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Jelolések, roviditések és idegen kifejezések jegyzéke

A30P — alanin helyett prolin a 30. aminosavhelyen a fehérjében

E46K — glutaminsav helyett lizin a 46. aminosavhelyen a fehérjében

A53T — alanin helyett treonin az 53. aminosavhelyen a fehérjében

apoptozis — programozott sejthalal egy fajtaja, normalis fizioldgids valaszreakcid specifikus

,ongyilkos” szignalokra vagy a ,,tuléld” szignalok hianyara

CD — cirkuléaris dikroizmus

DSC — differential scanning calorimetry: kiilonbségi pasztazo kalorimetria

ID — intrinsically disordered: rendezetlen

IDP — intrinsically disordered protein: rendezetlen fehérje

IDPR — intrinsically disordered protein region: rendezetlen fehérjerégio

in vivo — élében, az é16 szervezetben

in vitro — kisérleti titon
fagocitozis — a folyamat soran a sejt egy szilard részecskét (> 0.5 um) bekebelez a kornyezetébdl
fehérjedomén — fehérjék alapegysége, onalldan tud felgombolyodni, funkcionalni, fejlédni
fuzziness — fehérjekomplexben IDP-k szegmensei meg tudjak 6rizni rendezetlen allapotukat
kKlaszter, klatratracs — vizmolekulak jégszert kalitkaszerkezete hidrofob molekula kortil
koaleszkal — aggregal, 6sszeall

lipid — tobbnyire glicerint és zsirsavat tartalmazo apolaris makromolekula
meanderkonformacio — kigyodisz (alt.); hurkokkal 6sszekotott B-redok mintazata (fehérje)
missense mutdcio — pontmutacio, mely megvatoztatja a fehérje szekvenciajat, és gyakran a

szerkezetét és/vagy funkciojat
molten globule — kompakt, jelentds mennyiségli masodlagos, de nagymértékben rendezetlen
harmadlagos szerkezetet mutaté fehérje: olvadt gombdocske

neurotranszmitter — idegi ingeriiletatvivé anyag
5
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nukleotid — nukleinsav polimerek (DNS, RNS) monomer egysége

preszinaptikus kompartment — az idegsejtek kapcsolodasi pontja (szinapszis) el6tti sejt
neurotranszmittekkel telt szinaptikus holyagocskakat tartalmazo kompartmentje

proteom — genom, sejt, szovet vagy ¢ldlény altal expresszal(hatot)t fehérjék teljes halmaza

random coil — szabalyos masodlagos szerkezetet és hidrogénkotés-mintazatot nem képzd
fehérjerégiok: véletlenhurok

szinaptikus vezikula — idegvégzddésben neurotranszmitterek taroléja: szinaptikus holyagocska

vad tipusu fehérje — a természetes populacioban leggyakoribb (nem mutans) szekvencia
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Az €16 szervezetek szamara 1étfontossagu molekulak a fehérjék, melyek kémiai szem-
pontbdl makromolekularis polipeptidek, az aminosavak egy vagy tobb hosszu lancat tartalmaz-
zak, altalaban tobb mint 100 aminosavat kdtve egymashoz. A gerincesekben a legbdségesebben
eléforduld szerves vegyliletek, szoveteik szaraz tomegének kb. az 50%-at teszik ki. Joforman
minden biologiai folyamat a fehérjék mikodésétdl fiigg. Gyakorlatilag minden fehérjére igaz,
hogy miikddése (Nyitrai & Pal 2013) soran kotddik mas molekuldkhoz (ligandumokhoz). Kevés
kivételtdl eltekintve a miikodéshez az is sziikséges, hogy a fehérje térszerkezete valamilyen
mértékben megvaltozzon.

A viz nélkiilozhetetlen a fehérjék szerkezetéhez és mikodéséhez, és az IDP-K (intrinsi-

cally disordered proteins, rendezetlen fehérjék) esetében kiilondsen igaz, hogy szerkezeti alla-

potuk a vizzel vald kélesonhatasban alakul ki, annak tiikrében értelmezheté (Tompa P. 2010). Al-
talanossagban a fehérjék koriili vizet harom kategoriaba lehet sorolni (1. abra, Purkiss 2001). 1)
Tombviz, mely szabadon mozog, az oldatban véletlenszerli mozgassal segiti a fehérje diffazio-

jat mas kolesonhato molekulakhoz képest —dinami- | ., o fehérjéket Gvezd viz kategbrii: a)

. . ) L tombviz, b) hidratacios viz a fehérje felszinén
kéjat a fehérje nem befolydsolja. 2) Egyedileg kOtott  (sbb réteget képezve, €) a fehérjék belsejében

1évo tiregekben kotott viz (http://people.du.ac.in/~pbis-
viz, mely hidrogén kotéseket hoz 1étre a fehérje bel-  wasfresearch.htmi).
sejében 1évo liregekben a toltott vagy polaros fehér-
jeatomokkal (Roberts & Mancera 2008). 3) Hidratacios
viz a fehérje felszinén, a fehérjével kozvetlen kol-
csonhatasokban (Nakasako 1999, Higo & Nakasako 2002).

Egy vizmolekula mind az egyedileg kotott viz, mind

a hidratacios viz tulajdonsagaiban osztozhat, ha sok-

szoros kapcsolata van a fehérjével és hozzajarul a
hidratacios viz halozatahoz. Az egyedileg kotott viz is és a hidratacios viz is fehérjéhez kotott

vizként szintén ismert és erds kolcsonhatasokat alkot a fehérjékkel.
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A fehérjék a rajuk jellemz0 szerkezetet vizes kdzegben nyerik el és itt is miikddnek. A
viz nélkiilozhetetlen eleme a fehérjeszerkezetnek, -dinamikanak és -miikodésnek, igy a fehér-
jeszerkezet kialakulasa és a funkcio megértéséhez donté fontossagu a fehérje vizzel vald kol-
csonhatasanak részletes leirdsa. A hidrataciés viz egy f6 formaja a fehérje altal kotott viznek,
mely hozzajarul a fehérjék sok tulajdonsagahoz, mint példaul felgombolyodas, oldhatosag,
gyogyszerdokkolas, és oligomerek képzdése, amint (Raschke 2006)-ban attekintette. A hidrata-
cios viz kozvetlen kdlcsonhatasban van a fehérjefelszinnel, €s a helyi fehérjeszerkezetre koz-
vetlen hatast gyakorol (Chen et al. 2008).

A fehérje-viz rendszerek vizsgalatara unikalis modszerként a széles jelti *H NMR-spekt-
roszkopia (nuklearis magneses rezonancia) alkalmazhatd, melynek e célra valé alkalmazasat
bevezettiik és modszereit kidolgoztuk (Bokor et al. 2022, Bokor & Tantos 2021a,b, Bokor et al. 2020a,b,
Taricska et al. 2019, Tompa K. et al. 2019, 2018, Tompa P. et al. 2016, Tantos et al. 2013, Hazy et al. 2011).
Megmutattuk, hogy a spektroszkopiai jelek értékelésének eredményei termodinamikailag értel-
mezhetéek. Az értelmezés sordn vizes oldatokban meghatarozasra keriil a fehérjemolekuldhoz
is kotott vizmolekuldk mozgasat gatld potencialgatak energiaeloszlasa. A modszer kifejleszté-
sével és alkalmazasaval elsddleges célom a fehérjék vizzel érintkezod felszinének a fehérje-viz

kolesonhatas szempontjabol torténd jellemzése.

10
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1. Tudomanyos el6zmények

11
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A. Fehérjék — altalanos leiras, kémiai kotések és kolcsonhatasok, tipusok
(Watson et al. 2014)

A fehérjék aminosavak linearis polimerjeként felépiil6 biomolekulak és makromoleku-
lak. Az ¢l6lényekben a funkcidk hatalmas valasztékat végzik, mint példaul anyagcsere reakciok
katalizise, DNS-replikacio, jelatviteli ingerekre adott valasz, sejtek €s ¢éldlények szamara szer-
kezet biztositasa, ¢s molekulak transzportja, szallitasa. A fehérjék elsésorban az aminosavszek-
venciajukban kiilonboznek egymastol, melyet génjiik nukleotid szekvencidja determinal, €s ami
altalaban a fehérje specifikus, az aktivitdsat meghatarozo 3D szerkezetbe valo felgombolyoda-
sat eredményezi.

Az aminosavak alkotta linearis lancot polipeptidnek nevezik. A fehérje legalabb egy
hosszl polipeptidet tartalmaz. A rovid, 20-30 aminosavnal kisebb, polipeptideket ritkan tartjak
fehérjének és rendszerint peptidnek nevezik. Az egyedi aminosavak peptidkotéssel vannak egy-
mashoz kotve. A fehérjében az aminosavsorrendet a génjének bazissorrendje - szekvencidja -
hatdrozza meg, a genetikai kodnak megfeleléen. A genetikai kod altalanossagban 20 standard
aminosavat hataroz meg; de egyes ¢161ényekben a genetikai kod szelenociszteint és — bizonyos
archeakban — pirrolizint is tartalmazhat. Roviddel a szintézist kovetéen vagy még akézben az
aminosavak a fehérjében transzlacié utani modositassal gyakran kémiailag valtoznak (ezt poszt-
transzlaciés modositasnak nevezziik), melynek hatasara modosulnak a fizikai és kémiai tulaj-
donsagok, a felgombolyodas, a stabilitas, az aktivitas, és végiil a fehérje funkciodja is. A fehérjék
miukodhetnek egyiitt is, hogy egy bizonyos funkcidt betdltsenek, €s gyakran 6sszekapcsolod-
nak, hogy stabil fehérjekomplexeket képezzenek (Id. Il. Fehérje-fehérje kdlcsonhatasok, 17. ol-
dal).

A fehérje térszerkezetének szintjeiben megkiilonboztetiink elsddleges, masodlagos, har-

madlagos és negyedleges szerkezetet (2. abra) Az elsddleges vagy primer szerkezet a fehérje

12



nmbokor 337 25

aminosav-szekvenciaja, aminosav SOf- ] . o .
2. dabra. Primer, szekunder, tercier, és kvaterner fehérje-

szerkezet (Morris et al. 2022). A kvaterner szerkezetben

rendje. Az aminosavakbol felépild fehér- mindegyik polipeptidlanc més-mas szinnel van jel6lve.

., e, . . . i Primer szerkezet Szekunder szerkezet
jék a peptidkotés aszimmetrikus jellegének

koszonhetden iranyitott polimerek. A fe-

hérjelanc szintézisekor a legutoljara be-

¢épiilt aminosav karboxilcsoportjahoz kap- B-reds a-hélix
Tercier szerkezet Kvaterner szerkezet
csolodik a kovetkezd aminosav aminocso- /

portja, és igy tovabb. A természetben tobb

szaz ilyen aminosav 1étezik, de az emberi

szervezet minddssze 20-at hasznosit belo-

liik. Ezek koziil kilenc fajtat — az igynevezett esszencialis aminosavakat (fenilalanin, hisztidin,
izoleucin, leucin, lizin, metionin, treonin, triptofan, valin) —az emberi szervezet nem, vagy csak
elégtelen mennyiségben képes onmagatol eldallitani, ezért azokat élelmiszerek segitségével kell
a szervezetbe juttatni. A mdsodlagos vagy szekunder szerkezeten a peptidgerinc hidrogénkoté-
sek altal stabilizalt lokalis (legalabb négy aminosavra kiterjedd) rendezettségét értjiik. Ezt a
szerkezeti szintet a peptidsikok egymashoz képest torténd elfordulasaval jellemezhetjiik. A ma-
sodlagos szerkezeti elemek legfébb csoportjai a jobb- vagy balmenetes hélixek, a reddk, a hur-

kok és a kanyarok (3. abra). Az a-hélix jobbkezes hu-

3. dabra. Mésodlagos szerkezetek: a-héli-
xek (piros), B-reddk (kék), hurkok (sarga),
rokkal vagy hélixszerkezettel jellemzett masodlagos  valamint két B-red8bdl és a koztiik 1év
hurokbdl allo B-kanyar — szupermasodla-

szerkezeti motivum. A B-redd pedig egy, a polipeptid- ~ £%° tszlezlgf;)eﬁ motivum (négyszdg) (Oldfi-
eld et al. .

lanc szomszédos szalai kozti hidrogénkotéssel stabili-
zalt linearis szakasszal irhat6 le. A meanderrégio alta-
laban nem szabalyos, kanyargds vonalat felvevo szeg-

mensére utal egy fehérjének, mely gyakran B-red6k

hurkokkal oly modon &sszekotdtt mintazatat irja le,

13
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hogy az meandermintazatra emlékeztet. A meanderrégiok tipikusan B-redékben figyelhetok
meg, ahol is a szalagok szabélyos, de komplikalt mintazatban tekerednek hatra és eldre, még-
pedig gyakran antiparallel médon. A meanderrégiok hozzajarulnak a nagyrészt f-redokbdl allo
fehérjék altalanos stabilitdsahoz ¢és architekturdjahoz. Lehetdvé teszik a B-reddk szoros rende-
z6dését, mikozben az 6sszeko6té hurkokban megmarad a flexibilitas. A véletlenhurok a fehérje
olyan szegmensére utal, melynek nincs szabalyos masodlagos szerkezete, mint példaul a-héli-
xek vagy B-reddk. Ez a konformacid minden konzisztens mintazatot vagy stabil hidrogénkotést
nélkiiloz, nagy flexibilitas ¢és véletlenszeriiség jellemzi, vagyis a véletlenhurokban a polipep-
tidlanc nem vesz fel konzisztens alakot. Szabadon mozog ehelyett, ami rendezetlen vagy flexi-
bilis szerkezethez vezet. Egy fehérje térszerkezetébdl kiszamolhato, hogy bizonyos aminosavak
mennyire preferaljak az egyes méasodlagos szerkezeti elemeket. A meanderrégiok és a véletlen-
hurkok a fehérjeszerkezetek sokoldalusagat tiikkrozik, kiemelve, hogy a fehérjék hogyan tudjak
Otvozni a szabdlyos, rendezett elemeket a flexibilis, rendezetlen szegmensekkel, hogy aztan a
biologiai funkciok széles valasztékat hajtsak végre. A masodlagos szerkezet kisérletes megha-
tarozasara példaul a CD-spektroszkdpia ad lehetdséget, amely a jobbra és balra cirkularisan
polarizalt fény elnyelésének kiilonbségébol képes szerkezeti informaciot kinyerni. A harmad-
lagos vagy tercier szerkezet egy polipeptidlanc teljes térbeli konformacioja. Ezt a konformaciot
mindenekel6tt a hidroféb kolcsonhatasok stabilizaljak. Egy peptidlanc tartalmazhat egyetlen
vagy tobbféle masodlagos szerkezeti elemet, melyek rendezetlen szakaszokkal valtakoznak, de
ismertek olyan fehérjék is, melyekbdl teljesen hidnyoznak a rendezett szerkezetek, ezeket nati-
van rendezetlen fehérjéknek nevezziik, azaz IDP-k. A folyamatot, mely soran a fehérjemoleku-
lak elnyerik a nativ térszerkezetiiket, vagyis amelyben betoltik bioldgiai funkciojukat, a fehér-
jék felgombolyodasanak, foldingjanak nevezziik. Bizonyos fehérjéket tobb peptidlanc alkot,
melyeket alegységeknek neveziink. Ez a negyedleges vagy kvaterner szerkezet. A peptidlancok

lehetnek azonosak vagy eltéréek, szamuk altaldban nem haladja meg a nyolcat.

14
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A fehérjéket harmadlagos szerkezetiik alapjan tobbek kozott a kdvetkezo {6 tipusokba
lehet osztani. A globularis fehérjék kompakt, és durvan gomb alakkal jellemzettek. Tipikusan
bonyolult haromdimenzids szerkezetekbe gombolyodnak fel tgy, hogy a hidrofob aminosavak
a fehérje belsejében vannak eltemetve, a hidrofil aminosavak pedig a felszinen kitettek. Valto-
zatos ¢és specifikus funkcidkat latnak el, gyakran enzimekként, transzporterekként, receptorok-
ként, vagy jelmolekulakként szolgalnak. A rendezetlen fehérjéknek (IDP-knek) fiziologias ko-
riilmények kozott nincs allandé haromdimenzios szerkezete. Ezek a fehérjék teljes hosszukban
nagy flexibilitassal rendelkeznek, ami lehetdvé teszik a kot partnereiknek vagy a kdrnyezeti
koriilményeknek megfeleld kiilonb6zé konformécidk felvételét. Lényeges szerepet jatszanak
kiilonb6z6 bioldgiai folyamatokban, koztiik a jelatvitelben, transzkripcioban, és mas fehérjék
szabalyozasaban. Sokféle partnerrel kdlcsonhatasban és a dinamikus sejti folyamatokat eldse-
gitve gyakran molekularis csomépontként mikddnek. A komplex fehérjék tobb alegységbdl
vagy kiilonboz6 szerkezeti tulajdonsagu régiokbdl - doménekbdl - allnak. Gyakran bonyolult
architekturat mutatnak és kifinomult funkciokat végeznek el.

Az amiloidok olyan rendezett fehérjeaggregatumok, amelyeket a fehérjék in vivo vagy
in vitro, sejten beliil vagy sejten kiviil kereszt-f szerkezetet kialakitva hoznak létre. A fehérjék
konformécidja benniik a nativ szerkezet helyett egy nyujtott, elagazasmentes szalakbol allo,
hidrogénhidakkal és hidrofob kolcsonhatasokkal stabilizalt, nyujtott szerkezetet mutat. Amiloid
szerlinek nevezziik a kereszt-f masodlagosszerkezet-mintazat megjelenését (Eisenberg et al. 2006).
Ismétlodo B-redd parok 6sszességébdl allo kereszt-B-gerine konformacio tartozik ehhez a min-
tazathoz (Sawaya et al. 2007, Nelson et al. 2005). Az amiloid szerkezet megjelenése csaknem minden

neurodegenerativ betegség diagnosztikus velejardja (Chiti & Dobson 2017).

A molekulak kozotti kolesonhatasok egyforman fontosak a kémidban, a fizikaban és a
molekularis bioldgiaban. Meghatarozzak a biologiai vegyiiletek stabilitasat. A biologiai miiko-

dés szempontjabol kiilonlegesen fontos a fehérjefelszin els hidratacids héja (Rupley & Careri
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1991), ugyanis a fehérje a bio- 4. dbra. Ha egy szénhidrogén-molekulat viz vesz

koril, a vizmolekulak klatratracsot alkotnak. E szer-

logiailag aktiv egységet az - 8 kezet eredményeképpen a viz entropidja csokken,

igy a szénhidrogén vizben valé diszpergalodasa ent-
elsé  hidratacids rétegével L ropiasan gatolt; a molekulak koaleszkalasa viszont
\

entropia tekintetében kedvezo (Atkins & de Paula 2006).

. i . . A vizmolekulak klatratracsat a vonalak jelzik.
egylitt képezi (Shiro et al. 2015).

A fehérjék hidrogénkdotések, nagy hatotavolsagti Coulomb-erdk és hidrofob erdk hatdsara ol-
teresedést okozokeént értjiik (Meyer et al. 2006). A fehérjék hidratacids vizének a mozgasat befo-
lyasold potenciadlgatakrodl kapunk informaciot NMR méréseink segitségével. A potencidlgatak
a fehérje oldoszernek hozzaférhetd felszinének kémiai €s topologiai tulajdonsagai szerint val-

tozhatnak.

|. Vizszerkezet és -dinamika a fehérjék koriil

(Laage et al. 2017)

A fehérjék a tombvizfazissal nem hatnak kozvetleniil kdleson; kolcsonhatasuk néhany
szomszédos kotott vizmolekula-réteggel valosul meg (Tompa K. et al. 2012), ez a tény indokoltta
teszi a kotott viz tulajdonsagainak tanulméanyozasat. A hidratacios viz mozgasa pikoszekundu-
mos iddskalan zajlik, mig az NMR iddskalank ennél egy nagysagrenddel lassubb, igy az NMR-
ben a mozgasi keskenyedés jelensége (50. oldal; Slichter 1990) j6 mutatd a mozgékony viz meg-
kiilonboztetésére. A fehérjék 4ltal a fehérjeoldat lefagyasztasakor a kotott vagy nem megfagyo

vizet mozgékony hidratacids vizként emlitem a dolgozatban. A hidratacios vizre nem a fehér-

jemolekulak koriili merev vizhéjként kell tekinteni, hanem a vizmolekuldk hullamzé felhdje-
ként, mely a fehérjefelszinnel tobbé vagy kevésbé erdsen, vagy akar még taszito jelleggel is hat
kolcson.

A fehérje koriili els6 vizréteget definicid szerint azok a vizmolekulak képzik, melyek a

fehérje atomjaival hidrogénkotésekkel és/vagy van der Waals kolcsonhatassal kozvetlen kol-
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csOnhatasban vannak (Durchschlag & Zipper 2001). Itt a vizmolekuldk elrendez6dését és helyi kol-
csOnhatasait a fehérjefelszin heterogén geometriai és kémiai jellege erésen befolyasolja. Ennek
eredményeképpen a fehérjefelszinen a viz dinamikaja nagyon valtozatos, heterogén energiael-
oszlast mutat. A masodik rétegben a molekuldknak a fehérjével nincs kozvetlen kdlesonhatésa.

A hidratacios héj tombviz jellegli szerkezetet vesz fel a feliiletk6zi vizrétegtol (az oldott
anyag/viz hatarfeliilet legfelsé vizrétege) kezdve néhany rétegen beliil, ez jellemzden 6t réteg-
nél kevesebb (1. abra, 9. oldal). A fehérjefeliilettdl 1 nm-es tavolsagig a hidratacios rétegnek a
tombviztdl eltéré dinamikaja van €és ebben az értelemben a hidratacios vizet kotott viznek is
nevezik (zZhang et al. 2018). A fehérjéhez kozeli vizmolekuldknak a tombvizét6l nagyon kiilon-
b6z6 kolcsonhatasai vannak (Raschke 2006). A polaros csoportok a fehérjefelszinen a vizzel hid-
rogénkotéseket képeznek. A toltdtt aminosavoldallancok (€épplgy, mint az amino- €s a kar-
boxillancvég) a vizzel elektrosztatikus kolcsonhatasokat 1étesitenek. A felszinen 1év6 nem po-
laros atomok hidroféb kolcsonhatasokat hoznak létre. A hidrofob erdk (4. abra) mindségileg
olyan kolcsonhatasokként foghatok fel, melyek a hidrofob feleket polaros oldoszerben aggre-

gaciora vagy klaszteresedésre késztetik (Meyer et al. 2006).

I1. Fehérje-fehérje kolcsonhatasok

A fehérjék funkcidjukat gyakran mas 5. gbra. Az alkohol dehidrogenaz obligt, szimmetrikus
homo-oligomer komplexe (PDB ID: 20HX). A két fehérje-

fehérjékkel kolcsonhatasban 1atjak el, vagyis lanc piros, illetve z6ld szinnel van jelGlve.
szinte minden fehérje fizikai kapcsolatot ala-
kit ki mas fehérjékkel. A fehérjekomplexek

fajtai a kovetkezok.

Obligat vs. nem-obligat komplexek.

Ha in vivo a fehérje stabil, jol felgombolyo-

dott szerkezetet tud alkotni 6nmagaban (barmely mas tarsult fehérje nélkiil), akkor az ilyen
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fehérjék altal képzett komplexet altalaban nem-obligat fehérjekomplexnek nevezik. Némely fe-
hérje 6nmagaban nem tud stabil, jol felgombolyodott szerkezetet kialakitani, de el6fordul olyan
fehérjekomplex részeként, mely az alkoto fehérjéket stabilizalja. Ezek az obligat fehérjekomp-
lexek.

Tranziens vs. permanens komplexek. A tranziens fehérjekomplexek in vivo atmenetileg

képzddnek és bomlanak le, mig a permanens fehérjekomplexeknek viszonylag hosszu felezési
idejiik van. Tipikusan az obligat kolcsonhatasok (fehérje-fehérje kolesonhatasok obligat komp-
lexben) permanensek, mig a nem-obligat kolcsonhatasok vagy permanensnek, vagy tranziens-
nek bizonyulnak (Amoutzias & Van der Peer 2010). Az obligat és a nem-obligat, illetve tranziens és
permanens kolcsonhatasok kozott nincs vilagos kiilonbségtétel, inkabb folytonossag all fenn,
mely raadasul a kornyezeti koriilményektdl, példaul pH, fehérjekoncentracio, effektor moleku-
lak, poszttranszlasiés modosulasok, stb... is fiigg (Nooren & Thornton 2003).

Fuzzy komplexek. A fuzzy (bolyhos) fehérjekomplexeknek tobb szerkezeti alakjuk, vagy

kotott allapotban dinamikus szerkezeti rendezetlenségiik van (Tompa P. & Fuxreiter 2008). A kol-
csOnhatas soran a fehérjék nem gombolyadhatnak fel teljesen, hanem részben vagy egészben
megorzik szerkezeti rendezetlenségiiket. Gyakran fordulnak el a természetben fuzzy komple-
xek, melyeknél bizonyos mértékii flexibilitas kotés utan is megfigyelhetd (Fuxreiter 2020). Leg-
tobbszor, ha egy IDP globularis fehérjével 1étesit kapcsolatot, a fuzzy tulajdonsag bizonyos
mértékig korlatozott lesz, viszont két IDP egymashoz kotédése kiilondsen fuzzy komplex kép-
z0déséhez vezethet — ekkor a partnerek tobbnyire rendezetlenek maradnak (Wang & Wang 2019,
Borgia et al. 2018). Az ilyen tipust kolcsonhatasok szerkezeti jellemzése nehézséget jelent, mert
sok modszer képtelen az ily modon valo kdtddés sordn fellépd finom valtozasok érzékelésére.
Az 1:1 komplexek életidejiik szerint lehetnek tranziens (atmeneti) komplexek. Ide tar-

toznak a gyenge tranziens komplexek, ezek allanddan felszakado és tijraformalodo kapcesolatot
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1étesitenek. Még a kiilso jel hatasara bekovetkez6 felszakadas vagy ujraformalodas is erds tran-
ziens komplexeket hoz Iétre. A permanens (alland6) komplexeket viszont allando, stabil, erds

kapcsolatok jellemzik, ekkor az 1:1 komplex sohasem bomlik fel.
I11. A fehérjeoldatok altalanos tulajdonsagai

A vizmolekulak nagyon szoros kdlcsonhatasban vannak a fehérjékkel, és tulajdonsagaik
a hidratacios héjban a tombvizétdl jelentdsen kiillonboznek. A viz a feloldott fehérjékre az elso-
sorban lokalis tipusu, gyenge hidrogénkotéseken, a hosszatavia Coulomb-erékon, és a nem tal
erds hidrofob erdkon keresztiil is erds befolyast tud gyakorolni (Laage et al. 2017, Kuntz & Kauzmann
1974). A vizmolekulak mozgasara nézve a leggyengébb fehérje—viz kolcsonhatas eredményezi a
legalacsonyabb potencialgatat. Kémiailag ezek a vizmolekulak hidrataljak a legkevésbé a hid-
rofil fehérjerészeket, vagyis az olddszernek kitett legkevésbé hidrofil fehérjefelszin hat a leg-
gyengeébben kolcson a vizzel.

A biokémidban kiilonleges jelentdségii a fehérjével kdlcsonhaté mozgékony vizmole-
kulak alkotta hidrataciés héj vagy réteg. A fehérjefelszinnek erre a kdrnyezd vizzel vald kol-

csonhatasara gyakran fehérjehidratacioként utalnak, és a fehérjék miikddésével kapcsolatban

alapvet6 fontossagunak tekintik (Mondal et al. 2017). A hidratacid soran a hidratal6do fehérje koré
vizmolekuldkbdl 4116 burok épiil. Az oldott anyag és az oldoszer kozott 1étrejovo masodrendi
kémiai kotések (dipolus-dipolus, ion-dipdlus, esetleg hidrogénkotés) energiat szabaditanak fel.
A hidratacié mindig exoterm folyamat. A hidrataciot a fehérje kolcsonhatési helyeire jellemzé
hidrofilicitas mértéke hatarozza meg (hidrofil tulajdonsag intenzitasa; hidrofil: a feliilet vissza-

A fehérjék (els6) hidratacios héja oldatfazisban a kiilsé fehérjefelszinnel kapcsolatban
1év6 vizmolekulakbol all (Persson et al. 2018). Ezek azok a vizmolekuldk, melyek nincsenek tel-
jesen koriilvéve mas vizmolekulakkal, és ezért tulajdonsagaik a toémbviztdl a legnagyobb mér-

tékben térnek el.
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A fehérje—viz érintkezés szamos vonatkozasat vizsgaltak globularis fehérjék hig, vizes
oldataiban molekuladinamikai szimulaciokkal (Persson et al. 2018). A szakirodalomban gyakran
idézett, hogy az els6 hidrathéjban a hidratacié h = 0,3-0,4 g viz/g fehérje (Durchschlag & Zipper
2001, Gregory 1995, Rupley & Careri 1991, Kuntz & Kauzmann 1974, Cooke & Kuntz 1974). Eredményeik
szerint egy kozepes méretii fehérjénél ilyen alacsony h-érték kortilbeliil a fehérje oldoszernek
kitett feliiletének felének hidratacios vizzel valo beboritasahoz sziikséges mennyiségnek felel
meg. Az ebben a dolgozatban szerepld fehérjék méretiiket tekintve igen kicsinek tekinthetdek,

ezért esetiikben a h = 0,3-0,4 mennyiségii hidratacio elég lehet az els6 hidratacios héjhoz.

