci U S A, 97: 5796-5801.

Ellena JF, Lepore LS, Cafiso DS. (1993) Estimating lipid lateral diffusion in phospholipid
vesicles from carbon-13 spin-spin relaxation. J Phys Chem, 97: 2952-2957.

Elliott PR, Irvine AF, Jung HS, Tozawa K, Pastok MW, Picone R, Badyal SK, Basran J, Rudland
PS, Barraclough R, Lian LY, Bagshaw CR, Kriajevska M, Barsukov IL. (2012) Asymmetric
mode of Ca?*-S100A4 interaction with nonmuscle myosin 1A generates nanomolar affinity
required for filament remodeling. Structure, 20: 654-666.

Erdés G, Pajkos M, Dosztanyi Z. (2021) IUPred3: prediction of protein disorder enhanced with
unambiguous experimental annotation and visualization of evolutionary conservation.
Nucleic Acids Res, 49: W297-w303.

117



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

Evans R, Dal Poggetto G, Nilsson M, Morris GA. (2018) Improving the Interpretation of Small
Molecule Diffusion Coefficients. Anal Chem, 90: 3987-3994.

Evans R, Deng ZX, Rogerson AK, McLachlan AS, Richards JJ, Nilsson M, Morris GA. (2013)
Quantitative Interpretation of Diffusion-Ordered NMR Spectra: Can We Rationalize Small
Molecule Diffusion Coefficients? Angew Chem Int Ed, 52: 3199-3202.

Evans R. (2020) The interpretation of small molecule diffusion coefficients: Quantitative use of
diffusion-ordered NMR spectroscopy. Prog Nucl Magn Reson Spectrosc, 117: 33-69.

Fan J, Zhang Q, Tochio H, Li M, Zhang M. (2001) Structural basis of diverse sequence-dependent
target recognition by the 8 kDa dynein light chain. J Mol Biol, 306: 97-108.

Fano G, Biocca S, Fulle S, Mariggio MA, Belia S, Calissano P. (1995) The S-100: a protein
family in search of a function. Prog Neurobiol, 46: 71-82.

Farrow NA, Zhang OW, Szabo A, Torchia DA, Kay LE. (1995) Spectral density-function
mapping using N-15 relaxition data exclusively. J Biomol NMR, 6: 153-162.

Felli I, Pierattelli R. (2015) Intrinsically Disordered Proteins Studied by NMR Spectroscopy.
Springer

Felli IC, Bermel W, Pierattelli R. (2021) Exclusively heteronuclear NMR experiments for the
investigation of intrinsically disordered proteins: focusing on proline residues. Magn Reson
Discuss, 2021: 1-20.

Feng H, Jenkins LMM, Durell SR, Hayashi R, Mazur SJ, Cherry S, Tropea JE, Miller M,
Wlodawer A, Appella E, Bai Y. (2009) Structural Basis for p300 Taz2-p53 TAD1 Binding
and Modulation by Phosphorylation. Structure, 17: 202-210.

Fernandez C, Wiithrich K. (2003) NMR solution structure determination of membrane proteins
reconstituted in detergent micelles. FEBS Letters, 555: 144-150.

Fernandez-Fernandez MR, Veprintsev DB, Fersht AR. (2005) Proteins of the S100 family
regulate the oligomerization of p53 tumor suppressor. Proc Natl Acad Sci U S A, 102: 4735-
4740.

Fiegen D, Haeusler LC, Blumenstein L, Herbrand U, Dvorsky R, Vetter IR, Ahmadian MR.
(2004) Alternative splicing of Racl generates Raclb, a self-activating GTPase. J Biol
Chem, 279: 4743-4749.

Flory PJ. Statistical mechanics of chain molecules. Interscience Publishers, New York, 1969

Follis AV, Llambi F, Merritt P, Chipuk JE, Green DR, Kriwacki RW. (2015) Pinl-Induced
Proline Isomerization in Cytosolic p53 Mediates BAX Activation and Apoptosis. Mol Cell,
59: 677-684.

Foroozandeh M, Adams RW, Meharry NJ, Jeannerat D, Nilsson M, Morris GA. (2014) Ultrahigh-
resolution NMR spectroscopy. Angew Chem Int Ed Engl, 53: 6990-6992.

Frauenfeld J, Loving R, Armache JP, Sonnen AF, Guettou F, Moberg P, Zhu L, Jegerschold C,
Flayhan A, Briggs JA, Garoff H, Low C, Cheng Y, Nordlund P. (2016) A saposin-
lipoprotein nanoparticle system for membrane proteins. Nat Methods, 13: 345-351.

Fuxreiter M. (2018) Fuzziness in Protein Interactions-A Historical Perspective. J Mol Biol, 430:
2278-2287.

Firtig B, Richter C, Wohnert J, Schwalbe H. (2003) NMR spectroscopy of RNA. ChemBioChem,
4: 936-962.

Gal M, Edmonds KA, Milbradt AG, Takeuchi K, Wagner G. (2011) Speeding up direct 15N
detection: HCaN 2D NMR experiment. J Biomol NMR, 51: 497-504.

Garbow JR, Weitekamp DP, Pines A. (1982) Bilinear rotation decoupling of homonuclear scalar
interactions. Chemical Physics Letters, 93: 504-509.

Gibbs EB, Kriwacki RW. (2018) Direct detection of carbon and nitrogen nuclei for high-
resolution analysis of intrinsically disordered proteins using NMR spectroscopy. Methods,
138: 39-46.

118



Irodalomjegyzék dc _ 198 0_2 1

Gierer A, Wirtz K. (1953) Molekulare Theorie der Mikroreibung - Molecular theory of
microfriction. Zeitschrift Fiir Naturforschung Section A, 8: 532-538.

Glover KJ, Whiles JA, Wu G, Yu N, Deems R, Struppe JO, Stark RE, Komives EA, Vold RR.
(2001) Structural evaluation of phospholipid bicelles for solution-state studies of
membrane-associated biomolecules. Biophys J, 81: 2163-2171.

Goddard TD, Kneller DG. (2000) SPARKY 3. University of California, San Francisco

Gotowicz D, Kasprzak P, Orekhov V, Kazimierczuk K. (2020) Fast time-resolved NMR with
non-uniform sampling. Prog Nucl Magn Reson Spectrosc, 116: 40-55.

Grigorian M, Andresen S, Tulchinsky E, Kriajevska M, Carlberg C, Kruse C, Cohn M,
Ambartsumian N, Christensen A, Selivanova G, Lukanidin E. (2001) Tumor suppressor
p53 protein is a new target for the metastasis-associated Mts1/S100A4 protein - Functional
consequences of their interaction. J Biol Chem, 276: 22699-22708.

