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IRODALMI ATTEKINTES

A vizmolekulédk nagyon szoros kdlcsonhatasban vannak a fehérjékkel, és tulajdonsagaik
a hidratacios héjban jelentdsen kiilonboznek a tombvizétdl. A viz erds befolyast tud kifejteni a
feloldott fehérjékre hidrogénkotéseken, Coulomb-erékon, és hidrofob er6kon keresztiil (Laage
et al. 2017, Kuntz & Kauzmann 1974). A leggyengébb fehérje—viz kolcsonhatas eredményezi a leg-
alacsonyabb potencidlgatat a vizmolekuldk mozgasara nézve. A fehérjék (elsd) hidratacios héja

oldatfazisban a kiils6 fehérjefelszinnel kapcsolatban 1év6 vizmolekuldkbol all (Persson et al. 2018).

A rendezetlen fehérjék (IDP-k) mozgékonysaguk miatt nem jellemezhetdk egyetlen id6-
atlagolt térszerkezettel (Tompa P. 2002) ellentétben a globularisakkal/rendezettekkel. A fuzzy fe-
hérjekomplexeknek tobb szerkezeti alakjuk, vagy kotott allapotban dinamikus szerkezeti ren-
dezetlenségiik van (Tompa P. & Fuxreiter 2008). Gyakran fordulnak el6 a természetben, melyeknél
bizonyos mértékii flexibilitas kotés utan is megfigyelhetd (Fuxreiter 2020). Az 1:1 komplexek

lehetnek tranziensek és permanensek is.

Az a-szinuklein fehérjékhez kothetd a Parkinson-kor. A velejard idegi amiloid aggrega-
tumok, Lewy testek elsddlegesen ezekbdl allnak. A dominansan kromoszoma eredetii Parkin-
son-kor ritka formai az AS3T (Sachsenhauser et al. 2020), A30P (Ramis et al. 2019), és az E46K (Bokor
et al. 2022) pontmutaciokhoz kapcsolodnak. Az a-szinuklein oligomerek az amiloidok el6zmé-

nyei, és a kozvetlen idegi 6sszekottetést rombolo hatast okozhatnak (Choi et al. 2013).

A Ba-timozin (BaT) kisméretli, majdnem minden emlds szovetben jelen 1évo fehérje és
sokféle bioldgiai aktivitasa van, pl. gyorsitja sebgyogyulast. Rendezetlen moonlighting fehérje.
Kiilonbz6 partnerekhez kotédve sokféle fuzzy kolcsonhatasban vesz részt. A stabilin-2 transz-
membran receptorfehérje, szerepe lehet a bakterialis fertézések elleni védekezésben. A B4T-nal
alkotott komplexe a programozott sejthalal sejtfalasaban érintett. A citoplazmadomén (CTD) a
stabilin-2 fehérjének a karboxillancvégen a 2484-2551 aminosav alkotta része, melynek mi a
2501-2551-es részét néztiik. A PaT és a stabilin-2 CTD jelentdsége, hogy gyenge fehérje-fehérje

kolcsonhatas mellett fuzzy komplexet képeznek (Tantos et al. 2013a).
KiSERLETI MODSZEREK

Az a-szinuklein monomert, oligomert és amiloidot a (Bokor et al. 2022, Bokor et al. 2020b,
Hazy et al. 2011) cikkekben leirtak szerimt allitottuk el6, a BaT-t, stabilin-2 CTD-t és 1:1 komple-

xiiket pedig a (Bokor et al. 2020a, Tantos et al. 2013a) cikkek szerint.
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Bruker AVANCE 11l NMR-pulzus spektrométeren, 82,4 MHz frekvencian késziiltek az
IH NMR-mérések és az adatgyiijtés (Tompa P. et al. 2006, Csizmok et al. 2005). A mérések stabilitisa
jobb volt, mint £10°-0d rész. A magneses tér inhomogenitasa 2 ppm volt. Az adatpontokhoz
az NMR-jelek 50-es jel/zaj arany eléréséig voltak atlagolva. A mért fidek amplitidojat norma-
lizéltuk a 90°-os pulzus hosszéra €s a nuklearis szuszceptibilitas hdmérsékletfiiggésére. A mé-
rés idoskalajara jellemzo értékek: 2 us-os pulzushossz, 10 us-os spektrométer-holtido, €s né-
hany 100-1000 ps a mozgékony hidratacids viznek megfeleld fid hossza, tombviz esetén pedig
ez mintegy 20 ms. A mozgékony protonhanyadot (vizhanyaddal ardnyos) kozvetleniil mértiik a
fid-jel amplitudojan keresztiil. A fid-jel nulla id6re valo extrapolacidja Gauss-fliggvények 6sz-

szegének illesztésével tortént.

