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Roviditésjegyzék

ACD assembly competence domain

CARA Computer Aided Resonance Assignment
DSS 2,2-dimetil-2-szilapentan-5-szulfonsav
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence Secipy
IDP intrinsically disordered protein

ITC izotermalis titrcids kalorimetria

IUP intrinsically unstructured protein

MES 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav

MIIA nemizom-miozin l1A

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
SCS masodlagos kémiai eltolodas

TCEP trisz (2-karboxietil)foszfin-hidroklorid
TOCSY Total Correlation Spectroscopy



1. Bevezetés

Az utbébbi két évtizedben a tumorkutatason belliibkiisen nagy hangsulyt kapott egy,
az attétképidésben jeleds szerepet jatszo kalciumkohomodimer fehérje, az S100A4
vizsgalata. A daganat attétk@éozse (mas néven metasztazis) soran a kezdetbekukial
rakos sejtek elvandorolnak a test mas részeired magy sebességgel osztdédva Ujabb
daganatokat képeznek. Ez jelesen ndveli a daganatos betegségek halédlos kiménetel
valosziriségét, ezért e folyamat megértése kulcsfontossagyogyitas szempontjabdl is.
Jelenés szamu bizonyiték sziiletett arra, hogy a metaszidtzej6ttében az intracellularisan
eléfordulé S100A4 az egyik kozponti szerépimégpedig feltehéen annak a nemizom-
miozin lIA-val alkotott fehérjekomplexe.

Munkank soran ezt a kdlcsonhatést vizsgaltuk NMgtségével. Az NMR kilondsen
hasznos, ha a molekulaknak nemcsak a szerkékzelt@mem dinamikajardl is szeretnénk
informaciot kapni. Elésorban e komplex oldatbeli dinamikajanak vizsgataia célunk — és
ennek ebkészitésében jatszott fontos szerepet az altalgaettémunka.

A komplex vizsgalata soran tobb, a biokémiai isnszerzésen tulmutatdo érdekes
kovetkeztetést lehetett levonni. Az egyik az ah&luvizsgalt nemizom-miozin 1A
nehézlancanak egy 45 aminosavbol fel@pfibgmensének szerkezeti jellemzése, amely
rendezetlen szerkete(tehat IDP, mas széval IUP fehérje). A rendezefiegmérjékre az
utobbi évtizedben iranyult egyre nagyobb figyelégy, ez ma egyre jobban kutatott tertilet a
szerkezeti biokémian belll. Munkam soran a rentlmzéehérjék nikbédésének megértéséhez
is igyekeztem hozzajarulni ezen a kiragadott pél#@resztil. Ezen kivil a komplex
szerkezete is eltér a megszokottol: a homodimel0840ehérjét a miozin lanc mintegy
watkarolja”, igy a homodimer szimmetriaja metsik, mivel a két ekvivalens kéhelyre a
miozin kilonbos részei kotnek, kovetkezéskepp a kétbkéty megkilonboztethéré valik
— tbbbé mar nem ekvivalensek. Ezt a jelenséget N&IRivaloan lehet tanulmanyozni és

kimutatni, ahogy majd latni fogjuk.



2. Irodalmi el6zmények

Az S100A4 fehérje (més nevein Mtsl, metasztazihjalsakulin, p9Ka, 18A2, pEL98,
Fsp-1 és CAPL) rendellenesikidése (fokozott expresszidja) a tumor metaszegyik 6
okozoja lehet. Tobbek kozoétt ezt tamasztjdk ala cawetked Kkisérleti bizonyitékok:
metasztatikus patkany és egér &nmnoros sejtek S100A4-szintje nagyobb a
nemmetasztatikusokénala rosszindulati human eftimorban magasabb az S100A4
expressziés szintje a jéindulati étimoréné, ez dsszefiiggésben all a talélési aranyokkal
is®. Az S100A4 fokozott expresszidja a nemmetasztatigatkany és egér etsbejteket
metasztatikussa valtoztatja, mig az expresszidjéaegk csokkenése metasztatikus sejtekben
megsziinteti a metasztazisra valé hajldmotAz embBrak modellezésére hasznalt
transzgenikus egerekben, a joindulatidorhor sejtjeiben az S100A4 fokozott expresszidja
tudérak kifejlédését eredményefteAz S100A4 fokozott expressziés szintje hozzajarul
tovabbi fibrotikus és gyulladasi betegségek, ugyraimeumatoid arthritis, szivnagyobbodas
és vesefibrozis kialakulasaHéz

