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1. Bevezetés

A rendezetlen fehérjék (Intrinsically Disordered Proteins, IDP-k) nagy gyakorisaggal
fordulnak el6 az élgvilagban, jellemzésiik azonban még meglehetdsen hianyos. 10-15
évvel ezeldtt az otlet, hogy egy fehérje 3D szerkezet nélkiil is rendelkezhet specifikus
funkcidval, nevetségesnek tilinhetett, ma azonban a rendezetlen fehérjék és régiok a
modern fehérjetudomany egyik legérdekesebb és legvonzdbb kutatasi teriiletévé nétték
ki magukat.

Az elmult évtizedben bebizonyosodott, hogy a fehérjék jelentés hanyada
funkciondlis formajaban nem feltekeredett, mégis kulcsszerepet jatszik szamos
sejtfolyamatban, beleértve a szignalatadast (signaling), a sejtciklus-szabalyzast (cell
cycle control), a molekularis felismerést, a transzkripciot és a replikaciot. A rendezetlen
fehérjékhez kothetd tovabba tobb neurodegenerativ betegség (pl. Alzheimer-kor,
Parkinson-kér, Huntington-kor) és a rak bizonyos tipusainak kialakulasa is.

A rendezetlen fehérjék szerkezeti tulajdonsagainak felderitésére szamos moédszer
alkalmazhaté. Az aminosavak kapcsolddasi sorrendjén alapulé becsléseket kaphatunk a
kiilénb06z6 bioinformatikai szerkezetpredikcios eljarasok (IUPred, PONDR, DisPred, stb.)
segitségével. Sokféle oldatfazisu spektroszképiai mddszer is felhasznalhato, beleértve a
cirkularis dikroizmust (CD), a fluoreszcens Fourier transzformacios infravoros és az
elektron paramdagneses rezonancia (EPR) spektroszkopiat, de két tovabbi technika
kiemelked6en sok szerkezeti adatot szolgaltat: az egyik a Kkisszogli rontgenszoras
(SAXS), a masik pedig a magneses magrezonancia (NMR).

Munkank soran 6t, a Mitogén Aktivalt Fehérjekinaz (MAPK) rendszerhez tartozo
rendezetlen fehérjefragmens szerkezetét vizsgaltuk NMR spektroszkopia segitségével.
Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, milyen szerkezeti okokra vezethetdk vissza a
rendszerben tapasztalt eltérd jellegli - specifikus és promiszkuus - kotédések.
Vizsgalataink részét képezték még denatural6 kozegl és transzlacios diffuzidés mérések
is.

A MAPK jelatviteli rendszer kiilonféle kulcsfontossagi sejtfolyamatokat
(sejtnovekedés, sejtosztddas, stresszfolyamatok, sejthaldl) szabalyoz, emiatt nagy
jelent6séggel bir, hogy minél tébb informdaciét nyerjiink a rendszer felépitésérol, igy

tagjainak mlikodésérdl és szerkezetérdl is.



2. Irodalmi hattér

2.1. A szerkezet-funkcio nézet fejlédése és megdontése

A fehérjék funkcidja és szerkezete kozti 0sszefliggésekrdl alkotott nézeteink az
elmult szaz évben tobbszor is médosultak. E16szor a szerkezet-funkcié paradigma latott
napvilagot és valt uralkod6va. Fischer 1894-ben a- és 3-gliikozidok hidrolizisét vizsgalta
invertaz és emulzin enzimek felhasznalasaval, és arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az
enzim és a cukor gy illeszkednek egymashoz, mint kulcs a zarbal. 1936-ban Mirsky és
hogy sok nativ fehérje a denaturadltakkal ellentétben kristalyosithatd. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a nativ fehérjék egyik legfontosabb tulajdonsaga a jol
definialt szerkezet, mig a denaturalt fehérjékre a szerkezet hianya jellemzg2.

A kovetkez6 évtizedben szamos kisérletben vizsgaltak a fehérjék denaturacidjat, és
ezek a kisérletek alatamasztottak a funkcid-szerkezet nézetet.

1950-ben Karush arrél szamolt be, hogy a szérum albumin ligandkoét6helyei
nagyszamu, egymassal egyensulyban 1év6, azonos energiaju konfiguracioval
rendelkeznek, amelyek koziil a kélcsonhatas soran a partner molekulahoz legjobban
illeszkedd szerkezet stabilizalodik. Karush ezzel megjosolta a ,konfiguracios
alkalmazkodas” (configurational adaptability) jelenségét3, amit tdle fiiggetleniil
Koshland is megtett, de 6 ,indukalt illeszkedés” (induced fit)-nek nevezte a
folyamatot45. Felvet6dott az otlet, hogy a fehérje csak egy szerkezeti valtozas utan valik
képessé a feladata ellatasara.

Ennek els6 bizonyitéka egy 1978-as kisérlet lett, melynek soran hexokinaz enzim és
gliikéz kolcsonhatasat vizsgaltak, és azt taldltdk, hogy a szubsztrat megkotése sordn a
hexokindz doménjei nagymértékben elmozdultaké. Ez megfelel az indukalt
illeszkedésnek.

A kutaték arra is felfigyeltek, hogy a rontgenkrisztallografiaval vizsgalt fehérjék
egyes, fontos biologiai szereppel bir6 szegmensei hidnyoznak az elektronsiir(iség-
térképrél, amit kezdetben kristalyhibaknak vagy a nem megoldott fazisproblémanak
tulajdonitottak, késébb azonban bebizonyosodott, hogy ezek a szegmensek azért nem

szorjak a rontgensugarakat, mert helyzetiik folyamatosan valtozik, tehat rendezetlenek.
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1978-ban, ugyanabban az évben, mikor a rontgenkrisztallografiaval felfedezték a
funkcionalis rendezetlenséget, NMR-mérések utan megallapitottak, hogy a hiszton H5
funkcionalis vége rendezetlen’. A meglepetés erejével hatott azon funkcionalis fehérjék
felfedezése, melyek szerkezete teljes mértékben rendezetlen.

Az j fehérjetipust tobbféle elnevezéssel illették: hajlékony, mobilis, részben
feltekeredett, nativan denaturalt, nativan letekeredett, kaméleon, 4D, tancolé fehérje,
stb., de a Dunker altal megalkotott ,bels6leg rendezetlen fehérje” kifejezés® a tobbinél
lényegesen elterjedtebbé valt.

A fehérjetudomany uj teriilete, a rendezetlen fehérjéké tehat megdontotte a

szerkezet-funkci6 paradigmat, és rovid id6 alatt az érdekl6dés kozéppontjaba kertilt.

2.2. Arendezetlen fehérjék jellemzdi és jelent6ségiik

Uversky szerint a rendezetlen fehérjék torténete Hamupipdkééhez hasonlit: a
szegény, arva lanyt (az IDP-ket) mindaddig elnyomtak és a hattérbe szoritottak, mig el6
nem Kerilt a kis tivegcipell6je (a bioldgiai szerep és az el6forduldas gyakorisaga),
onnantdl aztan egy csapasra az érdekl6dés kozéppontjaba kertilt és rovid id6 alatt nagy
népszerliségre tett szert?.

Miben is kiilonb6znek ezek a nem hagyomanyos fehérjék a hagyomanyosaktl? Nem
rendelkeznek masodlagos és harmadlagos szerkezettel, mégis fontos bioldgiai
feladatokat latnak el. Dunker és munkatarsai ezt figyelembe véve 2001-ben megalkottak
a ,Fehérje Szentharomsag” fogalmat, mely szerint a fehérjének harom nativ allapota is
létezik, és a funkcidja ezekbdl az allapotokbdl, illetve az allapotok kozti atmenetekbdl
szarmaztathat6. A harom allapot: rendezett, ,molten globule” és ,random coil”10,
Uversky 2002-ben javasolta a modell kibdvitését egy negyedik allapottal, az un. ,pre-

molten globule”-lalll.
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1. abra. A fehérjék harom nativ allapota, a nyilakkal jel6lt atmenetekkel.

Az IDP-k tovabbi jellemzdje az alacsony hidrofobicitas és a nagy netté toltés. El6bbi
okozza az esetlikben tapasztalhaté csekély kompakcids hajtoéerdt, mig utdbbi az erds
elektrosztatikus taszitdsukat magyarazza. A 2. dbrdn a hidrofobicitas - nettd toltés
grafikonon jol latszik, hogy éles vonallal elkiilonithetd a kompakt globularis és a

rendezetlen fehérjék régioja.
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2. abra. Az un. Uversky-plot, mely a nett6 toltést abrazolja a hidrofobicitas fiiggvényében. A vastag
fekete vonal valasztja el a rendezetlen fehérjék régidjat, mely a vonaltol balra talalhato, illetve a kompakt

globularisakét, mely a vonaltdl jobbra van.

A rendezetlenség a szekvencidban van kodolva. A rendezetlen fehérjékben
gyakoriak az Un. ,rendezetlenség-tdmogat6” aminosavak: Arg, Gly, Gln, Ser, Glu, Lys, Pro;
mig a ,rendezettség-tamogat6” aminosavak - Ile, Leu, Val, Trp, Tyr, Phe, Cys, és Asn -
csak kis mennyiségben fordulnak el6. Nagy mennyiségben tartalmaznak prolint, ami

gatolja a masodlagos szerkezeti elemek létrejottét.



Az els6 rendezetlen fehérjék szerkezetének meghatarozasa utan valdszinttlennek
tlint, hogy nagy természetes gyakorisaggal rendelkezzenek, a modern bioinformatikai
kutatasok szerint azonban az eukariéta fehérjék 25-30%-a tobbnyire rendezetlen és
tobb mint feliik hosszu rendezetlen régiokat tartalmaz12. Az el6fordulas ilyen mértéki
gyakorisagabol kovetkeznek a fontos bioldgiai feladatok.