IV. Rendezetlen fehérjék

(Uversky 2019, 2015, Lieutaud et al. 2016, van der Lee et al. 2014)

A mult szdzad masodik felében altalanos volt az a meggy6zd6dés, hogy a fehérjék rész-
letes haromdimenzids szerkezetébe eredendden kddolva van a bioldgiai funkcidjuk, azaz a szer-
kezeti biologia kozponti dogmaja, miszerint felgombolyodott fehérje sziikséges a biologiai
funkcidhoz. Jollehet a szerkezet és a funkcio szorosan 6sszekapcsolodik, de nem minden bio-
logiailag funkcionalis fehérje kodolt arra, hogy spontan 4llando globularis szerkezetet vegyen
fel. A globularis fehérjék szerkezete ugyan leirhatd 6sszes atomjuk koordinataival, de ez az
informacio sokszor tul dsszetett ahhoz, hogy a funkcié vonatkozéasaban értelmezhetd legyen.
Az aminosav-szekvencia nemcsak a nativ funkcionalis allapotot, hanem az ehhez az allapothoz
vezetd utat is kddolja; igy egyértelmiien meghatarozza a nativ hdromdimenzios szerkezetet. Ez
a nativ allapot altaldban megfelel a konforméacios tér globalis minimumanak.

Az ezredforduldbodl szarmazé felfedezés (Tompa P 2002), hogy a klasszikus szerkezet-
funkcid paradigma meghaladotta valt az olyan fehérjékre és fehérjedoménekre, melyek nativ és
funkcionalis allapota szerkezetileg rendezetlen. A rendezetlen allapot minden é16 szervezetre

altalanos, nélkiilozhetetlen az alap sejti funkcidkhoz; tehat a fehérjék birodalmaban kiilon funk-
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cionalis €s szerkezeti kategoriat képvisel. Mivel a szerkezeti biologia gyokerei a globularis (ren-
dezett) fehérjék tanulmanyozasaba nytlnak vissza, ezért a fehérjeszerkezet klasszikus fogalmai
inkabb alkalmasak a rendezett, mint a rendezetlen fehérjék leirasara. Miutan a rendezetlen al-
lapot (Tompa P. 2002) a definicid szerint minden egyes fehérjére kiilonbozé szerkezetek egyiit-
tese, ezért az IDP-k szerkezetileg egy szerkezeti sokasaggal irhatok le.

Az IDP-k, IDR-ek annak ellenére, hogy biologiailag aktivak, nem képeznek egyedi ha-
romdimenzios szerkezetet, hanem nagyon dinamikus szerkezeti sokasagokként 1éteznek ugy a
masodlagos, mint a harmadlagos szinten (Uversky 2013, Tompa P. 2002). A rendezetlenség az itt
hasznalt értelemben a fehérje gerincére vonatkozik, nem pedig az aminosavak oldalcsoportja-
ira. Egy fehérje kiillonbozo régidinak rendezetlensége eltérd lehet, sok fehérje rendezett és ren-
dezetlen részekbdl all. A IDP-k és a hibrid fehérjék (vegyesen rendezett és rendezetlen részek)
a természetben nagyon bdségesen eldfordulnak, minden eddigi leirt proteomban nagy szamban
megtalalhatok (Peng et al. 2015). A rendezetlen fehérjék képesek véletlenhurok konforméaciora
(random coil), vagy olvadt gombdcske (molten globule) allapot felvételére.

A fehérjék rendezettsége vagy rendezetlensége a mi megkozelitésiinkben lazabban az

olvadasi diagramjuk (mozgékony viztartalom vs. hdmérséklet) energiaviszonyai, szigorubban
pedig a mozgékony hidratacios vizilk mennyiségei alapjan hatdrozhaté meg. Mig egy évtizede
az IDP-cikkek legtobbje a rendezetlenséget binaris allapotként jellemezte, addig napjainkban
mar a széleskorli elemzéseket tartalmazo munkdk az uralkoddak, melyek szamos kiegészitd
kisérleti modszert hasznalva tobb feltételes allapotot irnak le. Az ajanlott kisérleti médszereket
MIADE (Minimum Information About Disorder Experiments) megkozelitéssel érdemes meg-
valasztani (Mészaros et al. 2023). A kisérleti modszerek kozé tartozik a) az NMR spektroszkopia,
mely hatékony modszer a fehérjedinamika és -flexibilitds tanulméanyozasara (HQSC, relaxa-
cios, valamint széles jelti mérések; b) a CD-spektroszkopia, mely segitségével meghatarozhatod

a fehérjék masodlagos szerkezet-tartalma az a-hélixek, a B-redok, és a masodlagos szerkezet
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nélkiili részek jellegzetes mintazatai alapjan; c) a FRET (sajat-fluoreszcencia és Foster-féle re-
zonans energiaatadas), mely sajat-fluoreszcenciat mutato (példaul triptofant tartalmazo) vagy
kiils6 fluoreszcens molekulaval jelolt fehérjék szerkezeti dinamikajarél és konformacios valto-
zésairdl ad informaciot és hasznos a fehérjék felgombolyodéasanak és dinamikajanak vizsgala-
taban, kimutatva a rendezetlen régiok jelenlétét; d) SAXS (kisszogl rontgenszoras), mely az
oldatban 1év6 fehérjék altalanos alakjarodl és teljes méretérdl nyujt informaciot, segitve a fehér-
teinek azonositasat; €) HDX- (hidrogén-deutérium kicserélddés) és tomegspektroszkopia, me-
lyek koziil a HDX a fehérje flexibilitasaba és dinamikéjaba ad betekintést, valamint a HDX-
szel kombinalt tomegspektroszkopia a rendezetlen — oldoszernek kitett, exponalt — teriileteket
jelzi a konkrét fehérjerégiok kicserélddési sebességének pontos mérése altal; f) bioinformatika
¢és szamitasi megkozelitések, melyek a kisérleti modszerek mellett az aminosavszekvencia alap-
jan eldre tudjak jelezni a fehérje rendezetlenégét (példaul IUPred (Dosztanyi et al. 2005) és DI-
SOPRED (Ward et al. 2004)) és potencialisan rendezetlen régidkra 6sszpontosithatjadk a tovabbi
kutatasokat. Egy varatlan, jelentds fejlemény a teriileten, hogy a fehérjeszerkezetek joslasaban
rendkiviil sikeres 0j algoritmus, az AlphaFold (Jumper et al. 2021), nagyon pontosan tudja josolni
a szerkezettel nem rendelkezé — rendezetlen — részeket is. Osszességében kijelenthetjiik, hogy
mindegyik modszernek vannak erésségei és korlatai, valamint gyakran a technikak kombinaci-
6ja hasznalatos, hogy a fehérjékben vagy a specidlis fehérjerégiokban a rendezetlenség aranyat
széleskoriien megértsiik.

Mint emlitettiik, a fehérjék aminosavsorrendje a biologiai funkciohoz elengedhetetlen
térszerkezetet nem hatdrozza meg egyértelmiien. Belsé dinamikajukat illetden arra is fény de-
rilt, hogy az IDP-k mozgékonysaguk miatt nem jellemezhetdk egyetlen idéatlagolt térszerke-

zettel (Tompa P. 2002). Az ilyen fehérjék és fehérjerégiok dinamikus sokasagként 1éteznek, fehér-
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jefelhdkre hasonlitanak. Miikdddképesek (biologiai aktivitassal rendelkeznek), és alapvetd bi-

ologiai szerepet toltenek be (Dunker et al. 2013), emellett tobbféle partnerrel valo kolcsonhatasra
nyujtanak kiilonleges lehetdségeket (Tompa P. et al. 2005).

Az IDP-K, a rendezett fehérjék és fehérjedomének aminosavsorrendje és aminosav-0sz-
szetétele nagyon kiilonbozik egymdstol (Vymétal et al. 2019). Ha egy fehérje aminosav-6sszetétele
ismert, eldrejelzés tehetd a kotott viz mennyiségére (Derbyshire 1982, Kuntz 1971). Korabbi tanul-
manyok (Tompa P. 2002, Uversky 2002, Dunker & Obradovic 2001) alapjan elmondhato, hogy a globu-
laris fehérjékhez képest az IDP-kben a triptofan, cisztein, fenilalanin, izoleucin, tirozin, valin,
leucin és aszparagin aminosav jelentdsen kisebb mennyiségben van jelen, azonban ezek a fe-
hérjék gazdagabbak alanin, arginin, glicin, glutamin, szerin, prolin, glutaminsav, és lizin ami-
nosavban. Az elObbieket ezért rendezettséget, az utobbiakat pedig rendezetlenséget eldsegitd
aminosavnak nevezik. A hisztidin, metionin, treonin, és aszparaginsav gyakorisaga nem mutat
jelentds kiilonbséget a két fehérjecsoport kozott.

Az IDP-k szerkezetileg nagyon heterogének és tobbé-kevésbé kompaktak is lehetnek.
Kisebb-nagyobb mennyiségii hajlékony masodlagos szerkezetiik lehet, és tranziens harmadla-
gos szerkezeti kapcsolatokkal is birhatnak (Uversky & Dunker 2010). Bar nagyon dinamikus soka-
sagként 1éteznek, a szerkezetiik meglehetdsen jol leirhatod egészen korlatos szdmu és alacsony
energiaju konformacidval (Huang & Stultz 2008, Choy & Forman-Kay 2001). Néhany rendezetlen fe-
hérje, fehérjerészlet masik fehérjével valo kotott allapotaban nem gombolyodik fel (részben,
vagy teljesen), hanem a masik fehérjével kolcsonhatasban is rendezetlen marad, fuzzy komple-
xet képez. Fontos szabalyozo és jelatviteli funkcioik miatt sok IDP a kiilonb6z6 emberi beteg-
ségek — rék, neurodgeneracio, metabolikus betegségek, — korfejlédésével is kapcsolatba hozzak

(Uversky et al. 2008).
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B. Vizsgalt fehérjék szerkezeti és biologiai hattere

A fehérjék tekintetében a globularis és rendezett jelzOket azonos jelentésiiként haszna-
lom, bar a globuléris jelzé sziikkebb értelmii. A rendezetlen fehérje hasonl6 jelentéssel bir, mint
az olddszernek nagyban kitett feliilettel rendelkez6 fehérje. A kdvetkezOkben a dolgozatban
vizsgalt, betegségekben fontos szerepet jatszé IDP-ket ismertetem.

I. a-szinukleinek

(Parihar et al. 2019)

1. Szerep a Parkinson-kérban

A Parkinson-kor neurodegenerativ rendellenesség. Olyan tiinetek alapjan diagnosztizal-
jék, mint remegés nyugvoé helyzetben, izommerevség, akaratlagos mozgasok végzésének aka-
dalyozottsaga. Velejaroja a mozgasi nehézség, zavarok az emésztésben, keringésben és alvas-
ban (Tanaka et al. 2004). A Parkinson-kor eléfordulasanak gyakorisaga az életkor elérehaladasa-
val ndvekszik, és 65 év felett a népesség koriilbeliil 2-3%-at érinti. A Parkinson-kor gyakran jar
egyiitt rendezett idegi amiloid aggregatumok, Lewy testek megjelenésével, amelyek els6dleges
Osszetevoje az a-szinuklein. Szinte minden Parkinson-koros megbetegedés genetikailag isme-
retlen eredetli, a domindnsan kromoszdma eredetli Parkinson-kor ritka formai az AS3T (Sachsen-
hauser et al. 2020), A30P (Ramis et al. 2019), é¢s az E46K (Bokor et al. 2022) pontmutaciékhoz kapcso-
lodnak, vagyis szekvencidjukban egy aminosav mas, mint a vad tipusu, azaz valtozatlan, eredeti

szekvenciaju fehérjében.

crer

crer

jovo fehérjében. Az aminosavszekvenciaban torténd valtozas hatasok sorat fejtheti ki a fehérje
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szerkezetére és funkciojara. Olasz és gorog csaladokban a Parkinson-kor korai kezdetével azo-
nositott elsé genetikai missense mutacié az A53T volt.

Az a-szinuklein oligomerek a —polimerek (amiloidok) el6zményei, és a kozvetlen idegi
Osszekottetést rombold hatast okozhatnak (Choi et al. 2013). Az a-szinuklein oligomerizacidjank,
illetve polimerizaciojanak megallitasa ezért a Parkinson-kor kezelésének kézenfekvé terapias
megkozelitése (Jasutkar et al. 2022).

A30P mutans a-szinuklein

Az A30P mutacid (Kriiger et al. 1998) az amino- 6. dbra. Az A30P mutacioban érintett amino-
sav oldallancok
alanin (A) prolin (P)

lancvég véletlenhurok régidjaban fordul elé, N-termi-
oldallanc

nalis iranyban a meanderrégiotol, ezzel a toxicitasra

alternativ mechanizmust vetve fel (Bisi et al. 2021). P¢l- /NH\)k /N<:)L

daul a természetes felgombolyodasnal ez a valtozas

Ounn
I
w

az optimalis mukodésben gatolt szerepet eredmé-

nyezhet, esetleg a kolcsonhatast a foszfolipid membranokkal kozvetleniil befolyasolva. Az
A30P mutansnak a vad tipusnal kevésbé kompakt és kevésbé allando szerkezetei vannak, és a
mutacionak a fehérje szerkezeti tulajdonsagaira lokalis és hosszutavi hatasai is vannak (Wise-
Scira et al. 2013a). A vad tipushoz képest a mutans fehérje oligomerizacidjanak a sebessége €s

aggregaciora valo hajlama is Iényegesen megnovekedett.
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E46K mutdns a-szinuklein

A szerkezetek tobbségében az E46 ¢s a K80 7. dbra. Az E46K mutécidban érintett amino-
sav oldallancok

oldallancok szoros kdzelsége stabilizalo sohid kiala-  glutaminsav (E) lizin (K)
oldallanc
kulasat veti fel (Li et al. 2018). Az elektrosztatikus ta-

szitas miatt az E46K a-szinukleinmutansban (Zarranz

O
o i I
etal. 2004) ez a s6hid nem jon létre, ami a fehérje mi- ’NH\/IL E
kodését gatolja. Ezaltal a meanderkonformaciot de- E
stabilizalja és valoszintlileg inkabb a kisebb oligome-
N

rek, mint a kifejlett fibrillumok kialakulasahoz, meg-
A mutécid kovetkeztében a fehérje hélixtartalma vizes oldatban jelentdsen lecsokken, ugyan-
akkor B-szerkezetének a mennyisége nagyon megnd. A vad tipusunal kompaktabb, viszont ke-
vésbé stabil szerkezettel rendelkezik. Ez a mutacio nagy befolyassal van az a-szinuklein mono-

mer vizes oldatbeli szerkezeti €s termodinamikai tulajdonsagaira (Wise-Scira et al. 2013b).

AS53T mutans a-szinuklein

Ez a mutacidé megvaltoztatja a vad tipust a-szinuklein idegsejtmérgez6 hatasat és poli-
merizacidjat (Bisi et al. 2021). Az a-szinuklein monomerek konformacids sokasagat nyitottabb

allapotba tolja (Bertoncini et al. 2005b) és azokat a g, ghra. Az AS3T muticioban érintett aminosav

oldallancok
molekulan beliili kolcsonhatasokat destabilizalja alanin (A) treonin (T)
oldallanc
(Bertoncini et al. 2005a), melyek a vad tipust szerke- o
zetben a rostszal-, vagyis az amiloidképzddést NH | ~
~
meggatoljak. A vad tipust a-szinuklein hélixtar- z
CH; H;C

talmat nemigen befolyasolja az A53T mutécio, ki-
véve néhany aminosav-oldallancot az amino- és a karboxillancvégi régidban (Coskuner & Wise-

Scira 2013a).
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Annak ellenére, hogy az emlitett egyetlen ami-
nosavban torténé valtozasok a Parkinson-kér korai
megjelenéshez vezetnek, mindegyik nagyon eltéré ha-
¢s oligomerizacios hajlamara (Meade et al. 2019). Példaul,

az E46K (Geenbaum et al. 2005, Zarranz et al. 2004, Choi et al.

2004), és az AS3T (Serpell et al. 2000, Polymeropoulos et al. 10, dbra. Két kiilsnbdzé polimorfot mu-

taté negative-stain elektronmikroszkop-
1997) mutacid a fibrillumok képzO8désének megndveke-  felvétel teljes hossziisagh a-szinuklein
amiloidszalakrol — rad (nem csavart
elemi szal, fehér nyil), twister (csavart
elemi szalak, fekete nyil) — és egy kb.10
nm vastagsagu szal.

dett sebességéhez vezet, mig az A30P (Kriiger et al. 1998)
mutacioé lassitja a rostszalak képzédési sebességét. Mi-
vel a polimerizacios mechanizmus és sebesség, valamint a monomer fehérjeszerkezet kdzott
kozvetlen kapcsolat van (Coskuner & Wise-Scira 2013), alapvetd fontossagl lenne ismerni a mono-
mer vad tipusq, illetve az A30P, E46K, A53T mutans a-szinuklein szerkezetét. A kiilonbozo
9. dbra. a-szinuklein, micelldhoz kotott szerkezet oligomer tipusok ko6zds tulajdonsa-
gai koz¢ tartozik a B-redds szerkezet,
a nagy mennyiségli oldészernek ki-
tett hidrofob tartomany és a globula-

ris vagy csoves morfologia (Chen et al. 2015, Cremades et al. 2017).

2. Szerkezeti tulajdonsdgok

Az emberi a-szinuklein 140 aminosavegységbdl all, molekulatomege 14442 mol/g, egy

aminosavra atlagosan 103,2 g tomeg esik, elsérendii szerkezete/szekvenciaja a kdvetkezo.

Vad tipusu o-szinuklein szekvencidja, a vizsgalt mutacios helyek vastagon jelélve.
MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEG-
VLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGAV-
VTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKNEEGAPQEGI-

Az o-szinuklein amiloidszal-képzo fehérje, pontos természetes szerkezetét nem sikeriilt meg-

hatarozni (Bisi et al. 2021, Meade et al. 2019). Ugy is le lett leirva, mint rendezetlen (Semenyuk 2022,
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Breydo etal. 2012, Theillet et al. 2016), vagy mint helikalis (Bartels et al. 2011, Wang et al. 2011) szerkezet(i
fehérje, vagy mint a ketté kombinacidja (Burre et al. 2013). A jelenlegi konszenzus szerint az a-
szinuklein elsédlegesen az idegsejtek preszinaptikus kompartmentjeiben elhelyezkedé szinap-
tikus vezikulak kialakulasaban és a benniik talalhaté neurotranszmitterek kitiriilésében jatszik
szerepet. Ezt az teszi lehetévé, hogy membrankstd képességgel bir, és a membrangdrbiilet sza-
balyozasaban jatszik Szerepet (Varkey et al. 2010, Chandra et al. 2003). Az a-Szinuklein in vivo valo-
szinlileg szerkezet nélkiili monomer, részben helikalis membran-kotott forma, statisztikailag
kedvezdtlen helikalis oligomer(ek) egyensulyi keverékeként 1étezik. Az altalanos konszenzus
szerint az a-szinuklein monomer oldatban majdnem teljesen strukturalatlan (9. abra, Chen et al.
2021, Fauvet et al. 2012).

Az a-szinuklein teljes szekvencidja harom kiilonb6z6 tartoményra oszthatd (11. abra,
29. oldal , Bisi et al. 2021, Parihar et al. 2019). @) Pozitivan to1t6tt lipidk6to rész, az 1-60. aminosavra
kiterjedé amino-terminalis lancvég, mely szamos amfipatikus, valtakozé hidrofobicitast 11
aminosavnyi ismétlodést mutat, és a KTKEGYV konszenzus szekvenciat tartalmazza. Ebben az
a-szinuklein régioban helyezkedik el a legtobb csaladban 6roklddé mutacio, igy az A30P, az
E46K, és az AS3T is. Az aminolancvég-régio rendezetlen természete miatt vizes oldatban kii-
16nb6z06 atmeneti masodlagos szerkezeti jellemzoket vehet fel. Szamos tanulmanyban azt a ten-
denciat figyelték meg (Kim et al. 2020, Meade et al. 2019, Brodie et al. 2019, Bhattacharya et al. 2019, Zhang
et al. 2018, Coskuner & Wise-Scira 2013, Jénsson et al. 2012, Allison et al. 2009, Vilar et al. 2008), hogy az

aminolancvég helikalis masodlagos szerkezetre tesz szert. b) A kdzponti hidrofob szakasz (61-
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95. aminosav) a nem-amiloid-p-komponens centralis régidé (NAC), mely nagyon erésen ami-
loidképz6 hatasu, és a fehérjét B-redok létrehozasara teszi képessé. ¢) A 96-140. aminosav ne-
gativan toltott karboxillancvég-szakasz, amely elektrosztatikus taszitas révén megel6zi az agg-
regaciot.

Vizes oldatban az a-szinuklein monomer az agyban lerak6do amiloidszalakhoz hasonld
rostokat alkot, és a polimerizacid folyamata a szalképzddést megeldzden atmeneti fajtak, koz-
tiik oldhat6 oligomerek 1étrejottén keresztiil halad elére. Az a-szinuklein leger6sebben idegme-

regként hato formai az érett amiloidszalakhoz képest inkabb ezek az oligomerfajtak. Az a-szi-

nuklein monomer ¢s -oligomer fehérje szerkezete hatarozza meg a polimerizacié mechanizmu-

Ca?*-kozvetités(i membrankotés
fémionkotés

lipidkotés aggregaciora kismolekula-kotés
fehérjekotés hajlamos NAC-régi6  fehérjekotés
61 95
N T c
a (4 =
o ) [42]
T ¥ =2

11. dabra. A harom a-szinukleinrégié kiilonb6z6 szinekkel van jelolve (a) 1-60. aminosav: vilagossziirke, b) 61-
95. aminosav: sotétsziirke, ¢) 96-140. aminosav: sziirke). A f6 Parkinson-koéros mutaciokkal és a kdlcsonhato he-
lyekkel egyiitt jelolve vannak a tulajdonsagaik.

sat.

Megfigyelések szerint sok polipeptid esetén, féleg a ~150 aminosavnal kisebb mono-
mereknél, az aggregaciohoz sziikséges koncentraci6 felett a nativ (természetes) allapot termo-
dinamikailag nem stabil, és a fehérje elvben amiloid képzddéssel a teljes szabadenergiajat csok-
kentheti (Baldwin et al. 2011). Esetiinkben mindegyik vizsgalt a-szinukleinvaltozatra érvényes ez
a feltétel. Eredményeink arra utalnak, hogy a két mas polimerizaciods fokl valtozathoz, az oli-
gomerhez, illetve az amiloidhoz képest az a-szinuklein monomereknek vannak a legnagyobb

aranyban oldészernek kitett hidrofil csoportjai.
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I1. gs-timozin, stabilin-2 citoplazmadomén és komplexiik

1. B4-timozin

A timozinokat eredetileg a csecsemémirigybdl kiilonitették el, igy neviiket a csecsemo-
mirigy latin elnevezése utan kaptak. Kisméretli, majdnem minden emlds szovetben jelen 1€évo
fehérjék és sokféle bioldgiai aktivitasuk van. A betegségekkel kapcsolatban a timozinokat a
bioldgiai valaszt modositod fehérjékként soroltak be (Low & Goldstein 1984).

A Ba-timozin evoluciosan nagymértékben megdrzott (konzervalt), természetesen eléfor-
dulo, vizben old6do regenerativ peptid, mely minden eukaridta szovetben €s sejttipusban (ki-
véve vorosvérsejtek) megtaldlhatd (Goldstein & Kleinman 2015, Goldstein et al. 2012). A vérben és
mas testnedvekben is eléfordul, ideértve a kdnnyet, nyalat, agygerincvel6i folyadékot, és a seb-
nedveket (Badamchian et al. 2007, Huang et al. 2006, Mohring et al. 2005). Bar nem tal sok aminosavbol
all, széles korii regeneracios aktivitasa van és kiilonbozo funkeioit a molekulan specifikus sza-
kaszok kozvetitik (Sosne et al. 2010, Low & Goldstein 1984). A B4-timozin sok klinikai vizsgalat ala-
nya (Goldstein & Kleinman 2015), példaul masodik fazisu klinikai vizsgalatok soran gyorsitotta a
sebgydgyulast olyan betegeknél, akiknek esetenként felfekvése, labszarfekélye, vagy holyagos
felhambetegsége volt.

A human B4-timozin 43 aminosavbol all, a molekulatomege 4921 g/mol, egy aminosavra

Pa-timozin szekvencidja. SDKPDMAEIEKFDKSKLKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES

atlagosan 114,5 g tomeg esik és alabbi a szekvencidja. Rendezetlen moonlighting fehérje. A

moonlighting fehérjék olyan fehérjék, melyekben egy polipeptidlanc egynél tobb fizioldgiailag

lényeges biokémiai vagy biofizikai funkciot 14t el (Jeffery 2018, > 4bra- Patimozin

2003, 1999). A fehérje rendezetlenségét és szerkezeti dinamikajat < ‘-%
heteronuklearis NMR-mérésekkel, *H-°N NOE-val (nuklearis

Overhauser-cffektussal) jellemezték (Sung & Eliezer 2018). Vizes
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oldatban nincs stabil felgombolyodott szerkezete (12. abra), nagyon kevés és tranziens masod-
lagos szerkezetet talaltak benne ebben az allapotaban. Sok funkcidja valésziniileg ehhez a sa-
jatossadghoz kapcsolhato. Fiziologas partnereihez gyakran gyengén, heterogén szerkezetli
komplexeket alkotva kotédik (Sluchanko & Bustos 2019), de kotddéskor fel is gombolyodhat, pél-

daul G-aktinnal képzett komplexében.

Ba-timozin bioldgiai aktivitdsa

A Ba-timozin példaul stabilin-2 kozvetitésével szerepet jatszik az elhalt sejtek eltavoli-
tasaban (apoptdzis, Bohm & Schild 2003). Kiilonbozé partnerekhez kotdédve sokféle fuzzy kol-
csOnhatasban vesz részt (18. 0), azaz képes a kiillonb6z6, mégis specifikus kdlcsonhatasokat
0sszekotd kapocsként szolgalni anélkiil, hogy a kiilonb6z6 komplexekben hatarozott felgom-
bolyodott szerkezetet venne fel (Tantos et al. 2013).

A moonlighting fehérjék tobbfunkcios mitkodést mutatnak, illetve sokféle partneriik van

(Jeffery 1999). Sok ilyen fehérje vagy teljesen IDP, vagy hosszu ilyen régioi vannak (Tompa P. et al.
2005). Fo6, aktint stabilizalo és aktin polimerizaciot szabalyozé molekuléris szerepén kiviil a Ba-
timozin még figyelemre méltdéan sokféle funkcioval bir az allati szoveti sejteket ovezd folya-
dékban (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P62328/entry), példaul altaldnos szerepet jatszik a szoveti
regeneracidoban. A szovetgyodgyulashoz kapcsolddo sokféle aktivitas olyan receptorokkal tor-
ténd kolcsonhatasoktol fligghet, melyek az aktintdl kiilonboznek és sejten kiviili ligandumkotd

doménnel rendelkeznek.

2. Stabilin-2 citoplazmadomén
A teljes stabilin-2 (névvaltozatok: stabilin-2, FEX-2, FEEL-2, HARE), nagyméreti,
2551 aminosavbol all6 fehérje. Transzmembran receptorfehérje, mely az érképzddés folyaman,
nyiroksejt-iranyitasban, sejttapadasnal, vagy receptor eltakaritasaban miikodhet, valamint hi-

aluronsav-receptor szerepe is van (https://www.uniprot.org/uniprot/Q8WWQ8). Ugy Gram-pozitiv,
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mint Gram-negativ baktériumokhoz is kotddik és szerepe lehet a bakterialis fert6zések elleni
védekezésben (https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8WWQ8/entry; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/55576).
A Ba-timozinnak a stabilin-2-vel alkotott komplexe a programozott sejthalal sejtfalasaban érin-
tett, a Bs4-timozin szerepet jatszik ebben. A folyamat pontos mechanizmusa azonban még nem
ismert (Lee et al. 2008).

A citoplazmadomén a stabilin-2 fehérjének a karboxillancvégen a 2484-2551 aminosav

alkotta része. Ennek a 2501-2551 aminosav altal képzett részét vizsgaltuk, tomege 5631 g/mo-

Stabilin-2 fehérje 2501-2551. aminosavszekvencidja.
INVAALGKQQPENISNPLYESTTSAPPEPSYDPFTDSEERQLEGNDPLRTL

lekula, egy aminosavra atlagosan 110,4 g tomeg esik. A stabilin-2 citoplazmadomén a hialuron-
sav sejten beliili receptora és a PBa-timozint kotd régidja (Bokor et al. 2020a, Tantos et al. 2013, Ho et
al. 2008). A Ba-timozin a stabilin-2 citoplazmadomén 2504-2514. aminosav-oldallancaval 1ép

kolesonhatésba, és a sejtmembran betiiremkedésében egyiitt lokalizalodnak (Lee et al. 2008).

3. fs-timozin-stabilin-2 citoplazmadomén komplex
A Ba-timozin és a stabilin-2 citoplazmadomén jelentdsége, hogy fuzzy komplexet (18.
oldal) képeznek, vagyis gyenge, tranziens, €s szerkezetileg nem egyértelmii fehérje-fehérje kol-
csonhatast alakit ki (Tantos et al. 2013).

A fehérjekomplex tarsult polipeptidlancok csoportja, kvaterner szerkezeti forma, mely-

LSa-timozin—stabilin-2 citoplazmadomén komplex aminosavsorrendje: SDKPDMAEIEKFDK-
SKLKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGESINVAALGKQQPENISNPLYESTTSAPPEPSY -
DPFTDSEERQLEGND

ben a fehérjéket nem-kovalens fehérje-fehérje kdlcsonhatasok kapcsoljak ossze. A Pa-timozin
¢s a stabilin-2 citoplazmadomén altal képzett 1:1 komplexet létrehozo kdlcsonhatasnak szerepe
van a stabilin-2 kozvetitette programozott sejthalalban. A kolcsonhatast eddig csak sejtes rend-
szerekben jellemezték, a komplexr6l, annak kialakulasarol semmilyen szerkezeti vagy kineti-
kus adat nem érhet6 el. Képzédésének in vitro termodinamikai, kinetikai és szerkezeti viszo-
nyait sem tanulmanyoztak korabban.