Groves P, Palczewska M, Molero MD, Batta G, Canada FJ, Jimenez-Barbero J. (2004) Protein
molecular weight standards can compensate systematic errors in diffusion-ordered
spectroscopy. Anal Biochem, 331: 395-397.

Griinberg R, Nilges M, Leckner J. (2006) Flexibility and conformational entropy in protein-
protein binding. Structure, 14: 683-693.

Guo X, Laryea E, Wilhelm M, Luy B, Nirschl H, Guthausen G. (2017) Diffusion in Polymer
Solutions: Molecular Weight Distribution by PFG-NMR and Relation to SEC. Macromol
Chem Phys, 218: 1600440.

Gustafson CL, Parsley NC, Asimgil H, Lee HW, Ahlbach C, Michael AK, Xu H, Williams OL,
Davis TL, Liu AC, Partch CL. (2017) A Slow Conformational Switch in the BMAL1
Transactivation Domain Modulates Circadian Rhythms. Mol Cell, 66: 447-457.e447.

Halle B, Wennerstrom H. (1981) Interpretation of Magnetic-Resonance Data from Water Nuclei
in Heterogeneous Systems. J Chem Phys, 75: 1928-1943.

Hart PA, Marshall CJ. (1990) Amino acid 61 is a determinant of sensitivity of rap proteins to the
ras GTPase activating protein. Oncogene, 5: 1099-1101.

Hauser AS, Attwood MM, Rask-Andersen M, Schiéth HB, Gloriam DE. (2017) Trends in GPCR
drug discovery: new agents, targets and indications. Nat Rev Drug Discov, 16: 829-842.

Hilger D. (2021) The role of structural dynamics in GPCR-mediated signaling. FEBS J, 288:
2461-24809.

Hiller S, Fiorito F, Wiithrich K, Wider G. (2005) Automated projection spectroscopy (APSY).
Proc Natl Acad Sci U S A, 102: 10876-10881.

Hilton BA, Li Z, Musich PR, Wang H, Cartwright BM, Serrano M, Zhou XZ, Lu KP, Zou Y.
(2015) ATR Plays a Direct Antiapoptotic Role at Mitochondria, which Is Regulated by
Prolyl Isomerase Pinl. Mol Cell, 60: 35-46.

Hiruta A, Oguri Y, Yokoi A, Matsumoto T, Oda Y, Tomohiro M, Hashimura M, Jiang Z,
Tochimoto M, Nakagawa M, Saegusa M. (2020) S100A4/Nonmuscle Myosin 11A/p53 Axis
Contributes to Aggressive Features in Ovarian High-Grade Serous Carcinoma. Am J Pathol,
190: 2304-2316.

Hlavanda E, Kovacs J, Olah J, Orosz F, Medzihradszky KF, Ovadi J. (2002) Brain-specific p25
protein binds to tubulin and microtubules and induces aberrant microtubule assemblies at
substoichiometric concentrations. Biochemistry, 41: 8657-8664.

Hong J, Lu X, Deng Z, Xiao S, Yuan B, Yang K. (2019) How Melittin Inserts into Cell
Membrane: Conformational Changes, Inter-Peptide Cooperation, and Disturbance on the
Membrane. Molecules, 24.

Horvath IT, Mehdi H, Fabos V, Boda L, Mika LT. (2008) y-Valerolactone—a sustainable liquid
for energy and carbon-based chemicals. Green Chemistry, 10: 238-242.

119



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

Huang L, Xu Y, Cai G, Guan Z, Cai S. (2012) Downregulation of S100A4 expression by RNA
interference suppresses cell growth and invasion in human colorectal cancer cells. Oncol
Rep, 27: 917-922.

Hwang TL, van Zijl PC, Mori S. (1998) Accurate quantitation of water-amide proton exchange
rates using the phase-modulated CLEAN chemical EXchange (CLEANEX-PM) approach
with a Fast-HSQC (FHSQC) detection scheme. J Biomol NMR, 11: 221-226.

Inman KG, Baldisseri DM, Miller KE, Weber DJ. (2001) Backbone dynamics of the calcium-
signaling protein apo-S100B as determined by 15N NMR relaxation. Biochemistry, 40:
3439-3448.

Igbal K, Liu F, Gong CX, Grundke-Igbal I. (2010) Tau in Alzheimer disease and related
tauopathies. Curr Alzheimer Res, 7: 656-664.

Ishima R, Torchia DA. (1999) Estimating the time scale of chemical exchange of proteins from
measurements of transverse relaxation rates in solution. J Biomol NMR, 14: 369-372.
Jiang Y, Lee A, Chen J, Ruta V, Cadene M, Chait BT, MacKinnon R. (2003) X-ray structure of

a voltage-dependent K+ channel. Nature, 423: 33-41.

Johnson CS. (1999) Diffusion ordered nuclear magnetic resonance spectroscopy: principles and
applications. Progr Nucl Magn Reson Spectrosc, 34: 203-256.

Jones JA, Wilkins DK, Smith LJ, Dobson CM. (1997) Characterisation of protein unfolding by
NMR diffusion measurements. J Biomol NMR, 10: 199-203.

Kadetéavek P, Zapletal V, Rabatinova A, Krasny L, Sklenéf V, Zidek L. (2014) Spectral density
mapping protocols for analysis of molecular motions in disordered proteins. J Biomol
NMR, 58: 193-207.

Kamm BaKMaSMaHTaSM. Biorefineries-Industrial Processes and Products: Status Quo and
Future Directions Vol. 22008

Kanelis V, Donaldson L, Muhandiram DR, Rotin D, Forman-Kay JD, Kay LE. (2000) Sequential
assignment of proline-rich regions in proteins: Application to modular binding domain
complexes. J Biomol NMR, 16: 253-259.

Kapp RW. Isocyanates. In:Wexler P (szerk.), Encyclopedia of Toxicology (Third Edition).
Academic Press, Oxford, 2014: 1112-1131.

Keller R. (2004) The Computer Aided Resonance Assignment Tutorial. Cantina, Goldau

Kielec JM, Valentine KG, Babu CR, Wand AJ. (2009) Reverse micelles in integral membrane
protein structural biology by solution NMR spectroscopy. Structure, 17: 345-351.

Killian JA. (2003) Synthetic peptides as models for intrinsic membrane proteins. FEBS Lett, 555:
134-138.

Kiss B, Duelli A, Radnai L, Kékesi KA, Katona G, Nyitray L. (2012) Crystal structure of the
S100A4-nonmuscle myosin 1A tail fragment complex reveals an asymmetric target
binding mechanism. Proc Natl Acad Sci U S A, 109: 6048-6053.

Kjaergaard M, Brander S, Poulsen FM. (2011) Random coil chemical shift for intrinsically
disordered proteins: effects of temperature and pH. J Biomol NMR, 49: 139-149.