A fehérjéket 25 mg/ml, illetve 50 mg/ml koncentracidban, ultratiszta desztillalt vizben
oldottuk fel. A fehérje—viz hatarfeliiletre koncentralo kisérlet fagyasztassal-olvasztassal, vagyis
lehiitéssel és 1épésenkénti ujra felmelegitéssel jard technologiabdl all. A fid-jeleket minden
egyes homérsékleten a hdmérsékleti egyensuly elérését kovetden vettiik fel -70 °C és +25 °C

kozott.

A mérések melegités kozben torténtek, hogy elkeriiljiik a talhiités problémajat. A fehér-
jék minden esetben, szobahdmérsékletre torténd tijramelegités utan a hiités eléttivel egyezo fid-
jelet adtak, tehat nem tortént valtozas a szerkezetiikben, nem fordult el6 hideg denaturacio. Egy
mérési pont felvétele jellemzden 10 percet vett igénybe. Folyékony nitrogén felhasznéalasaval,
nyilt korli Janis-kriosztattal szabalyoztuk a hdmérsékletet, melynek pontossaga ¢és allandosaga

jobb volt, mint £1 °C.

Olvadasi diagramokat (mozgékony viztartalom vs. hdémérséklet v. energia) mértiink ez-
zel a technikaval. Az olvadasi diagram megadja, hogy adott hdmérsékleten, illetve potencialgat
érteknél mennyi nem fagyott allapotd viz van a fehérje koriil. A fehérjefelszin és a hidratacios
viz k6zotti szoros kapcsolat elemzését az oldat allapott fehérjerendszerekben mért kisérleti viz-

tulajdonsagok segitségével lehet megtenni (Martini et al. 2013).
ERTEKELESI ELJARASOK

Modellmentes eljarast alkalmazva, kozvetlen mddon jellemeztiik a fehérjéket. Az egyes
mozgékony vizfrakciok megkiilonbdztetése a vizmolekulak (*H-magok) mozgékonysdganak
kiilonboz6ségén alapul. Jelintenzitast lehet mérni a fid-jel t = O-ra extrapolalt amplitadojaval
(Tompa K. et al. 2012), ebbdl pedig a mozgékony hidratacios viznek az dsszes vizhez vett ardnyat

lehet kiszamitani, ehhez a 0 °C feletti fid-jelintenzitas szolgal 100%-os referenciapontként.



nmbokor 337_25

Tobbkomponensti rendszerben a fid-et kiilon frakcidkra lehet bontani, melyekben a rezonans
atommagok mozgékonysaga eltérd lesz. A jég-, fehérje-, és a mozgékony vizprotonok fid-jel-
komponense jol elkiiloniil (Csizmok et al. 2005). A fid lassan lecsengd komponensét leginkabb a

hidratacios vizben talalhato a mozgékony *H magok hozzak létre.

Az olvadasi diagramok méréséhez dimenzidomentes egységeket hasznalunk: normalizalt
fundamentalis hdmérsékletet (T = T/273,15 K) vagy az ebbdl szamolt hémérsékleti energiaval
szamolt potencialgat-értéket és megolvadt mozgékony viz NMR-rel mért n i mennyiségét
(mennyiségének aranyat az oldat teljes vizmennyiségéhez viszonyitva). Az olvadasi diagram
gorbéjét formalisan sorfejtésként irjuk le, a kobos tagig elmenve. az adott hdmérsékleten, az
aktualis potencialgat-értéknél éppen mozgékonnya vald vizmolekuldk szama. A potencidlgat
nagysaga szerinti energia sziikséges egységnyi hdmérseklet-valtozas hatasara adott vizmennyi-

ség mozgasba hozasahoz.

Az IDP-k és a globularis fehérjék az olvadasi diagramjuk alapjan NMR-rel konnyen
megkiilonboztethetdek egymastol (Bokor & Tantos 2024). Mig a globularis fehérjék esetében a
mozgékony hidratacios viz széles, gyakorlatilag az egész mozgékony vizre vonatkozo szakaszt
atfogd homérséklet-tartomanyban allando szintet mutat, az IDP-k estében a mozgékony viz
mennyisége a novekvé homérséklettel allandoan ndvekszik (Bokor et al. 2022, Tompa K. et al. 2018,

2015, 2009, Rupley et al. 1983).