32



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/55576)

nmbokor 337 25

C. Széles jelit 'H NMR-mérés és értelmezése
(Eads 1995)

Az NMR spektroszkopia az IDP-k tanulmanyozasanak meghatarozo eszkoze, mivel fle-
xibilis és dinamikus oldatbeli szerkezetiikbe nagyfelbontast betekintést nyujt. Ellentétben a
strukturalt fehérjékkel, az IDP-k nem vesznek fel rogzitett konformaciot, ¢s az NMR-nek az a
képessége, hogy dinamikus egyiitteseiket és tranziens kolcsonhatasaikat megragadja, idealissa
teszi ezen egyediilalldan flexibilis fehérjék funkciondlis mechanizmusainak jellemzésére (Mur-
rali et al. 2020).

Ha NMR-rdl van sz6, szokasosan azt feltételezik, hogy kémiai analitikai modszerrdl,
vagy magneses rezonancia képalkotasrol (magnetic resonance imaging, MRI) van sz6. A id6-
tartomanyu NMR és MRI moédszer jo a folyékony és a szilard halmazéllapoti anyagok fizikai
tulajdonsagainak mérésére. Az anyag tulajdonsagai viszont sokkal egyszeriibben kinyerhet6k
az idOtartomanybeli adatokbol, mint a nagy magneses térrel mért, nagy felbontasu spektralis
adatokbol. Réadasul az alacsony magneses térrel mérd, idétartomanyua NMR késziilékek tipi-
kusan 10-100-szor olcsobbak, mint a nagy magneses terii, nagy felbontast szilard NMR-rend-
szerek (Webber 2021). Az NMR-spektroszkopia a kémiai analizis nélkiilozhetetlen modszere, de
a nagy magneses tér, a beszerzés ¢€s fenntartas magas koltségei, és az dsszetett tizemelés altala-
nos felhaszndlasat korlatozzak. A kismolekula elemzésre alkalmas kémiai, asztali kompakt
NMR-spektrométerek allandé magneseket tartalmaznak, melyek 40-80 MHz-es proton frek-
vencidkat eredményeznek (Bliimich & Singh 2018). A gyakorlatban a kis magneses terti, azaz sz¢les
jelit NMR-spektroszkopia a kémiai €s biokémiai analizis fontos modszere (Grootveld et al. 2019).

A folyadékszerti allapotban 1év6é molekulak rendszerint molekulaszerkezet-fiiggé frek-
venciaval vagy kémiai eltolodassal jellemzett keskeny NMR rezonancidkat hoznak létre (né-
hany — t6bb tiz Hz). Ezen jelek analizise megkonnyiti példaul folyadékok egyes dsszetevdinek

azonositasat. A szilard allapotban 1évé molekulak sokkal szélesebb, inhomogén rezonanciakat
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hoznak 1étre (1000 — 100.000 Hz). Azaz, miutan az atommag €s a kornyezete kozotti magneses
kolesonhatasok iranyfiiggdek, a mintaban 1évé molekulak valtozatos orientacioja sok, kissé kii-
16nb6z06 frekvencidji rezonanciat allit eld. Egy szé€les rezonancia ezért a lokalis szerkezetrdl és
mozgasrdl hordoz informaciot. A szerves anyagokban talalhato protonokra haté dominans jel-
sz¢lesedési kolesonhatas a homonuklearis magneses dipolus kdlcsonhatas.

A fehérjekrdl alkotott tudomanyos vilagkép az ezredforduld kornyékén alapvetéen meg-
valtozott (Tompa P 2010, 2003, 2002, Dunker et al. 2001, Wright & Dyson 1999), amikor tobben is java-
soltak, hogy a fehérjék rendezetlen allapota altalanosan elterjedt minden €16 szervezetben, €s
elengedhetetlen az alapvetd sejtmiikddéshez; ilyenforman megérdemli, hogy a fehérjék vilaga-
ban kiilon miikodési és szerkezeti kategoriaként vegyiik figyelembe. Ezek a rendezetlennek ne-
vezett fehérjék.

A széles jeli NMR-spektroszkdpia hasznalata kiterjeszthetd a fehérjékre, amint azt ko-
rabban mar megmutattuk, példaul (Bokor et al. 2005). Mint ¢16 anyag, madarak (csirke és pulyka)
szemlencséin végeztiink szélesjelii 'H NMR jelintenzitas, spin-racs és spin-spin relaxacios rata,
valamint DSC méréseket (Tompa K. et al. 2010). A szemlencse elsGsorban vizbdl és fehérjerostok-
bol all, tehat kozelitéleg tomény fehérjeoldatnak tekinthetd. Méréseinkkel a fehérje-viz hatar-
feliileti régiora jellemzo fehérjehidrataciorol kaptunk kvantitativ informaciokat. Ezek nagy fon-
z0désével a koros halyogos allapotba vald atmeneteinek a megértésében. Azt talaltuk, hogy
termodinamikai értelemben a szemlencse és annak hidratrétege egyetlen, magas szinten dssze-
kapcsolodott fazisként viselkedik. A relaxacios ratdk elemzése kimutatta, hogy mind a longitu-
dinalis, mind a leglassabb transzverzalis relaxacids komponens ugyanazt az aktivacios energiat
adja. Ez a 0 °C felett 1étez0 transzlacids diffuzio kovetkezménye, ugyanis a transzlacios diffuzio

Osszekeveri a feliletkozi és a tombfazisbeli vizmolekulakat.
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A fehérjeoldatoknal az oldészer mindsége meghatarozé a fehérjék hidratacidjanak tu-
lajdonsagai szempontjabol (Kamasa et al. 2007). A kezdetekben méréseinket 150 mM =~ 0,9 t6-
meg%, azaz fizioldgids mennyiségli NaCl-ot tartalmazd, trisz(hidroximetil)-aminometannal
(trisszel) pufferelt, semleges kémhatast oldatokban vizsgaltuk (Balazs et al. 2009, Tompa K. et al.
2009, Kamasa et al. 2007, Tompa P et al. 2006, Bokor et al. 2005, Csizmék et al. 2005). A fehérje melletti
mas oldott anyagok is hatnak azonban a mérési paraméterekre, ezért akkor lehet egyértelmiien
szerként mas oldott anyagokt6l mentes vizet hasznalunk (minden 2010 utn késziilt munkank, Hazy et

al. 2011, Szolldsi et al 2008, Kamasa et al. 2007).
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111, Célkituzések
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Munkam soran két nagy célom volt: egyrészt ki akartam terjeszteni a széles-jeli NMR
formalizmust a fehérjék hidratacios viszonyainak a vizsgalatara, masrészt ennek alkalmazasa
rendezett és rendezetlen fehérjék vizsgalatara. Ezen célok f6 részletei:

» a fehérjék rendezettségi-rendezetlenségi allapotanak a fehérjéhez és a szomszédos
vizmolekuldkhoz egyarant k6t0d6 vizmolekuldk mozgékonysaga alapjan torténd de-
finialasa és kisérleti meghatarozasa

* jol definialt rendparaméterek segitségével a rendezett fehérjéknek és az IDP-knek a
hidratviz molekuléaris mozgékonysaga szerinti osztalyozasa

» arendezett és rendezetlen részek aranyainak, és benniik a fehérje-viz potencialgatak
energiaeloszlasanak kozvetlen mérési eredmények alapjan torténé meghatarozasa

» Dbetegségekben szerepet jatszo fehérjékhez (a-szinuklein, Bs-timozin és stabilin2 Ci-
toplazmadomén) kapcsolodd mozgékony hidratacios viz termodinamikai jellegze-
tességeinek vizsgalata (energetikai szempontok)

» az egyes fehérjék olvadasi diagramjanak elemzése, hidratacios tulajdonsagaik be-

tegségben jatszott szerepiik szerinti értelmezése
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V. Anyagok és modszerek
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A. Fehérjék eloallitasa
A fehérjekutatasok a HUN-REN Wigner Fizikai Kutatokdzpont Szilardtest-fizikai és Op-
tikai Intézete (Wigner FK SZFI1) és a HUN-REN Molekularis Elettudoméanyi Intézete! kozti
egylittmiikodésben zajlottak. A széles jeli NMR kisérletek a Wigner FK SZFI-ben zajlottak a

fagyott fehérjeoldatokon, mig a vizsgalt fehérjéket a Molekularis Elettudomanyi Intézetben ké-

szitették a kovetkezOképpen.

a-szinuklein
(Bokor et al. 2022, Bokor et al. 2020b, Hazy et al. 2011)

A rekombinans human A30P, E46K, A53T mutans, és a vad tipusu a-szinuklein varian-
sok expresszidja és tisztitdsa pRK-172 alapt expresszalo rendszerben tortént (van Raaji et al. 2006)
szerint. A fehérjék expresszidjara pT7-7-alapt expresszalo rendszerben, IPTG indukciodt kove-
tden, Escherichia coli BI21(DE3) sejtekben keriilt sor. Centrifugalassal baktérium-sejtpelletek
kertiltek begytjtésre és 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, és 1 mM cOmplete proteaz
inhibitor koktélban reszuszpedalasra. A sejtroncsolas utan a streptomycin szulfat-csapadék
DNS-t centrifugalassal eltavolitottdk és ammoniumszulfatos csapadékképzési 1€pés tortént,
hogy szelektiven az a-szinuklein fehérje csapodjon ki. 4 °C-on, 13.500 g-n torténd, 30 perces
centrifugalas utan a pelletet feloldottak 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM cOmplete-ban és 0,2
pm-en atsziirték. A kapott oldatot Resource Q anion kicseréld oszlopra toltotték Akta Explorer
kromatografias rendszeren (GE Healthcare). A tisztitott fehérjék tisztasagat és integritasat
SDS-PAGE-e¢l igazoltak (elektroforézis modszer, a fehérjéket tomegiik szerint valasztja el po-
liakrilamid alapu porozus gél kdzegben, 13. abra). A csucsfrakciok keriiltek begytjtésre és két-
szer desztillalt viz ellenében dializalték liofilizalas elott.

Mérési minta készitésekor a liofilizalt fehérje tomegét lett megmérve (minden tovabbi

12023. 11. 28.-ig Enzimolodgiai Intézet
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tisztitas nélkiil), a megfelel6 mennyiségii, monomerek esetén ultratiszta, kétszer desztillalt vizet
adtak hozza, hogy 50 mg/ml legyen a névleges koncnetracio. A folyamat soran képz6dott oli-
gomerek eltavolitottak az oldat 100 kDa-os membranon valo atsziirésével.

Az amiloid képzddés 50 mg/ml fehérjének a kovetkezd pufferben torténd feloldasaval
lett meginditva: 10 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 0,02% NaNs, 100 mM CuCl2. A mintakat 37

°C-on, 800 rpm razassal inkubaltak. és az amiloidszal novekedése tioflavin T (ThT) fluroszcen-

ciaval lett kdvetve, 5 uM ThT-vel (végsd kon- 13. dbra. Reprezentativ SDS-PAGE gélképek a fel-
hasznalt fehérjékrdl. A. Bs-timozin, stabilin-2 CTD

centracid). Az amiloidnovekedés lag fazisa-  és vad tipust o-szinuklein. B. a-szinuklein AS3T
varians. C. a-szinuklein E46K varians

ban, a kezdépont utan 24 éraval lettek az oli- E <
A £ é B ¥ ¢
gomermintak kivéve. A képzddott amiloidok ., £ g 9 . .
Q N c S Q n )
e g = . R <
(1] - d + g g
a novekedést kovetden 60 oraval lettek elva- ka = & & 3 kpa  Z g kpa 3
lasztva. Azonos kériilmények kozott, de ThT 55 — o
42
nélkiil inkubalt mintdkon a szalak jelenléte 26 ™ ' - v
17 . . 25 25 3

elektronmikroszkoppal (Jeol JEM1011) lett

i 17 = - 178
igazolva. Mérés el6tt az oligomer és az ami- S -

loid mintak ultratiszta kétszer desztillalt vizbe lettek dializalva. Az NMR-mérés id6pontjaban
a végso koncentraciok a kovetkezdk voltak: monomerek és amiloidok: 25 mg/ml, oligomerek:
50 mg/ml. A mérések harom azonos, egymastol fiiggetlentiil készitett mintan lettek elvégezve.
Minden eredmény, ahol a viz mozgékony frakcidja, n(Tm) érintett, 50 mg/ml fehérjekoncentra-

ciora lett szamitva.

Pa-timozin, stabilin-2 citoplazmadomén és 1:1 komplexiik
(Bokor et al. 2020a, Tantos et al. 2013)

A human Ba-timozin (UniProt: P62328) DNS-t tartalmaz6 pET22b expresszids plazmi-
dot az MWG Biotecch AG-t6l vasaroltuk. A kodolo régidhoz stop kodon lett hozzaadva, hogy

a fehérje biztosan His-jeldlés nélkiil fejezddjon ki. Egy éjszakai indukciot (28 °C; 1 mM IPTG
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[Apollo, BIMB1008]) kovetden a sejtekbdl pelletet csinaltak és roncsold pufferben (10 mM
Na2HPO4 [Sigma, S50876], 150 mM NaCl Sigma, 59888], pH = 7,0) SIGMAFAST Inhibitor
Cocktail-lal (Sigma, S58820), szonikalassal roncsoltak. A sejttormelék centrifugalassal
(24.000xg, 20 perc, 4 °C) keriilt eltavolitasra, 5 percig vizfiirdében lett forralva a feliiltiszo, és
aztan centrifugalva lett (24.000xg, 20 perc, 4 °C). 3% perklorsavat (Sigma, 77230) adtak a
feltiliszohoz és a kicsapodott fehérje centrifugalassal (24.000xg, 20 perc, 4 °C) el lett tavolitva.
A feliilaszo pH-ja 7,0-ra lett beallitva 5 M KOH (Sigma, P1767) adagolasaval. A végso fehér-
jeoldat 0,2 pm-es nitrocelluldz sziirdn lett atsziirve és Akta Explorer rendszeren (GE He-
althcare), forditott fazisti (RPC) oszlopon (GE Healthcare, 17-1182-01) lett tisztitva. Az elualt
Ba-timozin desztillalt viz ellen dializalva és aztan liofilizalva lett. A human stabilin-2 (Uniprot:
Q8WWQB8) levagott sejten beliili régidja (2501-2551. aminosav) DNS-t az MWG Biotech AG
cég szintetizalta és inszertalta pPETARA vektorba, , ami a célfehérjét GST-fuzios konstrukcio
formaban fejezi ki. Szonikalas utan 24.000xg-n 50 percet, 4 °C-on lett centrifugalva. A fehér-
jekifejezés 28 °C-on, 0,5 mM IPTG-vel egy éjszakan at lett indukalva. A feliilaszo 0,2 um-es
nitrocellul6z szlirdn lett atsziirve €s GSTrap FF oszlopra lett toltve. Az eluciot éjszakas TEV
proteaz kezelés kovette, hogy GST-jelolés el legyen tavolitva. A keverék vizflirdén 5 percet
forralva lett tisztitott fehérjét 20 mM ammonium acetat (Sigma, A7330) ellenében (pH = 6,8)
dializalva és aztan liofilizalva lett (13. abra). A komplexképzodés a két fehérje ekvimolaris
mennyiségének desztillalt vizben torténd dsszekeverésével és a keverék liofilizalasaval lett el-

érve.

B. Széles jelii tH NMR mérések fagyott fehérjeoldatokon

Bruker AVANCE 11l NMR-pulzus spektrométeren, 82,4 MHz frekvencian késziiltek az
'H NMR-mérések és az adatgyiijtés (Tompa P. et al. 2006, Csizmok et al. 2005). A mérések stabilitasa
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 széles jeli NMR-spektroszkopia
41



nmbokor 337 25

elve és részletei az kdvetkezo fejezetben talalhatdoak. A mért szabad precesszios jelek (free in-
duction decay, fid) amplitadéjat a 90°-os pulzus hosszara és a nuklearis szuszceptibilitas ho-
mérsékletfliggésére normalizaltuk. A mérés iddskalajara jellemzo értékek a kovetkezok: 2 ps-
os pulzushossz, 10 ps-os spektrométer-holtidd, és néhany 100-1000 ps a mozgékony hidrata-
ci0s viznek megfeleld fid hossza, illetve ez mintegy 20 ms a tombviz esetén. A mozgékony
protonhanyadot (vizhanyaddal aranyos) kozvetleniil mértiik a fid-jel amplitadojan keresztiil. A
fid-jel nulla idére valo extrapolacioja Gauss-fiiggvények dsszegének illesztésével tortént. A fe-
hérjéket 25 mg/ml, illetve 50 mg/ml koncentracidban, ultratiszta desztillalt vizben oldottuk fel.
A fehérje—viz hatarfeliiletre koncentralo kisérlet fagyasztassal—-olvasztassal, vagyis lehiitéssel
¢s 1épésenkénti ujra felmelegitéssel jaro technologiabol all. A fid-jeleket minden egyes hdmér-
sékleten a homérsékleti egyensuly elérését kovetden vettiik fel -70 °C és +25 °C kozott. A mé-
rések melegités kozben torténtek, hogy a talhités problémajat elkeriiljiik. A fehérjék minden
esetben, szobahdmérsékletre torténd Gjramelegités utan a hiités eléttivel egyezo fid-jelet adtak,
tehat nem tortént valtozas a szerkezetiikben, nem fordult el6 hideg denaturaci6. Egy mérési pont
felvétele jellemzden 10 percet vett igénybe. Folyékony nitrogén felhasznaldsaval, nyilt kora
Janis-kriosztattal szabalyoztuk a hdmérsékletet, melynek pontossaga és allanddsaga jobb volt,
mint =1 °C.

Altalanossagban, a szamértékek utolsé szamjegyének hibaja zardjelben van megadva.
A viz mozgékony hdnyadat hasznalé6 minden eredményt 50 mg/ml fehérjekoncentracidra vo-
natkoztattunk, igy az értékek kozvetleniil 6sszehasonlithatok.

A kittizott célok elérésének érdekében széles jelii tH NMR-spektroszkopiaval olvadasi

diagramokat rogzitettiink. Az olvadasi diagramok fagyott fehérjékben (elenyészo viztartalom)

vagy fagyott fehérjeoldatokban (szamottevo viztartalom) a mozgékony vizmolekuldk mennyi-
ségét adjak meg a homérséklet vagy energia fliggvényében. Az olvadasi diagram megadja, hogy

adott hdmérsékleten, illetve potencidlgat értéknél mennyi nem fagyott allapotl viz van a fehérje

42



nmbokor 337 25

kortl. A fehérjefelszin és a hidratacios viz kozotti szoros kapcsolat elemzését az oldat allapota
fehérjerendszerekben mért kisérleti viztulajdonsagok segitségével lehet megtenni (Martini et al.

2013).
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I11. Mérési eredmények és értelmezésiik
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A széles jelii 'H NMR-spektroszkopiaval vizsgalt fehérjék elballitasa és biokémiai jel-
lemzése a HUN-REN Enzimologiai Intézetben tortént, mig a HUN-REN Wigner FK SZFI-ben
végeztiik az NMR-méréseket. Ennek sordn j modon, a fehérjéhez és a szomszédos vizmole-
kulakhoz egyarant kotott vizmolekuldk mozgékonysaga és annak homérsékletfiiggése alapjan
definidltuk a rendallapotot (ennek elvi kidolgozasa Tompa Kéalméannak kdszonhetd) €s széles
jeltt *H NMR-rel kisérletileg meghataroztuk. Az igy meghatarozott rendezettség, illetve rende-
zetlenség fizikai-kémiai allapotjelzd, €s nem irhato le pontszerii objektumok kozotti potencial-
lal. A fehérjéhez 1s kotott vizmolekulak (rotacios) mozgasanak megindulasahoz sziikséges ter-
mikus gerjesztési energia a mért mennyiség, mely kiillonbozik a fehérje—viz kotési energiatol.

A vizmolekuldk mozgasat akadalyozo6 potencidlgatak széles energiaeloszlasa tapasztal-
hato, igy ezek segitségével nem csak egyetlen atlagértéket kapunk, hanem ennél joval részlete-
sebb informaci6 nyerhetd ki, példaul az eloszlas mindségét, az altala atfogott energiatartomanyt
stb. illetéen. A fehérje vizes kozeggel kdzvetleniil érintkezd hidrofob része, ill. ennek aranya a
teljes viznek kitett feliilethez képest, hatarozza meg a kotés erdsségét a fehérje hidratacios hé-
jéban kotott vizre (Brotzakis et al. 2016). A lokalis hidrofobicitas mértéke forditottan aranyos a
lokalis kotéserdsséggel. A fehérje rendezetlenségét a viz (oldoszer) fehérjefeliilethez val6 hoz-
zaférése mértékének leirasaval lehet mennyiségileg meghatarozni. Az olddszernek hozzafér-
het6 felszin teriilete jelentdsen nagyobb az IDP-k esetén, mint a globularis fehérjéknél (Tompa
K. etal. 2012, 2010b). A vizmolekuldk mozgékonysagat meghatarozo6 potencialis energia nagysag
szerinti eloszlasa és ennek heterogenitasa a fehérjék rendezetlen vagy rendezett altalanos ter-
mészetére vet fényt (példaul Taricska et al. 2019). A széles jelii 'H NMR-spektroszkopiai eredmé-

nyek megmutatjak, hogy a kérdéses fehérje IDP-nek sorolhato-e be.

A. A fagyott fehérjeoldatok altalanos tulajdonsagai

(Tompa K. et al. 2015, 2012, 2010b, Bokor et al. 2005)
A fehérjoldatok f6 komponensként fehérjemolekuldkbol, hidratacios héjbol, és nem-
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kotott vizbol allnak. Hogy a mintakban jelen 1évé kiilonboz6 vizfazisokat elkiilonitsiik
egymastol, a fehérjeoldatokat lefagyasztjuk: a jégfazisban 1évé hidrogénatomok keskeny
idskalaju tH-jele (fidje) a spektrométer holtidejébe esik (az eljaras otlete Tompa Kalmannak
koszonhetd). A jégprotonok, fehérjeprotonok, és a (nem-fagyott) vizprotonok vildgosan
elvalaszhatoak a fid-jelben, mert a kiilonboz6 fid-komponensek lecsengésének sebessége
markéansan kiilonbozik. Ez lehetévé teszi a fehérjék hidratrétegéhez tartozo fidek konkrét
rogzitését (14. abra, 50. oldal). A vizmolekuldk viselkedése fel6l nézve négy kiilonbozo
hémérséklet-tartomanyt (a—d) azonosithatunk, melyeken beliil jellegzetes kiilonbségeket mutat
a viztazisoknak az NMR-jelhez val6 hozzajarulasa.

a) tartomany A fagypont felett a fehérjeoldat teljes viztartalma folyadék allapotban van
¢és hozzajarul az NMR-jelhez. b) tartomany A fagyas folyamata kezdetben csak a hidratacios
héjon kiviili tombvizre hat. Igy a fagypont koriil a fehérjeoldat kétfazisu spinrendszerként
kezelhetd (hidratacios héj és szabad viz), a két fazis kozotti molekulacserével. A hidratacios héj
kifejezés alatt a fehérje—viz hatarfelillen 1évé vizmolekuldk értenddk, mig az olvadas a
reorientaciojuk megindulasat jelenti. ¢) tartomdny Hidratrétegbeli gyorsan valtozé nem-fagyott
vizmennyiségekkel jellemzett ez a fagyponttdl ~(-23 °C)-ig terjedé hémérséklet-régio. d)
tartomany A nem-fagyott vizfrakcié azonos *H magok rendszerként kezelhetd —23 °C alatt. A
nem-fagyott viz mennyisége csak Kicsit valtozik ebben a hémérsékleti régioban. b—d) rartomdny
A fagyott viz (jég) frakcié merev spinrendszerként viselkedik. Ha a mintat fagyaspont ald
hiitjiik, akkor névekvé mennyiségben van jelen és NMR-jele a spektrométer holtidejében
elveszd gyors lecsengéssel jellemzett (Barnaal & Lowe 1967). A jég hozzajaruldsat ezért nem lehet
kozvetleniil észlelni, csak a hianyat tapsztaltam.

A rendezett fehérjék széles 0 °C alatti potencialgat-tartomanyban konstans mozgékony
—mennyiségértéket mutatnak, mig a rendezetlen fehérjék az esetleges, de mindenképpen révid

konstans szakasz utan a potencialgat fliggvényében emelked6 trenddel rendelkeznek. Vagyis
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azt tapasztaltam, hogy a rendezett fehérjék szinte az egész 0 °C alatti tartomanyban allandé
mozgékony hidratvizmennyiség értéket mutatnak, mig a rendezetlen fehérjék mozgékony hid-

ratvizmennyisége széles tartomdnyban folytonosan novekszik a tombviz olvadaspontjaig.

I. Széles jeliit NMR-spektroszkopia elve és részletei

(Tompa K. et al. 2013, 2012, 2010b)

Az 1d6fliggd magneses térben 1évo elektromos hullamnak a magmagneses momentumok
altal val6 rezonans abszorpcidja az NMR. Bar a fehérjekutatasban széleskorlien és sikeresen
alkalmaznak nagy felbontast NMR-technikakat (példaul homo- és heteronukleéris Overhauser-
modszerek), azonban a hagyoményosabb széles jeli NMR-spektrummérések nagyon hasznos-
nak bizonyulnak a globularis és az IDP-k kutatasanak alapkérdéseit illetden.

Modellmentes eljarast alkalmazva (Gtletét és kidolgozasat Tompa Kalmannak ko-
szonve), kdzvetlen mdodon jellemezziik a fehérjéket. Az egyes mozgékony vizfrakciok megkii-
16nboztetése vagy osztalyozasa a vizmolekuldk, pontosabban a benniik foglalt hidrogén atom-
magok, mozgékonysaganak kiilonbozéségén alapul. A mozgas itt transzlacids diffiziot vagy
rotaciot jelent. Az anyagminta energiaeloszlas szerinti heterogenitasanak, vagy az NMR-valasz
ebbdl kovetkezd Osszetettségének csokkentését a hdmérséklet valtoztatasdval oldottam meg. A
gyorsan -70 °C-ig lehitott, és aztan egyensulyi allapotokon keresztiil torténd felmelegités sordn
mért NMR spektrumjellemzdk a vizsgalt minta molekulainak mozdulatlan, illetve részben vagy
teljes mértékben mozgékony allapotarol nyujtanak kdzvetlen informaciot (Slichter 1990). Az ala-
csony homérsékletli (0 °C alatti) mozgékony vizfrakcid hatarfeliileti vizként azonositottam,
vagyis az anyagok hidrataciojaként, és mennyiségét, dinamikajat, létrejottének litemét a hdmér-
séklet fiiggvényében tudtam vizsgalni.

Az NMR relaxacios folyamatait, a radiofrekvencias tér altal indukalt magspinpolariza-

ci6 bomlasat alapvetden két folyamat hatarozza meg (lehiitott fehérjeoldatok: Tompa K. etal. 2010,
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2012). Egyrészrdl a rezonancia intenzitasanak elvesztését okozza az impulzus gerjesztését ko-
vetden a spin-racs vagy longitudinalis relaxacid, melybdl Iényeges informaciot kapunk a vizs-
galt rendszer inter- €s intramolekularis dinamikéja tekintetében. A longitudinalis relaxécio a
racs tobbi szabadsagi fokaval torténd energiacserét jelent. Lehiitott fehérjeoldatokon végzett
korabbi longitudinalis relaxacios id6é méréseinkbdl kivilaglott (Tompa K. et al. 2010, Bokor et al.
2005), hogy az IDP-k esetén a leger6sebben kotott részének, a hidratacids viznek, a dinamikara
kapott aktivaléasi energidja 50%-kal nagyobb, mint a globuldrisaknal. A két fehérjetipus kozott
az ehhez a mozgésokhoz tartozo korrelacios idok is jelentdsen, nagysagrendekkel eltértek. Mas-
részrdl a spin-spin vagy transzverzalis relaxacid mérhetd, mely faziskoherenciavesztést jelent,
a fid lecsengését okozza, és a vonalak szélességéért felelds (Slichter 1990), valamint a kdlesonhatd
magspinek kozotti energiadtadassal jar. Ez a dolgozat nem tartalmaz relaxacios id6 méréseket.

Az alacsony homérsékletli (< 0 °C) jelintenzitast lehet mérni a fid-jel vagy a CPMG
echosorozat t = O-ra extrapolalt amplitaddjaval (Tompa K. et al. 2012), ebbdl pedig a mozgékony
hidratacios viznek az dsszes vizhez vett aranyat lehet kiszdmitani. A CPMG echésorozat (Hahn
1950, Carr & Purcell 1954, Meiboom & Gill 1958) a transzverzalis relaxacios id6 és az NMR-jelampli-
tudo mérésére hasznalhato (Tompa K. 2010b). Ekkor csak azok a protonok jarulnak a kapott jelhez,
melyekre az atlagos dipolaris tér zérus a mozgasi keskenyedés (50. oldal) miatt, azaz csak a
mozgékony protonokat detektaljuk.

Jelen dolgozatban csak a fid-jelek amplitidomérésébdl hataroztam meg a mozgékony viz-
hanyadokat. A 0 °C feletti hOmérsékleten mért, t = O-ra (gerjesztd pulzus vége) extrapolalt fid-
jelintenzitas szolgal 100%-os referenciapontként a < 0 °C-os mozgékony vizhanyad megallapi-
tasahoz. Fontos felvenni 0 °C felett néhany fid-jelet az anyagminta lehiitése eldtt és akkor is,
miutan ujra visszamelegitettiik azt szobahémérsékletre. Ezen fid-jelek amplitudojanak, alakja-

nak 0sszehasonlitasaval ellendrizhetd, hogy a fagyasztasi eljards utdn az anyagminta visszatér-
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e eredeti allapotaba, nem tortént-e hiitési denaturacio. Az NMR-kisérleteket az adott fehérjeol-
dat jellegzetességei altal megkivant hdmérsékletkozonként végeztem, ami legtobbszor néhany
°C. Altalanossagban a fid-jelek alacsony, tehat 0 °C alatti hdmérsékleten haromkomponenstiek
(1d. kovetkezo fejezet).