Kjaergaard M, Poulsen FM. (2011) Sequence correction of random coil chemical shifts:
correlation between neighbor correction factors and changes in the Ramachandran
distribution. J Biomol NMR, 50: 157-165.

Kldahn M, Rosta E, Warshel A. (2006) On the mechanism of hydrolysis of phosphate monoesters
dianions in solutions and proteins. J Am Chem Soc, 128: 15310-15323.

Kovér KE, Wéber E, Martinek TA, Monostori E, Batta G. (2010) (15)N and (13)C group-selective
techniques extend the scope of STD NMR detection of weak host-guest interactions and
ligand screening. ChemBioChem, 11: 2182-2187.

Kriajevska M, Fischer-Larsen M, Moertz E, Vorm O, Tulchinsky E, Grigorian M, Ambartsumian
N, Lukanidin E. (2002) Liprin beta 1, a member of the family of LAR transmembrane

120



Irodalomjegyzék dc _ 198 0_2 1

tyrosine phosphatase-interacting proteins, is a new target for the metastasis-associated
protein S100A4 (Mtsl). J Biol Chem, 277: 5229-5235.

Kriajevska MV, Cardenas MN, Grigorian MS, Ambartsumian NS, Georgiev GP, Lukanidin EM.
(1994) Non-muscle myosin heavy chain as a possible target for protein encoded by
metastasis-related mts-1 gene. J Biol Chem, 269: 19679-19682.

Kiizova H, Zidek L, Stone MJ, Novotny MV, Sklenat V. (2004) Temperature-dependent spectral
density analysis applied to monitoring backbone dynamics of major urinary protein-I
complexed with the pheromone 2-sec-butyl-4,5-dihydrothiazole. J Biomol NMR, 28: 369-
384.

Krois AS, Ferreon JC, Martinez-Yamout MA, Dyson HJ, Wright PE. (2016) Recognition of the
disordered p53 transactivation domain by the transcriptional adapter zinc finger domains of
CREB-binding protein. Proc Natl Acad Sci U S A, 113: E1853-E1862.

Kruse JP, Gu W. (2009) Modes of p53 regulation. Cell, 137: 609-622.

Laguerre A, Lohr F, Henrich E, Hoffmann B, Abdul-Manan N, Connolly PJ, Perozo E, Moore
JM, Bernhard F, Dotsch V. (2016) From Nanodiscs to Isotropic Bicelles: A Procedure for
Solution Nuclear Magnetic Resonance Studies of Detergent-Sensitive Integral Membrane
Proteins. Structure, 24: 1830-1841.

Lee CW, Martinez-Yamout MA, Dyson HJ, Wright PE. (2010) Structure of the p53
Transactivation Domain in Complex with the Nuclear Receptor Coactivator Binding
Domain of CREB Binding Protein. Biochemistry, 49: 9964-9971.

Lee D, Walter KFA, Briickner A-K, Hilty C, Becker S, Griesinger C. (2008) Bilayer in Small
Bicelles Revealed by Lipid—Protein Interactions Using NMR Spectroscopy. J] Am Chem
Soc, 130: 13822-13823.

Lee H, Mok KH, Muhandiram R, Park KH, Suk JE, Kim DH, Chang J, Sung YC, Choi KY, Han
KH. (2000) Local structural elements in the mostly unstructured transcriptional activation
domain of human p53. J Biol Chem, 275: 29426-29432.

Lee SY, Lee A, Chen J, MacKinnon R. (2005) Structure of the KvAP voltage-dependent K+
channel and its dependence on the lipid membrane. Proc Natl Acad Sci U S A, 102: 15441-
15446.

Lei Z, Chen B, Koo YM, MacFarlane DR. (2017) Introduction: lonic Liquids. Chem Rev, 117:
6633-6635.

Leiter LM, Chen J, Marathe T, Tanaka M, Dutta A. (1996) Loss of transactivation and
transrepression function, and not RPA binding, alters growth suppression by p53.
Oncogene, 12: 2661-2668.

Lescop E, Schanda P, Brutscher B. (2007) A set of BEST triple-resonance experiments for time-
optimized protein resonance assignment. J Magn Reson, 187: 163-169.

Levitt MH, Freeman RAY, Frenkiel T. Broadband Decoupling in High-Resolution Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy. In:Waugh JS (szerk.), Advances in Magnetic and
Optical Resonance. Academic Press, 1983: 47-110.

Liang B, Tamm LK. (2016) NMR as a tool to investigate the structure, dynamics and function of
membrane proteins. Nat Struct Mol Biol, 23: 468-474.

Liang J, Jaffrey SR, Guo W, Snyder SH, Clardy J. (1999) Structure of the PIN/LC8 dimer with a
bound peptide. Nat Struct Biol, 6: 735-740.

Liebau J, Ye W, Miler L. (2017) Characterization of fast-tumbling isotropic bicelles by PFG
diffusion NMR. Magn Reson Chem, 55: 395-404.

Liebl MC, Hofmann TG. (2019) Cell Fate Regulation upon DNA Damage: p53 Serine 46 Kinases
Pave the Cell Death Road. Bioessays, 41: €1900127.

Lightcap CM, Sun S, Lear JD, Rodeck U, Polenova T, Williams JC. (2008) Biochemical and
structural characterization of the Pak1-LC8 interaction. J Biol Chem, 283: 27314-27324.

121



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

Lin TL, Chen SH, Gabriel NE, Roberts MF. (1986) The use of small-angle neutron scattering to
determine the structure and interaction of dihexanoylphosphatidylcholine micelles. J Am
Chem Soc, 108: 3499-3507.

Lind J, Gréaslund A, Miler L. (2006) Membrane interactions of dynorphins. Biochemistry, 45:
15931-15940.

Lipari G, Szabo A. (1982a) Model-Free Approach to the Interpretation of Nuclear Magnetic-
Resonance Relaxation in Macromolecules 1. Theory and Range of Validity. J Am Chem
Soc, 104: 4546-45509.

Lipari G, Szabo A. (1982b) Model-Free Approach to the Interpretation of Nuclear Magnetic-
Resonance Relaxation in Macromolecules 2. Analysis of Experimental Results. J Am Chem
Soc, 104: 4559-4570.

Lipfert J, Columbus L, Chu VB, Lesley SA, Doniach S. (2007) Size and Shape of Detergent
Micelles Determined by Small-Angle X-ray Scattering. J Phys Chem B, 111: 12427-12438.

Liriano MA, Varney KM, Wright NT, Hoffman CL, Toth EA, Ishima R, Weber DJ. (2012) Target
binding to S100B reduces dynamic properties and increases Ca(2+)-binding affinity for
wild type and EF-hand mutant proteins. J Mol Biol, 423: 365-385.