Viselkedésiik alapjan az I[DP-ket hat nagy funkcionalis csoportba soroltak:
asszemblerek, chaperonok, ,display site”-ok, effektorok, entrépikus lancok,
scavengerek13.14, és huszonnyolcféle funkciét rendeltek hozzajuk15. Nagy specificitasy,
kis affinitasi kolcsonhatasaik miatt fontos szereppel birnak a szabalyozasi, felismerési
és szignalatadasi folyamatokban.

A fehérje kolcsonhatasi halézatokban elfoglalt kozponti helyiik és fontos biolégiai
feladataik miatt kozrejatszanak tobbféle betegség - rak, kardiovaszkularis és
neurodegenerativ betegségek, amiloid6zis - kialakulasanal is. Erre a megallapitasra épiil
a D2 elmélet: ,disorder in disorder”, vagyis a fehérjék rendezetlensége okozhatja az
emberi szervezet rendellenes miikodését1e.

A napjainkban is zajlé kutatasoknak kdszonhet6éen a rendezetlen fehérjék tertiletén
felgyorsult az atmenet, melynek sordn a kvalitativ megfigyelésekbdl kvantitativ
szerkezeti modellek épiilnek fel. Az atmenet legfontosabb alappillérei:

Fejlettebb bioinformatikai eszkézok az IDP-k rendezetlenségének elGrejelzéséhez. Az
IDP-k funkciéjanak és/vagy funkcionalis oldalainak el6rejelzése nehéz feladat, az utébbi
idében azonban jelentds elérelépés tortént e téren, mely azon a megfigyelésen alapszik,
hogy az IDP-k kolcsonhatasait a linearis motivumaik hatarozzak megl?. Mivel a linearis
motivumok 3-15 aminosav hosszusaguak, kevés szekvencialis informacidt hordoznak, és
rendezetlenségiik eldrejelzése csupan a szekvencia alapjan szamos hibaval terhelt. Az
elorelépést e téren az olyan tartalomszilir6k hasznalatanak kezdete jelentette, melyek
figyelembe veszik a kozos koélcsonhatd partnerrel vagy evoluciés multtal rendelkezd
fehérjék motivumainak egyezését.

Szabad és kotétt dllapotbeli szerkezetiik és dinamikdjuk leirdsa egészen a molekuldris
szintig. Szamos megfigyelés tamasztja ald, hogy az IDP {6 feladata a kotédés egy
partnerhez és az ezzel egyidejl feltekeredés8. Ez a megallapitds azonban jelentds
egyszer(sitést hordoz, ugyanis az IDP szinte sosem valik teljesen rendezetté a kotott

allapotdban, és gyakran a rendezetleniil maradt régiok jatszanak kulcsszerepet a



funkcidjanak ellatdsabanl®. Ez a bolyhossagnak (fuzzyness) nevezett jelenség
tulajdonképpen a szerkezeti rendezetlenség kiterjedése a kotott allapotra.

Sejten beliili vizsgdlati modszerek kifejlesztése, melyek lehetové teszik a szerkezet és a
funkcié in vivo jellemzését. Az IDP-k sejten belili miikodésének és viselkedésének
megértését nehézkessé teszik az extrém makromolekula-koncentracié miatti zsufoltsag
és a kolcsonhatd partnerek, melyek erdsen tamogatjak a feltekeredett allapotot.
Természetes kornyezetben (sejten beliil) torténd megfigyelésiikhoz a sejten beliili NMR
mérések igéretes modszernek tlinnek, viszont fokozott koriiltekintés sziikséges ahhoz,
hogy ne generaljunk félrevezet6 adatokat az in vivo NMR kisérletek soran.

Kismolekulds inhibitorok létrehozdsa, melyek megtdmadjdk az IDP-t és a kolcsénhato
partnerét is. A p53 és az alfa-szinuklein kedvelt célpontok a gyégyszerkutatasban. Mivel
a rendezetlen fehérjék kot6é zsebei hasonlitanak az enzimek aktiv oldalaihoz, az IDP-k
kolcsonhatd partnereit tdmadhatd fehérjékként tartottak szamon. Nemrégiben nagy
visszhangot valtott ki az a megfigyelés, hogy maguk az IDP-k is tamadhatdok
kismolekulakkal20. Mivel e fehérjék fontos szerepet jatszanak kiilonb6zé betegségek
kialakulasanal, a lehet6ség, hogy megakadalyozzak ilyesféle mikodésiiket, a
gyogyszerkutatas 4j fejezetét nyithatna meg.

Az atmenet alappillérei kozott emlitetteken kivil még szamos mddszerrel -
rontgenkrisztallografia, cirkularis dikroizmus spektroszképia (CD), protedz lebontas,
kisszogli rontgenszoras (SAXS), - probaltak vizsgalni a fehérjék rendezetlenségét,
természetesen mindnek megvannak a maga el6nyei és hatranyai.

Az alkalmazhaté6 moédszerek koziil kiemelkedik az NMR spektroszkdpia, mivel
gyors és hatékony, valamint segitségével tobb nagysagrendet atfogd id6skalan
meérhetiink atomi méreti felbontasban. Tovabbi el6nye, hogy kristalyositas nélkiil,
oldatfazisban elvégezhet6k a mérések. A rendezetlenség atmeneti jellege és korlatozott
kiterjedése az el6bbiekben felsorolt technikakkal szemben az NMR kisérleteknél nem
jelent gondot. NMR mérések eredményei alapjan az 1978-as attérés 6ta szamos cikk
jelent meg a rendezetlen fehérjék dinamikajarol 21, biofizikai?2 és atomi szintl
jellemzésérdl23, a szerkezetiiket jellemz6 paraméterekrdl?4:25, és a kutatok napjainkban
is Gjabb és Gjabb méréstechnikai valtoztatassal - kriofejes és protonmentes mérések?2,
pulzusszekvenciabeli Udjitasok?? - allnak el6, igy a felvett spektrumok egyre jobb

felbontassal rendelkeznek, és egyre pontosabb informaciékkal szolgalnak.



2.3. A MAPK rendszer

A Mitogén Aktivalt Fehérjekindz (MAPK) kaszkadok evoliciésan meg6rzédott,
sejten beliili jeltovabbit6é utvonalak, melyek sokféle sejten kiviili ingerre adnak valaszt,
és szamos alapvet6 sejtfolyamatot irdnyitanak, beleértve a névekedést, az osztodast, a
differencidlédast, a mozgasképességet, a stresszvalaszt, a tulélést és az apoptdzist.
Napjainkig négy kiilonb6z6 MAPK kaszkadot azonositottak, és MAPK 6sszetevdik szerint
nevezték el 6ket: sejten kiviili jel vezérelte kindz 1 és 2 (extracellular sign-regulated
kinase, ERK1/2), c-Jun N-termindlis kinaz (JNK), p38 és ERK5. Kéros szabalyozas esetén
a MAPK kaszkadok szamos betegség kialakuldsanal jatszanak kulcsszerepet: diabétesz,
rak, fejlédési rendellenességek, neurodegenerativ betegségek, Alzheimer- és Parkinson-
kor, ALS (amiotrép laterdlis szklerozis), lisszenkefalitisz, gyulladasos és autoimmun
betegségek.

A Mitogén Aktivalt Fehérjekinaz Aktivalt Fehérjekinazok specifikus komplexet
képeznek aktival6 MAPK-jaikkal roévid linedris dokkol6 motivumokon keresztiil.
Valo6sziniisithet6, hogy ezek a linearis motivumok kiilonbséget tesznek kiilonb6zd
fehérje-fehérje kolcsonhatéd arkok kozott, ha szerkezetet vesznek fel, amelyet un. H-hid
kapcsok (staples) stabilizalnak. Ez a megfigyelés lehet6vé tenné olyan
fehérjegydgyszerek Kkifejlesztését, melyek specifikusan gatolnak a sejten beliili
jelatadast. A korabban megfigyelt klasszikus, strukturalis domének koézott megvaldsuld
fehérje-fehérje kolcsonhatasokkal szemben ebben a rendszerben fehérje-peptid tipusu
kolcsonhatasok jonnek létre: példaként emlithetjiikk transzkripciés faktorok és
MAPKAPK-ok foszforilalasat?8. A MAPKAPK-ok MAPK-ok altali aktivalasa C-terminalis
dokkolé motivumaiktél fiigg; szamos tanulmany késziilt mar arrél, hogy ez a régié
kozvetiti a MAPK dokkol6 arkahoz torténé kotédést ERK vagy p38 MAPK-okndl, és ez a
kapcsolat nélkiilozhetetlen a MAPKAPK-ok in vivo aktivalasahoz29:39,

Az emlésokben harom stressz-reszponziv MAPKAPK talalhaté (MK 2, 3, 5), két
MNK (1, 2) és MSK (1, 2), melyek a stressz és mitogén ingerek kozvetitéséért felelgsek,
valamint négy RSK (1-4), melyek f6ként a mitotikus és novekedési valaszok
tovabbitasaban vesznek részt. Az MK-k aktivalasa a p38-as MAPK-oktol fligg. Ennek a
biokémiai specificitasnak megfeleléen f{6leg stressz-valaszok kozlésében jatszanak
szerepet, példaul ozmotikus stressz ellensulyozasanal3l. A két MNK-bol all6 masodik
kinazcsoportot egyarant aktivalhatjak stressz ingerek vagy mitogének; a p38-aknak és

10



az ERK-knak is szubsztratjai. Az MNK-k hozzajarulnak a transzlaci6 altalanos
szabalyzasahoz is. A harmadik csoportot a négy RSK alkotja: valdsziniileg a novekedési
valaszokat kozvetitik, és az ERK MAPK-ok szubsztratjai32.