A széles jelii 'H NMR-kisérletek eredményeként megkaptam az adott hémérsékleten a
mozgékony hidratacios viz mennyiségének aranyat az oldat teljes vizmennyiségéhez képest,
valamint a hidratacios viz mozgasat meghatarozo potencialgatak eloszlasat. A mozgo6 vizmeny-
nyiségeket €s a potencidlgateloszlasokat olvadasi diagramok formajaban, illetve ezek derivalt-
jaként abrazoltam. Az olvadasi diagram értelmezésével a fehérjék olddszernek hozzaférhetd
felszinének termodinamikai természetérél kaptam informaciot. A potencialgatak eloszlasan ke-
resztiil felderithettem, milyen erdsek a fehérje—viz kotések. Megallapitottam azoknak a mozgé-
kony vizhanyadoknak a mennyiségét, melyek a fehérjének a hidratacids viz mozgasat megha-
tarozo kiilonb6zo potencidlgatakkal jellemzett, olddszernek hozzaférhetd felszinrészeihez ko-
tddnek. Informacidt kaptam a fehérjék azon tulajdonsagairél, melyek a mozgékony hidratacids

viz megkotéséhez flizddnek.
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I1. 'H NMR fid-jel és spektrum

Tobbkomponensii rendszerben a fid-et kiilon frakciokra lehet bontani (14. abra), me-
lyekben a rezonans atommagok mozgékonysaga eltérd lesz. A jég-, fehérje-, és a mozgékony
vizprotonok fid-jelkomponense jol elkiiloniil a spin-spin relaxacios idejiik nagy kiilonbségei
miatt (Csizmok et al. 2005). A fid lassan lecsengé komponensét (14. abra, vilagossziirke vonal) a
mozgékony ‘H magok hozzék létre. Ezek a protonok esetiinkben leginkébb a hidratacids vizben
talalhatoak.

Egy fid-komponens amplitadojat t = 0-ra (Gauss-fiiggvények Osszegével) extrapolal-
tam, mely megfelel az érintett magok altal keltett Mio oc ni-Bo/T magnesezettségnek. (Mio: mag-

14, abra. Széles jeli NMR-spektroszko-

= 0 -,T: gggiE piaval, fehérjeoldatokon, T = 247,2 K-
ozg ékbny - en (pontozott vonal) és T = 269,4 K-en
(szaggatott vonal) felvett *H szabad pre-

cesszios jele. A t < 100 ps-nal merede-
ken csokkenden lefutdé komponensek
jégben és fehérjében 1év6 *H-magoktdl
szarmaznak. A lassan lecsengé kompo-
nens (vilagossziirke vonal) a mozgé-
kony vizmolekulakban 1évé *H-magok-
i tol ered. Ez utdbbi t = O-ra extrapolalt
\"“:N:-:;‘;._*_ amplitaddja (ny és Nz) aranyos a mozgé-
kony viz mennyiségével (Bokor et al.

\ 20203;, Supporting in?(])rmagtionBokEJr etal. 2020a,

T T - . .
1500 2000 2500 Supporting information).

H jelintenzitas [tetsz. egys.]

id& [ps]

magnesezettség, Nii: az adott jelkomponenst generald6 atommagok szdma, Bo: az alland6 mag-
neses tér indukcidjanak nagysaga, T: abszolit hdmérséklet). Ez a kifejezés kozvetleniil adja
meg minden egyes, ni i szami magbol 4116 *H-hanyad nagysagat. A fehérjeoldatok olvadasa az

'H NMR-spektrumban mozgasi keskenyedett komponens megjelenésével jar (mozgdsi keske-

nyedés: az atomok mozgasanak hatasara a spektrum szélességét okozo dip6lus-dipdlus kdleson-
hatasok kiatlagolodnak, a spektrum szélessége lecsokken; 15. abra). A keskeny vonal az ala-
csonyabb hdmérsékleten merev, ezen a magasabb hdmérsékleten mar mozgékony vizmoleku-

laknak tulajdonithat6 (Tompa K. et al. 2013, 2012, 2010b), melyek a fehérje—oldoszer hatarfeliileten,
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azaz a fehérjemolekulak felszinén taldlhatok (nincsenek a fehérjemolekula olddszernek nem

hozzaférhet6 helyein elrejtve).

T=269.4K
fehérjeoldat
-------- mozgeékony viz
- - -- jégtfehérje
15. dbra. Eltér6 homérsékleteken
mért szabad precesszios jelek H
NMR-spektruma. A fehérjeoldat
spektruma (folytonos vonal) széles
e el (szaggatott vonal) és keskeny (pon-
10 0 10 20 30 40  tozott vonal) komponens dsszegébdl
frekvencia [kHz] all. A széles vonal forrasai a jégben
és a fehérjében 1évé *H-magok, mig
s s a keskeny (mozgasi kegkenyede{tt,
feﬁérjeoldat 50. oldal) vonal a mozgékony viz-
........ mozgékony viz ~ molekuldkban 1évé  *H-magoktol
- - - - jég+fehérje ered (Bokor et al. 2020a, Supporting infor-

mation).

0 20 40 60
frekvencia [kHz]

I11. Olvadasi diagram kiértékelésének elmélete

Az aktudlis molekularis mozgés kezdé homérsékletét a hdmérsékleti gerjesztési energi-
aval 6sszekapcsold formalizmust (Waugh & Fedin 1962) Tompa Kalman (HUN-REN Wigner FK
SZFI) korrigalta és 0j tulajdonsagokkal felruhazva vezette be (Tompa K. et al. 2017, 2015). a) Mér-
tékegységek tekintetében helyessé tette; valamint bevezette b) a vizes oldatokra valo alkalma-
zasat és a fundamentalis hdmérsékleti skala hasznalatat, illetve a ¢) vizmolekulak reorientacio-
janak a fehérje oldoszernek kitett feliiletén valdo meginduldsanak detektalasat széles jelii *H

NMR-modszerrel.
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Ezen eredeti megkdzelités abbdl indul ki, hogy az adott molekularis mozgas, mely T
homérsékleten kezdddik és Vo hdmérsékleti gerjesztési energia tartozik hozza, a Vo = kons-
tansxT Osszefliggéssel irhatd le. A hdmérséklet megadasara az energiaegységekben mérd fun-
damentalis hdmérséklet fogalmat hasznaljuk. Az olvadasi diagram (42. oldal) megadja a meg-
olvadt mozgékony viz NMR-rel mért n i mennyiségét (mennyiségének aranyat az oldat teljes
vizmennyiségéhez viszonyitva) a fundamentalis hdmérséklet fliggvényében, mely definicid
szerint Tr = R-T = ks-T-Na, tehat lényegében energia?, vagyis energia dimenzidju (McGee 1988,
Kittel & Kroemer 1980). A fundamentalis hdmérsékletet a jég olvadaspontjara normalizaljuk, az
igy kapott normalizalt fundamentalis hdmérséklet tehat Tm = T / 273,15 K. A tovabbiakban a
normalizalt fundamentalis hdmérsékletet (Tompa K. et al. 2015) hasznaljuk dimenzidmentes egység-
ként. A fehérjével kolcsonhatasban 1évé mozgékony vizmolekuldk mozgésara hatd potencial-
gatakat a viz molaris olvadasi hdjével sulyozott hdmérsékleti energiaval azonositottuk, vagyis
a potencialgat-érték, Ea = Tm-AmH egyenld a normalizalt fundamentélis hdmérséklet szorozva
a viz molaris olvadashdjével (AmH = 6,01 kJ mol™; CRC Handbook 2020). gy mar lehetséges a
molekularis mozgasok kezdetét energiaskalan jellemezni.

Egy adott hdmérsékleten tipikusan azon vizmolekulak valnak mozgékonnya, melyek
kotési energiaja nem nagyobb a homérsékleti energianal (ksT). Ezek a vizmolekulak nem az
Osszesféle aminosavhoz kotottek, kotddhetnek egy- vagy tobbféle aminosavhoz is.

A mozgékony vizmolekuldknak a teljes viztartalom mennyiségéhez viszonyitott ara-
nyara, valamint a normalizalt fundamentalis hdmérsékletre kizardlag fizikai dimenzi6tdl men-
tes mennyiségeket hasznaltam. Ezt a vizmennyiséget aztan egyrészrél mikroszkopikus, mas-
részrél pedig makroszkopikus mértékként hasznaltam. A mikroszkopikus n mértéket (mozgé-

kony hidrataciés vizmennyiség aranya) tovabbalakitottam a vizmolekuldk aminosavankénti

2R =8,314-10%J (mol K)*a molaris gazallando, T az abszolt hdmérséklet, ks = 1,381-102°J K a Boltz-
mann-allandd, Na= 6,02-10" pedig az Avogadro-allando.

52



nmbokor 337 25

naa szamava, makroszkopikus méréegységnek pedig h hidrataciova valtottam at. A vizmole-
kulak aminosavankénti szamat meghataroztam: naa = n-(Myiz' M)/ (Meherie- M%) [M{: i
anyag relativ molaris tomege]. A hidrataciot az NMR-rel mért mozgékony vizhanyadot szo-
rozva a viz, mint olddszer tomegével és osztva az oldott fehérje tomegével, h = N-Myiz/ Meeherje,

crer

tok a spektroszkopian tilmenden mennyiségi elemzést biztositanak.

IV. Ertelmezés részletei

A kiilonb6z6 fid-komponensek megkiilonboztetéséhez j6 szolgélatot tesz a félértéksze-
lesség. A mozgékony viz generalta fid-komponens félértékszélessége legalabb 100 pus. Ezt az
értéket pontosabban meghatarozza a jéghez, a fehérjéhez és a mozgékony vizhez tartozé fid-
komponensek jo elkiiloniilése. A mozgékony vizfrakciotol eredd fid-komponens rendelkezik a
legnagyobb lecsengési idéallandoval, vagyis a legnagyobb félértékszélességgel. A mérések so-
ran keresett eredmény a mozgékony vizfrakciot leird fid-komponens intenzitasa, masként amp-
litadoja, amiket a dolgozatban egymas szinonimajaként fogok hasznalni.

Az alabbi (1) egyenlet irja le az adott hdmérsékleten (molekularis mozgas megindula-
sahoz sziikséges termikus gerjesztési energian) mozgékony vizmolekuldk szamat. Az olvadasi
gorbét (42. oldal), tehat a mozgékony viz n aranyat a T fnhdmérséklet fliggvényében, formalisan
sorfejtésként irjuk le (Tompa K. et al. 2017, 2015) és igy

n(T) = A + B(Ttn — Tin1) + C(Ttn — Ttn2)? + D(Ttn — Ttn3)%+..., (1)
ahol az Osszegzés a kobos tagig van elvégezve. A képletben nem szerepld, de a Ti-sor elsd
tagjat képezo Tmo azt a legalacsonyabb hémérsékletet jeloli, ahol mar mozgékony vizmoleku-
lakat lehet észlelni. Tmi1-nél az olvadési diagram lefutasa a hdmérséklet fliggvényében allando
¢s a homérséklettel linearisan ndvekvo tendencia kozott valt. Hasonloképpen, Tz hdmérsékle-

ten a lefutas linedrisbol négyzetessé valtozik, Tms-nal pedig kobos lesz. Természetesen To <

Tm1 < Tm2 < Tma. Az olvadasi diagramok energetikai elemzése a hdmérséklet fliggvényében
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striin felvett mérési pontokat kdvetel meg, féleg a Tmi pontok kdrnyékén és altalaban a teljes 0
°C alatti olvadasi homérséklet-tartomanyban.

A sorfejtéssel torténd illesztést a legalacsonyabb homérsekletek feldl kezdve, szaka-
szokban lehet végrehajtani. Ha alacsony hdmérsékleten van allandé mozgékony vizmennyisé-
get mutatd szakasz, akkor ebbdl az A mennyiséget lehet meghatarozni és a tovabbi elemzés
céljara megtartani. Ezutan a linearis szakasz és a B aranyossagi tényez6, valamint Tfn1 nyerhetd
ki és hasznalandd a nagyobb kitevdjii szakaszokban. A kdvetkez6 szakasz négyzetesen ndvek-
szik és C, valamint Tm2 keriil illesztésre, azutan a k6bos szakasz jon D-vel és Tms-mal.

A hidratacios viz olvadési folyamatara jellemz0 sajatsdgok kiemelésére az olvadasi di-
agram derivaltjat lehet hasznalni, ami a hidratacios vizmolekulak mozgékonysagat magaban
foglalé potencialgat-eloszlas tanulméanyozasat is lehetové teszi. A mozgékony hidratacids viz-
mennyiség N aranyara illesztett analitikus (1) kifejezés hasznalatos az olvadasi diagram deri-
valtjanak differencidlassal valo kinyerésére. Az olvadasi diagram derivaltjanak meghatarozasa
lehetdvé teszi azon potencidlgatak energiacloszlasanak az egyedi feltérképezését, melyek a
részben a fehérjemolekulakhoz kapcsolt vizmolekulak (hidratacids viz) mozgasat akadalyoz-
zak. Az olvadasi diagram differenciahdnyadosa adja meg az olvadasi diagramnak T-nel tor-
ténd valtozasat

AWAT# = B + 2C(Tin — Tn2) + 3D(Tn — Tn3)? +..., (2)
melyet értelemszertien az (1) kifejezés differencidlasaval kapunk. A mérési adatokbdl ugyan-
igy, de analitikus helyett numerikus derivalassal jutunk el ehhez a forméahoz.

Ez az adott hdmérsékleten, az aktualis potencidlgat-értéknél éppen mozgékonnya valo
vizmolekuldk szama. A potencidlgat nagysaga megmutatja, hogy mennyi energia sziikséges
An/ATm, vagyis egységnyi hOmérséklet-valtozas hatasara mozgékonnya valod vizmennyiség

mozgasba hozasahoz. A derivaltat a potencialgatak nagysaganak fliggvényében mutatd diagra-
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mokat a mozgékonnya valé vizmolekuldk szamat megadé hisztogramoknak tekinthetjiik. Fon-
tos, hogy minden egyes mennyiség és egyiitthat6 is fizikai dimenzidtol mentes, és igy alkalmas
arra, hogy matematikai miiveletek alanya legyen.

Ugy talaltam, hogy az IDP-k és a globularis fehérjék olvadasi diagramjuk alapjan széles
jelit NMR-rel konnyen megkiilonboztethetéek egymastol (Bokor & Tantos 2024). Mig a globularis
fehérjék esetében a mozgékony hidratacios viz széles, gyakorlatilag az egész mozgékony vizre
vonatkozo szakaszt atfogd hémérséklet-tartomanyban allando szintet mutat, az IDP-K estében
a mozgékony viz mennyisége a ndvekvé homérséklettel allanddéan névekszik (Bokor et al. 2022,
Tompa K. et al. 2018, 2015, 2009, Rupley et al. 1983). Az olvadasi diagramok mérése képessé tesz a
fehérjéket korbevevd hidratacids réteg mozgékonysaganak kozvetlen észlelésére, €s ezaltal fon-
tos betekintést nyujt a fehérjék szerkezeti flexibilitasaba.

Részletesebben kifejtve, az IDP-k allando6 olvadési diagramszakasza a globularis fehér-
jékénél tobbszorosen keskenyebb, €s egy folytonosan névekvé mennyiségli mozgékony hidrat-
vizzel jellemzett tartomany koveti. IDP-knel a molekulafelszinnek a globularis fehérjekeénél
sokkal nagyobb része érintkezik a vizzel (Bokor & Tantos 2024, Tompa K. et al. 2018). Osszegezve,
azt javasoltam, hogy a két f6 fehérjetipust a kovetkez6 altalanos megallapitasok jellemzik (Bokor
& Tantos 2024). a) A globularis fehérjék olvadasi diagramjanak sokkal szélesebb hémérséklet-
fliggetlen szakasza van az IDP-kéhez képest (21. abra, beszlrt grafikon, 65. oldal; Tompa K. et
al. 2018); és b) a hidratacioszint meredek emelkedése a globularis fehérjéknél csak az T = 1-
hez, azaz 0 °C-hoz kozeli, magasabb hémérsékleteken mutatkozik meg, ellentétben az IDP-
kt6l, melyek alacsony hémérsékleten, a kezdeti rovid homérséklet-fiiggetlen szakaszt (ha van
ilyen) kdvetéen induld intenziv emelkedést mutatnak (12, 14, 15. abra, 30, 50, 51. oldal; Bokor
et al. 2022, 2020a, Tompa K. et al. 2018, 2015, Hazy et al. 2011). A fehérjemolekuldk rendezett vagy

rendezetlen allapotanak mennyiségi leirdsara dinamikai jellemzdk bevezetését javasoltuk (Bokor
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etal. 2020b, Tompa et al. 2015). Ezek a mozgékony hidratacios viz mennyiségének valtozasai men-
tén potencialgat-eloszlasokat, illetve ezek alapjan a fehérje—viz kdlcsonhatasok eloszlasat irjak
le. Ehhez olyan jol meghatarozott intenziv mennyiségekre van sziikség, mint a heterogénen
kotd hatarfeliilet ardanya (HeR), heterogén a kotések mindségének szempontjabol, a heterogén
fehérje—viz kotések szamaranya (HeRn), és a heterogenitasmérték (HeM), igy a szerkezeti ren-
dezetlenség szintjét kisérletileg modellmentesen lehet mennyiségileg meghatarozni (Tompa K. et
al. 2019, 2018). Ezeket az informativ paramétereket a pontos €s részletes adatok kovetelményét
felallito olvadasi diagrambol (42. oldal) lehet kinyerni.

Ez az ujszerii megkozelités és formalizmus lehet6vé teszi, hogy a fehérjék rendezetlen
¢és/vagy oldoszernek jobban kitett felszini tartoményairdl, annak aranyarol és a fehérje—viz ko-

tések energiaviszonyairdl is mennyiségi kovetkeztetéseket vonjunk le (Tompa K. et al. 2018).

Heterogenitasarany (HeR)

A fehérjemolekulak a viz megkotésének energiaeloszlas szerinti heterogenitasa alapjan
jellemezhetdk és osztalyozhatok. A HeR dinamikai jellemzd paramétert (Tompa K. et al. 2019,
2018, 2015) ad a fehérjék kotések szempontjabol heterogén energiaeloszlast hatarfeliiletének az
egész fehérje olddszernek kitett hatarfeliiletéhez képest vett aranyéara. Az osztalyozas alapjaul
szolgalo Osszefliggés a heterogenitas-arany mérésére (16. dbra):

HeR = (1 — Tp1)/ (1 — Tpyo) (©)
Az olvadasi diagramban a homérséklettdl fiiggetlen rész kezdetét Tmo, ennek az allanddé moz-

gékony hidratacioés vizmennyiséget mutatd szakasznak a végét pedig Tmi1 jeldli. A kizardlag

HeR={(1-T, /{1 - To)

ey

0.05 +

ban szerepld (1 — Trno) és (1 — Tn1) mennyiségek
viszonya az olvadasi diagramhoz.

0.00

0.9 1.0
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heterogén energiaeloszlasu kotésekkel jellemzett rendszerekre HeR = 1, mivel a homogén ener-
giaeloszlasu kotések teljességgel hianyoznak, tehat a kotések szempontjabdl heterogén energia-
eloszlasu hatarfeliilet egyenl6 az egész fehérje teljes oldoszernek kitett hatarfeliiletével, vagyis
Tm1 = Tmo. A csak homogén energiaeloszlasu kotésekbdl és semmi masbol nem allo rendsze-
rekre (Ts1 = 1), hasonl6 gondolatmenettel HeR = 0 (példaul viz 0 °C alatt). A részben heterogén
energiacloszlasu kotések alkotta rendszerekben HeR = (0,1), vagyis HeR aktualis értéke arrol
nyujt rendparaméter jellegi informaciot, hogy a fehérjemolekula felszinét milyen mértékig le-
het heterogénnek tekinteni.

Tehat ez a dinamikai paraméter a lehetséges két energiatartomany kiterjedésének 6sz-
szehasonlitdsa alapjan, és nem a benniik megvaldsuld kotések szama alapjan méri a heteroge-
nitds aranyat. HeR értéke a szerkezeti rendezetlenség mérdje és a fehérjék fontos, mikddéshez
kapcsolodo tulajdonsagait is leirja. Ez a mérték a konkrét fehérje olvadasi diagramjanak az adott
energiaskalajabol ered és a fehérje és a vizmolekuldk kozotti kdlcsonhatasok energiarégidival
van kapcsolatban. Kozvetleniil kapcsolhato a fehérjefunkcio termodinamikai és kinetikai tulaj-

donsagaihoz, és jol hasznalhat6 a fehérje—fehérje kolcsonhatasokat leirasara.

Heterogén fehérje—viz kétések szamardnya (HeRn)

Egy masodik heterogenitasarany is definialhatd (Tompa K. et al. 2019, 2018), melyben az

elsd hidrathéjban 1évd vizmolekuldk nho szdma és a heterogén régioban 1évo vizmolekuldk Nne

HeRn = Nhye / (nho * nhe)

ol Mhe 17. dbra. HeR, dinamikus paramétert definialo

Nhe és Nno mennyiségek viszonya az olvadasi di-
agramhoz.

0.00 +—% : v
0.9 1.0
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szama szerepel

HeRn = nhe / (Nho + Nhe) 4)
Nho e€rtékét a legalacsonyabb gerjesztési energiatartomanyban mérhetjiik, ahol allandé a moz-
gékony vizmolekulak szadma, amit az n vs. T négyszog teriilete adja meg (17. abra). nne-t pedig
a nagyobb kitevdjli tagok altal leirt n vs. T sikidomok teriilete hatdrozza meg. A mennyiség a

Tt = 1-re extrapolalt mozgékony vizmennyiséggel egyenld.

Heterogenitdsmérték (HeM)

A HeM heterogenitasmérték a kotési energiaeloszlas szerinti heterogenitast tudja leirni
¢s a kiilonbozo fehérjemolekulakrol energetikai ujjlenyomatot képes adni (Tompa K. et al. 2019,
2018, 2015). HeM értéke pozitiv szam, a kvazi ekvipotencialis molekulafeliiletti (kb. gdmb alaki)
fehérjékre értéke zEro, tehat rendparaméter jellegli mennyiségnek tekinthetd. Arrdl nyujt infor-
macidt, hogy 0 °C-hoz kozelitve milyen gyorsan né a mozgékony hidratacios viz mennyisége.
Ezt a mennyiséget a kdvetkezOképpen lehet bevezetni (Tompa K. et al. 2019, 2018, 2015).
HeM = (B +2C +3D)/(1 — Tgy), (5)
ahol a szamlaldban szerepl6 B, C, D mennyiségek azonosak az (1) egyenletben bevezetettekkel.
A nevez0 azt az energiatartomanyt jeloli ki, ahol a hdmérséklettel valtozd nagysagt (heterogén
potencidleloszlasu) fehérje—viz kotések vannak, B + 2C + 3D pedig a két (homogén és hetero-
gén energiaeloszlasu) tartomdnyban eléforduld kotések szamdanak a ndvekedési sebessége. A
HeM kifejezésének szamlaloja kozeli rokona az (1) egyenlettel leirt n derivaltjanak, a (2) 6sz-
szefiiggésnek. Az arany igy az olvadasi diagram differenciahdnyados-szerii mennyisége. Erté-
keit nem lehet a [0,1] intervallumba szoritani. Minél nagyobb HeM, annal nagyobb a vizmole-
kulak mozgasat akadalyozo potencialgatak energiacloszlas szerinti heterogenitasa az Ea = 6,01
kJ mol*-hoz, azaz T =1-hez, vagyis 0 °C-hoz kozeli tartoméanyban. A legydzott potencialgatak
mért eloszlasan, azaz az olvadasi diagram derivaltjan keresztiil lehet ezt meghatarozni.

A rendezett fehérjék heterogenitisaranya alacsony értéket vesz fel, HeR™ "zt < 0 5,

58



nmbokor 337 25

Jellegzetesen a heterogén fehérje—viz kotések szamaranya, HeRn is kis értékii esetiikben. Az
IDP-knek ezzel ellentétben, ha van is hdmérsékletfiiggetlen olvadasi diagramszakaszuk, az nem
sz¢élesebb néhany foknal, és ezt kovetden folytonosan emelkedik a mozgékony viz hidrathéjbeli
mennyisége egészen 0 °C-ig. Ebbdl kovetkezéen HeR™ezeten > ) 5 &5 1-hez is 1ényegesen ko-
zelebb van.

A heterogenitasmérték, HeM a fehérjemolekulak méret szerinti eloszlasanak inhomoge-
nitasara, és nem csupan egy adott fehérjemolekula 0 °C-hoz kozel mozgékonnya valé hidrata-
ciés vizmolekulainak kotési energia szerinti heterogenitasara jellemz0, ha a tombviz olvadas-
pontja alatti meredeken emelkedé olvadasi diagramszakasz széles a méret szerint homogén fe-

hérjékben tapasztalthoz képest.

B. Vad tipusu és mutans a-szinukleinek

A korabbiakban bemutatott széles jeli NMR mddszert itt betegségben szerepet jatszo
IDP-K, az a-szinukleinek jellemzésére hasznalom. Munkam fontos kovetkezménye, hogy az
alkalmazott mérési és értelmezési eljarasok a betegség eldforduldsaban szerepet jatszé moleku-
laris kolesonhatasok, példaul oligomerizacio és amiloidképzodés vizsgalatat is lehetévé teszik.

Az emberi a-szinuklein fehérje kdzponti szerepet jatszik a Parkinson-kor koroktanaban
(Goedert 2001), ¢és fibrillaris aggregatumokat képez, melyek az agyban talalhatok meg altalaban
egy jol koriilhatarolt teriileten, a kozépagy substantia nigra (feketedllomany) képletében (Shults
et al. 2006, Spillantini & Goedert 1998, Spillantini et al. 1997). A korai Parkinson-koérhoz harom, csalad-
ban 6rokl6dé pontmutacio tarsul, ezek: A30P, E46K, és AS3T (Parihar et al. 2019, Zarranz et al. 2004,
Kriiger et al. 1998, Polymeropoulos et al. 1997). A betegség molekularis alapjainak megértéséhez el-
engedhetetlen a mutacidk szerkezeti hatasainak tisztazasa. Dolgozatomban a vad tipusu €s az
A30P, E46K, A53T mutans a-szinuklein-valtozatokon elért eredmények szerepelnek, ponto-
sabban e fehérjék monomerjein, illetve a vadtipus és az A53T esetében az oligomer és amiloid

formakon is.
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Termodinamikai szempontbol meg tudjuk egymastol kiilonboztetni az egyes a-Szinuk-
lein pontmutansokat (Tompa K. et al. 2018, 2015). Az a-szinuklein hidratacioés héjaban 1évé viz
mozgasat szabalyozo potencialgat energetikai leirasat adtuk (Bokor et al. 2022, 2020b). Molekula-
dinamikai szimulaciok segitségével megmutattuk, hogy a széles jelti *H NMR-eredmények az
elsé hidratacios héjnak felelnek meg (Hazy et al. 2011). Az A53T a-szinuklein monomer tbb
(Bokor et al. 2020b, Hazy et al. 2011), mig az A30P és az E46K a-szinuklein monomer kevesebb
bizonyitékat adja. Az oligomerizacio soran megvaldosuld rendezédésre utal, hogy az a-szinuk-
lein oligomerek globularis fehérjékre jellemz6 olvadasi diagramokat mutatnak. A fehérjébdl
kialakulo amiloid-szalak a monomereknél kevesebb vizet kotnek és az oldoszernek hozzafér-
het6 felsziniik a fehérje—viz kolcsonhatas tulajdonsagai tekintetében heterogén, ugyanakkor a
szalak maradék szerkezeti rendezetlenséggel is birnak (Bokor et al. 2020b). Ezt a fuzzy tulajdon-
sagot (18. oldal) mas fehérjékbdl kialakuld amiloidok esetében is leirtak (Tompa P. 2009).

Kutatasunk az adott hdmérsékleti energianal eltérd polimerizacioju, illetve eltéré muta-
cioju valtozatok kortili hidratacids viz mozgasara vonatkozé potencialgat-eloszlas vizsgalatara
iranyult (Bokor et al. 2022, Tompa K. et al. 2015, 2013, 2012, 2010a).

Azt tapasztaltuk, hogy a csaladban 6rokl6dé Parkinson-kort okozo, itt vizsgalt mindha-
rom a-szinuklein mutansvaltozat legnagyobb részt 1D szerkezetli. Az a-szinuklein kiilonb6z6
formaiban nagyon eltéré nagysagu potencialgatak befolyasoljak a fehérjékhez leglazabban ko-
tott hidratacios vizmolekulak mozgésat. Az olvadasi diagramok a teljes, mozgékony vizet jel-
lemz6 potencidlgat-tartomanyban fehérjetipustol fliggden kiilonbdzoképpen viselkednek (Bokor

& Tantos. 2024).
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l. a-szinuklein monomerek

Irodalmi adatok szerint a vad tipust és az A30P, az E46K, valamint az A53T mutans
monomerformajanak majdnem azonos szerkezeti és konformacios tulajdonsagai vannak (Fre-
denburg et al. 2007, Li et al. 2001). Sajat megfigyeléseink szerint az a-Szinuklein monomer vad ti-
pusu és mutans valtozatai tiszta vizben feloldva IDP-kre jellemzé olvadasi diagramot mutatnak
(18. abra; Bokor etal. 2022, Tompa K. et al. 2018, 2015, Hazy et al. 2011). Valamennyi monomer olvadasi
diagramja a hidratacios viz mozgéasat befolydsold potencidlgit nagysaganak fiiggvényében
gyorsan valtozé lefutdst mutat, kivéve alacsony energiaknal megfigyelhetd rovid, allando sza-
kaszt.