Lo KW, Naisbitt S, Fan JS, Sheng M, Zhang M. (2001) The 8-kDa dynein light chain binds to its
targets via a conserved (K/R)XTQT motif. J Biol Chem, 276: 14059-14066.

Luchette PA, Vetman TN, Prosser RS, Hancock RE, Nieh MP, Glinka CJ, Krueger S, Katsaras J.
(2001) Morphology of fast-tumbling bicelles: a small angle neutron scattering and NMR
study. Biochim Biophys Acta, 1513: 83-94.

Ludzia P, Akiyoshi B, Redfield C. (2020) (1)H, (13)C and (15)N resonance assignments for the
microtubule-binding domain of the kinetoplastid kinetochore protein KKT4 from
Trypanosoma brucei. Biomol NMR Assign, 14: 309-315.

Lukanidin E, Sleeman JP. (2012) Building the niche: the role of the S100 proteins in metastatic
growth. Semin Cancer Biol, 22: 216-225.

Lum JK, Neuweiler H, Fersht AR. (2012) Long-range modulation of chain motions within the
intrinsically disordered transactivation domain of tumor suppressor p53. J Am Chem Soc,
134: 1617-1622.

Lupas AN, Bassler J, Dunin-Horkawicz S. The Structure and Topology of a-Helical Coiled Coils.
In:Parry DAD ,Squire JM (szerk.), Fibrous Proteins: Structures and Mechanisms. Springer
International Publishing, Cham, 2017: 95-129.

Majeed S, Ahmad AB, Sehar U, Georgieva ER. (2021) Lipid Membrane Mimetics in Functional
and Structural Studies of Integral Membrane Proteins. Membranes (Basel), 11.

Makhatadze Gl, Privalov PL. (1995) Energetics of protein structure. Adv Protein Chem, 47: 307-
425.

Makinwa Y, Musich PR, Zou Y. (2020) Phosphorylation-Dependent Pin1 Isomerization of ATR:
Its Role in Regulating ATR's Anti-apoptotic Function at Mitochondria, and the Implications
in Cancer. Front Cell Dev Biol, 8.

Malashkevich VN, Varney KM, Garrett SC, Wilder PT, Knight D, Charpentier TH, Ramagopal
UA, Almo SC, Weber DJ, Bresnick AR. (2008) Structure of Ca2+-bound S100A4 and its
interaction with peptides derived from nonmuscle myosin-11A. Biochemistry, 47: 5111-
5126.

Mantylahti S, Aitio O, Hellman M, Permi P. (2010) HA-detected experiments for the backbone
assignment of intrinsically disordered proteins. J Biomol NMR, 47: 171-181.

Mantylahti S, Hellman M, Permi P. (2011) Extension of the HA-detection based approach:
(HCA)CON(CA)H and (HCA)NCO(CA)H experiments for the main-chain assignment of
intrinsically disordered proteins. J Biomol NMR, 49: 99-1009.

122



Irodalomjegyzék dc _ 198 0_2 1

Marinova Z, Vukojevic V, Surcheva S, Yakovleva T, Cebers G, Pasikova N, Usynin I, Hugonin
L, Fang W, Hallberg M, Hirschberg D, Bergman T, Langel U, Hauser KF, Pramanik A,
Aldrich JV, Gréaslund A, Terenius L, Bakalkin G. (2005) Translocation of dynorphin
neuropeptides across the plasma membrane. A putative mechanism of signal transmission.
J Biol Chem, 280: 26360-26370.

Markowitz J, Mackerell AD, Jr., Carrier F, Charpentier TH, Weber DJ. (2005) Design of
Inhibitors for S100B. Curr Top Med Chem, 5: 1093-1108.

Marsh JA, Forman-Kay JD. (2010) Sequence Determinants of Compaction in Intrinsically
Disordered Proteins. Biophys J, 98: 2383-2390.

Marsh JA, Singh VK, Jia ZC, Forman-Kay JD. (2006) Sensitivity of secondary structure
propensities to sequence differences between alpha- and gamma-synuclein: Implications
for fibrillation. Prot Sci, 15: 2795-2804.

Mateos B, Conrad-Billroth C, Schiavina M, Beier A, Kontaxis G, Konrat R, Felli IC, Pierattelli
R. (2020) The Ambivalent Role of Proline Residues in an Intrinsically Disordered Protein:
From Disorder Promoters to Compaction Facilitators. J Mol Biol, 432: 3093-3111.

Meade RM, Fairlie DP, Mason JM. (2019) Alpha-synuclein structure and Parkinson’s disease —
lessons and emerging principles. Molecular Neurodegeneration, 14: 29.

Medina-Enriquez MM, Lopez-Leén S, Carlos-Escalante JA, Aponte-Torres Z, Cuapio A,
Wegman-Ostrosky T. (2020) ACE2: the molecular doorway to SARS-CoV-2. Cell Biosci,
10: 148.

Meszaros B, Erdos G, Dosztanyi Z. (2018) 1UPred2A: context-dependent prediction of protein
disorder as a function of redox state and protein binding. Nucl Acids Res, 46: W329-W337.

Milburn MP, Jeffrey KR. (1987) Dynamics of the phosphate group in phospholipid bilayers. A
31P nuclear relaxation time study. Biophys J, 52: 791-799.

Mishra SK, Siddique HR, Saleem M. (2012) S100A4 calcium-binding protein is key player in
tumor progression and metastasis: preclinical and clinical evidence. Cancer Metastasis Rev,
31:163-172.

Miskei M, Antal C, Fuxreiter M. (2017) FuzDB: database of fuzzy complexes, a tool to develop
stochastic structure-function relationships for protein complexes and higher-order
assemblies. Nucl Acids Res, 45: D228-D235.

Momand J, Zambetti GP, Olson DC, George D, Levine AJ. (1992) The mdm-2 oncogene product
forms a complex with the p53 protein and inhibits p53-mediated transactivation. Cell, 69:
1237-1245.

Morin S. (2011) A practical guide to protein dynamics from N-15 spin relaxation in solution.
Progr Nucl Magn Reson Spectrosc, 59: 245-262.

Morrison EA, Henzler-Wildman KA. (2012) Reconstitution of integral membrane proteins into
isotropic bicelles with improved sample stability and expanded lipid composition profile.
Biochim Biophys Acta, 1818: 814-820.

Mortensen HG, Jensen GV, Hansen SK, Vosegaard T, Pedersen JS. (2018) Structure of
Phospholipid Mixed Micelles (Bicelles) Studied by Small-Angle X-ray Scattering.
Langmuir, 34: 14597-14607.