Az S100A4 az S100 fehérjék csaladjaba tartozik,harfedérjék neviket onnan kaptak,
hogy oldhatok telitett ammonium-szulfat-oldathamAz S100-csalad tagjai €akots
kistomedi (10-12 kDa) homodimer savas fehérjek, amelyekyaseégenkent egy EF-hand és
egy pszeudo-EF-hand motivumot tartalmaznak, azaérimként 6sszesen négy?Gmnt
képesek megkétni (az EF-hand hélix-hurok-hélix matiot jelent, amely altalaban €don
koordinalasara alkalma$) Az S100 fehérjék szerepet jatszanak olyan folyakien, mint a
sejtciklus-szabalyozas, fehérjefoszforilacid, sijgkedés, sejtmozgas, differencialodas, a
sejtvaz dinamikus egyensulyanak szabalyozasa, agladl és a kalcium-homeoszt&zig
Ugyanakkor a csalad tobb tagja kiulonbdipusi és stadiumi tumoros megbetegedésben is
szerepet jatszhat, hiszen az S100A4-en kivil, &0&4, S100A7 és S100B fehérjéknek is
fokozott expresszids szintjét talaltak tumoroseddgert®.

Az S100A4 biologiai szerepe még nem teljesen tstalsmert azonban, hogy tébb
célfehérjével komplexet képez: a sejtvazat fetéfghérjékkel, mint a nemizom-miozin lIA,
tropomiozin és F-aktitt*>*° szignalfehérjékkel, mint a liprif1'’, a p53 netr transzkripcios
faktorral’®, sejtfelszinen elhelyezkédmolekulakkal, mint az annexin A2 és TAY? Az
S100A4 metasztazisban jatszott szerepe feltétdl@mmea sejtvazat alkotd molekulak
depolimerizdlasaval allhat 6sszefiiggésben, ezlimlézve a sejt mozgékonysagat. Ugyanis
a nemizom-miozin 1IA nehézlancaval (tovabbiakbanyszgfien MIIA-val jeldljuk)

komplexet képezve az S100A4 a miozin filamentumpktesését eredmeényezi. Ez nem



pusztan a polimer-monomer egyensuly eltolédasanréddénik, hanem az S100A4 aktivan
részt vesz a depolimerizacié folyamataban és amgoizacié gatlasdban — habar a
depolimerizaciénak jelenleg csak feltételezett raectmusa ismeft.

Az S100A4 egérben és emberbetfaiduld tipusat vizsgaltak eddig (mindketl01
aminosavbol all6 fehérje). Mindkét fajbdl szarmazforma teljes oldatfazisa
NMR-asszignaci6ja ismert. A human apo-tipus?{@an nélkili), valamint az egér apo-tipus
(Ca*-ion nélkiil) és holo-tipus (Ghkotott) asszignacidjat 2D és 3D heteronuklearis
spektrumok segitségével végezték &4

Az S100A4 térszerkezetét mind oldat-NMR, mind rénidjffrakcios maddszerekkel
vizsgaltak, apo- és holo-formaban egyaramit?®?’2® Mindkét médszerrel meghatarozott
szerkezetben a két alegység masodrekiitésekkel kapcsolddik egymashoz. A kdvetkez
fontosabb szerkezeti elemek talalhatok a fehérye aggységében: az N-terminalis diel
végén talalhaté az egyik €&ots ugynevezett pszeudo-EF-hand motivum — ez egy
a-hélix (H1), egyp-hurok (L1) és egy masik, azéebre meblegesa-hélixbsl (H2) épil fel —,
ezutan egy Ujabb hurok (L2) kévetkezik, amelyetqkonek” (hinge) is neveznek. Ezutan a
C-terminélis végen talalhaté a masik?Gkots domén, a kanonikus EF-hand, azon belil
szintén van egya-hélix (H3), egy B-hurok (L3) és egy Ujabhbo-hélix (H4). Egy
rontgendiffrakcioval meghatarozott szerkezet l&har 1. abrdn. A kanonikus EF-hand

1°. A kanonikus

motivum a koézismert Gakotd fehérjében, a kalmodulinban isétrdu
EF-hand és a pszeudo-EF-hand motivumok kozottkadtmbség, hogy az @bi esetében a
Cd*-koordinaciéban 12 aminosav oldallancanak oxigéomi vesz részt, mig az utdbbi
esetében 14 aminosav gerinc karbonil oxigén atdmjfalegtobb mérés szerint kanonikus
EF-hand motivum nagyobb affinitassal koti a*@ant a pszeudo-EF-hand motivumnal,
habar ebben nem egyeznek meg az irodalmi adatglgnigya fehérjekoncentraciojatél, a
korilményeksl és a modszeit fliggden mas-maky értékeket mértek Az apo-formanak és

a holo-formanak killénbozik a térszerkezete. A'@an megkotésének folyamatat NMR-rel is
vizsgaltak titralassd. A Ca*-ion kotés hatasara jelést térszerkezeti valtozas kévetkezik
be: el$sorban a C-terminalis f&@i EF-hand motivum hélixeinek térallasa valtozikgiié'”. A
célfehérjek (vagy peptidek) az L2 hurok, H3 héligs B4 hélix altal képzett hidrofob
kotézsebbe tudnak kétni* 2> A kélcsonhato partnerek altalabaélix szerkezetet vesznek
fel. Az apo-S100A4-ben ez a hidrofob &#$eb el van rejtve a fehérje belsejében, mig a
holo-S100A4-ben a kélcsonhato partnerek szamaraetlgé valik az emlitett térszerkezeti
valtozas kovetkeztében (a fehérje ,kinyilik”). Ezt gelenti, hogy az S100A4 funkcidja a