Ezen az alland6 olvadasi diagramszakaszon a monomerek h = 0,33(6) atlagos mozgé-
kony hidratacios vizmennyisége elég nagy ahhoz, hogy az E46K muténs kivételével kortilbeliil
egy vizmolekulanyi mozgékony vizrétegii lefedettségiik legyen. Az E46K a-szinuklein mono-
mer olvadasi diagramjan a kezdeti linedrisan emelkedd szakaszt két konstans tartomany koveti.

A nagyobb kolcsonhatasi energidknal megjelend masodik allando naa értékii szakaszon a moz-

gékony hidratacids viz mennyisége h potencialgat / kJ mol™
4.5 5.0 5.5 6.0

= 0.249(4), vagyis itt mar van kori-
16tte annyi mozgékony viz, hogy mii-

kodoképes legyen (ehhez legalabb h =

naa

0,2 sziikséges, Rupley et al.1983). A mii-

kodéshez elengedhetetlenek a fehérje—

viz egylittesének spontan fluktuacioi,

0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00
Tn

melyekhez sziikséges feltétel a kriti-

kus hidratacios szint (Rupley & Careri hémérséklet / °C

18. abra. Az a-szinuklein monomer valtozatok olvadasi diag-
1991). Ez a hidraticids szint egyben az  ramjai — mol viz aminosavegységenként, naa a hémérseklet /
potencialgat fiiggvényében (vadtipus: lires haromszog, A30P:
teli kor, E46K: iires kor, AS3T: teli haromszog), a jobb ordi-
nata a hidratacios érték (atlagos molekulatomeggel sza-
molva).
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kozott kiépiil a hosszutava konnektivitas lehetdsége. A hidratacids szint az Eao < Ea < Ea1 po-
tencialgat-tartomanyban, mikroszkopikus skéldn mérve E46K: 200(3), A30P: 252(2), vadtipus,
AB53T: 3,5(6) -102 H20/fehérjével egyenld (zardjelben: utolsé szamjegy hibaja). Ez utobbi a
molekuladinamikai szimulaciok alapjan a vad tipusu és az AS3T a-szinuklein monomerek elsé
hidratacios rétegének felel meg (Hazy et al. 2011).

Kiszamoltam, hogy 6sszesen hany fehérje-viz hidrogénkotés lehetséges az egyes mono-
mervaltozatoknal. Ezek szamossagara az irodalomban k6zolt kisérleti (NMR) és elméleti (sza-
mitas) eredmények atlagaként kapott értékeket hasznaltam (Derbyshire 1982, Kuntz 1971). Az ami-
lasként a vadtipusra és a mutansokra a teljes aminosavszekvenci4janak hidratdcioja 4(1)-102
H20/fehérje értéket ad (Matsuoka & Nakasako 2013, van Raaji et al. 2006, Bizzarri et al. 1995). A széles
jeltt *H NMR-mérések szerint (Bokor et al. 2020) a vad tipusu és az A53T a-szinuklein monomerek
osszesen 3,4(6)-10% mol vizet kdtnek mol fehérjénként az Eao < Ea < Ea1 szakaszon, ami jol
egyezik a teljes molekulara szamolt értékkel (19. abra). Tehat az alacsony homérsékleteken
mért konstans hidratacioju szakaszon ennél a két valtozatnal mar az 6sszes elsddleges hidrata-
cios hely be van toltve mozgékony vizmolekuldkkal. A monomervaltozatok molekulanként
386,5(6) vizmolekulaval tudnak hidrogénkotést 1étesiteni. A hidrogénkotésekkel kapcesolt viz

potencialgat / kJ mol”
5.2 5.6 6.0

! ¥ T ! &
[ J

2 ®

(rombusz) a-szinuklein monomerek hidratacioja,
1 valamint a h(Ea0) homogénen kotott hidratacios
viz mért mennyisége (sotétsziirke vonal, hiba: vi-
lagossziirke satirozas) és az elméletileg lehetsé-
ges hidrogénkdotések szama (pontozott vonal).

S8 19. dabra. A vad tipusu (kor) és az AS3T mutans
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mennyisége h = 0,5(1) g H20/g fehérje. Ez hiban beliil egyenl6 az altalunk mért értékkel (19.
abra, Bokor et al. 2022, Bokor et al. 2020b). Az alland6 olvadasi diagramszakaszon az a-Szinuklein
monomerek h = 0,33(6) atlagos mozgékony hidratacios vizmennyisége elég nagy ahhoz, hogy
koriilbeliil egy vizmolekulanyi mozgékony vizrétegii lefedettséggel az Ea alatti legkisebb po-
tencialgataknal mar elég flexibilisek, és ezért, ha korlatozottan is, de miitkoddképesek legyenek,
kivéve az E46K mutanst. Az E46K a-szinuklein monomer olvadasi diagramjan a kezdeti line-
arisan emelkedd szakaszt két konstans tartoméany koveti. A nagyobb kdlcsonhatasi energidknal
megjelend masodik allandd naa értékii szakaszon a mozgékony hidratacids viz mennyisége h
= 0,249(4), vagyis itt mar van koriilotte annyi mozgékony viz, hogy miikodéképes lehessen. A
hidratacios szint Eao < Ea < Ea1 potencidlgat-tartomanyban, mikroszkopikus skalan mérve
E46K: 200(3), A30P: 252(2), vadtipus, A53T: 3,5(6) 102 H20/fehérjével egyenld (zardjelben:
utolsd szdmjegy hibaja). Ez utobbi a molekuladinamikai szimulaciok alapjan a vad tipusu és az
A53T a-szinuklein monomerek elsé hidratacios rétegének felel meg (Hazy et al. 2011), igazolva,
hogy az elséként mozgékonnya valéd hidratacios viz mennyiségileg elég ahhoz, hogy minden
lehetséges hidrogénkdtést megvaldsitson a fehérjével.

Az eredményeink és az eldrejelzett értékek kozotti 6sszehasonlitdsom arra utal, hogy
amint a hidratacios héjbeli vizmolekulaknak elég hémérsékleti energiajuk van, tobbé mar nem
merevek a jégfazisban, ugy a monomerekben az olddszernek hozzaférhetd aminosavak mozgé-
kony vizmolekulakkal jelentdsen hidratalva vannak.

Az o-szinuklein monomerekkel kélcsonhatasban 1évé viz E46K < A30P < vadtipus <
AS53T sorrendben névekvo potencialgatnal mozdul meg (1. tablazat, 66. oldal, Eao, 18. dbra 20.
dabra, 21. abra). Minél gyengébben hat kolcson egy adott fehérje a vizzel, annal lazabbak a fe-
hérje—viz kotései. Az alacsony potencidlgataknal 1év6 allandé mozgékony hidraticios vizmeny-

nyiségekkel jaro szakasz masodlagos szerkezetet jelez, annak ellenére, hogy IDP-kr6l van sz6

63



nmbokor 337 25

(1. tablazat, Eao-tol Ea1-ig). Az Eao-t6l Eai1-ig terjedd szakasz tiiskeként és azt kovetd zérd ér-
tékekként jelenik meg az olvadasi diagram derivaltjaban (20. dbra, 21. abra, b panelek).

Az E46K mutans a-szinuklein monomer olvadasi diagramja a legkisebb potencialgat
értékeknél linearisan emelkedd, igy a fehérje-viz kolcsonhatasi energia is valtozik, hatarozott
homérsekletfiiggése van, ami a fehérje-viz kdlcsonhatas folytonos erdsségvaltozasanak kovet-
kezménye. A kotéserdsség folytonos valtozasat a kotés tavolsagfiiggésével magyarazom. A
folytonos tavolsagfiiggés folytonos potencialgat-eloszlassal jar (ha a tartoményban nincs nem
megvaldsuld tdvolsag, akkor hidnyzd potencialgat sincs). Az ilyen tavolsagfiiggés a van der

Waals kolcsonhatas sajatossaga. A vad tipust, A30P és AS3T a-szinuklein monomer valtoza-
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20. abra. Tiszta vizben oldott vad tipust (kor, folytonos vonal) és AS3T mutans (haromszdg, szaggatott vo-
nal) a-szinuklein monomer. (a) Olvadasi diagram: mért mol H,O/mol aminosav-egység a (fundamentalis nor-
malizalt) hémérséklet, ill. az annak megfeleld potencialgat-érték fiiggvényében. Vonal: illesztett (1) egyen-
let. (b) Az olvadasi diagram derivaltja, azaz a mozg6 hidratacios vizhez kapcsolddo potencialgat-eloszlas. A —
1-0 °C (0,995-1,00 Tiy; 5.98-6,01 kJ mol Ej) tartomanyban nincsenek megbizhato adatok. Ea; potencialgat-
értékek az (1) egyenlet Tmi hdmérsékletei szerint (1. tablazat). A gorbék 50 mg ml? fehérjekoncentraciora vo-
natkoznak.

toknal viszont a mozgékony hidratviz mennyisége nullarél 1épcséjellegiien ugrik egy konkrét
értékre, vagyis ez a pont diszkrét potencialgat-értéket mutat, mely egy konkrét kdtéshosszhoz
rendelhetd. Kovetkezésképpen ebben az energiatartomanyban csak egy potencialgat-tipus vagy

fehérje—viz kolcsonhatéasfajta felelds a vizmolekuldk mozgéasaért. A kolesonhatas a vad tipusa
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¢s az A30P, illetve az A53T a-szinuklein monomer esetén nem van der Waals jellegii, mert
nincs folytonos tavolsagfiiggése, hanem allitdssom szerint hidrogénkotés képzodését mutatja ez
a viselkedés. Az E46K mutansnal a két allando olvadasi diagramszakasz eltérd naa-értéke €s

1épcsdszerti indulasuk két kiilonb6zd, diszkrét potencialgattal jellemezhetd, azaz eltérd kol-

csonhatasi erdsséggel kotott mozgékony hidratacios viztipust mutat.
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21, abra. Tiszta vizben oldott A30P (kor, szaggatott vonal) és E46K mutans (haromszog, folytonos vonal) a-
szinuklein monomer. (a) Olvadasi diagram: mért mol H,O/mol aminosav-egység a (normalizalt fundamentalis)
hémérséklet, ill. az annak megfeleld potencialgat érték fiiggvényében. Vonal: illesztett (1) egyenlet. A beszurt
grafikonon globularis fehérjék olvadasi diagramjai vannak feltiintetve (BSA négyzet, lizozim felfelé harom-
sz0g, B-kazein balra hAromszo6g). Itt az ordinatan hidratacio (g H2O/g fehérje) szerepel. (b) Az olvadasi diagram
derivaltja, azaz a mozgd hidratacids vizhez kapcsoldodo potencialgat-eloszlas. A —1-0 °C (0,995-1,00 Ts,; 5.98-
6,01 kJ mol* E,) tartoményban nincsenek megbizhat6 adatok. E,; potencidlgat-értékek az (1) egyenlet T ho-
mérsékletei szerint (1. tAblazat). A gérbék 50 mg ml? fehérjekoncentraciora vonatkoznak.
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1. tablazat. Paraméterértékek az a-szinukleinvariansokra (az (1) polinomialis viszony leirja az n mozgékony vizfrakciot).2

polimerizacio monomer oligomer amiloid
» vad A30P E46K A53T vad A53T vad, A53T
varians
A =n(Tmo) =n(Tr)®  0,022(4) 0,0156(2) 0,0058(1) 0,022(4) 0,0174(6) 0,0153(4) 0,0039(3)
naa(Eao) = naa(Ea1)  2,5(4) 0,90(1) 0,67(1) 2,5(4)
h(Eao) = h(Eay) 0,44(8) 0,313(4) 0,7(2) 0,44(8) 0,35(1) 0,306(8) 0,077(6)
B 0,38(5 0,24(1 0.07(1) 0,43(3 0 0 0,12(1
38(5) 24(1) 0.20(2)° 43(3) 12(1)
C 4,5(7) 10 5(1)-102 3,6(5)-101 6(1)-10 0 0 2,9(4)
D 0 0 0 0 4(1)-102 4(1)-102 10(2)- 102
Ttno® 0,869(2) 0,824(3) 0,828(3) 0,854(5) 0,816(4) 0,8257(2) 0,784(2)
Eao / ki mol 5,22(1) 4,95(2) 4,97(2) 5,13(3) 4,90(5) 4,963(1) 4,71(2)
to/ °C ~35,8(5) —48,2(8) ~47,1(8) -40(1) -50(1) ~47,60(5) -58,9(6)
Ttn1 0,908(4) 0,879(2) 0,875(4) 0,906(2) 0,940(5) 0,940(5) 0,838(5)
Ea1/ kJ mol 5,46(2) 5,28(1) 5,26(2) 5,44(1) 5,65(3) 5,65(3) 5,14(3)
t, /°C —25(1) -33,0(7) ~34(1) —25,7(5) ~16(1) ~16(1) —44(1)

& Az utols6 szamjegy hibaja zardjelben lathato. Az n(i) értékek 50 mg/ml fehérjekoncentraciora vannak megadva.
® Trno* az E46K mutans esetén.
¢ Trn = 0,903 alatt, illetve felett.
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1. tablazat. Paraméterértékek az a-szinukleinvariansokra (az (1) polinomialis viszony leirja az n mozgékony vizfrakciot).2
(folytatds)

polimerizacio monomer oligomer amiloid
a-szinukleinvaltozat vad A30P E46K A53T vad A53T vad, A53T
Tz 0,951(3) 0,959(4) 0,959(2) 0,953(4) - - 0,914(3)

Eaz2 / kJ mol? 5,72(2) 5,76(2) 5,76(1) 5,73(2) 5,49(2)

t2/°C -13,3(8) -11(1) -11,2(5) -13(1) -23,5(9)

N(Tt2) 0,039(3) 0,0345(2) 0,030(2) 0,042(8) - - 0,013(2)
naa(Ea.) 4,4(4) 3,96(2) 3,4(2) 4,8(9) -

h(Eaz2) 0,77(6) 0,689(4) 0,60(3) 0,8(2) -0,26(4)

Tns - - - - 0,940(5) 0,940(5) 0,965(2)

Eas / kI mol™? 5,65(3) 5,65(3) 5,80(1)

ts/°C -16(1) -16(1) -9,6(7)

N(Ttna) = = = - 0,0174(6) 0,0153(4) 0,027(1)

h(Ea,3) 0,35(1) 0,306(8) 0,54(3)

n(Trm = 1) 0,164(8) 0,13(2) 0,10(2) 0,20(1) 0,105(5) 0,103(5) 0,088(4)

naa(E. = 6,01 kI molt) 18,7(9) 15(2) 12(2) 23(1) - - -

h(Ea = 6,01 kJ mol?) 3,3(2) 2,6(4) 2,0(3) 4,0(2) 2,1(2) 2,0(2) 1,75(9)

& Az utolso szamjegy hibaja zardjelben lathato. Az n(i) értékek 50 mg/ml fehérjekoncentraciora vannak megadva.
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cre

0,052(7) kJ mol™), mint a vadtipusnal (AEa,1-0)'24%Ps = 0,039(5) k] mol). Ea1 ugyanakkora a
vad tipust és az A53T mutdns valtozatnal (Eaivad, As3T = 5,450(2) kJ mol 1), mig az A30P és az
E46K mutdnsnal ez az érték jelentdsen alacsonyabb (Ea1a30p, 46k = 5,270(2) kJ mol ™). Ez azt
jelenti, hogy a vad tipusu és az AS3T mutans a-szinuklein monomer esetén az A30P és az E46K
mutansénal szélesebb a nem betoltott fehérje—viz kdlesonhatasi energiasav (olyan potencialgat-
értékek, melyeknél nincs éppen mozgékonnya valé vizmolekula) és a potencidlgatrés a derivalt
olvadasi diagramban (olvadasi diagram konstans, ezért z€rd derivalttal rendelkezd szakasza).
Az Eapo < Ea < Eaa szakasz tiiskeként és azt kovetd zérd értékekként jelenik meg az olvadasi
diagram derivaltjaban (20. dbra, 21. dbra. abra, b panelek). A potencialgat-fiiggetlen szakasz
szélessége a vad tipust a-szinuklein monomerre a legkeskenyebb, a mutansoké viszont ennél
Iényegesen szélesebb.

Az a-szinuklein monomereknek vannak a legnagyobb ardnyban olddszernek kitett hid-
rofil csoportjai a két mas polimerizacids foku valtozathoz, az oligomerhez, illetve az amiloidhoz
képest. Ennek megfeleléen példaul az els6 hidratacids héjukban az a-szinuklein amiloidoknal
OtszOr tobb mozgd vizzel vannak koriilvéve az a-szinuklein monomerek, de az oligomereknél
is jobban hidrataltak itt.

Az Ea1 pont kiemelt jelentdségét az is jelzi, hogy altalanosan mind a globularis fehérjék,
mind az IDP-k kvazi elasztikus neutronszorasi spektruma az ennek megfeleld hémérséklet ko-
riil megvaltoztatja a lefutasat (Fujiwara et al. 2016). A neutronszoras egyedi eszkoz a fehérjedi-
namika ps-ns id6- és angstrom hosszasagskalaju kozvetlen mérésére (Smith 1991). Az inkoherens
kvazi elasztikus neutronszoras (QENS) az atomok diffuziv mozgasanak korrelacios idejérol és
amplitudgjardl, tehat az egész fehérje (a hidrogénatomok) atlagos mozgasarol szolgaltat infor-

maciot.
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A magasabb hidratacios szinteknél a hidrogénkotések is és a van der Waals-erdk is fe-
lelések a fehérje—viz kolcsonhatasokért mindegyik monomervaltozatnal. A potencialgatak el-
oszlasa folytonos ebben a tartomanyban, ami kizar6lagosan hidrogénkotések révén nem valo-
sulhatna meg. A potencialgatak heterogén energia szerinti eloszlasa miatt lehetséges, hogy az
a-szinuklein monomerek linearis olvadasi diagram szakasza (Ea1 < Ea < Ea2) igen meredek. Az
a-szinuklein monomereknél koriilbeliil négyszer meredekebb, mint az amiloid esetében (B pa-
raméter, 1. tablazat, 66. oldal). Az a-szinuklein monomerek kozott nagy kiilonbségek vannak a
B meredekségértékekben, az A30P és az E46K sokkal lassabban emelkedd lineéris szakaszt
mutat, mint a vadtipus és az AS3T mutans. Az oldoszernek kitett, azaz a vizzel érintkezd kii-
l6nféle aminosav oldallancok fehérje—viz kdlcsonhatasi energia szempontjabdl nagyon hetero-
gén olddszernek hozzaférhetd felszint eredményeznek. A linedris szakasz a derivalt formaja
olvadasi diagramokon konstans szakaszként jelenik meg, ezek magassaga a meredekségnek fe-
lel meg értelemszertien. A derivalt megadja a hidratacios vizmolekuldk mozgékonysagat befo-
lyasolo potencialgatak energetikai heterogenitasanak mennyiségi leirasat (20. dbra, 21. abra, b
panelek).

A homérsékletet tovabb emelve, és igy a potencialgatak energiajat ndvelve, Ea2 f616tt
mindegyik a-szinuklein monomer valtozatnal négyzetesen lefutd olvadasi diagramszakaszt le-
hetett kimutatni (18. abra, 20. dbra, 22. abra, Ea2 = 5,750(9) kJ mol™). A tdmbviz olvadaspont-
janal a vad tipusu és az A53T a-szinuklein monomer valtozatok a masik két mutanshoz, vala-
mint az a-szinuklein oligomerekhez és —amiloidokhoz képest messze a legnagyobb hidratacio-
szintet érik el (1. tablazat, 66. oldal). Az egyes a-szinuklein monomer valtozatok hidratacidja a
kovetkezoképpen valtozik itt: h(E46K) < h(A30P) < h(vadtipus) < h(A53T). Az E46K mutans-
nak az A30P mutansnal alacsonyabb kezdeti és altalanos hidratacioja alapjan azt a kovetkezte-
tést vontam le, hogy az E46K a-szinuklein monomer kompaktabb, mint az A30P valtozat. A

tombviz olvadaspontjanal az a-szinuklein monomer valtozatok az a-szinuklein oligomerekhez
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¢és -amiloidokhoz képest magasabb hidratacioszintet érnek el, ezzel bizonyitva, hogy a szerkezet

a monomerek esetén a legnyitottabb.

I1. a-szinuklein oligomerek

cyey

Az a-szinuklein oligomer-formak olvadasi diagramjat széles allandd hidratacioju sza-
kasz uralja (22. abra; Tompa K. et al. 2019). A derivalt olvadasi diagramok alapjan nincs olyan
4ju potencialgat szabalyozna. A legalacsonyabb potencialgatnal megmozduld vizmennyiség a
két a-szinuklein oligomer-valtozatra (vad tipust €s AS3T mutans, 1. tablazat, 66. oldal) atlago-
san h(Eao) = 0,32(2). Az a-szinuklein oligomerek hidratacioja csak kissé alacsonyabb az a-
szinuklein monomerekénél az Eao < Ea < Ea1 szakaszon. A hidratacids vizmolekulak mozgasa-
ért egyetlen potencialgat felelds, a tdombviz olvadaspontja alatti AEa = 0,36 kJ mol-ig. Az a-
szinuklein oligomerek ezért Eaa alatt homogén energiaeloszlast kotési tulajdonsagokkal ren-
delkeznek. A vad valtozat koriil Iényegesen tobb mozgékony hidratacios vizet mériink h(Ea,0)"®
= 0,35(1), mint az A53T mutansnal h(Ea0)**3T = 0,306(8). Az a-szinuklein oligomerek is, mint

az a-szinuklein monomerek rogton a mozgékony viz elsé megjelenésekor mar mitkodoképesek

lehetnek, mivel hidrataciojuk ehhez elég nagy lehet.

crer

crer

kitett hidrofob feliilet okozza (Chen et al. 2015). Az a-Szinuklein oligomerek hidratacios héjaban
a mozgékonysag korlatozottabb, mint az a-szinuklein monomerek vagy az a-szinuklein amiloi-
potencidlgatszintig tart. Itt homogén energiaeloszlast fehérje—viz kdlcsonhatdsokat mutatnak
az oligomerek. Ea1 = Ea3 ugyan egyenld a vad tipustu és az A53T mutans a-szinukleinre, az

elobbi mozgékony hidratacios vizmennyisége azonban Iényegesen kisebb, mint az utobbié (1.
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tablazat, 66. oldal). A homogén energiacloszlasu fehérje—viz kolcsonhatasok szakasza 1ényege-
sen szélesebb az IDP a-szinuklein monomerekénél és az amiloidokénal.

Az a-szinuklein oligomer-forma a globularis fehérjékhez hasonléan rendezett, felgomb-
lyodott (Tompa K. et al. 2019, Hazy et al 2011), ugyanis a vad tipusu és az A53T a-szinuklein oligo-
mer egyarant a globularis fehérjékéhez hasonlo olvadasi diagramokat mutat (Tompa K. et al. 2018).
35(5)% B-redds szerkezetet tartalmaznak (Meade et al. 2019), 6sszhangban az eredményeinkkel (2.
tablazat, HeRmonomen dtlag = 0 34(2)), szemben az oldhat6 a-szinuklein monomerek 0%-4val és az
a-szinuklein amiloidok 65(10)%-aval (Miake et al. 2002).

Az a-szinuklein oligomerek az oligomerizacios fok és morfologia szempontjabol tobb-
féle méretben 1éteznek, amelyek B-reddtartalmanak nagysaga, természete, valamint a kitett hid-
rofob feliiletiik kiterjedése is eltér (Santos et al. 2023). A mérési eredményeink alapjan megmutat-
tam, hogy a vizsgalt oligomer mintankban, az a-szinuklein oligomerek felszine altalaban a mé-
retiikt6] fiiggetleniil alapvetden ugyanolyan Eas = 5,65(3) k] mol~-ig. Az olvadasi diagramok
szerint Ea3 alatt csak egyféle a-szinuklein oligomer-tipust lehet latni az irodalomban kdzoltek-
kel ellentétben, méréseink szerint ebbdl kovetkezden itt az egész fehérjesokasagra egyetlen hid-
rogénkotési vagy fehérje—viz kolcsonhatasi energia 1étezik. Mivel az a-szinuklein oligomerek-
nek egységes altalanos feliiletiik van, olvadasi diagramjaik szerint a kobos olvadasi diagram-
szakasz alatti potencialgat-értékek mellett csak egyetlen tipusu oligomer 1étezik, ami arra utal-
hat, hogy a kiilonb6z6 oligomerek hasonl6 fehérje-fehérje kolesonhatasokra lehetnek képesek,
¢s igy hasonl6 patoldgias funkciokat lathatnak el.

Az a-szinuklein oligomerek estében nincs linearisan emelkedd olvadasi diagramsza-
zik mindkét a-szinuklein oligomer valtozatnal. Ez a kobos lefutast szakasz széles heterogén
részként jelenik meg Ea = 6,01 kJ mol* alatt, AE = 0,36(3) kJ mol* potencialgat-szélességben

(1. tablazat, 66. oldal). A derivalt forman négyzetesen valtozo szakaszként lathatod a hirtelen
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22. dbra. Tiszta vizben oldott vad tipust (haromszog, folytonos vonal) és A53T mutans (kor, szaggatott vonal) a-
szinuklein oligomer. (a) Olvadasi diagram: mért mozgd vizhanyad szazalék a (normalizalt fundamentalis) hdmér-
séklet, ill. az annak megfelelé potencialgat érték fiiggvényében. Vonal: illesztett (1) egyenlet. (b) Az olvadasi
diagram derivaltja, azaz a mozg6 hidrataciés vizhez kapcsolodo potencidlgat-eloszlas. A —1-0 °C (0,995-1,00 Tsn;
5.98-6,01 kJ mol E,) tartomanyban az adatok nem megbizhatéak. E,; potencialgat-értékek az (1) egyenlet T
hémérsékletei szerint (1. tablazat). A goérbék 50 mg ml™? fehérjekoncentraciora vonatkoznak.

emelkedés. Eredményeink tobbféle a-szinuklein oligomer-méretet tiikroznek ebben a potenci-
algat energiatartomanyban (Ea > Ea3) azaltal, hogy a globularis fehérjékkel 6sszehasonlitva vi-
szonylag szé€les energiatartomanyban intenziven né a mozgékony hidratacios vizmennyiségiik
(Bokor et al. 2020b). Azaz az ebben a potencialgat-tartomédnyban mozogni kezdé vizmolekuldk
szamara az adott potencialgatak nagyon heterogén energiacloszlast mutatnak. A mozgékony
hidratacioés viz mennyisége gyorsan nd, ahogy a témbviz olvadaspontjat a rendszer megkozeliti,
vagyis a novekedés sebessége emelkedik, amit az olvadasi diagram formalis matematikai leira-

Saban, az ebben a tartomanyban belép6 kobos tag is jellemez.

I11. a-szinuklein amiloidok

A fehérjék dinamikaja fontos szerepet jatszik az amiloid képzddés folyamataban (Fuji-
wara et al. 2016). Az a-szinuklein amiloid konformacidja nagyrészt parhuzamos p-redés szerke-
zetekbol all (Chen et al. 2015). A B-reddket hidrogénkotések tartjak egyben, ezek erdssége 6,62(4)
kJ mol (Shen et al. 2003). Az a-szinuklein oligomerhez kotott viznek nagyobb energiara van
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sziikksége a mozgashoz, mint az a-szinuklein amiloidoknal, és a monomerek hidratacios vizét
lehet a legnagyobb energiaraforditassal megmozditani.

A csaladban 6rokl6dd Parkinson-kérral Gsszefiiggésbe hozott mutacidk, példaul az
A53T, megnoveli az a-szinuklein oldhatatlan polimerek képzésére vald hajlamat, valamint ala-
kilag eltéré polimerfajtakat hozhat 1étre (Oliveira & Silva 2019, Ghosh et al. 2017). Eszerint a vad
tipusti amiloidszalak egyenes szerkezetet mutatnak az AS3T felgombolyodott szerkezetéhez
képest. Az amiloid allapotot a fehérjeszekvenciatdl nagyrészt fliggetlen, megkiilonboztetd szer-
kezeti tulajdonsagokon jellemzik (Dobson 2003). Ezzel a jellegzetességgel 6sszhangban, a szer-
kezeti kiilonbségek ellenére az amiloidok vad tipust és AS3T valtozataira vonatkozdan azonos
olvadasi diagramokat mértiink (23. abra, 75. oldal), ezért nem targyaljuk ket kiilon.

A mozgékony viz kezdeti mennyisége koriilbelill egyenld az a-szinuklein monomerek-
ben és az a-Szinuklein oligomerekben, ezzel szemben az a-szinuklein amiloidok esetében a
legalacsonyabb potencialgatak mellett mozgo hidratacids viz mennyisége 6t-hatszor kevesebb.
A hérom a-szinukleinforma olvadasi diagramjanak 0sszehasonlitasa azt mutatja, hogy az al-
land6 mozgékony hidrataci6 szakasza felett a mozgékony hidratacios viz koriilbeliil fele eltiinik
az a-szinuklein oligomerek vagy az a-szinuklein amiloidok képz6dési folyamata kozben. Az a-
szinuklein monomerek polimerizacidja miatt a hidratacios héjbol eltiind vizmolekulak az oldo-
szernek hozzaférhet6 fehérjefeliilet meglehetdsen hidrofil részeihez kapcsolddnak. Az polime-
rizaciod a hidrofil aminosavak jelentds részét eltemeti és ezek az aminosavak a viz, mint olddszer
szamara hozzaférhetetlenné valnak. Az a-szinuklein oligomereket és az a-szinuklein amiloido-
kat Osszetarto szerkezeti részleteket ezek az eltemetett aminosavak alkotjak, amelyek a B-red6k
részel.