Murakami N, Kotula L, Hwang YW. (2000) Two distinct mechanisms for regulation of
nonmuscle myosin assembly via the heavy chain: phosphorylation for MIIB and mts 1
binding for MIIA. Biochemistry, 39: 11441-11451.

Nakamura K, Greenwood A, Binder L, Bigio EH, Denial S, Nicholson L, Zhou XZ, Lu KP. (2012)
Proline Isomer-Specific Antibodies Reveal the Early Pathogenic Tau Conformation in
Alzheimer's Disease. Cell, 149: 232-244.

Nath J, Smith T, Hollis A, Ebbs S, Canbilen SW, Tennant DA, Ready AR, Ludwig C. (2016)
(13)C glucose labelling studies using 2D NMR are a useful tool for determining ex vivo

123



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

whole organ metabolism during hypothermic machine perfusion of kidneys. Transplant
Res, 5: 7.

Neira JL, Bintz J, Arruebo M, Rizzuti B, Bonacci T, Vega S, Lanas A, Velazquez-Campoy A,
Iovanna JL, Abian O. (2017) Identification of a Drug Targeting an Intrinsically Disordered
Protein Involved in Pancreatic Adenocarcinoma. Sci Rep, 7: 39732.

Nielsen JT, Mulder FAA. (2018) POTENCI: prediction of temperature, neighbor and pH-
corrected chemical shifts for intrinsically disordered proteins. J Biomol NMR, 70: 141-165.

Nielsen N, Malmendal A, Vosegaard T. (2004) Techniques and applications of NMR to
membrane proteins. Mol Membr Biol, 21: 129-141.

Nowakowski M, Jaremko L., Jaremko M, Zhukov I, Belczyk A, Bierzynski A, Ejchart A. (2011)
Solution NMR structure and dynamics of human apo-S100AL1 protein. J Struct Biol, 174:
391-399.

Nowakowski M, Ruszczynska-Bartnik K, Budzinska M, Jaremko L, Jaremko M, Zdanowski K,
Bierzynski A, Ejchart A. (2013) Impact of calcium binding and thionylation of S100A1
protein on its nuclear magnetic resonance-derived structure and backbone dynamics.
Biochemistry, 52: 1149-11509.

Nygaard M, Kragelund BB, Papaleo E, Lindorff-Larsen K. (2017) An Efficient Method for
Estimating the Hydrodynamic Radius of Disordered Protein Conformations. Biophys J,
113: 550-557.

Oda K, Arakawa H, Tanaka T, Matsuda K, Tanikawa C, Mori T, Nishimori H, Tamai K, Tokino
T, Nakamura Y, Taya Y. (2000) p53AIP1, a potential mediator of p53-dependent apoptosis,
and its regulation by Ser-46-phosphorylated p53. Cell, 102: 849-862.

Odoemelam CS, Percival B, Wallis H, Chang MW, Ahmad Z, Scholey D, Burton E, Williams
IH, Kamerlin CL, Wilson PB. (2020) G-Protein coupled receptors: structure and function
in drug discovery. RSC Adv, 10: 36337-36348.

Olivier M, Goldgar DE, Sodha N, Ohgaki H, Kleihues P, Hainaut P, Eeles RA. (2003) Li-
Fraumeni and related syndromes: correlation between tumor type, family structure, and
TP53 genotype. Cancer Res, 63: 6643-6650.

Orre LM, Panizza E, Kaminskyy VO, Vernet E, Graslund T, Zhivotovsky B, Lehtio J. (2013)
S100A4 interacts with p53 in the nucleus and promotes p53 degradation. Oncogene, 32:
5531-5540.

Ortega A, Amoros D, Garcia de la Torre J. (2011) Prediction of hydrodynamic and other solution
properties of rigid proteins from atomic- and residue-level models. Biophys J, 101: 892-
898.

Osakada K, Yoshikawa S, lkariya T. (1982) Preparation And Properties Of Hydride
Triphenylphosphine Ruthenium Complexes With 3-Formyl (Or Acyl) Propionate
[RUH(OCOCHRCHRCOR')(PPH3)3] (R=H, CH3, C2H5 - R'=H, CH3, C6H5) AND With
2-Formyl (Or Acyl) Benzoate [RuH(O-OCOC6H4COR')(PPH3)3] (R'=H, CH3). J
Organomet Chem, 231: 79-90.

Overington JP, Al-Lazikani B, Hopkins AL. (2006) How many drug targets are there? Nat Rev
Drug Discov, 5: 993-996.

Palmer AG, 3rd, Koss H. (2019) Chemical Exchange. Methods Enzymol, 615: 177-236.

Palmer AG, Rance M, Wright PE. (1991) Intramolecular motions of a zinc finger DNA-binding
domain from Xfin characterized by proton-detected natural abundance carbon-13
heteronuclear NMR spectroscopy. J Am Chem Soc, 113: 4371-4380.

Palmer AG. (2014) Chemical exchange in biomacromolecules: Past, present, and future. J Magn
Reson, 241: 3-17.

Pathuri P, Vogeley L, Luecke H. (2008) Crystal structure of metastasis-associated protein
S100A4 in the active calcium-bound form. J Mol Biol, 383: 62-77.

124



Irodalomjegyzék dc _ 198 0_2 1

Prabakaran P, Xiao X, Dimitrov DS. (2004) A model of the ACE2 structure and function as a
SARS-CoV receptor. Biochem Biophys Res Commun, 314: 235-241.

Radnai L, Rapali P, Hodi Z, Siiveges D, Molnar T, Kiss B, Bécsi B, Erdodi F, Buday L, Kardos
J, Kovacs M, Nyitray L. (2010) Affinity, avidity, and kinetics of target sequence binding to
LC8 dynein light chain isoforms. J Biol Chem, 285: 38649-38657.

Raj N, Attardi LD. (2017) The Transactivation Domains of the p53 Protein. Cold Spring Harb
Perspect Med, 7.

Ramagopal UA, Dulyaninova NG, Varney KM, Wilder PT, Nallamsetty S, Brenowitz M, Weber
DJ, Almo SC, Bresnick AR. (2013) Structure of the S100A4/myosin-11A complex. BMC
Structural Biology, 13: 31.

Ramirez LS, Pande J, Shekhtman A. (2019) Helical Structure of Recombinant Melittin. J Phys
Chem B, 123: 356-368.

Rao Kakita VM, Bopardikar M, Kumar Shukla V, Rachineni K, Ranjan P, Singh JS, Hosur
Ramakrishna V. (2018) An efficient combination of BEST and NUS methods in
multidimensional NMR spectroscopy for high throughput analysis of proteins. RSC
Advances, 8: 17616-17621.

Rapali P, Szenes A, Radnai L, Bakos A, Pal G, Nyitray L. (2011) DYNLL/LCS: a light chain
subunit of the dynein motor complex and beyond. FEBS J, 278: 2980-2996.