A fehérjemolekuldk rendezett vagy rendezetlen allapotdnak mennyiségi leirasara dina-
mikai jellemzok keriiltek bevezetésre (Bokor et al. 2020b, Tompa et al. 2015). Ezek a heterogénen
koto hatarfeliilet aranya, heterogén a kotések mindségének szempontjabol, a heterogén fehérje—
viz kotések szamaranya, €s a heterogenitasmérték, igy a szerkezeti rendezetlenség szintjét ki-
sérletileg modellmentesen lehet mennyiségileg meghatarozni (Tompa K. et al. 2019, 2018). Ezeket
az informativ paramétereket a pontos és részletes adatok kovetelményét felallito olvadasi diag-
rambol lehet kinyerni. Az (j megkdzelités és formalizmus lehetdvé teszi, hogy A fehérjék ren-
dezetlen és/vagy oldoszernek jobban kitett felszini tartomanyair6l, annak aranyarol és a fe-
hérje—viz kotések energiaviszonyair6l is mennyiségi kovetkeztetéseket tudunk levonni az 1;

megkozelités és formalizmus segitségével (Tompa K. et al. 2018).
TEZISEK

1. Eredeti modszert alkalmaztam a fehérjeoldatok *H NMR spektroszkopias mérésére, ennek
értelmezésére, s ezzel a fehérjék rendezettségének és rendezetlenségének vizsgalatara. A mod-

szer lényege a mozgékony hidratviz mennyiségének homérséklet, illetve az annak megfeleld
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potencialgat-értékek fiiggvényében torténd mérése. Az igy kapott olvadasi diagrammok miné-
ségi elemzésével a fehérjék rendezetlenségérol, masodlagos ¢s harmadlagos szerkezetérdl nye-
rlink informaciot.

2. A fehérjék hidrataciojat a *H NMR-rel mért olvadasi diagramok altal lehet megmérni, jelle-
mezni (olvadasi diagram: mozgékony hidrataciés viz mennyisége a hémérséklet fliggvényé-
ben). Elvégeztem a vad tipusu, az A30P, az E46K, az A53T mutans a-szinuklein monomereken,
a vad és az AS3T a-szinuklein oligomereken, amiloidokon, valamint a B4T-on, a stabilin-2
CTD-n, a BaT—stabilin-2 CTD komplexen kapott olvadasi diagramok értelmezését és megalla-

pitottam rajtuk a mozgékony hidratacios viz Iétesitette kotések mennyiségét.

3. Megallapitottam, hogy amikor egyedi fehérjékbol felépiil egy nagyobb, Osszetett fehérje-
komplex vagy aggregatum (oligomer, amiloid), akkor ennek hidratacioja, illetve az ezt leird
olvadasi diagramja nem egyenld a kiilonallo fehérjekomponensek mozgékony hidratacidinak
vagy olvadasi diagramjainak az 6sszegével. Megmutattam, hogy az a-szinuklein oligomerek, -
amiloidok mozgékony hidratdcidja nem allithat6 eld a -monomerek olvadési diagramjainak
Osszegzésével, és a PaT—stabilin-2 CTD komplex olvadasi gorbéje sem egyenld az alkoto fe-

hérjék egyedi olvadasi diagramjainak matematikai dsszegével.

4. Azonositottam a masodlagos kotéstipusokat, melyeket a viz az oldott fehérjékkel a legkisebb
homérséklet-tartomanyban 1étesit. Van der Waals tipust kolesonhatasokat azonositottam a
mozgékony hidratacids viz elsé megjelenése utan, ha linedrisan emelkedd olvadasi diagram-
szakasz lathato (E46K a-szinuklein monomer a legalacsonyabb homérsékleteknél). Azoknal a
fehérjéknél, melyek a homérséklet fiiggvényében 1épcsds ugrast mutatnak a mozgékony hidra-
tacidsviz mennyiségében, annak megjelenésekor hidrogénkotések megjelenésére kovetkeztet-
tem. Megfigyeléseim szerint a vad-tipust, az A30P, és az AS3T mutans a-szinuklein monomer,
valamint az a-szinuklein oligomerek és -amiloidok, illetve a stabilin-2 CTD, a B4T—stabilin-2

CTD fehérjekomplex mutat a legalacsonyabb homérsékleteknél ilyen viselkedést.