Egyre inkabb elfogadotta valik az a vélekedés, hogy a linearis motivumok fontos
elemei a jelatad6 fehérjék kozti huzalozasnak és a fehérje-peptid kolcsonhatasok
igéretes gyogyszercélpontta valnak33. A kiillonb6z6 MAPK csaladok dokkolé arkai
szekvencidlisan nagymértéki hasonlosagot mutatnak, ezért feltételezték, hogy a
rendszerben megfigyelhet6 specifikus kotédések a szubsztratok linearis dokkold
motivumaihoz kapcsolédnak. Garai és munkatarsai azt vizsgaltdk, a MAPK-ok milyen
szerkezeti kiilonbségeik alapjan tudnak kiilonbséget tenni a dokkolé motivumok kozott.
Eredményeiket felhasznalva sikeresen beavatkoztak a MAPK rendszer specificitasi
viszonyaiba, példaul ugy valtoztattak meg egy JNK1-specifikus peptidet, hogy az a
kés6bbiekben mar p38a-hoz és ERK2-hoz is kot6dott34.

Ez az alap igéretesnek tlinik a gyogyszerkutatasban a sejtes jelatadé rendszerek

elemeinek preciz célzasahoz.
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3. Elméleti hattér

A rendezetlen szegmensek gyakran csak kis hanyadat teszik ki a teljes fehérjének,
igy nehéz Oket olyan mddszerekkel vizsgalni, melyek a teljes masodlagos
szerkezettartalmat mérik (CD, IR). Ezen szegmensek megfigyelésére és leirasara
valdszintlileg az oldat NMR a legalkalmasabb technika. Az elmult 15 év soran az NMR
spektroszkopia a flexibilis rendszerek tanulmanyozasanak kulcsfontossagia modszerévé
valt, és jelentés mennyiségii fontos informaciét szolgaltatott a letekeredett allapotrol.

Bar az 1D spektrumok is szolgalnak kvalitativ informdaciéval, az igazi attorés a
fehérjék szerkezetének kutatdsaban a 2D méréstechnika kidolgozasanak és

elterjedésének koszonhetd.

3.1. Homonuklearis 2D NMR mérések

Jelzetlen, kisebb méretli fehérjéknél alkalmazzuk a 2D homonuklearis méréseket,
melyeknél egy 90°-os gerjeszt6 pulzus és az adatgyjtés ideje kozé egy t1 evolucids idot
iktatunk be, mely alatt kiilénb6zd pulzusszekvenciak segitségével az egymas
kornyezetében 1évé spinek kozott kapcsolatot hozunk létre pl. koherencia vagy
polarizacié transzferrel. Az egyes spinek a kérnyezd spinek allapotaival modulal6dnak.
Igy a FID (Free Induction Decay) detektadldsa alatt (tz) a spin kornyezetérdl is
nyerhetiink informaciét. A Fourier transzformaciét az Fi(t;) direkt és Fz(tz) indirekt
dimenzidkban is elvégezhetjiik, igy kaphaté az Fi(w:), F2(wz) 2D spektrum. A
spektrumbol kozvetleniil nem nyerhetd szerkezeti informaci6, de felhasznalasaval
kovetkeztethetlink az atommagok kozotti kapcsolatokra.

A 2D COSY (COrrelation SpectroscopY) a legegyszer(ibb 2D mérés, melynek alapja a
kozvetlen J-csatolasban 1évd spinek kozti polarizacidatadas, informacioval szolgal a
kémiai eltolodasok korrelacigjarol. Egy COSY spektrumban a keresztcsucsok azon
protonok kozott figyelhetok meg, melyek egymassal kotésben 1évé atomokhoz

kapcsolddnak.
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3. abra. COSY Kkisérlet pulzusszekvenciaja.

A 2D TOCSY (Total Correlation SpectroscopY) kisérlettel a pontos topoldgiatol
fliggetleniil meghatarozhatjuk a teljes spinrendszert. A legfontosabb paraméter ennél a
mérésnél a keverési id6 hossza. Egyre hosszabb keverési idéket hasznalva egy
méréssorozatndl, lehetdségiink nyilik megfigyelni a teljes spinrendszeren
létrehozé spektrum, az Osszes, egy spinrendszerhez tartoz6 proton keresztcsucsot ad,

igy segitve pl. az aminosavak spinrendszereinek azonositasat.
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4. abra. TOCSY kisérlet pulzusszekvenciaja.

A 2D NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) lehet6vé teszi, hogy egyetlen
kisérlettel megkapjuk az 6sszes NOE-informaciét egy molekulaban, és nem sziikséges
hozza a molekularis szerkezet el6zetes ismerete. A nuklearis Overhauser effektus (NOE)
egy téren at haté dipol-dipol relaxacié, melynek soran az egymastél 3-6 A tavolsagban
1év6 atommagok keresztrelaxacidja kolcsonosen befolyasolja a magneses kérnyezetiiket,
igy a NOESY spektrumban detektalhat6é jelet adnak. A spektrum felhasznalhaté

asszignacidhoz és tavolsagi kényszerfeltételek meghatarozasahoz.

g a1 o J e 5 |II||5H|||““”|
LA
G, m ﬂ
61 61

5. abra. NOESY kisérlet pulzusszekvencidja.
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A DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) kisérletek segitségével egyszer(ien
meérhetd a molekulak méretétdl, alakjatdl, és a kozeg viszkozitasatdl fiiggd transzlacios

diffazids allandé.
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6. abra. DOSY kisérlet pulzusszekvenciaja.

A difftziés dllandé méréséhez leggyakrabban a PGSE (Pulsed Gradient Spin Echo)
NMR kisérletet hasznaljuk, mely a Hahn-echo pulzusszekvencia egy moddositott
valtozata. A kisérlet kezdetén a magnesezettség a z-tengely mentén helyezkedik el, majd
egy 90°-os pulzust kdvetden az x-y sikba billen. A ¢t; id6pillanatban egy § hosszusagu, G
erdsségil gradiens pulzust adunk ki, melynek eredményeként a spinek faziseltolédast
szenvednek az els6 t peridodus végére. A kovetkezd 1épés a 180°-os pulzus alkalmazasa,
melynek hatdsara a processzalds és a fazisszog el6jele az ellentettjére valtozik. t;+4
id6pillanatban egy masodik gradiens pulzust adunk ki, mely az els6vel megegyezd
erdsségli és hosszusagu.

Amennyiben a spinek nem végeznek z-tengely menti transzlaciés mozgast, vagyis
nincs diffuzio, a spinek faziseltolédasa egyenl6 nagysagu az els6 és a masodik 7 periodus
utan. Ennélfogva a két gradiens pulzus hatasa kioltja egymast, minden spin
refékuszalddik, és maximalis intenzitasu jelet kapunk.

Diff0izio esetén azonban az egyes spinek faziseltolodasainak els§ T periddus utani
nagysaga nem egyenl6 a masodik t periddus utaniakkal. Ennek az a magyarazata, hogy a
diffiizi6 miatt a molekulak ¢; és t;+4 iddpillanatokban z tengely mentén mas-mas helyen
lesznek és eltéré magneses mezdt érzékelnek, és igy ezekben a periédusokban a spinek
kiilonbo6z6 szogsebességekkel precesszalnak. Difflizi6 esetén tehat a fazisszog megnd, az
echo-jel pedig ennek megfelel6en lecsokken. Belathat6, hogy gyorsabb diffuziés mozgas
esetén a spinek refékuszalasa kisebb, igy pedig az echo-jel is kisebb, tovdbba minél
erdsebb gradiens pulzust adunk ki (a gradiens hosszat allandénak valasztva), annal

kisebb jelintenzitast kapunk.
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7. abra. a.) PGSE kisérlet pulzusszekvenciaja. Faziseltolddas és jelintenzitas alakulasa b.) diffizié

nélkiil és c.) diffuzié mellett.

A transzlacids diffuzios alland6 meghatarozasanal a gradiens er6sségét valtoztatjuk,
és a Stejskal-Tanner-formula (1) szerint illesztést végziink a gradienserdsség
novekedésének fiiggvényében csokkend jelintenzitasokkal.

I = Ipexp [-Dey?52G* (A —2)] (1)

ahol I a jelintenzitas, Iy a kezdeti jelintenzitas, D; a transzlacids diffuzids allandé, G a

gradienserdsség, 6 a gradiens id6tartama, 4 pedig a két gradiens pulzus kozott eltelt id6.
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8. abra. Bal oldalon: Difflziés spektrum, x tengelyen a kémiai eltolddasokkal, y tengelyen a
gradienserdsséggel, z tengelyen pedig a jelintenzitassal. Jobb oldalon: jelintenzitas Gauss-gorbe szerinti

lecsengése a gradienserdsség fiiggvényében.
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3.2. Heteronuklearis 2D NMR mérések

A fehérjék a protonokon kiviil mas NMR-aktiv magokat is tartalmaznak, kiiléndsen
fontosak a 13C és 1°N atommagok, melyeket felhasznalva lehetdéségiink nyilik akar
nagyobb (100 aminosav feletti) fehérjék szerkezetének vizsgalatara. A >N és a 13C
természetes gyakorisaga nagyon Kkicsi, giromagneses allandéjuk pedig l1ényegesen kisebb
a protonokéndl. Kétféle stratégiat alkalmazhatunk az érzékenységiik javitasara:
izotépdusitast a fehérjében vagy a jel/zaj ardny javitasat inverz NMR kisérletekkel,
melyek soran a magnesezettség a protonokrol a heteroatommagra keriil.