Reardon PN, Jara KA, Rolland AD, Smith DA, Hoang HTM, Prell JS, Barbar EJ. (2020) The
dynein light chain 8 (LC8) binds predominantly "in-register” to a multivalent intrinsically
disordered partner. J Biol Chem, 295: 4912-4922.

Roos M, Ott M, Hofmann M, Link S, Rossler E, Balbach J, Krushelnitsky A, Saalwichter K.
(2016) Coupling and Decoupling of Rotational and Translational Diffusion of Proteins
under Crowding Conditions. J Am Chem Soc, 138: 10365-10372.

Saborano R, Eraslan Z, Roberts J, Khanim FL, Lalor PF, Reed MAC, Giinther UL. (2019) A
framework for tracer-based metabolism in mammalian cells by NMR. Sci Rep, 9: 2520.

Saha T, Kar RK, Sa G. (2015) Structural and sequential context of p53: A review of experimental
and theoretical evidence. Prog Biophys Mol Biol, 117: 250-263.

Sanders CR, Prosser RS. (1998) Bicelles: a model membrane system for all seasons? Structure,
6: 1227-1234.

Sattler M, Schleucher J, Griesinger C. (1999) Heteronuclear multidimensional NMR experiments
for the structure determination of proteins in solution employing pulsed field gradients.
Progr Nucl Magn Reson Spectrosc, 34: 93-158.

Schanda P, Brutscher B. (2005) Very fast two-dimensional NMR spectroscopy for real-time
investigation of dynamic events in proteins on the time scale of seconds. J Am Chem Soc,
127: 8014-8015.

Schitzlein MP, Becker J, Schulze-Siinninghausen D, Pineda-Lucena A, Herance JR, Luy B.
(2018) Rapid two-dimensional ALSOFAST-HSQC experiment for metabolomics and
fluxomics studies: application to a (13)C-enriched cancer cell model treated with gold
nanoparticles. Anal Bioanal Chem, 410: 2793-2804.

Schilling F, Warner LR, Gershenzon NI, Skinner TE, Sattler M, Glaser SJ. (2014) Next-
generation heteronuclear decoupling for high-field biomolecular NMR spectroscopy.
Angew Chem Int Ed Engl, 53: 4475-44709.

Schweins T, Scheffzek K, Assheuer R, Wittinghofer A. (1997) The role of the metal ion in the
p21ras catalysed GTP-hydrolysis: Mn2+ versus Mg2+. J Mol Biol, 266: 847-856.

Scolnick DM, Chehab NH, Stavridi ES, Lien MC, Caruso L, Moran E, Berger SL, Halazonetis
TD. (1997) CREB-binding protein and p300/CBP-associated factor are transcriptional
coactivators of the p53 tumor suppressor protein. Cancer Res, 57: 3693-3696.

125



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

Sellers JR, Thirumurugan K, Sakamoto T, Hammer JA, 3rd, Knight PJ. (2008) Calcium and
cargoes as regulators of myosin 5a activity. Biochem Biophys Res Commun, 369: 176-181.

Sellers JR. (2000) Myosins: a diverse superfamily. Biochim Biophys Acta, 1496: 3-22.

Singh SK, Savoy AW. (2020) lonic liquids synthesis and applications: An overview. J Mol Liq,
297: 112038.

Situ AJ, Schmidt T, Mazumder P, Ulmer TS. (2014) Characterization of membrane protein
interactions by isothermal titration calorimetry. J Mol Biol, 426: 3670-3680.

Sridharan V, Menéndez JC. (2010) Cerium(IV) ammonium nitrate as a catalyst in organic
synthesis. Chem Rev, 110: 3805-3849.

Steiner H, Hultmark D, Engstrom A, Bennich H, Boman HG. (1981) Sequence and specificity of
two antibacterial proteins involved in insect immunity. Nature, 292: 246-248.

Stejskal E, Tanner J. (1965) Spin Diffusion Measurements: Spin Echoes in the Presence of a
Time-Dependent Field Gradient. ] Chem Phys, 42: 288-292.

Sun X, Dyson HJ, Wright PE. (2021) A phosphorylation-dependent switch in the disordered p53
transactivation domain regulates DNA binding. Proc Natl Acad Sci U S A, 118.

Takahashi M, Tomizawa K, Fujita SC, Sato K, Uchida T, Imahori K. (1993) A brain-specific
protein p25 is localized and associated with oligodendrocytes, neuropil, and fiber-like
structures of the CA3 hippocampal region in the rat brain. J Neurochem, 60: 228-235.

Tausk RIM, Van Esch J, Karmiggelt J, Voordouw G, Overbeek JTG. (1974) Physical chemical
studies of short-chain lecithin homologues. Il: Micellar weights of dihexanoyl- and
diheptanoyllecithin. Biophys Chem, 1: 184-203.

Theillet FX, Kalmar L, Tompa P, Han KH, Selenko P, Dunker AK, Daughdrill GW, Uversky
VN. (2013) The alphabet of intrinsic disorder: I. Act like a Pro: On the abundance and roles
of proline residues in intrinsically disordered proteins. Intrinsically Disord Proteins, 1:
e24360.

Tikhonova IG, Costanzi S. (2009) Unraveling the structure and function of G protein-coupled
receptors through NMR spectroscopy. Curr Pharm Des, 15: 4003-4016.

Tompa P, Fuxreiter M. (2008) Fuzzy complexes: polymorphism and structural disorder in
protein-protein interactions. Trends Biochem Sci, 33: 2-8.

Tompa P. (2002) Intrinsically unstructured proteins. Trends Biochem Sci, 27: 527-533.

Triba MN, Warschawski DE, Devaux PF. (2005) Reinvestigation by phosphorus NMR of lipid
distribution in bicelles. Biophys J, 88: 1887-1901.

Unnerstéle S, Lind J, Papadopoulos E, Miler L. (2009) Solution structure of the HsapBK K+
channel voltage-sensor paddle sequence. Biochemistry, 48: 5813-5821.

Upare PP, Yoon J-W, Kim MY, Kang H-Y, Hwang DW, Hwang YK, Kung HH, Chang J-S.
(2013) Chemical conversion of biomass-derived hexose sugars to levulinic acid over
sulfonic acid-functionalized graphene oxide catalysts. Green Chemistry, 15: 2935-2943.

Urbanek A, Popovic M, Elena-Real CA, Morato A, Estana A, Fournet A, Allemand F, Gil AM,
Cativiela C, Cortes J, Jimenez Al, Sibille N, Bernado P. (2020) Evidence of the Reduced
Abundance of Proline cis Conformation in Protein Poly Proline Tracts. J Am Chem Soc,
142: 7976-7986.