A mozgas kezdetekor a mozgékony hidratacios viz mennyisége (h(Eao) = 0,077(6))
messze a legkisebb a mas polimerizacioju a-szinukleinek valtozatokhoz viszonyitva. Ennek

alapjan feltételezhetjiik, hogy az amiloidoknak van a legnagyobb kiterjedésti oldoszernek kitett
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hidrofob feliilete. Majdnem hatszor kisebb ez a kezdetben megmozdulé vizmennyiség az a-
szinuklein monomerekénél és tobb mint négyszer kisebb az oligomerekénél (1. tablazat, 66.
oldal, 18. abra, 22. dbra, 23. dbra). Ez még joval a miikodéképességhez sziikséges vizmennyiség
alatt van, azaz a funkcionalitdishoz minimalisan sziikséges értékné¢l szamottevéen kisebb. Az
amiloidoknak vizzel t61tott hatarfeliilettel rendelkezd hossza hengeres szerkezete van (Fitzpatrick
et al. 2013).

Ez a megfigyelés a legjobban ugy magyarazhato, hogy az amiloidszéalakon beliil jelent6s
oldoszertér van, mely a szdlon beliili a-szinukleinmolekuldk konformacids eloszlasara jel-
lemz8. A szerkezeten beliili vizet korlatozott mobilitasa miatt a széles jelti *H NMR nem latja
mozgékonynak. Ez a tény hozzajarul az a-szinuklein amiloidok koriilotti mozgékony viz kis
mért mennyiségéhez. A hidratviz megmozdulasahoz tartozd nagyon alacsony potencialgatérték
(Ea0=4,71(1) kI mol™?) az amiloidok jellemzd tulajdonsaga (Tompa K. et al. 2015). A miikddéshez
sziikséges mozgékony hidratacidés vizmennyiséget az a-szinuklein amiloidok Ea = 5,34(2) kJ
mol-nal érik el, ami mar a linearisan emelkedd olvadasi diagramszakaszba esik. Az a-szinuk-
lein monomerekhez és az oligomerekhez képest az a-szinuklein amiloidok hidratacios héjaban
1év6 vizmolekulakat lehet a legkdnnyebben mozgékonnyé tenni.

A vizzel az oldészernek hozzaférhetd hidrofob fehérjefeliilet-részek vannak a leggyen-
gébb kdlcsonhatasban, igy az ezek kornyezetében 1évo vizmolekulak tudnak a legkisebb ener-
giabefektetéssel megmozdulni. Az alacsony Eao és az olvadasi diagram derivaltjaban az ezt
kovetd nullaértékii tartoméany az amiloidszéalak olddszernek hozzaférhetd feliiletének hidrofob
foltjaira utal, melyek altalaban a masodlagos szerkezetek sajatsagai. A masodlagos fehérjeszer-
kezet jelenlétére utald konstans mozgékony hidratacioval bird olvadasi diagramszakasz Eao <
Ea < Ea1 tartomanyban van és AEa = 0,054 kJ mol? szélességii a potencialgat-skalan. Ez az
érték Kicsit kevesebb, mint az a-szinuklein oligomerek konstans olvadasi szakasza szélességé-

nének a fele. Az elsének mozgékonnya vald vizmennyiséget kovetden a kovetkezé adag viz
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23. dbra. a-szinuklein amiloid, tiszta vizben oldott vad tipust (haromszog, folytonos vonal) és AS3T mutans
(kor, szaggatott vonal) valtozata. (a) Olvadasi diagram; a két valtozatra az adatok teljesen egybeesnek. (b) Az
olvadasi diagram derivaltja, azaz a mozgd hidrataciés vizhez kapcsolddo potencialgat-eloszlas. A —1-0 °C
(0,995-1,00 Ttn; 5.98-6,01 kJ mol E,) tartoméanyban az adatok nem megbizhatéak. Ea; potencidlgat-értékek az
(1) egyenlet T hdmérsékletei szerint. A gérbék 50 mg ml™ fehérjekoncentraciora vonatkoznak.

csak jelentdsen nagyobb energiakoltség aran, Ea1 potencidlgatértéknél tud mozgdva valni, ezért
viszonylag széles olyan potencialgat-energiatartomanyt tapasztalunk, amilyen energiaval
egyetlen mozgékony hidratacids vizmolekuldra vonatkozo gat sem jellemezhetd.

h =0,3-0,4-hez, azaz az egy molekularétegii hidratacidhoz (Nakasako 2004) sziikséges viz-
molekula-mennyiséghez Ea = 5,54-5,67 kJ mol~t-ndl nem magasabb potencialgatszint tartozik
az a-szinuklein amiloidok esetében, vagyis a négyzetesen emelkedd olvadasi diagramszaka-
szon, Ea2 €s Ea3 kozott.

A tombviz olvadaspontjanal az a-szinuklein amiloidok mért mozgékony hidratacios viz-
mennyisége, h(Ea= 6,01 kJ molt) = 1,75(9) kisebb a tébbi a-szinukleinvéltozaténal (1. tablazat,
66. oldal). Eszerint nem csak az a-szinuklein oligomereknek, hanem az a-szinuklein amiloid -
redokben résztvevod kozponti fehérjerészeinek is kompakt a szerkezete. A torzsszerkezetet ki-
véve viszont az a-szinuklein amiloidszalak IDP-k (Fujiwara 2017). Ezzel teljes 6sszhangban azt
talaltuk, hogy az a-szinuklein amiloidformajaban az olddszernek kitett feliilet igen nagy mér-

tékben, 75(3)%-ban rendezetlen (HeR, 2. tablazat, 82. oldal).
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A két tény nem mond ellent egymasnak, mert a sok, oldoszernek kitett oldallanc (Fujiwara
et al. 2016), nem pedig a PB-redés kozponti fehérjerész a felelés a mozgékony hidratacids viz
mozgasara hato, foként heterogén potencidlgat-eloszlasért Ea1 < Ea < 6,01 k mol kozott (23.
abra), vagyis a heterogén fehérje—viz kolcsonhatasokért is. Tovabbi, a heterogén energiaelosz-
last noveld tulajdonsag az oldallancok mozgésanak nagy amplitiddja (nagyobb az amiloidszal-
allapotban, mint a monomer allapotban; az amiloidallapot entropikusan kedvezd (Fujiwara et al.
2016), valamint az amiloidszalak konformacios eloszlasa is kedvezo).

Az a-szinuklein amiloidszal, illetve -szerkezet az amiloidfelgombolyodas sok stabili-
zalo jellemzdjét mutatja, koztiik a hidrofob aminosav-oldallancok és a hidrofob pakolas térbeli
cipzarjat (Tuttle et al. 2016). A kereszt-f-szerkezetbe csak az amiloid fehérjelanc specialis szeg-
mensei épiilnek be, a lanc tobbi része a szerkezet torzselemeibdl kizarodnak. Az a-szinuklein
amiloidszalak magjat az a-szinuklein 31-109. aminosavanak (a teljes monomer fehérje fele) a
megfelel kdzponti része alkotja (Miake et al. 2002). Az a-szinuklein amiloidban a hosszi amino-
lancvég- és karboxillancvég-szegmens védelem nélkiil marad (1-~38. és 102-140. aminosav),
bar az aminolancvég-szegmens a potencialgatak energiacloszlasaban mutat valamennyi hetero-
genitast. A folytonos kozépso szegmens hidrogénkotésekkel szisztematikusan egyben tartott
kereszt-B-szerkezettel er6sen védett allapotot biztosit (Del Mar et al. 2005). Az a-Szinuklein mo-
nomerek N- és C-terminalis szakaszai sokkal inkabb t6ltottek, mint a kozépso szakasz. A vég-
szakaszok az egész fehérjéhez viszonyitva a vizmolekulak 55%-at kétik meg névlegesen. Mivel
a kozépso szegmens képezi a B-redds szerkezetet és igy kevéssé hidratalodik, ezek a fenti hid-
ratacidaranyok magyarazhatjak, hogy az a-szinuklein amiloidszalak mozgékony hidratacioja

koriilbeliil fele az a-szinuklein monomerekének.

V. Eltéro polimerizaciofokbol kovetkezo kiillonbségek

A polimerizalddott valtozatokban, azaz az oligomerekben és az amiloidokban a mono-
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meregységek kozotti kotések mennyisége és mindsége a képzodésiik kozben a monomerek fe-
liletérdl tavozé vizmolekulak tulajdonsagai alapjan jellemezhet6k. A mozgékony hidratacios
vizmennyiség, mely az oligomereknek, illetve az amiloidoknak a monomerekbdl vald képzo-
désekor felszabadul a polimerizacié miatt, a polimereket egyben tartd kotésekrdl ad informa-
ciot. A mozgékony hidratacio szerinti kiilonbség az a-szinuklein monomerek és az -oligomerek,
illetve -amiloidok k6zott heterogén energiaeloszlasu viselkedést mutat, vagyis energiaeloszla-
sukat tekintve a 1étrejovo kotések is heterogének.

Az a-szinuklein monomereknek, -oligomereknek és -amiloidoknak jellegzetesen eltérd
olvadasi diagramjai vannak (18. abra, 22. dbra, 23. abra). Az oligomerek, illetve az amiloidok
hat6 a 24. dbradbran — amelyen kivontam egymasbol a megfeleld olvadasi diagramokat (Bokor
& Tantos 2021a). Az oligomer—monomer ¢€s az amiloid—monomer olvadasidiagram-kiilonbségek
minden egyes varidnsra nagyon hasonloak. Az olvadasi diagramkiilonbségek derivaltjai beszurt
grafikonként jelennek meg az egyes abrakon. A vad tipusu és az A53T valtozatokra jellegzete-
sen kiilonb6z6 alakjuk van az olvadasi diagram kiilonbségeknek és azok derivaltjainak. A vad
a-szinuklein oligomer—-monomer kiilonbségi olvadasi diagramjanak két kiilonb6zé meredek-
ségll szakasza van, az AS3T mutansnak pedig harom.

Az A53T oligomer—monomer és amiloid—monomer kiilonbséggorbéinek kis potencial-
redd tartalmanak (Brucale et al. 2009) tulajdonitom (24. abrab. dbra, 78. oldal). ezt a kovetkezteté-
semet alatdmasztja, hogy az alanin inkdbb hélixet, mig a treonin inkabb B-red6ét formal (Podoly
et al. 2010), azaz az AS53T valtozat hajlamosabb a vadtipusnal B-red6k képzésére. Figyelembe
véve a kereszt-B-redd modell lokalis természetét, egyszeres mutaciok a modositott aminosav-
szekvencia B-redd aggregatumok vagy amiloidszalak képzésére vald hajlamat alapjaiban meg

tudjak valtoztatni.
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A felvetést szintén megerdsiti az oligomer—monomer €s az amiloid—monomer kiilonb-
ségek Osszehasonlitdsa a vad tipust és az AS3T valtozatokra. Tovabba, hogy a vadtipusnak és
az A53T mutansnak az oligomer—monomer, illetve amiloid—monomer olvadasidiagram-kii-
16nbségei szembetiinden konzekvens viszonyt tikkroznek (24. dbrac, d. abra). A mozgékony hid-
ratacios viz mennyiségében az amiloidok az oligomerekhez képest szélesebb energiatartomanyt
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24. dbra. A mozgékony hidratacié mennyiségének valtozasa az a-szinuklein polimerizaciéfoka fiiggvénye-
ként, a polimerek és a monomerek kiilonbségi olvadasi diagramjai. Beszart grafikonok: A kiilonbségi olvadasi
diagramok differenciahdnyadosai. (a) Vad tipust a-szinuklein: oligomer — monomer (kor és szaggatott vonal),
amiloid — monomer (jobbra néz6é haromszog és folytonos vonal). (b) A53T a-szinuklein: oligomer — monomer
(négyzet és pontozott vonal), amiloid — monomer (felfelé néz6 haromszog és pont-vonas vonal). (€) Vad tipust
(kor és szaggatott vonal) és AS3T (négyzet és pontozott vonal) oligomer — monomer a-szinuklein. (d) Vad
tipustl (jobbra nézd haromszog és folytonos vonal) és AS3T (felfelé néz6 haromszog és pont-vonas vonal)

amiloid — monomer a-szinuklein.
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4tfogo és kevésbé intenziven valtozo kiildnbséget mutatnak 5.8 kJ mol alatt. Eszerint az A53T
oligomerek alakja kompaktabb, ami részben magyarazza, hogy a mutans a vad tipusnal miért
sokkal hajlamosabb amiloidot képezni. Orokletes Parkinson-kérban szenvedd betegeknél az
AS3T mutaci6 a fehérje amfipatikus hélix N-végén helyezkedik el. Raadasul az alaninr6l treo-
ninra valo aminosavhelyettesitések felszinileg kitettek és konnyen kdlcsonhathatnak a kdrnye-
zettel. Amiloidképzd fehérjékben ez a valtozas olyan kdlcsonhatasokhoz vezethet, melyet 6n-
aggregacio kovet, valamint olyan fehérjékben, melyek amiloidképzd folyamatokat indukalnak,
ez a valtozas fehérje-fehérje kdlcsonhatasokat segithet el6. A monomereket oligomerekké vagy
amiloidokkd épitd kolcsonhatasok €s a polimerizacid folyamata sordn képz6ddé masodlagos
szerkezetek energiatartoméanya a 5,41 kJ mol™ < Ea < 5,77 kJ mol™ potencialgat-tartomanyba
esik. A legerésebben kotott vizmolekulak kezdenek mozogni a tombviz olvadasahoz kozeli po-
tencialgat-tartomanyban. Néhany erds mozgékony hidratacios fehérje—viz kotés felszakad, €s
igy a fehérje intermolekularis kapcsolatokat képezhet az oligomerekben ¢és az amiloidokban.
Ezek az 0j kotések tartjak 0ssze az oligomereket és az amiloidokat. Az A53T mutans polimerek
tobblet B-redd tartalommal rendelkeznek. A felszakadé mozgékony hidratacios fehérje—viz ko-
tések részben megfeleltethetok a képzddo polimereken beliili fehérje— fehérjekotéseknek. Ezek
a kotések energiaeloszlasukat tekintve heterogének. Az oligomerek koriilbeliil fele annyi fe-
hérje—viz kotést hoznak 1étre a képzddésiikkor, mint az amiloidok. Annak eredményeként all ez
eld, hogy a tombviz olvadéaspontjanal akér 3-4 molekularétegnyi viz is tdvozhatott az egyes a-
szinuklein monomerek felszinérdl. Ez a mennyiség koriilbeliil a monomer altal megkotott moz-
gékony hidrataciés viznek a vadtipus esetén oligomereknél 2,5(7)-ed, illetve amiloidoknal
1,8(4)-ed része, vagyis a fele. Az AS3T mutans esetében ezek hanyadok csak igen nagy bizony-
talansaggal allapithatok meg, de a vadtipusnal tapasztaltétol nem térnek el gyokeresen. Az ami-
loidoknak az oligomerekhez képest kisebb az egy aminosavra esé oldoszernek hozzaférhetd

felsziniik és ezért az amiloidoknak kisebb a mozgékony hidratacidjuk, mint az oligomereknek.
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legintenzivebb. A csokkenés meredeksége 25 dbra. Az amiloid és az oligomer o-szinukleinvalto-
zatok mozgékony hidratacio szerinti kiilonbsége a vad

az oligomer—monomer gorbéken kisebb, tipusra (kor) és az AS3T mutansra (négyzet).

mint az amiloid—-monomer gorbéknél (24. abra). A mozgékony hidratviz-veszteség az amiloid—
monomer gorbéken a legnagyobb, azaz itt észlelhetjiik a monomerekhez képest a legnagyobb
kiilonbséget. A monomerek sokkal tobb, az NMR 4éltal mozgékonynak latott hidratvizet veszi-
tenek amiloidképzés kdzben, mint az oligomerek képzédésekor. Az ~5,8-6,01 kJ mol poten-
cialgat-tartomanyban az A53T a-szinuklein amiloidok vesztik a legtobb mozgékony hidratacios
vizet, Ah = 1,7, mig a vad tipusu a-szinuklein amiloidok kevesebb ilyen vizet vesztenek, Ah =
1,3. Az oligomerek az amiloidokhoz képest koriilbeliil fele annyi viz—fehérje kotést 1étesitenek.
Az amiloid—oligomer mozgékony hidrataciokiilonbség (Bokor & Tantos 2021a) azt mutatja, hogy
az oligomerek jobban hidrataltak az amiloidoknal (25. dbra), ami kdzvetleniil kapcsolodik a két
fehérjeszerkezet kompaktsag szerinti kiilonbségeihez. A kiilonbség Ah = -0.16 és Ah = -0,31
kozott valtozik, kivéve az 5,85 kJ mol™ < Ea < 6,01 kJ mol tartomanyt, ahol a differencia a
Ah = -2,7 értéket is eléri. A kiilonbség a vad tipusu a-szinukleinnél az AS3T mutans eseténél
tobbet véltozik, a 4,86 k] mol* < Ea < 5,85 kJ mol ! potencidlgit-tartomanyban a median -0,25
a vadtipusra, 0,13-as variancia mellett, mig az A53T a-szinukleinre ugyanebben az energiatar-
tomanyban a kiilonbség medidnja -0,211 ¢s ennek variancidja 0,007. Az amiloidoknak az oli-

gomerekhez képest monomeregységenkeént kisebb olddszernek hozzaférhetd felszine van.
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V. Dinamikai paraméterek

A fehérjék allapotanak a rendezettség vagy rendezetlenség szempontjabodl valdo mennyi-
ségi leirasara dinamikai jellemzOk szolgalnak. Ezek a heterogén kotd hatarfeliilet aranya (HeR,
56. ulp), a heterogén fehérje—viz kotések szamaranya (HeRn, 57. oldal) és a heterogenitasmér-
ték (HeM, 58. oldal). Ezen paramétek segitségével modellmentesen lehet a szerkezeti rendezet-
lenség szintjét mennyiségileg meghatarozni.

A HeR-paraméter az egyes a-szinukleinvaltozatok rendezetlenségével 6sszhangban val-
tozik. Ertéke az a-szinuklein monomerekre magas, 0,5-nél nagyobb, HeR™"™™" = 0,69(1) (2.
tablazat). Eszerint az a-szinuklein monomerek lathatéan nem véletlen gombolyagok (random
coils), a megfigyelt HeR heterogenitasarany nem a teljesen rendezetlenség esetén elvart 1 ér-
téki, hanem 31(1)% homogén potencialgat-eloszlast mutat atlagosan. Ez a tény Osszhangban
van azzal, hogy az a-szinuklein monomerek szerkezeti sokasaga kompaktabb, mint ahogy az
véletlen gombolyag allapot esetén elvarhatd lenne (Waudby et al. 2013).

Meghatarozoan és jelent6sen kisebb az a-szinuklein oligomerek HeR-értéke (atlagosan
HeRolieomer = 0 34(2)), ami teljesen 6sszhangban van azzal a korabbi megallapitassal, hogy szer-
kezetiik nagymértékben rendezett, a HeR szerint az olddszernek hozzaférhet6 feliiletiikon
66(2)%-ban homogén energiaeloszlasu fehérje—viz kolcsonhatasok talalhatok.

Az a-szinuklein amiloid formajat ugy tekinthetjiik, hogy az oldoszernek hozzaférheto felszinét
tekintve 75%-ban rendezetlen, vagyis heterogén energiaecloszlasu fehérje—viz kolcsonhatasok
jellemzik, vagy forditva, 25%-0s mértékben rendezett, azaz kdlcsonhatdsai ilyen mértékben ho-
mogén energiaeloszlasunak tekinthetok (HeR = 0,75(3), 2. tablazat, 82. oldal). Az a-szinuklein
amiloidok a legnagyobb rendezetlenséget mutatjak a harom kiilonb6z6 polimerizacios foku a-
szinukleinvaltozat koziil. Ez 6sszhangban van azzal a megallapitdssal, hogy az amiloidban a

polipeptidlanc egy része rendezetlen marad és nem valik a rendezett mag részévé, ez a szerke-
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zeti rendezetlenség a fuzzy kolcsonhatas specialis esete (Tompa P 2009). A nagymértékii hetero-
genitas oka, hogy az a-szinuklein amiloidok olddszernek kitett oldallancai heterogén fehérje—
viz kdlcsonhatasokat eredményeznek, valamint hogy az oldallancok jelentds amplitid6ji moz-
gasokat végeznek és az amiloidszalak konformacios eloszlasa is hozzajarul a heterogén visel-
kedéshez. Csak a kozponti, 61-95. aminosavra kiterjedd szakasz vesz részt az amiloidszalak
masodlagos szerkezetét jelentd B-redok kialakitdsdban és ennek kdvetkezményeképpen €z a
rész merevebb. Atlagos értékként a heterogénen kotdtt vizmennyiség aranyéra a teljes mozgé-
kony hidratacios vizmennyiséghez képest, az 6sszes a-szinukleinvaltozatra HeRn = 0,882(6)-ot

szamoltam a

2. tabldazat. o-szinuklein monomer fehérjék és oligomer, illetve amiloid valtozataik HeR heterogenitasaranya, HeR,
heterogén fehérje—viz kotéseinek aranya és HeM heterogenitasmértéke. nNno: az energiaeloszlas tekintetében homo-
génen, Npe: az energiaeloszlas tekintetében heterogénen kotott vizmolekuldk aranya.

polimerizacio monomer

a-szinukleinvaltozat vad A30P E46K A53T
HeR = (1 — Ttn1) / (1 — Ttno) 0,70(4) 0,68(2) 0,72(3) 0,65(4)

Nho 0,022(4) 0,0156(2) 0,058(1) 0,022(4)
Nhe 0,14(1) 0,11(2) 0,10(2) 0,18(1)
HeRn = nhe/ (Nho + Nhe) 0,87(3) 0,9(1) 0,9(2) 0,89(3)
HeM = (B + 2C 3D)/(1 — Ttny) 9,8(5)-10? 8(1)-10? 5,0(9)-102 1,30(6)-102
polimerizacio oligomer amiloid
a-szinukleinvaltozat vad A53T vad, A53T

HeR = (1 — Tin1) / (1 — Tino) 0,32(2) 0,35(2) 0,75(3)

Nho 0,0174(6) 0,0153(4) 0,0039(3)

Nhe 0,08790(7) 0,09(2) 0,084(5)

HeRn = nhe/ (Nho + Nne) 0,83(4) 0,85(4) 0.96(5)

HeM = (B + 2C + 3D) / (1~Tm) 2,1(1)-10* 2,0(5)-10% 1,82(9)-10*

fehérjéken mért Nho (homogén energiaeloszlassal kotott vizmolekuldk szama), €s Nhe (heterogén
energiaeloszlassal kotott vizmolekulak szama) értékekbdl. Ezen értékek szerint a képzett fe-
hérje—viz kotések természetiiket tekintve mindegyik a-szinukleinvaltozat esetén nagy hetero-
genitassal jellemezhetdk. Ha a polimerizacio foka szerint nézziik az egyes valtozatokat, akkor
kivilaglik, hogy az a-szinuklein amiloidok hidratburkaban vannak a legnagyobb aranyban he-

terogénen kotott mozgékony vizmolekulak, az a-szinuklein oligomereknél pedig a legkisebb ez
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az arany (HeRn monomer = 0,882(6), HeRn oligomer = 0,84(1), HeRn amitoid = 0,96(5)). Ezek a kiilonb-
ségek nem jelentdsek. Az a-szinuklein oligomerek kisebb HeRn értékkel rendelkeznek az a-
szinuklein monomereknél, tehat homogénebb energiaeloszlastiak az altaluk 1étesitett fehérje—
viz kotések, mint az a-szinuklein monomerek esetében. Kicsi benniik a heterogén energiaelosz-
lasu fehérje—viz kolcsonhatasok aranya az Osszes ilyen kdlcsonhatdshoz viszonyitva. HeRn az
a-szinuklein amiloidokra mutatja a legnagyobb, egyhez kozeli értéket, ezzel a heterogén ener-
giaeloszlasu kotések szinte kizardlagossagat mutatva. Ez jelzi az a-szinuklein amiloidok szer-
kezete egy részének nagyfoku rendezetlenségét, vagyis az ahhoz tartoz6 fehérje—viz kolcson-
hatdsok heterogén energiaeloszlasat.

A kotési energiaeloszlas szerinti heterogenitast leir6 HeM dinamikai paraméterek az a-szinuk-
lein monomerekre két nagysagrenddel kisebbek, mint az a-szinuklein oligomerekre, vagy az a-
szinuklein amiloidokra (2. tablazat, 82. oldal). Atlagosan HeM™"™me" = 9(1)-10?; HeMe!ioomer =
2,1(2)-10% HeMma™miloid = 1 82(9)-10*. Nehéz 6sszehasonlitani a kiilonboz6 a-szinukleinvaltoza-
tokat, mert az olvadasi diagramjaik leirasanal az olvadasi gorbét leiro (1) egyenlet szerinti sor-
fejtésbol (53. oldal) eltérd kitevoig vesziink figyelembe tagokat. Az a-szinuklein monomerek
esetében csak a négyzetes tagig kell elmenni a kivant illeszkedéshez, mig az a-szinuklein oli-
gomereknél elsérendl és négyzetes tagra nincs sziikség, de kobos tagra igen, az a-szinuklein
amiloidoknal viszont a kobos kitevéig bezarolag a teljes sorfejtésre sziikség van. Igy a tombviz
olvadaspontjat megel6z6 szakaszon eltérd karakterisztikaju olvadasi gorbéket tapasztalunk. A
vad tipusu és a mutans a-szinuklein monomerek mért hidratacioja az oligomerekével és az ami-
loidokéval szemben Ea2-nél is mar eleve nagymértékii €s heterogén energiaeloszlasi. Ea = 6,01
kJ mol-héz kozelitve mar nem né tovabb olyan intenziven a mozgékony hidraticio szintje,
ezért nem olyan nagy a HeM-értékiik. Lényegében csak az a-szinuklein oligomereket és az a-

szinuklein amiloidokat Iehet fenntartasokkal ugyan, de 6sszevetni. Az a-szinuklein oligomerek
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annak ellenére magasabb HeM-¢értékkel rendelkeznek, hogy a leirasukban nincs egyszeres ki-
tevoji és négyzetes tag. Nagyobb HeM-értékiik annak tudhaté be, hogy az (1 — Tin1) 0szt6 sok-
kal kisebb, mint az a-szinuklein amiloidoknal (0,06 vs. 0,162). Tehat az a-szinuklein oligomer
sokkal kisebb szélességli potencialgat vagy hdmérséklet-tartomanyban jut el a legkisebb, kons-
tans mozgékony vizmennyiségértékdl a tombviz olvadds-pontjanal mutatott viszonylag magas
értékig. Azaz a viz olvadaspontja alatti emelkedés az a-szinuklein oligomerek esetében sokkal
intenzivebb, mint az a-szinuklein amiloidoknal, ugyanakkor az emelkedés mértéke (h(Ea = 6,01
kJ mol™) — h(Eao) = 1,78(2)) nem kiildnbdzik. A nem 4allandé szakaszon Gjabb vizmolekulak
mozgéasba hozasdhoz nagy potenciadlgatat kell legydzni, az itt megmozduld vizmolekuldk az

oligomerekhez igen erésen kotédnek.

C. Bs-timozin, stabilin-2 citoplazmadomén és 1:1 komplexiik

Bar nincs jol-dokumentalt, kozvetlen kdlcsonhatas a Ba-timozin és stabilin-2 citoplaz-
madomén kozott, mindkettd kritikus folyamatokban érintett a sejti homeosztazis €s a szévetin-
tegritas fenntartasaban. A sebgyogyulasban, a gyulladasban, és az immunvalaszban jatszott
szerepiik arrol arulkodik, hogy a funkcidjukban bekovetkezd zavar hozzajarulhat szamos be-
tegség kialakuldsdhoz. Betegségek soranal vezethet Uj terapids stratégiara a fa-timozin €s a sta-
bilin-2 citoplazmadomén molekularis mechanizmusainak és potencialis kdlcsonhatasainak a
megertese.

Az olvadasi diagramok homérsékleti lefutasa azt mutatja, hogy az izolalt fs-timozin és
stabilin-2 citoplazmadomén éppugy IDP, és 1:1 komplexiik is nagymértékii rendezetlenséggel
bir, vagyis valdsziniileg fuzzy komplex (Tantos et al. 2013). Méréseink szerint a stabilin-2 cito-
plazmadomén a Pa-timozinnal rendezettebb, valamint kevésbé erésen koti a vizet. A Ba-timozin
¢s a stabilin-2 citoplazmadomén kdzott gyenge kotés igazolodott és felvetésiink szerint a fehér-

jék az 1:1 komplexben rendezetlenebbé valnak, mint 6nall6 allapotukban. A moonlighting (30.

84



nmbokor 337 25

oldal) B4-timozin fehérje stabilin-2 citoplazmadoménnel fuzzy fehérjekomplexet (18. oldal) ké-
pez. A kisérleti eredmények termodinamikai értelmezése soran a hangsuly a két molekula kol-
csonhatasanak mennyiségi eredményein van. Az olvadasi diagram valtozasai az 1:1 komplex-
képzddés soran a fehérjék korili hidratréteg mozgékony részérdél mennyiségi leirast nyjtanak,
vagyis energetikai jellemzést adnak. Az olddszernek hozzaférhetd felszin €s a felszinhez kap-
csolodo kotések energiaeloszlasanak heterogenitasa alapjan meghataroztuk a két egyedi fehérje
kozotti kolcsonhatast, és a harom rendszerrel részletes energetikai jellemzést is ado leirast
adunk.