A legfontosabb inverz NMR kisérlet a HSQC (Heteronuclear Single Quantum

Coherence), melynek pulzusszekvenciaja a 9. dbrdn lathato.
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9. abra. 2D 15N HSQC kisérlet pulzusszekvenciaja.

A 15N HSQC kisérlet egy NHx csoport nitrogénatomjat korrelaltatja a vele kdtésben
1év6 protonnal. A spektrum a fehérjegerinc amidprotonjainak jeleit tartalmazza, és mivel
egy aminosavhoz egy gerinc H(N) tartozik, egy-egy HSQC jel egy aminosavhoz
rendelhetd. A HSQC spektrumban az aszparagin és a glutamin oldallancanak
amidcsoportjai, valamint a triptofan és a hiszitidin aromas H(N)-jai is jelt adnak. A 15N
HSQC-hez hasonléan végezhetd el a 13C HSQC kisérlet, ennél egy CHy csoport

szénatomjat korrelaltatjuk a vele kotésben 1év4 hidrogénekkel.

10. abra. 13C HSQC Kkisérlet pulzusszekvenciaja.
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3.3. Arendezetlenséget jellemzé NMR paraméterek

Tobbféle, NMR mérésekkel meghatarozhaté paramétert hasznalhatunk a
rendezetlenség jellemzésére. A Rezidualis Dipolaris Csatolas (RDC, Residual Dipolar
Coupling) egy spinpart 0sszekotd internuklearis vektor helyzetérdl ad informaciét egy
kiils6 magneses térhez képest. A széleskorl alkalmazasnak gatat szab, hogy az RDC-kkel
kapcsolatos megallapitasok és koveteztetések a polimerfizikabdl ismert analitikus
random coil-modellre épiilnek, de ez a modell és a természetes aminosavszekvencia
leirasa homopolimerként nem alkalmazhat6 egyszertien olyan komplex heteropolimer
rendszerekre, amilyenek a rendezetlen fehérjék is35. A 3Junna csatolasi allandék
kapcsolatban allnak a fehérje konformaciés hajlamaval, de alkalmazasukat nehézkessé
teszi a szomszédos atomok illetve a fehérje fennmaradé részének befolydsa az adott
aminosav konformacids preferenciaira23.

A rendezetlen szegmensek megfigyelésének leghatdsosabb eszkozei a kémiai
eltolédasok, melyek érzékenyek a kornyezet és a szerkezet hatdsaira. A megfigyelt
eltolédasok eltérései egy idealizalt rendezetlen 4allapot (az un. random coil)
eltol6dasaitdl felhasznalhatéak az atmeneti (vagy teljesen kialakult) madasodlagos

A kisérletileg megallapitott kémiai eltol6dasok és a szekvenciakorrigalt random-coil
kémiai eltolodasok3? kiilonbségei, azaz a Masodlagos Kémiai Eltolédasok (SCS,
Secondary Chemical Shift) — Ha, Ca, CB, CO, H(N), és N(H) esetében — jelzik, hogy egy

adott fehérjeszekvencia rendelkezik-e valamennyi masodlagos szerkezettel, vagy sem.

SCS = §mért — §szekvenciakorrigdlt rc. (2)

Amennyiben nem rendelkezik, a mért eltolédasértékek és a random coil értékek kozott
nem figyelhetd meg szignifikans eltérés és alakulasuk a szekvencia fliggvényében nem
mutat tendenciat (egymast kovetd egyértelmiien pozitiv vagy negativ értékek).

Egy oldatban 1év6 molekula diffuzids egyiitthatoja dsszefliggésben van a transzlacios

surlédasi faktoraval. A Stokes-Einstein-egyenlet szerint:

Dy = kgT/f; (3)
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ahol ky a Boltzmann-alland6, T a h6mérséklet, és gombszer(i részecskét feltételezve

a transzlacids surlddasi faktor:

fe = 6mr (4)

ahol r a gomb hidrodinamikai sugara, 7 pedig az oldészer viszkozitasa. A
transzlacids diffazids egytitthaté meghatarozasaval tehat kiszamithaté a hidrodinamikai
sugar, amibdl kovetkeztethetiink arra, hogy a vizsgalt fehérjefragmens feltekeredett,
kompakt, globularis szerkezettel rendelkezik-e, vagy inkabb lazabb, lassabban

diffundalé ,palcikara” hasonlit.

3.4. Rendezetlen fehérjék spektrumainak asszignacioja

Az NMR kémiai eltolédasok érzékenyen reagilnak a fehérje konformacids
egylitteseiben bekovetkezd apré valtozadsokra, ezért kiilonosen jol hasznalhaték a
letekeredett és részben feltekeredett fehérjék esetében arra, hogy jellemezzék ezek
masodlagos szerkezetkialakit6 hajlamat.

A rendezetlen fehérjék polipeptidlancanak flexibilitasa és a konformaciok kozti
gyors atmenetek eredményeképpen a legtobb rezonancia, kiilonésen a protonoké kicsi
kémiai eltolddas diszperziét mutat. Az IDP-k aminosavegységei hasonlé kémiai
kornyezetben talalhatok, ebbdl kovetkez6en hasonlé NMR-frekvencidkkal rendelkeznek,
ami a 'H-rezonanciak erdteljes atfedéséhez vezet. Emiatt, mig a feltekeredett fehérjék
kétdimenzios NMR-spektrumaban a jelek széles tartomanyt foglalnak el, az IDP-kében

az amidprotonok jeldiszperzidja szlik tartomanyban figyelhet6 meg38.
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A spektrumban megkiilonboztetiink amid- (vagy ujjlenyomat-), aromas és alifas

régidkat, amint a 11. dbra NOESY spektruman is latszik.
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11. Abra. NOESY spektrum a megfelel6 régiok jelolésével.

A prolinok csak az alifas régiéban adnak jelet, mert nem rendelkeznek
amidprotonnal. Az asszignacié6 sordn szamolni kell azzal, hogy gyors mozgasuk
kovetkeztében a fehérje els6 (esetenként elsd kettd) és utols6 aminosavaihoz rendelhetd
jelek nem vagy csak részben jelennek meg.

Az asszignaci6 soran a TOCSY és COSY mérések alapjan spinrendszereket
azonositottunk, melyek korrelaciés mintazatuk és kémiai eltolédasuk alapjan
megfeleltethetéek egy-egy aminosavnak. Mivel az NMR méréseinket jeldletlen
fehérjéken végeztiik, nem allt rendelkezésiinkre 3D spektrum. Igy az asszignacié soran a
homonuklearis spektrumokkal parhuzamosan hasznaltuk a heteronuklearis
spektrumokat, ami kiilonésen a homonuklearis spektrumban nehezen elkiilonithetd

jelek azonositasaban jelentett segitséget.
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12. abra. (a) Az RSK1 TOCSY spektrumanak egy részlete. L19 és K4 egyiitt ad jelet, Ha és H(N)
kémiai eltolédasaik megegyeznek, azonban a (b) tH-13C HSQC spektrumban a jelek eltéré Ca eltolédasaik

miatt elkiiloniilnek.

A spektrumok Osszevetése ellendrzésil is szolgalt: Ha a TOCSY spektrum alapjan
meghataroztuk egy aminosav Ha kémiai eltolédasat, a 13C HSQC spektrumban az adott

Ha értéknél jelet lattunk, amelynek Ca-beli eltolédasa az aminosavra jellemzé értéket

mutatott.
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13. abra. Bal oldalon: Az MK2 TOCSY spektrumanak egy részlete. Jobb oldalon: 1H-13C HSQC
spektrum részlete. A K19 Ha kémiai eltolddasanak értéke 4,118, a 1H-13C HSQC spektrumban az ehhez
tartozé Ca érték 58,014. (A lizin Ca értékét 56,2-nél varjuk, az eltérés 1,814, ez valdszintileg azért ilyen

nagy mértéki, mert a K19 a peptid utolsé el6tti aminosava.)
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A szekvencialis rendezést a NOESY spektrum alapjan végeztiik, amely segitséget
nyujt a szomszédos spinrendszerek korrelaltatasaban: Keresztcsucs figyelhet6 meg az
(i-1)-edik aminosav Ha-ja (illetve HB-ja) valamint az i-edik aminosav H(N)-je kozott.
Hélix esetében a keresztcsucs lathaté az (i+1)-edik, (i+2)-edik szomszéd egység H(N)
protonjelével is. A 14. dbra azt szemlélteti, mely spektrumban milyen protonok

korrelacioja figyelhetd meg.

14. abra. Kék szin jelzi, hogy mely protonok kdzott van korrelacié TOCSY spektrumban, mig z6ld szin

mutatja, mely protonok korrelalnak NOESY-ban.

A szekvencidlis rendezést érdemes olyan aminosavval kezdeni, amelybdl csak egy
talalhaté a fehérjében, majd folytatni az 6t szekvencidban megel6z6 és kovetd
szomszédok azonositasaval. Az asszignacid elvégzése utan megallapithatok az aminosav

egységekhez tartozé kémiai eltolédasok.
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4, Célkitizések

Munkank sordn MAPKAPK-ok C-terminalis dokkol6é motivumainak kilonbozo

hosszusagu fragmenseit vizsgaltuk, melyek peptideknek is tekinthet6k. (Az NFAT

fragmens nem egy linearis motivum része, hanem egy transzkripcios faktor.)

A kovetkezd  tdblazat  tartalmazza a  vizsgalt  fehérjefragmensek
aminosavszekvenciait:
Fehérjefragmens neve | Aminosavak szama Aminosavszekvencia
RSK1 24 PQLKPIESSILAQRRVRKLPSTTL
RSK1_S/A 24 PQLKPIEASILAQRRVRKLPSTTL
MK?2 20 IKIKKIEDASNPLLLKRRKK
MNK1 19 MKLSPPSKSRLARRRRALA
NFAT 14 LERPSRDHLYLPLE

1. tablazat. A vizsgalt dokkold motivumok és szekvencilis jellemz6ik.

Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, milyen szerkezeti okokra vezethet6k vissza a

rendszerben megfigyelhet6 specifikus kot6dések, melyeket a 2. tdbldzatban foglaltunk

0ssze:
MAPK
JNK ERK2 p38
NFAT + ; )
&
5 MK2 - ) N
2
Q
c; RSK1, RSK1_S/A - + )
MNK1 ; + N

2. tablazat. A tablazat vizszintes sorait az NFAT és a harom vizsgalt MAPKAPK foglaljak el, mig az

oszlopokban a MAPKok talalhatdk. A + jel arra utal, hogy az adott fehérjefragmens szubsztratja a kinaznak,

a - pedig arra, hogy nem.
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Célul taztik ki azt is, hogy feltérképezziik az RSK1 és egy mutansa, az RSK1_S/A
oldatbeli formainak kiilonbségeit, vagyis azt, hogyan befolyasolja egy mutaci6 az
esetlegesen megfigyelhetd masodlagos szerkezetkialakité hajlamot.

Vizsgalatainkhoz a rendezetlenség jellemzésére alkalmas NMR paraméterek koziil a
Masodlagos Kémiai Eltolddasokat (Secondary Chemical Shift, SCS) kivantuk felhasznalni,
azaz a fehérjék spektrumainak asszignalasa utan a kémiai eltolédasokat Osszevetni az
idedlisan rendezetlen modell fehérje, a 'random coil’ jellemzd eltolédasaival. Az SCS
értékeket a szekvencia fiiggvényében abrazolva ugyanis informéaciét kaphatunk a
rendezetlenség fehérjén beliili helyérol és mértékérol.

A méréseket denaturalé kozegben (8M-os ureaoldat) is megismételtiik, hogy
lehetéségiink nyiljon 6sszehasonlitani a rendezett régiokkal biré fehérjefragmensek
szerkezetét a letekeredett, tehat feltételezhet6en teljes mértékben rendezetlen
formajukkal. Az igy mért kémiai eltolédasokat rendszerezve megkezdtiik egy sajat
‘'random coil’-adatbazis felépitését.

PFG-NMR kisérletek elvégzése utan meghataroztuk az ot vizsgalt fragmens
transzlaciés diffiziés 4llandéjat és hidrodinamikai sugarat. Igy lehetéségiink nyilt arra,
hogy eredményeinket Osszehasonlithassuk a fragmenseink mérettartomanyaba esé
rendezett és rendezetlen minifehérjék hidrodinamikai sugaraval, majd levonjuk a
kovetkeztetéseket a szerkezeti rendezettség/rendezetlenség és az eltér6 hidrodinamikai
viselkedés kapcsolatardl.

Az ot fehérjefragmens részletes vizsgalataval remélhetéleg kozelebb kertlhetiink a
MAPK rendszer miikddésének megértéséhez, ami hosszabb tavon eléremozdithatna a
specifikusabb inhibitorok alkalmazasan és a fehérje-fehérje kolcsonhatas gatlasan

alapul6 Gj hatéanyagtervezési stratégiat.
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5. Alkalmazott modszerek

5.1. Arendezetlenség in silico predikcidja

A rendezetlenség in silico el6rejelzéséhez az IUPred algoritmusat hasznaltuk3?. A
modszer az aminosavak paronkénti kolcsonhatasi energidit becsiili meg, figyelembe
véve, hogy egy adott aminosav hozzajaruldsa a rendezettséghez/rendezetlenséghez nem
csak a kémiai tulajdonsagaitél, hanem a szekvencidlis kornyezetétdl - beleértve a

potencidlis k6lcsonhato6 partnereket - is fligg.

5.2. CD mérések

A CD spektrumok az ELTE Kémiai Intézetének Kiroptikai Szerkezetvizsgald

Laboratériumaban késziiltek.
Spektrumfelvételek paraméterei:

Spektrométer: JASCO J-810
Felvétel tartomanya: 185 - 260 nm
Mérési sebesség: 20 nm/perc
Spektrum atlagolas: 3

Valaszid6: 8 s

Savszélesség: 1 nm

Erzékenység: Standard

Cella hossza: 0,01 cm

A méréseket szobahdOmérsékleten végeztiik. A fehérjeoldatokat mérés el6tt
higitottuk, mivel az NMR-hez megfeleld peptid- illetve ureakoncentraciok CD spektrum
felvételéhez tal nagyok voltak. NFAT és RSK1_S/A esetében 8-szoros, MNK1 és MK2

esetében 4-szeres higitast alkalmaztunk.
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Az oldatok koncentracidi igy:

fehérjefragmens

fehérjefragmens koncentracidja
(mM)
NFAT 0,79
MNK1 1,09
MK?2 1,30
RSK1_S/A 0,65

3. tablazat. A CD mérésekhez felhasznalt oldatok koncentracioja.

5.3. NMR mérések

Az NMR méréseket jeloletlen fehérjéken, 288 K-en, BRUKER AVANCE-III 700 MHz-
es NMR spektrométer segitségével végeztiik. 500 pL oldathoz 45 pL D20-t és 5 pL. DSS-t
adtunk belsd referenciaként. A TOCSY mérésekben az izotrop keverési idd (spinlock)
jellemzden 80 ms volt, a NOESY mérésekben a tmix 100 és 180 ms kozott valtozott. A

megfelel6 felbontas eléréséhez egynapos mérésekre volt sziikség.

mérés

Heve pulzusprogram F1 F2 NS | D1 (s)
2D COSY cosygpprqf 512 (*H) | 2048 (*H) | 8 1,50
13CHSQC | hsqcctetgpsp | 512 (13C) | 2048 (1H) | 40 1,50
15N HSQC | fhsqcf3gpph | 256 (15N) | 2048 (*H) | 160 | 1,50
2D NOESY | noesygpph19 | 512 (*H) | 2048 (*H) | 32 1,50
2D TOCSY | mlevphpr.2 512 (*H) | 2048 (*H) | 16 1,50

4. tablazat. A felhasznalt NMR kisérletek és jellemz6 paramétereik.
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A vizsgalt fehérjéket az ELTE Biokémiai Tanszékén allitottak el szilardfazisu
szintézissel. A fehérjeoldatok 0,5 mL 15 mM-os Na-foszfat puffert tartalmaztak. Az egyes

oldatok fehérjekoncentracidja a kovetkez6képpen alakult:

fehérjefragmens fehérjefragmens
koncentracidja (mM)
NFAT 6,3
MNK1 4,7
MK?2 58
RSK1 6,5
RSK1_S/A 5,2

5. tablazat. Az NMR mérésekhez felhasznalt oldatok koncentracioja.

A denaturalé kozegben végzett mérések el6tt a fehérjéket liofilizaltuk, majd 550 L
8 M ureaoldatot (4,806 g urea Millipore vizben feloldva, az oldat végtérfogata 10 mL)
adtunk hozzajuk.

Az elkészilt spektrumok processzalasa a TopSpin programmal, mig az asszignacio6 a
Sparky program segitségével tortént.

A diffuzios allandok mérésekor a 2D LED pulzusprogramot hasznaltuk (a Bruker
konyvtar ledgp2s szekvenciaja), és a gradienserdsséget 16 vagy 32 lépésben
valtoztattuk, a maximalis gradienser6sség 45,4 G/cm volt. A DOSY kisérletek soran
alkalmazott gradiensek hosszat jellemzéen (6) 70, 100, 125, 140, 150, 170 vagy 200 ms-
nak, mig a diffuziés idét (A) 2, 4 vagy 6 ms-nak valasztottuk. A spektrumok kiértékelését

a TopSpin programmal végeztiik.
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6. Eredmények és kovetkeztetések

6.1. Rendezetlenség in silico predikcidja

A rendezetlenség in silico predikciojanak alapja a rendezetlenség szekvenciabeli
koédoltsagall. Az ot vizsgalt fehérjefragmensnél az [UPred algoritmusat hasznaltuk, és a
kapott rendezetlenségi hajlam (disorder tendency) értékeket a szekvencia fliggvényében
abrazolva kiilonbozé lefutdsu gorbéket kaptunk. Az 1-hez kozeli értékek a rendezetlen

fehérjékre jellemzdek, a hangstlyosan 0,5 alattiak pedig a rendezettekre.

—

'rendezetlenségi hajlam’

1 6 11 16 21

aminosav

15. abra. MNK1, MK2, NFAT, RSK1 és RSK1_S/A IUPred predikcioi.

Mint a 15. dbrdn is 1athatd, az MNK1 gorbéje a szekvencia teljes hosszdban a 0,8-1
régiéban halad, igy azt varjuk, hogy a fehérje egészére a rendezetlenség lesz jellemz6. Az
NFAT gorbéje szinte végig konstans, a rendezetlenségi hajlam a szekvencia elején illetve
végén tapasztalhato kis eltérés kivételével egy 0,5 kozeli értéket vesz fel. Erdemes szem
el6tt tartani azonban, hogy ez a fehérjefragmens jéval rovidebb a tobbinél. Az MK2
esetében a gorbe az els6 17 aminosav esetében 0,5 alatt halad, igy feltételezhetjiik, hogy
talalunk olyan régiot a fehérjében, mely rendezett. Az RSK1 esetében a rendezetlenségi

hajlam a szekvencia teljes hosszaban 0,5 koriil ingadozik, ez alapjan nem tudjuk
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egyértelmlien besorolni sem a rendezett, sem pedig a rendezetlen fehérjék kozé.
Mutansa, az RSK1_S/A gorbéjének lefutasa hasonld, azzal a kiilonbséggel, hogy utobbi 0-
hoz kozelebb esik, tehat ez alapjan rendezettebbnek tlinik. Bar az RSK1 és az RSK1_S/A
szerkezete az in silico vizsgalat alapjan nagymértékii hasonlésagot mutat, funkciéjukban
jelentds eltérés mutatkozik.