5. Megallapitottam, hogy a legkisebb potencialgataknal megjelend mozgékony hidratacios viz-
hanyad az a-szinuklein monomer valtozatokban minden lehetséges hidrogénkotést megvalosit
a fehérjével. Az a-szinuklein monomerekhez és -oligomerekhez viszonyitva az -amiloidokon
mért kis hidratacidértékek oka kutatdsaim szerint, hogy az amiloidszalak belsejében, az oldo-
szertérben 16v6 vizet az tH NMR nem latja mozgékonynak. Megallapitottam, hogy a fehérjeol-
dallancok mozgékonysaga a monomerekhez és az amiloidokhoz képest az a-szinuklein oligo-

merekben a legkorlatozottabb.
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6. A mért olvadasi diagramok alapjan megmutattam, hogy a homogén energiacloszlast fehérje—
viz kotésekkel jellemzett potencidlgat-tartomany, vagyis a kobos olvadasi diagramszakasz alatti
potencidlgat-értékek mellett mérhetd rész egyféle a-szinuklein oligomer jelenlétéhez kothetd.
Az o-szinuklein oligomerek felszine altalaban a méretiiktdl fiiggetleniil alapvetéen egységes.
Megallapitottam, hogy a korabbi, irodalomban ko6z6lt véleményekkel ellentétben a konstans

olvadasi diagramszakaszon nem detektalhatok kiilonb6z6 méretii a-szinuklein oligomerek.

7. Kideritettem, hogy az oligomerek és amiloidok képzddésekor a hidrofil aminosavak jelentds
része B-redoket alkot és a viz szamara hozzaférhetetlenné valik. Ezek a polimerizacié soran
eltemetddd aminosavak alkotjak az a-szinuklein oligomereket és az -amiloidokat dsszetartd
szerkezeti részleteket. Meghataroztam a polimerizacié folyamata soran képz6dé masodlagos
szerkezeti részek kozotti kotések energiatartomanyat. Az oligomereket és az amiloidokat 6sz-
szetarto kotések megallapitasom szerint heterogén energiaeloszlastiak, és mennyiségileg a mo-

nomereket hidratalé mozgékony vizmolekulak felének felelnek meg.

8. lgazoltam, hogy az a-szinuklein amiloidok vizzel heterogén energiacloszlassal kdlcsonhato,
védtelen végszegmensei rendezetlenek, mig kozponti hidrofob, kompakt, B-redéket alkotd sza-

kaszai rendezettek.

9. Szamitasaim és a mérések szerint a BaT—stabilin-2 CTD fehérje-komplexet alkoto fehérjék
szabad allapotukban Gsszesen tobb mozgékony hidratacios vizet kotnek, mint a komplexben
egyiitt, ami a komplex kialakulasanak erds bizonyitéka. Megallapitottam, hogy a BaT—stabilin-
2 CTD fehérjekomplex kialakulasakor fehérjemolekulanként 19(1) vizmolekula szabadul fel.
Meghataroztam az 1:1 komplexet felépitd fehérjemolekulak kozti kotések szamat, mely ez

utobbival egyenld.

10. Meghataroztam, hogy a BaTt, stabilin-2 CTD-t és az 1:1 komplexiiket hidratalo vizmoleku-
lak az egyes fehérjéknél 5,8 kJ mol ™, illetve a komplexiiknél 5,7 kJ mol™* potencialgat-értéké-
nél valnak mozgékonnya, és a mennyiségiik akkora, mintha minden elméletileg lehetséges hid-
rogénkotés megvaldsulna. Ebbdl kovetkezden az egyes aminosav oldallancoknak nincs elteme-
tett hidrogénkotShelye. Ertelmezésem szerint a fehérjék ennél a potencialgat-tartomanynal nyi-

tott szerkezetliek és teljesen hidrataltak.

11. Megallapitottam, hogy a rendezetlen 4T és a stabilin-2 CTD kdlcsonhatasa esetén a HeR
mennyiségi mértékkel jellemezhetd heterogén energiaeloszlassal koto hatarfeliilet ardnyanak az

altalanos novekedésével jar, mely a fuzzy (bolyhos) kélcsonhatas tiszta esetének szamit.
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