Részletes széles jeli 'H NMR kisérletek alkalmazasival mennyiségileg és energetikai-
lag jellemezziik a Bsa-timozin €s a stabilin-2 citoplazmadomén koriili mozgékony viz tulajdon-
sagainak valtozasat az 1:1 komplex (Ba-timozin—stabilin-2 citoplazmadomén) képzédése folya-
man. Meghatarozzuk a spektralis tulajdonsagokat a Pa-timozinra ¢€s a stabilin-2 citoplazmado-
ménre, valamint az 1:1 komplexiikre is, és igy a fehérjékkel kdlcsonhatd mobilis vizmolekulak
mozgasaira hatd potencialgatak energiaeloszlasat is meg tudjuk allapitani. A viz-fehérje kol-
csOnhatdsok elemzését mind az egyes izolalt fehérjékre, mind az 1:1 komplexiikre megadjuk

ncialgat-energiaeloszlas feldli ko- .
potencilgat-energiaeloszlds feldli ko 26. dabra. Olvadasi diagramok Osszehasonlitasa: Ps-timozin

(+, pontozott vonal), stabilin-2 citoplazmadomén (X, szag-
gatott vonal), és 1:1 komplexiik (kor, folytonos vonal). A vo-
nalak az (1) egyenlet szerint illesztett mozgékony vizmole-
potencidlgat nagysaganak fliggveény€-  kylaszam aminosavanként (3. tablazat, 90.0ldal).

zelitésben. Ennek soran megmértiik a

ben a mozgékony vizmolekulédk sza- potencialgat / kJ mol™
5.0 5.2 54 5.6 5.8 6.0

mat, vagyis kimértiik az olvadasi diag-
ramjaikat.
A harom rendszert Osszehasonlitva, a <

Ba-timozin olvadasi diagramja kiilon-

bozik leginkabb a stabilin-2 citoplaz-

0.80 0.85 0.90 0.95 1.00
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madoménnek és a két fehérje komplexének az olvadasi diagramjatol (26. dbra, 27. abra). A leg-
alacsonyabb a Bs-timozin koriil 1évé mozgékony vizmolekuldk mozgasat meghatarozé potenci-
algat, minimalis mozgékony vizmennyiségre hat (aminosavankénti mozgékony vizmolekula-
szam: naa = 0,36(2); vagy 16(1) (mol H20)(mol fehérje)?). Nem kotnek vizet az 1:1 komplex-
hez és a stabilin-2 citoplazmadoménhez az olyan kolcsonhatascentrumok, melyek 5,04(3) kJ
mol-nal kisebb mozgasi potencialgattal jarnak (26. dbra, 27. 4bra), vagyis vannak olyan viz-
molekulak, amelyek gyengébben kotédnek a Pa-timozinhoz, mint a stabilin-2 citoplazmado-
ménhez vagy az 1:1 komplexhez. Az 1:1

21. dbra. Olvadasi diagram Bs-timozinra (+, ponto-

komplex és a stabilin-2 citoplazmadomén ér- zott vonal), stabilin-2 citoplazmadoménre (X, szag-
gatott vonal), és 1:1 komplexiikre (kor, folytonos vo-
nal). Az E,; potencialgat-értékek az (1) egyenlet Trni
hémérsékletei szerint, valamint a vonalak az igy il-
lesztett mozgékony vizmolekulaszdm aminosavan-

telemszerlien magasabb Ea o értékekkel rendel-

agram derivaltjaban tiiske jelzi a legkisebb po- potencialgat / kJ mol™
50 52 54 56 58 60
tencialgatnal az els6 mozgékony vizpopulacid ‘ ' ' | ‘
a.
81 +
megjelenését a fehérje koril (28. dbra, 29. . !
< B By-timozin E.;:
3 2
abra, 88, 89. oldal). Az, hogy az 1:1 komplex 41 . E.s L._++
, ano a,1eff \L -ﬂ-*#"_‘_-"l‘
esetében 5,03(5) kJ moll-nal alacsonyabb l | JANEICING R
o P et
energiaju potencialgat hatasa alatt 4116 mozgé- '
8 1
X
kony vizmolekula nincs, arra utal, hogy a Pa- £,
6|  stabilin-2CTD % -
- - . . o . ©
timozinnak ezek a kolcsonhatasi kdzpontjai € | 3?“
E E Faz WX %
egyik lehetdségként az 1:1 komplexben a sta- 21 o E : '\chx
e ¥x-><-xx-’*xx
bilin-2 citoplazmadoménhez torténé kapcso-
. ” 8+
lodasban vannak lekétve, vagy masik lehetd-
6. p-timozin—stabilin-2 CTD
kompl
ségként az 1:1 komplex képzOdése soran elte- & s S E.s
EaO E, Eaiz \L
metddnek és a viz szamara hozzaférhetetlenné 2] :
valnak. 01

0.80 085 0.90 0.95 1.00
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A Ba-timozin olvadasi diagramjaban a mozg6 viz megjelenését kdvetden, Ea = 5,00(2)
kJ molt-nal 1épcsé talalhatd, mely utan dllandd mozgd vizmennyiségii szakasz kovetkezik. Ezt
a magasabb energidnal jelentkezd 1€pcsot effektiv Eao értékként tekintjiik. A mozgékony viz
mennyisége ennél a 1épcsdnél a Pa-timozin koriil megduplazodik, de az olvadasi diagram to-
vabbra is hémérséklet-fiiggetlen, amig el nem éri Ea,teff = 5,175(4) k] mol2-t (27. 4bra). Ez azt
jelenti, hogy két kiilonb6z6 mddon, kiilonb6z6 kdlcsonhatasi energiaval kotott vizmolekula van
a Pa-timozin olddszerrel érintkezd feliileténél, és az ezek mozgasat szabalyozo potencidlgatak
kis energiajuak. A 1épcs6 elétt naa = 0,36(2), a 1épcsd utan naa = 0,63(3), vagyis 16(2) (mol
H20)(mol fehérje)?, illetve 28(1) (mol H20)(mol fehérje)* a mozgékony hidratacios viz meny-
nyisége. Bar a Bs-timozin kolcsonhatd hatéarfeliiletét a fehérje eléggé toltott részein térképezték
fel (van Troys et al. 1996), az ezt a szegmensét tarkitd hidrofob aminosavak lehetnek felelések az

A Ba-timozin derivalt olvadasi diagramjaban megfigyelheté masodik tiiske a jelentkezd
linearisan novekvo szakasz kezdetének felel meg (26. dbra, 27. abra), azaz ezt tekintjiik E1 a1
értékként. Ez a plusz tliske hidnyzik mind a stabilin-2 citoplazmadomén, mind az 1:1 komplex
olvadasi diagramjanak derivaltjabol (28. abra). Tehat a Psa-timozinnal ellentétben Ea1-nél az
olvadasi diagramban nincs 1épcsd. Ezeknél a fehérjéknél a hidratacids vizmolekuldk mozgasa-
nak megindulasa egy Iépésben torténik, vagyis egyféle kolcsonhatasi energiaval kotottek a leg-
alacsonyabb potencialgataknal megmozdulé vizmolekuldk. Mind a harom fehérje olvadasi di-

agramjanak a k6zos, homérséklettdl fiiggetlen szakaszan az 1:1 komplex koriil a legnagyobb, a

87



nmbokor 337 25

Ba-timozin koril pedig a legkisebb a moz-
gékony vizmolekuldk szama (26. &bra,
3. tablazat, naa(Tfno,Tr1)). A stabilin-2 ci-
toplazmadomén koriil nincsenek olyan
mozgékony vizmolekulak, melyekre a
mozgasukat korlatoz6 potencialgat energi-
4ja 5,031(2) kJ mol? és 5,22(1) kJ mol™?
kozé esik. Itt naa(Eao) = 0,500(8) (25,5(4)
(mol H20)(mol fehérje)?), illetve az 1:1
komplex esetén 5,03(5) k] mol™ és 5,14(5)
kJ mol tartomanyba esé nagysagu poten-
cidlgatak nem léteznek a mozgékony viz-
molekuldk szamara és itt naa(Eao) =
0,77(3) (73(3) (mol H20)(mol fehérje)™?).
A leginkébb hidroféb részek mind a
harom tanulméanyozott fehérjében olyan
kolesonhatasi  energidval vannak hidra-

talva, mely az egyedi Ea a0 értékekkel meg-

28. dbra. Bs-timozin, stabilin-2 citoplazmadomén és 1:1
komplexiik, a mozgékony vizhanyad (26, 27. abra) de-
rivaltja (azon vizmolekulak szama, melyek éppen mo-
zogni kezdenek). Az E,; potencialgat-értékek az (1)
egyenlet Tri hémérsékletei szerint vannak jelolve.

potentciélgat / kJ mol™
50 52 54 5.6 58 6.0

B4-timozin

ANIAT,

stabilin-2 CTD

Eat]

—
L

B,-timoin—stabilin-2 CTD
komplex

0.80 0.85 0.90 7, 0.95 1.00

hatarozott potencidlgatakat eredményezi (3. tablazat). Az itt mozgékony allapotban 1évé viz-

molekula-mennyiség (3. tablazat, A értékek) a leggyengébben vizet kotd fehérjefeliilet-részek-

kel van kolcsonhatasban.

Az alland6 naa vs. Ea adatok, mint hidrofob fehérjefeliilet-részekre jellemzoek, rende-

zett fehérjeszerkezeti, vagyis masodlagos szerkezettel bird részeknek tulajdonitottak (mint a

globularis fehérjékben), ennek megfeleléen mind a harom vizsgalt fehérjének van rendezett

része. Az 1:1 komplex képzddésekor a fehérjék azon oldoszer szamara hozzaférhetd felszini
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teriileteinek hidratacidja, melyek a viz moz-
gasara vonatkozo legkisebb potenciadlgattal
rendelkeznek, nem additivak. Miutan az itt

megmozduld vizmolekuldk szama kisebb a

29. dbra. Bs-timozin (pontozott vonal), stabilin-2 cito-
plazmadomén (szaggatott vonal) és 1:1 komplexiik
(folytonos vonal), a mozgékony vizhanyad (26, 27.
abra) derivaltjanak (éppen mozogni kezd6 vizmoleku-
lak szamanak) az 6sszehasonlitasa.

potencialgat [kJ mol™]

50 52 54 56 58 60
e L

komplexet alkot6 egyedi fehérjek naa-ossze-
génél, ezért arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy bizonyos vizet ktd hidrofob fehérjefe-
lillet-részek a komplex 1étrejotte soran elte-
metddnek (4. tablazat).

A potencialgat-értéktdl fliggetlen ol-

vadasi diagramszakaszon, a fehérjék amino-

0.95 1.0
savankénti mozgékony vizmennyiségének

az egyes fehérjékre torténd dsszehasonlitasa azt mutatja, hogy az 1:1 komplexnek van a legnyi-
tottabb szerkezete, ugyanakkor a stabilin-2 citoplazmadomén a legzartabb (26. abra, 85. oldal).

A fehérjék nem mitkodoképesek az itt tapasztalhaté mozgékony hidraticios szinten (at-
lagosan h = 0,10(2)).

Az olvadasi diagramok linedrisan emelkedd szakasza nagyon hasonld potencialgat-ér-
téknél kezdédik mind a harom tanulmanyozott rendszer esetén (3. tablazat, Ea1). Az Ea1 < Ea <
Ea2 energiatartomanyban, a stabilin-2 citoplazmadomén olvadasi diagramjaban a differencia-
hanyados (3. tablazat, B), azaz az olvadasi diagram meredeksége majdnem kétszerese a Ps-ti-
mozinénak ¢és az 1:1 komplexének, vagyis itt a mozgékony hidratacié a leggyorsabban az 1:1
komplex koriil épiil fel. A vizmolekuldk mozgésat akadalyozé Ea1 folotti potencidlgatak a fe-
hérje meglehetdsen hidrofil olddszernek hozzaférhetd felszinrészének fehérje—viz kdlcsonhata-
saihoz kapcsolodnak, ellentétben a konstans szakasszal. Az ilyen kis fehérjék (Bs-timozin: 43,

stabilin-2 citoplazmadomén: 51, 1:1 komplex: 94 aminosav) egy molekularétegli hidratacioja
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altal megkovetelt hidratacios vizmolekula-mennyiséget h = 0,3-0,4-nek becsiilik (Nakasako 2004).
Az 5,6 k mol! < Ea < 5,7 kl mol™? potencialgat-tartomanyban érik el ezt a szintet a Ba-timozin,
a stabilin-2 citoplazmadomén és az 1:1 komplexiik.

Az 1:1 komplexnek a stabilin-2 citoplazmadoménnél a mozgékony viz megjelenésétdl
egészen a négyzetesen ndvekvo olvadasi diagramszakaszig kiterjedtebb mozgékony hidratacios
héja van. A stabilin-2 citoplazmadomén az 1:1 komplexhez viszonyitva 35%-kal kisebb naa-
értékkel indul Ea1-nél, és egyenld a két fehérje naa-értéke Eaia2-nél (26. dbra, 27. abra, 85, 86.

oldal). Ebben a tartomanyban a stabilin-2 citoplazmadoméné a legnagyobb differenciahanya-

dosu olvadasi ) , , . o )
3. tablazat. Az (1) osszefliggés valtozoértékei. Az utolsd szamjegy hibaja zardjel-
. ben lathato.
gorbe, vagy a leg- Ba-timozin*  stabilin-2 CTD 1:1 komplex
magasabb  An/ATt A=n(Tio) =n(Tm1) /10°  4,9(2) 4,08(7) 6,2(3)
naa(Tio) = naa(Tin1) 0,63(3) 0,500(8) 0,77(3)
(28. dbra, 29. abra; B 0,08(1) 0,14(2) 0,071(5)
C 5,6(9) 4,0(5) 4,1(7)
88, 89. Oldal, 3. tab- D 2,3(8)-103 1,1(8)-103 4,4(4)-10?
) i Ttno 0,822(2) 0,840(2) 0,837(8)
lazat, B kétszer na- Eao/ ki mol™ 4,94(1) 5,05(1) 5,03(5)
. B to/°C -48,7(6) -43,8(7) -44(2)
gyobb), vagyis keét- Tint 0,80(1) 0,867(3) 0,871(7)
szer meredekebben Eai1 / k) mol™ 4,84(8) 5,21(2) 5,24(4)
ti/°C -53(4) -36,2(7) -35(2)
emelkednek az naa- Tin2 0,924(4) 0,910(4) 0,923(3)
E.2 / ki mol™ 5,55(2) 5,47(2) 5,55(2)
értékek. t2/°C -21(1) -24(1) -21(1)
Tin3 0,968(3) 0,969(6) 0,956(3)
Az |IDP-kre Ea3/ ki mol™ 5,81(2) 5,82(4) 5,74(2)
ts/°C -9(1) -9(2) -12(1)
vagy fehérjerészle- n(Temz) / 102 1,4(3) 1,0(2) 1,0(2)
1,8(4) 1,2(2) 1,2(1)
tekre jellemzd az i)
n(Tms) / 107 3(1) 3,2(9) 2,0(4)
Ea1 feletti potenci- naa(Tins) 41 A1) 2,5(4)
o n(Twm=1) /10? 13(4) 93) 10(2)
algatak fOlyamatOS naa(Tfn - 1) 17(5) 11(4) 12(2)

* Az effektiv értek van Ty, esetén feltiintetve. A linearisan valtozo olvadasi diag-
ramszakasz ténylegesen (nem matematikailag) Te,yerr = 0,8611(7); E, 1 err, = 5,175(4)
kJ mol?; t. = -38(1) °C értéknél kezdddik. A tényleges és a matematikai értékek
egybeesnek a masik két fehérjénél.

eloszlasa. A poten-

cidlgitak  nagyon
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széles eloszlasa a Ba-timozin esetén 6,01 kJ mol™ — Eateff = 0,835(4) kJ mol nagysagua poten-
cidlgat-tartoményra terjed ki. A komplexre az eloszlas szélessége 6,01 kJ mol™ — Ea1 = 0,85(1)
kJ mol, ez a legheterogénebb potencialgat-eloszlas; mig a leghomogénebb a potencialgatel-
oszlas a stabilin-2 citoplazmadomén esetében figyelheté meg: 0,80(2) kJ mol kiterjedéssel
(27. abra). A komplexnek Eao-t6l majdnem egészen Ea2-ig kiterjedtebb mozgékony hidratacios
héja van, mint a stabilin-2 citoplazmadoménnek. Ezt ugy lehet értelmezni, hogy a komplexnek
a stabilin-2 citoplazmadoménénél nyitottabb a szerkezete, majdnem Ea2-ig t6bb, mozgékony
hidratacios héji szabad kotohellyel. Az energiaeloszlas heterogenitdsanak magas szintje azt fel-
tételezi, hogy a fehérje—viz kdlcsonhatasok szamara az oldoszernek hozzaférhet6 felszin, azaz
maga az 1:1 komplex rendezetlenebb a fa-timozinnal vagy a stabilin-2 citoplazmadoménnél. A
Ba-timozinnal az 5,18(2) k] mol™ < Ea< 5,53(2) kJ mol~ energiatartoméanyba esd potencialgatak
naa = 0,39(2)-nel (17,4(7) (mol H20)(mol fehérje)!) kevesebb mozgékony hidratacids vizet
kotnek, mint az 1:1 komplex ugyanitt. Legnagyobb valdszinliség szerint ez a vizmennyiség az
egyedi fehérje hidrofil aminosav-tartalméaval van kdlcsonhatasban. A fehérjének ezen olddszer-
nek hozzaférhetd felszinének a részei vagy az 1:1 komplexben kotéseket alkotnak a partnerrel,
vagy tovabb mar nem hozzaférhetdek a viz, mint oldoszer szdmara, mert az 1:1 komplex kép-
zésekor a fehérjék atrendezddnek. Az els6 lehetdség a valdsziniibb, mert a tavoli UV CD-mé-
rések bizonysaga szerint nincs nagyobb szerkezeti atrendezddés a komplexet képzd két fehér-
jében (Tantos et al. 2013). A stabilin-2 citoplazmadoménje kélesonhat a Ba-timozinnal, és ennek a
kolesonhatasnak szabalyozo szerepe van a programozott sejthalalu sejtek stabilin ltal kdzveti-
tett fagocitozisdban (Lee et al. 2008). Errdl a folyamatrdl a két molekula komplexének tekinteté-
ben semmilyen szerkezeti vagy Kkinetikus adat nem elérthetd. Bar a molekulak kolcsonhatnak
egymassal, ezt barmelyik partner jelentés rendezédése nélkiil teszik. A Pa-timozin kotodését a
stabilin-2 citoplazmadoménhez polielektrosztatikus kdlcsonhatasok stabilizaljak, melyek a le-

het6vé teszik a koélesOnhatast stabil szerkezetek nélkiil (Tantos et al. 2013).
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Az Ea2 és Ea3 kozotti potencidlgat-tartomanyban (3. tablazat) az olvadasi diagramokat
az (1) osszefiiggés (53. oldal) els6 harom tagjaval lehet leirni, tehat a kobos tagra nincs sziikség.
Az Eags-nal nagyobb potencialgat-értékeknél a stabilin-2 citoplazmadomén aminosavankénti
mozgékony hidratacidja (naa) fokozatosan kisebbé valik a Pa-timozinénal és a komplexénél
(26. abra, 85. oldal). A fehérjék olvadasi diagramjainak ebben a szakaszaban mar az (1) egyen-
let kobos tagjanak bevonésara is sziikség van, hogy jol le lehessen irni az olvadési diagram
lefutasat.

A tanulmanyozott fehérjék olvadasi diagramjaibol kialakulé altalanos kép szerint az izo-
lalt fehérjék és az 1:1 komplexiik is IDP (Tantos et al. 2013, Bokor et al. 2020a). Ezt mutatjak az
olvadasi diagramok (26. abra, 27. abra), ezek derivaltjai (28. dabra 29. dbra), és ezt jelzi a vizmo-
lekulakra valé hatasat tekintve heterogén potencialgat-eloszlas is a fehérje koriil. Az allitast
tdmogatja az a tény, hogy a komplex esetén a leginkabb heterogén, azaz a legszélesebb elosz-
lasu potencialgatak iranyitjak a hidratacids viz mozgasat. Az Ea1-nél nagyobb potencialgatat
tapasztalo mozgékony vizmolekuldk allandéan novekvd szama szintén bizonyitja (Tompa K. et
al. 2015, 2017). Ezzel ellentétben Eao kdrnyékétdl majdnem Ea a = 6,01 kJ mol-ig tarto széles
potencidlgat-fiiggetlen szakasza (allandé naa) van a globularis fehérjék olvadasi diagramjanak
(21. abra, 65. oldal; Bokor & Tantos 2021b: Supporting Information, Tompa K. etal. 2017). Az elébbiekkel

6sszhangban, a vizben oldott a-timozin 30. dbra. A Bs-timozin és a stabilin-2 citoplazmadomén ol-
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fejthessenek ki, a fehérjék feliiletét szokasosan nagyjabol legalabb egyrétegnyi viznek (naa >
1,5; h > 0,25) kell boritania. Ugy tekinthetjiik, hogy a fehérjék egészen naa = 1,2 (h = 0,19)
hidratacios vizmennyiségig miikddésképtelenek, mely szintet a mozgékony hidratacios vizbol
a tanulmanyozott fehérjék Eaz2-nek megfelelé hémérsékleten érik el (3. tablazat, 90. oldal). A
teljes aktivitas (miikodoképesség) durvan naa = 6 mennyiségli hidratacios vizet kovetel meg
(Nakasako 2004, Czisch et al. 1993). Ezeknek a fehérjéknek a mozgékony hidratacioja Ea a= 6,01 kJ
mol-1-nal joval a teljes milkoddképességhez sziikséges szint felett van (3. tablazat).

Az olvadasi diagram derivaltjan (28. abra) kifejezettebben lehet a fa-timozin és a stabi-
lin-2 citoplazmadomén kdzotti kiilonbségeket 1atni, mint az olvadasi diagramokon (26. dbra, 27.
abra).

A Ba-timozin és a stabilin-2 citoplazmadomén kozotti komplexképzdodést a fehérjék ko-

rilotti mozgékony viz tulajdonsagainak valtozasai igazoljak és jellemezik. Szamitadsaim szerint

potencialgat / kJ mol’ potencialgat / kJ mol!
50 5.2 54 56 58 6.0 4.8 5.0 5.2 5.4 56 58 6.0
T T T ol Lo T T e

1

naa
ANIAT,,

0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00

Eﬂ 7—fﬂ
31. dbra. Az 1:1 komplex (folytonos vonal) olvadasi diagramja, illetve az egyedi alkot6 fehérjék olvadasi
diagramjanak sulyozott 6sszege (suly = a fehérje aminosavszama; szaggatott vonal; baloldali grafikon). Az 1:1
komplex és a sulyozott alkotd fehérjedsszeg olvadasi diagramjanak derivalt formaja (jobboldali grafikon). Az
1:1 komplex képzddését bizonyitja, hogy az dsszegzés nem adja vissza az 1:1 komplexen mért gorbét, sem
annak derivalt formajat.
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az 1:1 komplexet alkotd fehérjék szabad allapotukban 6sszesen tobb mozgékony hidraticios
vizet kotnek, mint az 1:1 komplex (30. abra, 92. oldal), igy igazoltnak tekintem a B4-timozin—
stabilin-2 citoplazmadomén fehérjekomplex 1étrejottét. Vagyis az alkotd fehérjékre az amino-
savegységenkénti mozgékony hidratacids értékeket az egyes potencialgat-értékeknél dsszead-
tam ¢s az Osszeget az 1:1 fehérjekomplex mért olvadasi diagramjahoz hasonlitottam (31. abra).
Mivel az 1:1 komplexet alkotd két izolalt fehérje olvadasi gorbéinek 6sszegébdl az 1:1 komp-
lexen mért olvadasi diagramot Kivonva (30. abra, kiilonbség: csillagok és vonal) a komplex
mozgékony hidratacidja kisebb az egyedi fehérjék 6sszes mozgékony hidratacidjanal, a komp-
lexképzédés igazolhatd. Az dsszehasonlitds alapjan az 5.40(3) kJ mol™ < Ea < 5,70(5) k mol
potencialgat-értékeknél az 6sszeg nagyobb az 1:1 komplexen mért értékeknél (31. abra).

A kapott kiilonbség (30. abra) a fehérjék 6sszekapcsolodasakor felszabaduld mozgé-
kony hidratacios vizmennyiségnek felel meg. A kiilonbség egyenlé naa = 0,20(1)-dal, azaz
19(1) H2O/komplexszel, vagy h = 0,033(2)-del és megadja az 1:1 komplex képzddése miatt
felszakadt kotésekhez tartozott mozgékony hidratacids vizmolekuldk szdmat vagy mennyisé-
gét. Tehat ennyi viz megkotéséhez sziikséges kdlcsonhatési hely felszabadul és az 1:1 komple-
xet 0sszekapcesolo kotések veszik at a helyét (Bokor & Tantos 2020a), vagyis meghataroztam az 1:1
komplexet felépitd, Pa-timozint és a stabilin-2 citoplazmadomént Gsszekapcsold, molekulak
kozti kotések szamat. A Pa-timozinnak az 1:1 komplexbdl hidnyzo, legkisebb energidju poten-
cidlgatjai, vagy kolcsonhatasi kozpontjai az 1:1 komplexet dsszetartd kdlcsonhatasokban érin-
tettek, ennek képzddéséhez sziikséges kotések 1étrehozasaban vannak lekotve. A stabilin-2 ci-
toplazmadoménnél is hianyzik az ilyen alacsony energiaju potencialgatak betoltottsége. A
nagyfelbontast NMR-eredmények ezen tilmenden azt feltételezik, hogy a stabilin-2 citoplaz-
madoménnel a Bs-tmozinnak csak néhany aminosav-oldallanca 1ép kozvetlen kapcsolatba (Tan-
tos etal. 2013). A két egyedi fehérje méretét véve, a molekulak kozotti kotések szama kicsi. Mivel

mindkét partner IDP izolaltan, ezért ez a kevés, molekuldk kozti kotés nem képes a két fehérje
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mozgasat korlatozni, és fuzzy komplexet eredményez. Ebben a rendszerben mind a Bs-timozin,
mind a stabilin-2 citoplazmadomén még a kotott allapotban is megtartjak szerkezeti rendezet-
lenségiik nagy részét. Az IDP-K jol ismerten képesek még akkor is jelentds mennyiségii szer-
kezeti rendezetlenség megtartasara, amikor kdlcsonhaté partnerhez vannak kotve fuzzy komp-
lex képzddése mellett (Tompa P. & Fuxreiter 2008). Eredményeink tdmogatjdk azt az elgondolést,
hogy a stabilin-2 citoplazmadomén—Ps-timozin komplex a véletlenszerti fuzzy komplexek ka-
tegoriaba esik, ami azt jelenti, hogy rovid, valtozatos kdlesonhaté motivumokat fuzzy domének
kapcsolnak Ossze (Sharma et al. 2015). Ezekben az esetekben a partnerek kotése nem tarsul rende-
zetlenség-rendezettség dtmenettel, mint maskor (Milles et al. 2015, Andresen et al. 2012, Mittag et al.
2010). Korabbi megfigyeléseink is feltételezik, hogy a stabilin-2 citoplazmadomén—fs-timozin
komplex képzddése nem jar egyilitt stabil szerkezetek kialakuldséval (Bokor et al. 2020a, Tantos et
al. 2013).

A kotések energiaja a felszakadt kotések potencialgat-tartomanyaba esik. 5,35(2) kJ
mol=-nal kisebb és 5,76 kJ molt-nal nagyobb potencidlgat-értékeknél az dsszeg és az 1:1
komplex olvadasi diagramja kozott nincs kiilonbség (31. abra). Az 5,44(2) ki mol™? < Ea <
5,70(2) k mol? potencialgat-szakaszon a stabilin-2 citoplazmadomén és az 1:1 komplex ami-
nosavankénti hidratacidja egybeesik, a B4-timoziné pedig nagyobb ennél. Viszont Ea = 5,95 kJ
mol1-nél mar koriilbeliil egyenld mennyiségii mozgékony hidraticios vizet kot a Pa-timozin és
az 1:1 komplex is. A stabilin-2 citoplazmadoménnek és az 1:1 komplexnek 5,40 kJ mol™ < Ea
< 5,85 kJ mol? kozott majdnem teljesen egyezd mozgékony hidrataciés vizmolekulaszintje
van. A stabilin-2 citoplazmadomén esetében 5,11(2) kJ mol= és 5,35(3) kJ mol? kozott naa =
0,32(3)-mal (16(2) (mol H20)-(mol fehérje)?) kisebb a mozgékony vizmolekuldk szdma, mint
az 1:1 komplexben. Az 1:1 komplexben a stabilin-2 citoplazmadoménhez kotott mozgékony

vizmolekuldk altal elfoglalt helyek egy kis része eltlinik, melyek az olvadasi diagram négyzetes
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részének kezdeténél nagyobb potencialgatakat tapasztald fehérje—viz koélcsonhatasokhoz tar-

toznak. A stabilin-2 citoplazmadoménnek az Ea1%2°n2 citoplazmadomén < F, < |, 11:1 komplex

poten-
cialgat-értékekhez rendelt kolcsonhatasi helyei az oldoszernek hozzaférhetd felszinének meg-
lehetdsen hidrofil részeihez tartoznak és az 1:1 komplexet egyben tartd kolcsonhatasokban van-
nak érintve. 5,4 kJ mol ™ potencialgat-érték felett a stabilin-2 citoplazmadomén és az 1:1 komp-
lex olvadasi gorbéje majdnem teljesen egybeesik egészen Eas-ig. A kobos olvadasi diagram-
szakaszon is csak elenyészden kisebb a stabilin-2 citoplazmadomén mozgékony hidratacidja az
1:1 komplexénél (és a Pa-timozinénal). Ennek megfelelden allithatjuk, hogy a stabilin-2 cito-
plazmadomén mozgékony hidratacids vizmennyisége, hidrataltsaga nem valtozik jelentds mér-
tékben a komplexképzddés folyaman. Ea = 5,95 kJ mol~-nél, azaz majdnem a tdmbviz olva-
daspontjanal, atlag naa = 0,8-del kevesebb mozgékony viz van az olddszernek hozzaférhetd
fehérjefelszin kdzelében a stabilin-2 citoplazmadomén esetében, mint az 1:1 komplexnél. Tehat
az 1:1 komplex felszine ennyivel tobb mozgékony vizet tud megkdtni.