Cd*-ion koncentréaciétél fiigg, vagyis ezzel szabalydaha



1. &bra: A Ca?*-kotott, azaz holo-S100A4 térszerkezete két nézéib A szerkezeteket rontgendiffrakcios
modszerrel hataroztdk med®. A bal oldali abran lathaték a homodimer két lancédak masodlagos
szerkezeti elemei (H1-H4-hélixek és L1-L3B-hurkok), a jobb oldali &bran pedig az X-tipust néghélixes
koteg szerkezet (X type four-helix bundle).

Erdekesség, hogy az S100A4 hajlamos a polimerimhds) ugyanis a C-terminalis
végén lev — egyébként flexibilis térszerkedet- régidja egy masik S100A4-molekula
hidrofob kotzsebébe tud kotni. Ez a polimerizacié ¢slsrban pentamerek keletkeznek) egy
bizonyos fehérje-koncentracié felett kovetkezik b#letve bizonyos molekulakkal
indukalhaté. A polimerizacié kdvetkeztében a febégjvesziti természetes funkcidjat; ez
lehetiséget ad az S100A4 inhibedldsara kis molekulakladyis ez utdbbiak potencialis
gyogyszerek lehetnek a metasztazis &fledMR-rel végeztek relaxaciés méréseket is az egér
S100A4-re vonatkoz6df) amelyekbl kideriilt, hogy az S100A4 legmerevebb részei aéhll
H4 hélixek, ugyanis ezek tartjak 6ssze a dimettilaH1’, H4 és H4’ hélixek ugynevezett
X-tipust négyhélixes koteget”, X type four-helixudle-t alkotnak). A koztes régidk
(H2 hélix, L2 hurok és H3 hélix) és a C-terminalégy ezzel szemben sokkal mozgékonyabb
régiok.

A metasztazis szempontjabol kulondsen fontos az0S4-0MIIA komplex mélyebb
ismerete. Az MIIA egy hosszl, kdzel 2000 aminosavieepulb coiled-coil szerkezét
fehérje, amelynek C-terminalis vége, az ugyneveA€@D-domén (assembly competence
domain) a filamentképzésben jatszik fontos szerefiet S100A4 kdathelye a coiled-coil
végén és az ACD domén elején talalffatédz ACD domén rendezetlen szerkdizef
rendezetlen szerkefieflehérjéknek (IUP, més néven IDP fehérjéknek) nmeghatarozott
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2. dbra: A nemizom-miozin IIA coiled-coil térszerkeeti, a végén talalhat6 az ACD-domén, amely
kinagyitva lathat6?". Ebben a régiéban k&t a nemizom-miozin 1A moleku az S100A4-molekulahoz.

térszerkezete, és ez a funkcidjukhoz sziiksége¥.idltalaban hidrofil aminosavakbél tébbet
tartalmaznak a rendezett fehérjéknél, emiatt nimckofob magjuk, amelyre a szerkezet
felépllhetne. A rendezett szerkezet hianya miaitatszinten csak az NMR alkalmas a
vizsgalatukra, melynek segitségével oldatfazishasgalhatok.

Az MIIA révidebb-hosszabb fragmenseinek S100A4-gyadb kdlcsbnhatasat vizsgaltak
(egy ilyen fragmens lathatd 2 abran): kinetikai mérések és ITC-mérések segitségével a
komplexek kinetikai paraméter&it’ rontgendiffrakcioval és NMR-ret® pedig a komplex
térszerkezetét hataroztdk meg (a rontgendiffrakséteben mutans S100A4-et hasznaltak a
polimerizacié elkertlése végett). A mérésgkhkiderilt, hogy egy molekula MIIA egy
molekula homodimer S100A4-gyel (azaz 1:2 aranyli@pez komplexet, oly médon, hogy a
homodimer S100A4 két kéihelyéhez az MIIA két kilonb®z régioja kobdik. Ez az
aszimmetrikus komplexképdés viszonylag ritka homodimer fehérjek esetében.MAIA
térszerkezete a kidés soran megvaltozik, ugyanis a coiled-coil szarke-hélixszé alakul
at. Az aszimmetria megjelenése jol kdvethet S100A4 20H-"N HSQC spektrumén, ahol
tébb jel megketizédik vagy kiszélesedik a komplexkéues hatasara. A komplex
térszerkezetének ismeretében egy, az MIIA S100Adi alepolimerizacidjanak lehetséges