Uversky VN, Dunker AK. (2012a) Intrinsically Disordered Protein Analysis Volume 1, Methods
and Experimental Tools. Humana Press

Uversky VN, Dunker AK. (2012b) Intrinsically Disordered Protein Analysis: Volume 2,
Methods and Experimental Tools. Springer-Verlag New York

Uversky VN, Gillespie JR, Fink AL. (2000) Why are "natively unfolded" proteins unstructured
under physiologic conditions? Proteins, 41: 415-427.

Uversky VN, Santambrogio C, Brocca S, Grandori R. (2012) Length-dependent compaction of
intrinsically disordered proteins. FEBS Lett, 586: 70-73.

126



Irodalomjegyzék dc _ 198 0_2 1

Uversky VN. (2002) Natively unfolded proteins: A point where biology waits for physics. Prot
Sci, 11: 739-756.

Uversky VN. Intrinsically Disordered Proteins. In:Renaud JP (szerk.), Structural Biology in Drug
Discovery. John Wiley & Sons, 2020: 587-612.

Vallely KM, Rustandi RR, Ellis KC, Varlamova O, Bresnick AR, Weber DJ. (2002) Solution
structure of human Mtsl (S100A4) as determined by NMR spectroscopy. Biochemistry,
41: 12670-12680.

van Dam L, Karlsson G, Edwards K. (2004) Direct observation and characterization of
DMPC/DHPC aggregates under conditions relevant for biological solution NMR. Biochim
Biophys Acta- Biomembranes, 1664: 241-256.

van der Waal, J.C. and de Jong, E. (2016). Avantium Chemicals: The High Potential for the
Levulinic Product Tree. In Industrial Biorenewables, P. Dominguez de Maria (Ed.).

van Dieck J, Teufel DP, Jaulent AM, Fernandez-Fernandez MR, Rutherford TJ, Wyslouch-
Cieszynska A, Fersht AR. (2009) Posttranslational Modifications Affect the Interaction of
S100 Proteins with Tumor Suppressor p53. J Mol Biol, 394: 922-930.

Vekariya RL. (2017) A review of ionic liquids: Applications towards catalytic organic
transformations. J Mol Liq, 227: 44-60.

Vestergaard M, Kraft JF, Vosegaard T, Thegersen L, Schigtt B. (2015) Bicelles and Other
Membrane Mimics: Comparison of Structure, Properties, and Dynamics from MD
Simulations. J Phys Chem B, 119: 15831-15843.

Vicente-Manzanares M, Ma X, Adelstein RS, Horwitz AR. (2009) Non-muscle myosin 11 takes
centre stage in cell adhesion and migration. Nat Rev Mol Cell Biol, 10: 778-790.

Vise PD, Baral B, Latos AJ, Daughdrill GW. (2005) NMR chemical shift and relaxation
measurements provide evidence for the coupled folding and binding of the p53
transactivation domain. Nucl Acids Res, 33: 2061-2077.

Vold RR, Prosser RS, Deese AJ. (1997) Isotropic solutions of phospholipid bicelles: a new
membrane mimetic for high-resolution NMR studies of polypeptides. J Biomol NMR, 9:
329-335.

Voronoi G. (1908) Nouvelles applications des paramétres continus a la théorie des formes
quadratiques. Deuxieme mémoire. Recherches sur les parallélloedres primitifs. Journal fiir
die reine und angewandte Mathematik (Crelles Journal), 1908: 198-287.

Vranken WF, Boucher W, Stevens TJ, Fogh RH, Pajon A, Llinas P, Ulrich EL, Markley JL,
lonides J, Laue ED. (2005) The CCPN data model for NMR spectroscopy: Development of
a software pipeline. Proteins, 59: 687-696.

Vuister GW, Bax A. (1992) Resolution enhancement and spectral editing of uniformly 13C-
enriched proteins by homonuclear broadband 13C decoupling. J Magn Reson, 98: 428-435.

Vuister GW, Bax A. (1993) Quantitative J correlation: a new approach for measuring
homonuclear three-bond J(HNHalpha) coupling constants in 15N-enriched proteins. J Am
Chem Soc, 115: 7772-7777.

Vuister GW, Bax A. (1994) Measurement of four-bond HN-H alpha J-couplings in
staphylococcal nuclease. J Biomol NMR, 4: 193-200.

Wagner W, Fodor E, Ginsburg A, Hammer JA, 3rd. (2006) The binding of DYNLL2 to myosin
Va requires alternatively spliced exon B and stabilizes a portion of the myosin's coiled-coil
domain. Biochemistry, 45: 11564-11577.

Wang L, Hare M, Hays TS, Barbar E. (2004) Dynein light chain LC8 promotes assembly of the
coiled-coil domain of swallow protein. Biochemistry, 43: 4611-4620.

Warschawski DE, Amold AA, Beaugrand M, Gravel A, Chartrand E, Marcotte 1. (2011)
Choosing membrane mimetics for NMR structural studies of transmembrane proteins.
Biochim Biophys Acta, 1808: 1957-1974.

127



dc . 198 0_2 1 Irodalomjegyzék

Wilkins DK, Grimshaw SB, Receveur V, Dobson CM, Jones JA, Smith LJ. (1999) Hydrodynamic
radii of native and denatured proteins measured by pulse field gradient NMR techniques.
Biochemistry, 38: 16424-16431.

Wishart DS, Bigam CG, Holm A, Hodges RS, Sykes BD. (1995) H-1, C-13 and N-15 Random
Coil NMR Chemical-Shifts of the Common Amino-Acids 1. Investigations of Nearest-
Neighbor Effects. J Biomol NMR, 5: 67-81.

Wishart DS, Sykes BD. (1994) The C-13 Chemical-Shift Index - A Simple Method For The
Identification Of Protein Secondary Structure Using C-13 Chemical-Shift Data. J Biomol
NMR, 4: 171-180.

Wong LE, Kim TH, Muhandiram DR, Forman-Kay JD, Kay LE. (2020) NMR Experiments for
Studies of Dilute and Condensed Protein Phases: Application to the Phase-Separating
Protein CAPRIN1. J Am Chem Soc, 142: 2471-2489.

Wright NT, Inman KG, Levine JA, Cannon BR, Varney KM, Weber DJ. (2008) Refinement of
the solution structure and dynamic properties of Ca(2+)-bound rat S100B. J Biomol NMR,
42(4):279-86

Yamamoto K, Soong R, Ramamoorthy A. (2009) Comprehensive analysis of lipid dynamics
variation with lipid composition and hydration of bicelles using nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy. Langmuir, 25: 7010-7018.

Yang D, Kay LE. (1996) Contributions to conformational entropy arising from bond vector
fluctuations measured from NMR-derived order parameters: application to protein folding.
J Mol Biol, 263: 369-382.