Az 1:1 komplex koriili mozgékony hidratacid kiilsé héjai teljesen ugyanugy viselkednek
(négyzetesen emelkedd olvadasi diagramszakasz kezdetét6l novekvo potencialgataknal), mint
a szabad Pas-timozin és stabilin-2 citoplazmadomén koriiliek. A harom fehérje olvadési diag-
ramja Iényegében egybeesik a négyzetesen névekvo naa (26. abra, 27. abra, 85, 86. oldal), vagy
az olvadasi diagram derivaltjanak linearisan valtozo szakaszan (28. dbra, 29. abra, 88, 89. oldal),
vagyis az 1:1 komplex Ea,2 < Ea < Ea3 tartomanyaban (3. tablazat, 90. oldal). A viz olvadasahoz
legkozelebbi potencialgat-szakaszon (Eaz < Ea < 6,01 kJ mol™) az 1:1 komplex és a Pa-timozin
aminosavankénti mozgékony hidratacidértékei lényegében egyenlék (26. abra, 85. oldal). Er-
telmezésként a viz mozgasat szabalyozd nagy energiaju potencialgatakkal jar6 fehérje—viz kol-
csOnhatdsok nagyobbrészt az 1:1 komplexben kotott Psa-timozinnak tulajdonithatok (kozel ak-
kora energidjuak, mint a tdmbvizben mért potencidlgatak). A stabilin-2 citoplazmadoménnek

ugyanis az naa-szintje kisebb a ps-timozinénal, vagy az 1:1 komplexénél (26. abra, 85. oldal).
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4. tablazat. Fehérjemolekulankénti mozgékony vizmolekulaszam E,z-nal széles jelti 'H NMR-rel
mérve, valamint NMR-spektroszkopiaval mért aminosav hidratacié (Kuntz 1971), illetve molekuladina-
mikai szimulacioval hidrogénkotésekbol szamolt hidratacid (Bizzarri et al. 1995).

Ba-timozin stabilin-2 citoplazmadomén 1:1 komplex
E, 3-nal mért (jelen munka) 137(7) 198(56) 242(47)
mért/szamolt (Kuntz 1971, Bizz- 169(31) 157(30) 326(61)

arri et al. 1995)

Ha a Bs-timozinra, stabilin-2 citoplazmadoménre és az 1:1 komplexiikre 0sszegezziik az
irodalomban kozolt, mért aminosav-hidrataciot, vagy a szamolt hidrogénkotések szamat, akkor
az ered6 vizmennyiség kisérleti hiban beliil egyenld az altalunk Eas-nal mérttel (5. tablazat, 98.
oldal). Az itt mért értékek és az irodalmi adatokon alapuld Gsszegek gyakorlatilag egyenldk.
Vagyis kimértiik, hogy a Bs-timozint, stabilin-2 citoplazmadomént és az 1:1 komplexiiket hidra-
talé vizmolekuldk az egyes fehérjéknél 5,8 kJ mol™?, illetve a komplexiiknél 5,7 kJ mol™ po-
tencialgat-értékénél (-9, illetve -13 °C-on) mozgékonyak, és mennyiségiik akkora, mintha min-
den elméletileg lehetséges hidrogénkotés megvaldsulna. Tehat elméletileg nincs eltemetett hid-
rogénkétéhelye az egyes aminosav oldallancoknak. Ertelmezésem szerint tehat Eas-nal a fehér-
jék meglehetdsen nyitott szerkezetiiek és teljesen hidrataltak.

A vizmolekuldk kolcsonhatasanak adott energiaskaldjabol levezetett heterogénen kotd
hatarfeliilet-aranyat leir6 HeR dinamikai paraméter a vizsgalt fehérjéknél nagy értékeket vesz
fel (5. tablazat) — 1ényegesen kozelebb az 1-hez, mint a 0,5-hez, ami azt jelzi, hogy ezek korla-
tozott renddel biro IDP-k. A HeR-értéket a komplexképzddés folyamatahoz valo IDP vagy ren-
dezett (felgombolyodott) fehérjedomén(ek) hozzajarulasanak mennyiségi meghatarozasara al-
kalmazzuk. Ertéke a Ba-timozinra lényegesen kisebb, mint a stabilin-2 citoplazmadoménre vagy
az 1:1 komplexre. A stabilin-2 citoplazmadomén és az 1:1 komplex heterogenitasaranya hiban
beliil egyenld. Az 1:1 komplexnek van a legheterogénebb oldoszernek hozzaférhetd felszine a
fehérje—viz kolcsonhatasok tekintetében, azaz az 1:1 komplex rendezetlenebb a Bs-timozinnal
€s a stabilin-2 citoplazmadoménnél. A mért HeR-értékek alapjan az izolalt Ba-timozin, stabilin-

2 citoplazmadomén fehérjének és 1:1 komplexiiknek is a mozgékony vizmolekulakkal nagyon
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heterogén energiaeloszlasu kotéseik vannak. Ezen mennyiségi mérték eredményeibdl itélve a
két IDP kolcsonhatasba 1épése a szerkezeti rendezetlenség altalanos ndvekedésével jar, mely a
fuzzy kolcsonhatas tiszta esetének szamit (Tantos et al. 2013). A HeR-értékkel vald dinamikai jel-
lemzés szerint a Pa-timozinnak, a stabilin-2 citoplazmadoménnek és az 1:1 komplexnek is
~20%-ig terjedéen rendezett alkotoelemei, vagyis masodlagos szerkezeti elemei vannak. Ezek
feltételezhetéen helikdlis szerkezetek, melyeket a széles jeliit 'H NMR 4ltal latott rendezett ré-
szeknek tekintjiik. A rendezett részek az olvadasi diagram hdmérséklet-fiiggetlen szakaszait
adjak.

5. tablazat. B4-timozin, stabilin-2 citoplazmadomén, valamint 1:1 komplexiik: HeR heterogenitas-
arany, HeR, heterogén fehérje—viz ktések aranya és HeM heterogenitasmérték (Tompa K. et al. 2018,

2017, 2015).
Bs-timozin  stabilin-2 citoplazmadomén  1:1 komplex
HeR = (1 = Ttn1)/(1 = Ttno) 0,78(1)* 0,83(3) 0,87(6)
HeRn = nne/(Nho + Nhe) 0,9(5) 0,95(2) 0,94(1)
HeM = (B +2C+3D)/(1-Ti1)  5(2)-10** 3(2)-10* 9(1)-103

* Ttn1etf értékkel szamolva

A heterogén fehérje—viz kotések szamaranya, HeRn mind a harom entitasra kisérleti hi-
ban beliil atlagosan 0,942(3) (5. tablazat), vagyis sem a két egyedi fehérjére, sem a komplexre
nem kiilonbdzik. Magas értéke azt jelzi, hogy 0 °C-hoz kozel igencsak nagy a heterogén jellegii
fehérje—viz kotések aranya.

A HeM heterogenitasmérték, mely megadja a tombviz olvadaspontjahoz kozel a vizko-
tési heterogenitds mértékét, a Ps-timozinra a legnagyobb, de nem kiilonbozik kisérleti hiban
kiviil a stabilin-2 citoplazmadomén értékétdl, messze a legkisebb pedig az 1:1 komplexre
(5. tablazat). Ennek alapjan a tombviz olvadaspontjahoz kozel a stabilin-2 citoplazmadomén
létesiti a legkevesebb heterogén fehérje—viz kotést a harom fehérje kozil, az 1:1 komplex pedig

a legtobbet.
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IV. Osszefoglalas, tézisek és tervek
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A. Osszefoglalas

Két, az emberi egészséggel kapcsolatos fehérjecsalddot vizsgaltam. Az egyik fehérje-
rendszer, az IDP a-szinuklein vad és mutans tipusai, illetve ezek kiilonb6z6 polimerizacios
szintjei képezik. Az a-szinukleinvaltozatok a Parkinson-kor kialakuldsaval €s lezajlasaval hoz-
hatok Osszefliggésbe. A masik fehérjecsoportot a stabilin-2 citoplazmadomén és a Bs-timozin,
illetve az altaluk alkotott 1:1 komplex alkotja. Mindkét fehérje €és 1:1 komplexiik is IDP.

A vad tipust és az A30P, E46K, AS3T a-szinuklein monomerek a széles jelii tH NMR-
eredményeink és az irodalmi adatok szerint is IDP-K. A heterogenitasarany szerint azonban az
oldészernek hozzaférheto feliiletiik 30(3)%-a masodlagos szerkezeti elemekbe rendezédik. Eb-
bol kovetkezéen ezek a fehérjék kompaktabbak, mint ahogy az véletlen gombolyag esetében
varhat6 lenne.
szekvencidjara Osszegezve megallapitottam, hogy a legkisebb potencidlgataknal megjelend
mozgékony hidraticids vizhanyad elég nagy ahhoz, hogy a vizzel minden lehetséges hidrogén-
kotés kialakuljon. Az a-szinuklein monomerek lefedettsége a legalacsonyabb aktiv potencial-
gataknal mozgékony hidratacids vizzel koriilbeliil egyrétegli és igy miikodoképesek. Az oldo-
szernek hozzaférhetd feliiletiik energetikailag nagyon heterogén, ami a nyitott szerkezet tjabb
bizonyitéka. Az a-szinuklein monomer valtozatok nyitottsaganak mértéke a kovetkez6 sorrend
szerint n§: E46K ~< A30P < vadtipus ~< A53T. A hidratacidjuk hasonloan valtozik.

Ezt a mért olvadasi diagramok alakja és értékei mellett a kovetkez6 megfontolasok ma-
gyarazzak. Az E46K mutéci6 altalaban a vad tipushoz képest megndvekedett merevséggel tar-
sul. Kisebb rugalmassaghoz vagy nyitottsaghoz vezet, mert hajlamos stabilizalni specialis kon-
formaciokat. A tobbi mutanshoz képest kisebb aggregacios hajlandésaghoz hozzajarulhat a le-

csokkent nyitottsag. Az A30P mutaci6 az a-szinuklein szekvenciajaba prolint hoz be, ami haj-
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lamos az a-hélixek felbontasara, valamint a teljes szerkezet és dinamika megvaltozasahoz ve-
zethet. Az A30P az E46K-nal ugyan jobban nyitott, de a vad tipust a-szinukleinnél kevésbé. a
vad tipus altalaban nagyfokt rendezetlenséget mutat, igy nyitottabb és flexibilisebb lehet. Az
AS3T mutacid ismerten ndveli a hajlamot az aggregaciora és gyakran korai Parkinson-kor tarsul
hozza. Az A53T a vad tipusunal nyitottabbnak és flexibilisebbnek tartott, és aggregaciora ve-
zetd konformécids valtozasokat segit el6. Miutan az A53T mutéans nyitottabb €s aggregaciora
hajlamosabb, ezért altalaban toxikusabbnak tartjak a tobbi mutansnal. Olyan neurodegenerativ
betegségekkel tarsithatdé mint a Parkinson-kor, a gyorsabb aggregaciohoz vezetni tudd nagyobb
flexibilitasa és nyitottsaga miatt.

Az o-szinuklein oligomerek a potencidlgat-fiiggetlen olvadasi diagramszakaszuknak
megfelelden leginkabb globularis szerkezetiiek. A kotési energiaeloszlasaik homogének és az
oldészernek kitett feliiletiik 66%-a rendezett.

A legmérgezdbb a-szinuklein oligomerfajta azonositasa aktivan kutatott teriilet és to-
vabbra is vita targya (Yoo et al. 2022). Bar idegi diszfunkcioba ¢€s toxicitasba is implikaltak bizo-
nyos oligomereket, de komplex természetiik és a kisérleti megallapitasoknal a konszenzus hia-
nya miatt tovabbra is kihivast jelent végleg meghatarozni, hogy melyik oligomer a legmérge-
z6bb. Kutatasaim szerint méretiik valtozo, de a feliiletiik ettdl fliggetleniil egységes, a konstans
mozgékony hidrataciés vizmennyiségli szakasz hidratacios tulajdonsagaiban nem megkiilon-
boztethetd, egyféle a-szinuklein oligomer jelenlétéhez kothetd, masok korabbi eredményeivel
szemben.

A fehérjeoldallancok mozgékonysaga az a-szinuklein oligomerekben a legkorlatozot-
tabb a masik két eltérd polimerizacioji valtozathoz képest (monomerek, amiloidok), ami alata-
maszthatja azt az altalanos vélekedést, hogy az oligomerek a valddi toxikus agensek a Parkin-

son-korban.
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Az a-szinuklein amiloid-valtozatoknak a fehérjeszekvenciatol fliggetleniil teljesen egy-
forma az olvadasi diagramjuk, igy a szerkezeti jellemz6ik is. Az a-szinukleinamilodok kis hid-
ratacioértékeinek oka kutatdsaim szerint, hogy a szalakbeli olddszertérben 1év0O vizet a széles
jeli 'TH NMR nem latja mozgékonynak. A harom kiilénbz8 polimerizacidju véltozat koziil az
a-szinuklein amiloidok hidratacios héjaban 1évé vizmolekuladkat lehet a legkisebb energiabe-
fektetéssel, a legalacsonyabb potencialgat-értéknél megmozditani, vagyis a fehérjéhez ezekben
van a viz a leggyengébben kotve. Az a-szinuklein amiloidokban a heterogenitdsarany szerint
az olddszernek kitett feliilet 75%-a rendezetlen, vagyis nagyrészt heterogén a mozgékony hid-
ratacios viz mozgasara hato potencialgatak eloszlasa.

Az 0sszes a-szinuklein valtozat esetében a fehérje—viz kotések az ilyen kotések szam-
aranya alapjan nagyon heterogének (atlag HeRn= 0,88). A kiilonb6z6 valtozatok koziil az ami-
loidoknal a legkevesebb az a hidratacids vizmennyiség, mely a legalacsonyabb potencialgat-
energiandl mozdul meg, a monomerek ¢€s az oligomerek koriil pedig ennek tobbszordse jon
ekkor mozgasba. Az a-szinuklein oligomerek, amiloidok képzddése soran a mozgékony hidra-
tacios viz fele eltlinik, felszabadul az olvadasi diagram allando szakasza felett. Megallapitdsom
szerint az oligomerek ¢és amiloidok képzddésekor a hidrofil aminosavak jelentds része a viz,
mint olddszer szdmara hozzaférhetetlenné valik és B-reddket alkot.

Meghataroztam az a-szinuklein monomerek mozgékony hidratacidtobbletét az oligo-
merekhez, illetve az amiloidokhoz képest. Az oligomerek €s az amiloidok képzodésekor felsza-
kado fehérje—viz kotések mennyisége és mindsége fogja jellemezni az Oket dsszetartd kotése-
ket. Ezek a kotések mindségiiket tekintve heterogének, mennyiségiiket tekintve pedig koriilbe-
lil a monomereket hidratalé mozgékony vizmolekuldk felének a megkotéséhez sziikséges
mennyiségl fehérjefeliileti kotési lehetdséget foglalnak le. Az oligomerek, illetve az amiloidok

képzddésekor a fehérje feliilletén szabadda valo kotési lehetoségek alakitjak ki a polimereket
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egyben tartd kapcsolatokat. A monomereket oligomerekké vagy amiloidokka épité kdlesonha-
tasok és a polimerizacié folyamata soran képz0dd masodlagos szerkezetek energiatartomanyat
i1s meghataroztam. Az AS53T mutans polimerek tobblet B-redd tartalommal rendelkeznek. Az
AS3T oligomerek alakjat kompaktabbnak talaltam, ami részben magyarazatot ad a mutans
gyorsabb amiloid képzésére.

A stabilin-2 citoplazmadoménre, a Bs-timozinra és az altaluk alkotott 1:1 komplexre
meghataroztuk a spektralis tulajdonsagokat és a fehérjével kdlcsonhatd vizmolekuldk mozgé-
sara hato potencialgatak energiaeloszlasat. A széles jelti 'H NMR-spektroszképiaval mért olva-
dasi diagramok elemzésével megerdsitettiik, hogy az egyedi fehérjék és 1:1 komplexiik is IDP.

Az egyedi Pa-timozin ¢és stabilin-2 citoplazmadomén fehérje aminosavszdmmal sulyo-
zott olvadasi diagramdsszege jelent6sen kiilonbozik a Ba-timozin—stabilin-2 citoplazmadomén
komplex mért olvadasi diagramjatodl, ezaltal bizonyitottam az 1:1 komplex 1étrejottét. Megerd-
sitettlik, hogy az IDP Ba-timozin ¢és stabilin-2 citoplazmadomén fuzzy komplexet képez. Az 1:1
komplex esetén a leginkabb heterogén, azaz a legszélesebb eloszlasu potencialgatak iranyitjak
a hidratacios viz mozgasat, aminek a hatterében az all, hogy a Bs-timozin-stabilin-2 citoplaz-
madomén komplexnek van a legheterogénebb hozzaférhetd felszine, valamint a fehérje—viz
kolcsonhatasok tekintetében az alkoto egyedi fehérjékhez képest a legnagyobb szerkezeti ren-
dezetlensége.

A hidratacios viz mozgasanak megjelenésekor kezdddod allando hidratacios értékii olva-
dasi diagramszakasz masodlagos szerkezet jelenlétét jelzi mindharom fehérje esetén.

Az 1:1 komplex képzddésekor megsziing fehérje—viz kotések, illetve a 1étrejovo, az 1:1
komplexet egybetartd kolcsonhatasok abba az energiatartomanyba tartoznak, mely a fehérjefel-
szin hangsulyosabban hidrofil részeinek hidratalasara jellemz6. A fehérjekomplexnek mindkét
egyedi alkot6 fehérjénél nyitottabb szerkezete van. A nyitottabb szerkezet a heterogenitas ma-

gasabb szintjét jeleniti meg, maga az 1:1 komplex tehat rendezetlenebb, mint az egyedi alkoto
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fehérjék. Az 1:1 komplexet alkoto fehérjék szabad allapotukban szdmitasaim szerint 9sszesen
tobb mozgékony hidratacids vizet kotnek, mint az 1:1 komplex. Megallapitottam, hogy a hid-
ratacios kiilonbség alapjan az 1:1 komplex kialakuldsakor 19(1) H20/fehérje szabadul fel.

Az olddszernek hozzaférhetd fehérjefeliilet heterogenitasaranyanak megfeleléen az izo-
lalt Ba-timozinnak, stabilin-2 citoplazmadoménnek és 1:1 komplexiiknek is a mozgékony viz-
molekulédkkal nagyon heterogén energiaeloszlasu kotéseik vannak. A potencialgat-értéktol fiig-
getlen olvadasi diagramszakaszon a fehérjék aminosavankénti mozgékony vizmennyisége sze-
rint a legnyitottabb szerkezete az 1:1 komplexnek van, mig a stabilin-2 citoplazmadomén a
legkompaktabb.

A HeM heterogenitasmérték alapjan a tombviz olvadaspontjahoz kozel a stabilin-2 ci-
toplazmadomén Iétesiti a legkevesebb heterogén fehérje—viz kotést a harom fehérje koziil, az

1:1 komplex pedig a legtdbbet.

B. Tézisek

1. Uj médszert dolgoztam ki a fagyott fehérjeoldatok széles jelit *H NMR spektroszkopias
mérésére, és ennek értelmezésére. Ezt az (j modszert elsésorban IDP-kre alkalmaztam. A
modszer 1ényege a mozgékony hidratviz mennyiségének mérése a hdmérséklet, illetve az
annak megfeleld potencialgat-értékek fliggvényében. Az igy kapott olvadasi diagramok mi-
ndségi elemzésével a fehérje masodlagos és harmadlagos szerkezetérdl nyeriink informa-
ciot.
mérni, jellemezni (olvadési diagram: mozgékony hidraticios viz mennyisége a hdmérséklet
fliggvényében). 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 Bs-
timozinon, a stabilin-2 citoplazmadoménen, a PBs-timozin—stabilin-2 citoplazmadomén

komplexen kapott olvadasi diagramok értelmezését €s megallapitottam rajtuk a mozgékony
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hidratacios viz l1étesitette kotések mennyiségét.

Megallapitottam, hogy amikor kisebb fehérjékbdl felépiil egy nagyobb, Osszetett fehérje,
olvadasi diagramja nem egyenld a kiilonallo részek mozgékony hidratacidinak vagy olva-
dasi diagramjainak az egyszer(i 6sszegével. Az a-szinuklein oligomerek, amiloidok mozgé-
kony hidratacioja nem allithatd el6 a —-monomerek olvadasi diagramjainak dsszegzésével,
valamint a Bs-timozin-stabilin-2 citoplazmadomén komplex olvadasi gorbéje sem egyenld
az alkoto fehérjék egyedi olvadasi diagramjainak matematikai 6sszegével. Mindségében és
mennyiségében mas lesz az osszetett fehérje mozgékony hidratacioja.

Azonositottam a masodlagos kotéstipusokat, melyeket a viz az oldott fehérjékkel a legki-
sebb hémérséklet-tartomanyban létesit. Van der Waals tipust kdlcsonhatasként azonositot-
tam a fehérje-viz kdlcsonhatast a mozgékony hidratacios viz elsé megjelenése utan, ha li-
nearisan emelked6 olvadasi diagramszakasz lathato (E46K a-szinuklein monomer a legala-
csonyabb hémérsékleteknél). Hidrogénkdtést mutattam ki azoknal a fehérjéknél, melyek a
hémérséklet fiiggvényében [épcsds ugrast mutatnak a mozgékony hidratacidosviz mennyisé-
gében, annak megjelenésekor. A vad tipusu, illetve A30P és az A53T mutans a-szinuklein
monomer, valamint az a-szinuklein oligomerek és amiloidok, illetve a stabilin-2 citoplaz-
madomén, a Bs-timozin—stabilin-2 citoplazmadomén fehérjekomplex mutat ilyen viselke-
dést a legalacsonyabb homérsékleteknél.

Megallapitottam, hogy a legkisebb potencidlgataknal megjelend mozgékony hidratacios
vizhanyad az a-szinuklein monomer valtozatokban a fehérjével minden lehetséges hidro-
génkotést megvalosit a fehérjével. Az a-szinuklein monomerekhez és oligomerekhez viszo-
nyitva az amiloidokon mért kis hidratacioértékek oka kutatasaim szerint, hogy az amiloid-

szalak belsejében, az olddszertérben 1évE vizet a széles jelti 'H NMR nem latja mozgékony-
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nak. Meghataroztam, hogy a fehérjeoldallancok mozgékonysaga az a-szinuklein oligome-
rekben a legkorlatozottabb a monomerekhez és az amiloidokhoz képest.

A mért olvadasi diagramok alapjan megmutattam, hogy egyféle a-szinuklein oligomer je-
lenlétéhez kothetd a homogén energiaeloszlasu fehérje—viz kotésekkel jellemzett potencial-
gat-tartomany, vagyis a kobos olvadasi diagramszakasz alatti potencialgat-értékek mellett
mérhetd rész. Az a-szinuklein oligomerek felszine altalaban a méretiiktdl fiiggetleniil alap-
vetden egységes. Megallapitottam, hogy a korabbi, irodalomban k6zolt véleményekkel el-
lentétben nem detektalhatok kiilonb6z6é méretli a-szinuklein oligomerek a konstans olvadasi
diagramszakaszon.

Kideritettem, hogy az oligomerek és amiloidok képzddésekor a hidrofil aminosavak jelen-
t0s része B-redoket alkot és a viz mint oldoszer szdmara hozzaférhetetlenné valik. A poli-
merizacio soran az olddszer szamara a tovabbiakban nem hozzaférhet aminosavak alkotjak
az a-szinuklein oligomereket és az amiloidokat dsszetartd szerkezeti részleteket, a f-redok
részei. Meghataroztam a polimerizaci6 folyamata soran képz6dé masodlagos szerkezetek
energiatartomanyat. Az oligomereket és az amiloidokat dsszetartd kotések megallapitasom
szerint mindségiiket tekintve heterogének energiaeloszlasukban, mennyiségiiket tekintve
pedig koriilbeliil a monomereket hidratalé mozgékony vizmolekulak felének a megkdtésé-
hez sziikséges mennyiségi fehérjefeliileti kotési lehetdséget foglalnak le.

Az a-szinuklein amiloidok jelentds rendezetlen, a vizzel heterogén energiaeloszlassal kol-
csonhato, védtelen végszegmenseinek, és a kozponti hidrofob, kompakt, B-reddket alkotod
szakaszanak 1étét kisérletileg igazoltam, mint rendezetlen, illetve rendezett részeket.
Szamitasaim és a mérések szerint a fa-timozin—stabilin-2 citoplazmadomén fehérje-komp-
lexet alkoto fehérjék szabad allapotukban 6sszesen tobb mozgékony hidratacios vizet kot-

nek, mint a komplex egyediil. Ezaltal bebizonyitottam a B4-timozin—stabilin-2 citoplazma-
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domén fehérjekomplex megvaldsulasat. Megallapitottam, hogy a Bs-timozin—stabilin-2 ci-
toplazmadomén fehérjekomplex kialakulasakor fehérjemolekulanként 19(1) vizmolekula
szabadul fel. Meghataroztam az 1:1 komplexet felépitd fehérjemolekulak kozti kotések sza-
mat, mely ez utobbival egyenld.

Meghataroztam, hogy a Pa-timozint, stabilin-2 citoplazmadomént és az 1:1 komplexiiket
hidratalé vizmolekuldk az egyes fehérjéknél 5,8 kJ mol™?, illetve a komplexiiknél 5,7 kJ
mol potencialgat-értékénél mozgékonyak, és a mennyiségiik akkora, mintha minden el-
méletileg lehetséges hidrogénkotés megvalosulna. Ebbdl kovetkezden nincs eltemetett hid-
rogénkotShelye az egyes aminosav oldallancoknak. Ertelmezésem szerint a fehérjék nyitott
szerkezetiiek és teljesen hidrataltak ennél a potencidlgat-tartomanynal.

Megallapitottam, hogy a heterogén energiacloszlassal kotd hatarfeliilet aranya, a HeR
mennyiségi mérték eredményekbdl itélve a Pa-timozin és a stabilin-2 citoplazmadomén,
mint IDP-k kolcsonhatasba 1épése a szerkezeti rendezetlenség altalanos novekedésével jar,

mely a fuzzy kdlcsonhatas tiszta esetének szamit. A Ba-timozin—stabilin-2 citoplazmadomén

crey

C. Eredmények hasznositasanak lehetoségei

Mindkét vizsgalt fehérjecsoport kutatasi eredményei olyan fontos, 11j informéciokat hor-

doznak, melyek jovoébeli biokémiai felfedezések alapjaul szolgalhatnak és tavlatosan eldsegit-

hetik 0 gy6gyitasi modszerek 1étrejottét.

A Parkinson-kor kialakulasaért leginkabb az a-szinukleinoligomerek tehetdk feleldssé

(Winner etal. 2011). Az a-szinuklein A53T mutacidja megnoveli mind az oligomer-, mind az ami-

loidképzddés sebességét. Az a-szinuklein oligomerek, amiloidok a Parkinson-kor és mas Lewy-

ey

jeltt *H NMR-kisérleti eredményeink megvilagitjiak a mutaci6 okozta eltéréseket a vad tipust

¢s a mutans a-szinukleinvaltozatok — monomerek, oligomerek, amiloidok — k6zott. Az eltérések
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szerkezeti és termodinamikai kdvetkezményei, vagyis a mutacié hatdsainak behatobb megér-
tése segiti az polimerizaciot eldsegitd tulajdonsagok azonositasat. Mind a harom kiilonb6z6
polimerizacidju valtozat és mutansaik termodinamikai €s szerkezeti 0sszehasonlito elemzése
olyan részletekre deritett fényt, melyek eldrébb visznek egy molekularis terapia kifejlesztésé-
nek utjan.

A Ba-timozinnak a szdveti regeneraciohoz kapcsolodo funkeidi sok orvosi alkalmazasi
lehetdséget mutatnak, melyek még nincsenek teljesen kiaknazva. A Bs-timozinnak a szovetre-
generacioban jatszott szerepét hasznositd 11 terapias eljarasok kifejlesztéséhez a kutatdsaim 1¢é-
nyeges termodinamikai ismereteket nyujtanak. A stabilin-2 citoplazmadoménjének minél telje-
sebb szerkezeti, termodinamikai megismerése példaul a bakterialis fertézések lekiizdésében jat-
szott szerepének koszonhetden lényeges segitséget nytjthat uj gyogyszerek tervezésekor. A
stabilin-2 citoplazmadoménje megkoti a Ba-timozint. A két fehérje kdlcsonhatasaként 1étrejovo
fehérjekomplex képzodési folyamata egyeldre nem kelloképpen tanulméanyozott. Az egyedi fe-
ban. A kolcsonhatés jobb megértése az enzimoldgiatudomany segitségével szintén az orvostu-

domanyban kamatoztathato.

D. Tovabbi kutatasi tervek

Gyodgyszermolekulak lehetséges kolcsonhatasainak vizsgalata célfehérjéikkel fontos to-
vabbi célja kutatdsaimnak. Annak megallapitdsa, hogy egy adott gydgyszerjeldlt vegyiilet tény-
legesen kolcsonhat-e a céllal, eleve nagy jelentdséggel bir. Mddszeriink ezt par nap alatt tisz-
tazni tudja. Valaszt tudok adni arra a kérdésre, hogy a gydgyszer és célpontja kozotti reakcid
6ja nagysaganak és termodinamikai tulajdonsadgainak meghatarozasa célként szerepel az elérni

kivant eredmények kozott.

crer

108



nmbokor 337 25

testben viszont a fehérjék oldott sokat is tartalmazd, egyéb szerves anyagokkal zstufolt oldatban
talalhatok, , ezért kivanatos vizsgalataimat ezen kémiai kornyezeti koriilmények kozott foly-
tatni. Ebbe az iranyba tett fontos 1épés a pufferoldatok hasznalata (példaul Tompa K. et al. 2009).
Az altalam hasznalni kivant oldoszerek fiziologias mennyiségben tartalmaznak NaCl-ot, vala-
mint a kémhatést allando értéken tartd puffert, mely gyakran egyszerii szerves molekula. Kiilon
kérdés, hogy az oldott s6 miként és milyen koncentraciéviszonyok kozott 1€p kdlcsonhatasba a
vizsgalt fehérjével. A hidratacios viz részletes tanulmanyozaséaval valaszt kaphatok erre a kér-

désre.
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