A szerkezetpredikci6 alapjan a fehérjefragmensek rendezettség szerinti sorrendje a

legrendezetlenebbel kezdve tehat: MNK1, NFAT, RSK1, RSK1_S/A, MK2.

6.2. CD spektroszkdpia

A fehérjefragmensek vizes oldatainal kapott CD spektrumokat valamint egy
rendezett peptid, a Tc5b CD spektrumat kozos grafikonon abrazoltuk. A 16. dbrdn jol
lathat6 az NFAT, az MK2, az MNK1 és az RSK1_S/A gorbéjénél is a 200 nm-nél 1évd
negativ csucs, mely a rendezetlen fehérjékre jellemz6. A Tc5b gorbéjének 225-235 nm
kozotti emelkedd részéhez hasonléan az MK2 és az RSK1_S/A esetében 220-230 nm

kozott negativ sav figyelhet6 meg, amely enyhén helikalis szerkezeti elem kialakulasara

utalhat.
Tc5b
; — MNK1
25 - — MK2
i — NFAT
20 - RSK1_S/A
@ 15
o
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>
Al 10 4
o
S
(&)
(@2}
o 0 - = —
E —
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S 51
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-15 T T T T T T T T T T T T T T 1
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16. abra. Négy altalunk vizsgalt rendezetlen fehérjefragmens és egy rendezett peptid CD spektrumai

vizes oldatoknal.
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A CD méréseket két fragmens esetében ureas kozegben is elvégeztiik, a kapott
spektrumok a 17. dbrdn lathatok. A teljes denaturalédas kovetkeztében az MK2 esetében

laposabb lett a rendezett szerkezetre utal6é negativ sav.

— MK2 urea
25 _ — NFAT urea
— MK2
20 —— NFAT
Tc5b
- 15
o
—
H>< 10 4
=
IS 5 |
h= ]
&)
g ’ _/Q —
S J
% . _f/,
)
-10 4
-15 T T T T T T T T T T 1
210 220 230 240 250 260

A/nm

17. abra. Rendezetlen fehérjefragmensek és egy rendezett peptid CD spektrumai.
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6.3. NMR spektroszkopia

6.3.1. Mérések vizes oldatban

Az 6t vizsgalt fehérjefragmens asszignalt >N HSQC spektrumait tekintve, melyek a

18. dbrdn lathatoak, megfigyelhetjiik a rendezetlen fehérjékre jellemzd kis jeldiszperziét

Ha nem vessziik figyelembe a lancvégi aminosavakat, H(N) dimenzidban a jelek egy szilik

0,6 ppm szélességli savon belill helyezkednek el, ami a rendezetlen fehérjék egyik

jellemzd tulajdonsaga.
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18. abra.

15N HSQC spektrumai.
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Az asszignaciot a homonuklearis spektrumok felhasznalasaval kezdtiik (1d. 19.

dbra), majd a 1H-k kémiai eltolddasai alapjan a megfelel6 HSQC spektrumokbol

meghataroztuk a 15N és 13C kémiai eltolédasokat.
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19. abra. RSK1_S/A TOCSY,

és NOESY spektrumai.

Az 6t vizsgalt fehérjefragmens rendezetlenségének mértékét és a rendezetlen régiok

helyét Gigy hataroztuk meg, hogy a megfelelé kémiai eltolédasaikat (Ha, Ca, Ca-C3) egy

idedlisan rendezetlen allapotu fehérje hOémérséklet- és szekvenciakorrigalt kémiai

eltolédasaihoz viszonyitottuk3?, majd az eltéréseket a szekvencia fiiggvényében

abrazoltuk. A kapott grafikonokon azokat a régiokat kerestiik, melyeknél legalabb négy

egymast kovet6 SCS érték Ha esetében negativ, Ca és Ca-Cf3 esetében pedig pozitiv.
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20. abra. MNK1 szekvenciakorrigalt Ha (a), Ca (b), Ca-Cf (c) masodlagos kémiai eltol6dasértékei

ppm-ben. Az (a) grafikonon A1° SCS értéke nagyobb, mint a tengelyen feltiintetett maximalis érték.

A 20. dbra Ha grafikonjan jol latszik, hogy az altalunk mért kémiai eltolédasok a
lancvégi alanin kivételével kevesebb, mint 0,1 ppm-mel térnek csak el a random coil
értékektdl. Csupan egy harom aminosav hosszisagu szegmensnél, R13-R16 kozott
fedezhetilink fel tendenciat, igy azt mondhatjuk, az MNK1 fehérjefragmens egésze

rendezetlen. Ez alatdmasztja a szerkezetpredikcios vizsgalat eredményét.

32



0.2

0.15

0.1

0.05

SCS Ha/ppm

-0.1

-0.15

-0.2
I K 1 KK I EDASNIP L L LKRRKK

SCS Ca/ppm
o

I K I K K I EDASNI|P L L LK RR KK

SCS (Ca-Cg)/ppm
o

I K I K K I EDASNI|P L L LK RR KK

21. abra. MK2 szekvenciakorrigalt Ha (a), Ca (b), Ca-CB (c) masodlagos kémiai eltol6dasértékei
ppm-ben. Az (a) és (c) grafikonokon K19 esetében az SCS értékek nagyobbak, mint a tengelyeken

feltiintetett maximalis értékek.

A 21. dbran az MK2 grafikonjait tekintve észreveheté a DS8-L1> régiéban a
masodlagos kémiai eltolodasértékek tendencidzus alakulasa: Ha-nal negativak, Ca-nal és
(Ca-CB)-nal pedig pozitivak. A rendezett régidra utalt az is, hogy az MK2 NOESY
spektrumaban nem csak (i, i-1) keresztcsucsokat figyeltiink meg, hanem (j, i-2) illetve (i,
i-3) keresztcsucsokat is talaltunk e fehérjerész aminosavai kézott, azonban nem eleget
ahhoz, hogy ezeket szerkezetszamolasnal kényszerfeltételként felhasznalhattuk volna.

Megallapithatjuk, hogy a D8-L1> régid helikalis hajlammal rendelkezik.
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22. abra. RSK1 szekvenciakorrigalt Ha (a), Ca (b), Ca-Cf (c) masodlagos kémiai eltolodasértékei

ppm-ben.

Az RSK1 grafikonjain 16-R14 régiéban Ha esetében egymast kovetd negativ, Ca illetve
(Ca-CpB) esetében egymast kovetd pozitiv értékek lathatok, amelyek eltérnek a random
coil allapotra jellemz6 adatoktdl, nagysaguk a stabil a-hélixre jellemzé érték 20-25%-a.
Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy az [6-R14 régié naszcens helicitast mutat. A tobbi 0-
tol kiilonbozd értéknél nem fedezhetiink fel tendenciat, igy megallapithatjuk, hogy a

fehérje mas régidiban nem talalunk masodlagos szerkezeti elemeket.
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Az NFAT grafikonjai alapjan megallapithatjuk, hogy az SCS-értékek jelentds
meértékben szornak, alakuldsukban nem fedezhetd fel tendencia. Az NFAT tehat egy
valodi rendezetlenséget mutato nagyon rovid fehérjefragmens.

Az RSK1_S/A esetében 16-R17 régioban a negativ Ha értékeknek megfelel pozitiv Ca
és (Ca-CP) masodlagos kémiai eltolédasok alakuldasanal is lathat6 a tendencia, vagyis a
fehérje e része naszcens helicitassal rendelkezik, hasonl6an az RSK1-hez.

A 23. dbrdn o6sszehasonlitottuk az RSK1 és mutdnsa, az RSK1_S/A masodlagos
kémiai eltolédasait. Eszrevehets, hogy egyetlen mutacié hatdsara a helikalis hajlamot
mutaté régié nagyobb kiterjedésli az RSK1_S/A-ban, ugyanakkor az SCS értékek
nagysagaban nem lathatunk jelentds eltérést.
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23. abra. RSK1 és RSK1_S/A SCS grafikonjainak dsszevetése.
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W4

naszcens helicitast mutaté RSK1 és RSK1_S/A az ERK2-hoz, az MK2 pedig a p38
kinazhoz kotédik specifikusan. A szekvenciaja teljes hosszaban rendezetlen MNK1 a
p38-hoz és az ERK2-h6z egyarant kotddik. A harom fragmens helikalis hajlamat a 24.

dbrdn hasonlitottuk 0ssze.
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24. abra. Helikalis hajlam valtozasa a fekete kerettel jel6lt horgonypontok kozott: RSK1 > MK2 >

Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a specifikus kotddés a naszcens
szerkezetkialakité hajlammal rendelkez6 régiékhoz kapcsolddik, ezek hidnya pedig a
promiszkuus kot6dést eredményezi. Eredményeinket a 6. tdbldzatban foglaltuk 6ssze.
Kijelenthetjiik tehat, hogy az NMR mérésekbdl nyerhet§ atomi szintli informacidk
felhasznaldsaval kapcsolatot tudtunk teremteni a fehérjefragmensek szerkezete és

bioldgiai funkcioi kozott.