Ying J, Roche J, Bax A. (2014) Homonuclear decoupling for enhancing resolution and sensitivity
in NOE and RDC measurements of peptides and proteins. J Magn Reson, 241: 97-102.

Zangger K, Sterk H. (1997) Homonuclear Broadband-Decoupled NMR Spectra. J Magn Reson,
124: 486-489.

Zhan YA, Ytreberg FM. (2015) The cis conformation of proline leads to weaker binding of a p53
peptide to MDM2 compared to trans. Arch Biochem Biophys., 575: 22-29.

Zhukov I, Ejchart A, Bierzynski A. (2008) Structural and motional changes induced in apo-
S100A1 protein by the disulfide formation between its Cys 85 residue and beta-
mercaptoethanol. Biochemistry, 47: 640-650.

Zimmer DB, Weber DJ. (2010) The Calcium-Dependent Interaction of S100B with Its Protein
Targets. Cardiovasc Psychiatry Neurol, 2010.

128



Koszonetnyilvanitds dc 1980 21

8. Koszonetnyilvanitas

Hosszu ut vezetett a bemutatott eredmények eléréséhez, amit értelemszeriien egyediil
nem lehet megtenni. Fontos egy ilyen kalandban a tapasztaltabb vezetdk jelenléte, mert 6k azok,
akik a kémiai/bioldgiai rendszerekre valo altalanosabb ralatast, a szakma csinyjat-binjat tudjak
atadni. Szerencsés voltam ilyen tekintetben, hiszen Horvath Istvan Tamas, rovid ideig Naray-
Szabd Gabor, majd Perczel Andras kutatocsoportjaiban dolgozhattam. Istvannak kdszonhetéen
keriiltem az ELTE Kémia Intézetébe, 6 volt az, aki mindig kreativ gondolkodasra serkentett, a
»think out of the box” gyakorldsara. A biologiai kérdések fele vald fordulds a Gabor
csoportjaban kezdddott el. Az infrastrukturalis hattér ilyen kutatési teriileteken kiemelten
fontos, és Andras érdeme, hogy a 700 MHz-es késziilék sikeresen landolt az ELTE-n. A
bemutatott eredmények nagyrésze is ezen a késziiléken sziiletett. Az Andras altal vezetett
kutatocsoportban hosszi id6t toltdttem el, és lehetéségem volt az NMR spektroszkdpiai
kutatasok sokféle arcat elsajatitani. Koszonettel tartozom Andrésnak, hogy hagyta ezt az utat
jarnom.

A bioldgiai rendszerek vizsgalatanal elengedhetetlenek a jo egylittmiikddések. Nyitray
Laszl6 csoportjaval régota dolgozunk egyiitt, neki kdszonhetem azt a latasmodot, amivel az
ilyen tanulményokat figyelemmel kell kisérni. Halas koszonetem Radnai Laszlo, Kiss Bence,
Ecsédi Péter kollégaknak a jo mindségli izotép jelolt mintakért. Tovabbi sikeres
egylittmiikodésiink volt Vértessy Beata, Ovadi Judit, Reményi Attila, Malnasi-Csizmadia
Andras csoportjaival.

A moddszertani megkozelitések nemzetkozi egylittmiikodésben sziilettek. Sokat
koszonhetek a karlsruhei KIT egyetemrdl Burkhard Luynak és csoportjanak, elsésorban Jens
Hallernek, hogy a pulzus szekvencia fejlesztés rejtelmeibe (és buktatoiba) bevezettek. Halas
vagyok a Bruker cégtdl Wolfgang Bermelnek, nem csupan a modszerfejlesztésben, de a
mindennapi mérésekben adott tanacsaiért €s segitségeért.

A membranmimetikumokkal posztdoktori tanulmanyaim soran keriiltem kapcsolatba,
kdszonet a lehetdségért stockholmi egyetem biofizika tanszékén Astrid Gréaslundnak és Lena
Milernek, akikkel a kutatasokat tudomanyos egyiittmiikodések keretében is folytattuk. Az ott
eltoltott id6 szakmailag, és emberileg is kellemes volt.

Sokat tanultam mas modszerekrdl. Ebben nagy szerepe volt Bota Attila és Wacha
Andrés kollegaknak, joleséen gondolok vissza (a még mindig nem lezart) SAXS és bicellak
kérdéskorben folytatott mélyrehaté tudoményos fejtegetéseinkre. Karancsiné Menyhard
Doéranak koszonom az MD szimulaciok kapcsan nyujtott segitségét. Hasan Mehdi a szerves
kémiai szintézisek, katalizatorok és ionos folyadékok vilagdban val6 eligazodasom istapolta.

Kiilon koszonettel tartozom Kovér Katalinnak, Batta Gyuldnak és Béanyai Istvannak a
mindig Onzetlen segitségért, tanacsokért.

A dolgozatban elért eredmények jorésze nem sziiletett volna meg elkdtelezett és lelkes
doktoranduszok né¢lkiil, a veliik egyiitt végzett munkat kifejezetten értékesnek tartom. Dudas
Erika, Palfy Gyula és Sebak Fanni eredményei vannak a dolgozatban, a jelenleg foly6 kutatasok
mar a kitekintés €s a tovabbgondolas részét képezik, ami Szabd Csenge Lilla és Kovacs Déniel
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nevéhez fiizédik elsdsorban. Jo volt €s jo veletek egyiitt dolgozni, €s gondolkozni! Fanninak
kiilon koszonom a segédkezést az irodalomjegyzék egységesitésében.

Természetesen a késziilék rendeltetésszerii miikkodése sem elhanyagolhatd tényezo,
nagy koszonettel tartozom Molnar Karolynak, aki minden alkalommal azonnali segitséget
nyujtott, és akitél nagyon sokat tanultam.

Az egyetemi munka mellett kell lennie egy masik vildgnak, ami a kikapcsolddast és a
hatteret biztositja. Nagyon halas vagyok csalddomnak, sziileimnek, hogy ez mindig ott volt, és
van, és hogy erre a tamogatasra mindig szamithatok! Koszondm barataimnak a biztatast, a
kirandulasokat és szénhidratbombakat, amik a holtpontokon atlenditettek és a dolgozat
elkészitését katalizaltak.

Végezetiil azt is el kell mondanom, hogy ugyan eréfeszités és néha soha véget nem érd
érzés volt eme értekezés elkészitése, de ez az attekintés hasznosnak bizonyult. Azon feliil, hogy
tobb témateriileten egy rendrakast is eredményezett, az a j6 érzés fogalmazodott meg bennem,
hogy megérte! Koszonetem tehat mindenkinek, aki ehhez hozzajérult!
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