MAPK
JINK ERK2 p38

NFAT + - -
NS
B MK2 - - + naszcens helicitas
2
E RSK1, RSK1_S/A - + naszcens helicitas -

MNK1 - + rendezetlenség +

6. tablazat. A MAPK rendszer altalunk vizsgalt elemeinek kot6dési és szerkezeti jellemzoi.
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6.3.2. Mérések denaturdld kézegben

A denaturalé kozegben (8 M ureaoldat) felvett spektrumainkban nagy intenzitassal
jelent meg az urea jele, &am ez nem okozott gondot a fragmensek jellemz4 kémiai
eltolédasainak meghatarozasaban, mivel az amidprotonok jele mas régioban keresendé.
A spektrumok mindsége megegyezett a vizes kozegben mértekével, és bar egyes magok
kémiai eltolédasa kis mértékben megvaltozott, az asszignaciot ezekben az esetekben is
el tudtuk végezni. Méréseink eredményeit az egyes vizsgalt fehérjefragmenseknél

osszevetettiik a vizes oldatoknal kapott eredményekkel.

NFAT esetében azt lathatjuk, hogy a kétféle kozegben elvégzett mérések eredményei
kozott nincs szamottevd kiillonbség, kivételt csak az Y10 aminosav jelent, mert esetében a
vizes oldatban kapott pozitiv SCS Ha érték 8 M ureaban negativnak mutatkozott, SCS Ca-
nal pedig ennek forditottjat tapasztaltuk. A denaturdlé kozegben mért kémiai
eltolédasok értékei jobban megkozelitették a random coilra jellemzdéeket, de érdekes
modon még igy sem egyenl6k azokkal, tehat a fragmens szerkezete nem mondhat6

teljesen rendezetlennek.

MK?2 esetében az ureas kozegli mérések soran kapott SCS értékek 1ényegesen jobban
megkozelitik a 0-t, mint a vizes kdzegben kapottak. Bar el6fordulnak lokalis eltérések,
el6jelvaltasok egyes aminosavaknal (pl. K3, A?), mégis azt mondhatjuk, a fehérje egészét

tekintve rendezetlenebb lett a kitekeredés kovetkeztében.
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25. abra RSK1_S/A vizes oldatban és ureaban kapott SCS értékeinek dsszevetése.

A 25. dbra alapjan megallapithatjuk, hogy az RSK1_S/A masodlagos kémiai
eltolédasainak értékei a kitekeredés kovetkeztében csokkentek. Ez kiilondsen a helikalis
hajlamot mutaté régioban szembetiing: az ureaoldatban mért értékek az vizes oldatban
meérteknél 2-3-szor kisebbek, am észrevehetd, hogy a tendencia még igy is megmaradt.
Tehat a naszcens helicitas még erdteljes denatural6 koriilmények kozott is jellemzi az

RSK1_S/A-t.
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26. abra. MNK1 vizes oldatban és ureaban kapott SCS értékeinek 6sszevetése.

A rendezetlen MNK1 masodlagos kémiai eltolédasainak értékei denaturalo
kozegben kisebbnek bizonyultak ugyan a vizes kozegben tapasztaltakénal, am még ilyen
koriilmények kozott sem egyenl6k 0-val, mint 1athaté a 26. dbrdn.

A 8 M uredban végzett kisérleteink alapjan tehat arra kovetkeztethetlink, hogy a
naszcens masodlagos szerkezetkialakité hajlamu régiok megérzik ezt a tulajdonsagukat,

illetve arra, hogy denatural6 kdzegben nem érheto el a teljes rendezetlenség.
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A méréseink soran kapott kémiai eltolodasértékeket tablazatba foglaltuk az olyan
aminosavak esetében, melyek egynél tobbszor fordultak eld a vizsgalt fragmenseinkben,
igy a 7. tdbldzat alapjan osszehasonlithatjuk 6ket a random coil értékekkel. (Az atlagolas
soran nem vettiik figyelembe azokat az aminosavakat, amelyek prolin el6tt allnak, mert

a prolin befolyasolja az el6tte 1évé aminosav kémiai eltol6dasat.)

random coil vizes k6zegben random coil 8 M ureaban random coil irodalmi

Ha Ca CB Ha Ca CB Ha Ca CB

4,30 52,63 | 19,21 4,30 52,63 19,21 4,32 52,5 19,1

4,58 54,53 | 41,42 4,58 54,53 41,42 4,64 54,2 41,1

4,35 56,38 | 30,08 | 4,35 56,38 30,08 4,35 56,6 29,9

4,13 61,39 | 38,70 | 4,13 61,39 38,70 4,17 61,1 38,8

4,34 56,49 | 33,59 | 4,34 56,49 33,59 4,32 56,2 33,1

4,31 55,19 | 42,40 | 4,31 55,19 42,40 4,34 55,1 42,4

4,46 63,28 | 32,22 4,46 63,28 32,22 4,42 63,3 32,1

4,34 56,25 | 31,07 | 4,34 56,25 31,07 4,34 56,0 30,9

L X ||| R —|m D>

4,45 58,64 | 64,00 | 4,45 58,64 64,00 4,47 58,3 63,8

7. tablazat. Random coil értékek osszevetése.
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6.3.3. Transzldcids diffuiziés mérések

A transzlacios diffuziés kisérleteknél a gradiens erdsségét jellemzéen 16 vagy 32
korrekci6 utdni jelintenzitasait felhasznalva a Stejskal-Tanner-formula (1) szerint
illesztést végeztiink. A diffazios dllandé meghatarozasa utan a Stokes-Einstein-egyenlet
(3) alapjan szamitottuk a hidrodinamikai sugarat.

Az 6t rendezetlen fragmens hidrodinamikai paramétereit a 8. tdbldzatban foglaltuk
ossze. Eszrevehetd, hogy a masodlagos kémiai eltolédasok alapjan hosszabb naszcens
helicitast mutaté régiéval rendelkezé RSK1_S/A hidrodinamikai sugara kisebb, mint az
RSK1-é. A 27. dbrdn lathato, hogy a fragmensek méretének valtozasaval hogyan alakul a

diffazids allando és a hidrodinamikai sugar.

D (10-19m2 s1) ru (A) AA M (g/mol)
NFAT 1,43+0,00 12,18 14 1738
MNK1 1,28+0,01 13,62 19 2195
MK2 1,18+0,01 14,75 20 2392
RSK1_S/A 1,12+0,00 15,58 24 2675
RSK1 1,100,02 15,82 24 2732

8. tablazat. A vizsgalt fehérjefragmensek diffizios allandoéi és hidrodinamikai sugarai.

1.50 16.00
—~140 | ® o
% 1-30 15.00 .
E M oA
s * < 14.00
g 1.20 . E *
o 1.10 * 13.00

1.00 12,00 ®

1600 2100 2600 3100 1700 2200 2700 3200
M (g/mol) M (g/mol)

27. abra. Az ot vizsgalt fehérjefragmens (a) difftiziés allandoja és (b) hidrodinamikai sugara a
molaris tdmeg fliggvényében.
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A vizsgalt rendezetlen fragmensek hidrodinamikai parameétereit Osszevetettiik
ugyanolyan nagysagu rendezett minifehérjék paramétereivel. A mérések eredményeit a

9. tdbldzatban tiintettiik fel.

D (10-°m2s1) | ry (A) |M (g/mol)

NFAT 1,43+0,00 12,18 1738

£ MNK1 1,28+0,01 13,62 2195
> MK?2 1,18+0,01 14,75 2392
2 RSK1_S/A 1,12+0,00 15,58 2675
% RSK1 1,10+0,02 15,82 2732
= TC5bS14(P)Q 1,22+0,21 14,30 2308
TC5b20(P)Q 1,22+0,06 14,30 2308

= TC5b 1,60+0,02 10,89 2171
N Tc5B_S20Q 1,79+0,19 9,72 2213
k= Tc5B_S13E 1,55+0,09 11,19 2214
£ Tc5B_S9E 1,55+0,01 11,26 2214

9. tablazat. Rendezett és rendezetlen minifehérjék, valamint rendezetlen fehérjefragmensek difftizios

méréseinek eredményei.

Eszrevehets, hogy a rendezett minifehérjék diffiziés 4llandéja jellemzéen nagyobb,
igy hidrodinamikai sugaruk kisebb a rendezetlen minifehérjékénél illetve
fehérjefragmensekénél. Az MNK1 és a rendezett minifehérjék molaris tomege 2200
g/mol koriil van, hidrodinamikai sugaruk viszont jelent8s eltérést mutat, mint a 28.
dbrdn is lathat6. A rendezett minifehérjék szerkezete kompaktabb, gombszer(i, mig a
rendezetlen fehérjéket Uversky f6étt spagettiszalhoz hasonlitotta4l. Ezt bizonyitottuk a
diffiziés méréseinkkel, hiszen az eredményeink alapjan lathat6, hogy egy azonos
tomeggel rendelkez6 gomb- illetve palcikaszer( test koziil a palcikaszer(i lassabban

végez transzlacids diffizids mozgast, mint a gombszerd.

16.
6.00 o
*
L g
14.00 P
< 1200 ¢
= ’ @ rendezetlenek
10.00 ] M rendezettek
8.00
1500 2000 2500 3000
M (g/mol)

28. abra. Rendezett és rendezetlen minifehérjék, valamint rendezetlen fehérjefragmensek hidrodinamikai

sugara a molaris tomeg fliggvényében.
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Az altalunk meghatarozott hidrodinamikai sugarakat osszevetettiik azokkal,
melyeket két empirikus Osszefliggés felhasznalasaval kaptunk. Az els§ Osszefiiggést,
mely a hidrodinamikai sugar és a polipeptidlanc aminosavtagszama kozti kapcsolatot

irja le, Dobson és mtsai. hataroztak meg#2:
Ty = 2,21N%57 (6)

Fontos szem el6tt tartani, hogy Dobsonék az 58-760 aminosavegységbdl felépiild
fehérjéknél talaltak jé egyezést.
A masodik 6sszefiiggés Jarvet és mtsai. nevéhez fliz6dik, és a hidrodinamikai sugar

molaris tdmeg szerinti alakulasat adja meg43:
Ty = 0,27M%50 (7)

Meg kell emliteniink azonban, hogy Jarveték vizsgal6dasa kezdetben csak az Alzheimer-
kor kialakulasdban fontos szerepet jatsz6 AP peptidre és ennek fragmenseire
korlatozédott.

A mért és szamolt értékeket a molaris tomeg fiiggvényében abrazoltuk. A 29. dbra
alapjan azt mondhatjuk, az empirikus osszefliggések alapjan kisebb értékeket kaptunk a
rendezetlen fehérjefragmensek hidrodinamikai sugarara, mint amekkorat mértiink. A

rendezett minifehérjéknél viszont a mért értékek kisebbek, mint a képletek alapjan

szamitottak.
16.00
P L J
. * e1UP
14.
4.00 ¢ IUP Dobson
@ |UP Jarvet
< 12.00 \4 un *® M rendezett
LI ’ 0
.‘ M rendezett Dobson
¢ M rendezett Jarvet
10.00
[ |
8.00

1500 1700 1900 2100 2300 2500 2700 2900
M (g/mol)

29. abra. Empirikus 0sszefiiggések alapjan szamolt és NMR mérések eredményeként kapott

hidrodinamikai sugarak a vizsgalt minifehérjék és fehérjefragmensek molaris tomegének fiiggvényében.
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A diffuziés méréseket denaturald kozegben is elvégezve lehet6séglink nyilt arra,
hogy a hidrodinamikai sugar valtozasaval bizonyitsuk a feltételezett letekeredést. A 10.
tabldzat és a 30. dbra alapjan lathatjuk, hogy az NFAT kivételével a fragmensek

hidrodinamikai sugara nétt a denaturalé kézeg miatti letekeredés kovetkeztében.

ru (A) I, denat. kzeg (A)
NFAT 12,18 9,41
MNK1 13,62 19,32
MK?2 14,75 19,49
RSK1_S/A 15,58 19,00
RSK1 15,82 22,68

10. tablazat. A vizsgalt fehérjefragmensek semleges és denatural6 kozegben mért hidrodinamikai sugarai.

Eszrevehetd az is, hogy a vizes kézegben kisebb hidrodinamikai sugarral rendelkezé
RSK1_S/A esetében a denaturacié okozta méretnovekedés kisebb mértéki (~3,5 A),
mint az RSK1-nél (~7 A). Az RSK1_S/A és az RSK1 masodlagos kémiai eltolédasai
alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy az el6bbi hosszabb naszcens helicitast
mutaté régioval rendelkezik, mint az utobbi. A diffuziés mérések eredményei alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy a rendezettebb RSK1_S/A adott régidéja még denaturald
korilmények kozott sem vesztette el teljesen a helikdlis jellegét, illetve azt is
észrevehetjik, hogy a vizes kozegben kisebb rendezetlenséggel jellemezhetd RSK1_S/A

8 M ureaoldatban is megérizte ezt a tulajdonsagat az RSK1-hez viszonyitva.

23.00 .
19.00 > o .
R
1 n
=4 >.00 L] # rH denaturalé kozeg
==
= . W rH vizes kozeg
11.00
L 2
7.00
1500 1900 2300 2700 3100
M (g/mol)

30. abra. Az 6t vizsgalt fehérjefragmens semleges és denatural6 kozegben mért hidrodinamikai sugarai a

molaris tdmeg fiiggvényében.
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7. Osszefoglalas

Munkank soran NMR spektroszkdpiai méréseket végeztiink 6t fehérjefragmensen
annak érdekében, hogy jellemezhessiik a szerkezetiiket vizes illetve denatural6
kozegben, és ez altal kovetkeztessiink a MAPK jelatviteli rendszerben megfigyelhet6
specifikus kot6désiik szerkezeti okara.

2D TOCSY, COSY és NOESY, valamint 2D 13C és 15N HSQC spektrumokat vettiink fel,
majd az asszignaci6 elvégzése utan a Masodlagos Kémiai Eltolédasokat vizsgaltuk. Az
NFAT és az MNK1 esetében teljes szerkezeti rendezetlenséget allapitottunk meg, mig az
MK2-nél, az RSK1-nél és mutansanal, az RSK1_S/A-nal naszcens helicitast tapasztaltunk
a fehérjefragmens adott régidjaban. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a specifikus
kot6dés a rendezett régiokhoz kothetd, mig a promiszkuus kotédés a teljes szerkezeti
rendezetlenséghez.

A méréseket 8 M ureaoldatban is megismételtiik, és megfigyeltiik, hogy a
denaturaci6 kovetkeztében a vizsgalt fehérjék megfelel6 kémiai eltolédasai a
rendezetlen allapotra jellemz6 értékekhez kozelitettek, de még ilyen koriilmények
kozott sem voltak egyenlék ezekkel.

Diffuzios méréseink alapjan 0Osszehasonlitottuk koézel azonos molekulatomegl
rendezett minifehérjék és a vizsgalt rendezetlen fragmensek hidrodinamikai sugarat,
melyek koziil varakozasainknak megfelel6en utébbiak bizonyultak nagyobbnak. A vizes
és denaturalé kozegben mért hidrodinamikai sugarak dsszevetésével pedig lathattuk,
hogy a letekeredés méretnovekedéssel jar ugyan, de a naszcens masodlagos szerkezeti
elemek denaturalé kozegben sem rombolhatok le teljesen.

Eredményeink remélhet6leg hozzajarulnak majd a MAPK jelatviteli rendszer
miikodésének megértéséhez, és ezaltal a kilonbozé fontos sejtfolyamatok
(sejtnovekedés, -osztddas, -haldl, stresszfolyamatok) szabalyzasaval kapcsolatos

ismereteink kibGvitéséhez.
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8. Koszonetnyilvanitas

Eziton szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Dr. Bodor Andreanak azt a
rengeteg tlirelmet és figyelmet, amellyel segitette dolgozatom elkésziilését. Koszonettel
tartozom Dr. Reményi Attilanak a téma felvetéséért és az ELTE TTK Biokémiai
tanszékének a vizsgalt fehérjék eldallitasaért. Koszonet illeti Dr. Perczel Andrast a
lehet6ségért, hogy csoportjaban dolgozhassak, Dr. Farkas Viktort, aki a Kiroptikai
Szerkezetvizsgald Laboratoriumban elvégezte a CD méréseket, valamint az ELTE Kémiai
Intézetében miikodd Szerkezeti Kémiai és Biologiai Laboratérium minden tagjat kisebb-
nagyobb segitségéért, a jO hangulatért és tedzasi szokasaim megreformaldsaért.
Ko6szondm barataim minden épitd kritikajat és az igyekezetiiket, hogy szabad 6rainkat
kevésbé épitd, de annal szérakoztatobb moédokon tolthessiik el. A dolgozat nem johetett
volna létre Foldes Tamas biztatasa, észrevételei és inspiralo jelenléte nélkiil. Végiil, de
nem utolsé6 sorban szeretném megkdszonni csalddomnak azt a tamogatast és

biztonsagot, amelyet el6teremtettek és fenntartottak az elmult 22 év soran.

A projekt az Eurdopai Unié tdmogatdsaval és az Eurdpai Szocidlis Alap
tarsfinanszirozasaval valésult meg, a tadmogatasi szerzédés szama TAMOP

4.2.1./B-09/KMR-2010-0003.
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9. Fiiggelék
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F-I. abra. NFAT szekvenciakorrigilt Ha (a), Ca (b), Ca-CB (c) masodlagos kémiai eltolodasértékei

ppm-ben. Az (a) grafikonon L1 és E14 SCS értékei nagyobbak, mint a tengelyen feltiintetett maximalis érték.

47



o o
o © » ©
[ O T R N

SCS Ha/ppm
o
|
n
]
|
|

IS)
o
G

-I || ||.I...
0.1 ‘ |‘|

PQLKPIEASILAQRRVRKLPSTTL

1
iy |IHHH|I.. o

SCS Ca/ppm
S o
w o w

-

-1.5

PQLKFP EASI LAQRRVRKLPSTTL

€ 1

g

= 0.5

s i . |

LI) 0 n n l_- - -
3

S

%)

O

1%}

PQLKP EASI LAQRRVRKLPSTTL

F-II. abra. RSK1_S/A szekvenciakorrigalt Ha (a), Ca (b), Ca-CB (c) masodlagos kémiai

eltolédasértékei ppm-ben.
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F-1IL. abra. NFAT vizes oldatban és ureaban kapott SCS értékeinek dsszevetése.
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F-IV. abra MK2 vizes oldatban és ureaban kapott SCS értékeinek dsszevetése.
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M (g/mol) | rH (A) | rHpobson (A) | rH jarver (A)

NFAT 1738 12,18 9,95 10,59

= MNK1 2195 13,62 11,84 11,36
2 MK?2 2392 14,75 12,19 11,66
o RSK1_S/A 2675 15,58 13,52 12,06
E RSK1 2732 15,82 13,52 12,13
=~ | TC5bS14(P)Q 2308 14,30 12,19 11,54
TC5bS20(P)Q 2308 14,30 12,19 11,54

= TC5b 2171 10,89 12,19 11,33
N | Tc5B_S20Q 2213 9,72 12,19 11,39
B | Tc5B_S13E 2214 11,19 12,19 11,39
£ Tc5B_S9E 2214 11,26 12,19 11,39

F-I. tablazat. A diffizi6s mérésekkel meghatarozott hidrodinamikai sugarak dsszevetése a Dobson- és a
Jarvet-féle empirikus 6sszefiiggéseken alapul6 hidrodinamikai sugarakkal.
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