mechanizmusara is javaslatot tettek Kiss és fitsai



3. Célkitiizések

El6szor az MIIA egy 45 aminosavbol felépiiragmensét vizsgaltuk. Az étrfelvett
kilénb6d 2D és 3D NMR spektrumok segitségével célunk agedisszignacio volt. Mivel
ezt a fragmenst korabban nem hasznaltak az S1098ldvalé komplex vizsgéalatara, az
asszignaciohoz semmilyen korabbi irodalmi adatkéttéem lehetett felhasznalni. Ezutan az
eltolodasok ismeretében azok elemzésével a rendezsterkezét kozepes mératfehérje
tovabbi vizsgalatat terveztik elvégezni,é6etsrban a masodlagos kémiai eltolédas értékek
(SCS értékek) felhasznalasaval. Az eredmények etdmen a kilénbdz random coll
szamitasi modszereket is 0Osszevethetjik: az adetidszerre kapott SCS értékek
vsszehasonlitasaval. Ezen kiviil kilorbddmérsékleteken is felvettiink 2iH-1>"N HSQC
spektrumokat, hogy a térszerkezetre vonatkozé rimdioiokat tovabb &vithessik. Az MIIA
ez azonban mostani munkamnak nem része.

A kovetked lépés a CE-kotott holo-S100A4 NMR-rel torténvizsgalata volt, szintén
2D és 3D NMR spektrumok felvételével. A teljes @gsacio az irodalombdl ismert (igaz,
csak az MIlA-val alkotott vad-tipus komplexe esetglmikdzben mi egy roviditett fragmenst
vizsgaltunk, rdadasul @zor szabad formaban), amelynek felhasznalaséawvetet elvégezni
az asszignaciot. Itt élsorban mar csak a 2BH-'"N HSQC spektrum jeleinek azonositasa
volt a 6 célunk. Az SCS értékeket egy ilyen rendezett féheiis érdemes megvizsgalni és a
kulonbdd random coil értékkel kapott eredmeényeket 6sszevetn

A harmadik lépés vegil a komplex teljes asszignpacia jeldlt S100A4 és jelbletlen
MIIA komplexét vizsgéltuk 2D és 3D NMR spektrumolegétségével. Az asszignaciot
konnyiti, hogy a szabad allapoti S100A4 asszigiéicigalamint az irodalmi értékeket is fel
lehet hasznalni, mégis az aszimmetria kovetkeztébegjele® kétszeres jelmennyiség
azonositasa komoly feladat, tekintve, hogy a jedétklodasa a szabad allapothoz képest
killonbos a 2D*H-"N HSQC spektrumokban minden egyes jel esetében Hilglcsonhatd
partner tavolsagatél adott atomok esetében). Andikkei szamitasokhoz a 2fM-"N HSQC
jelek azonositasa sziikséges, ezért a komplex ese®bz volt ad célunk.



4. Kisérleti moédszerek és mérések

4.1. A felvett spektrumok és az asszignacio menetdnismertetése

A teljes asszignaciohoz kulonkib2D és 3D spektrumokat vettlink fel. Az alabbiakban
ezen spektrumokat és az ezek felhasznalasavaid@sszignacié menetét mutatom be.

Az altalunk felhasznalt spektrumok heteronukledtidbbdimenzidos spektrumok,
amelyeket mind a H-csatornéban detektaltunk. Aafethalt spektrumok: 2EH->N HSQC
(a legtdbb 3D spektrumnak ez képezi H-N dimenzid@ntnvetiletét), 2D'H-*C HSQC,
3D HNCA, 3D HN(CO)CA, 3D CC(CO)NH, 3D HNCACB, 3D H®E-TOCSY
és 3D HSQC-NOESY.

A heteronuklearis 2D HSQC spektrumok megmutatjadgyhmely H-jelhez mely N-,
illetve C-jel tartozik az 1D spektrumban (ott vaerdsztcsucs, ahol dsszetartoznak a jelek).
Ennek felvételéhez N-jeldlt, illetve C-jel6lt mimga van szikség. Eisorban a
2D 'H-*N HSQC spektrumot hasznéltuk fel, amelyen lathadlamid N- és a hozzatartoz6
H-jelek, igy aminosavanként egy jelet kapunk. Egtell tobbi N-H kotést tartalmazoé
oldallancok is megjelennek a spektrumon (aszpayagiutamin, lizin, arginin, hisztidin és
triptofan esetében); ezek altalaban mas régidbl@thaadok a élanc amid jeleihez képest,
valamint az -NH jelek esetében adott N-hez két H jele is tartozMz itt kijeldlt
aminosavanként egy-egy keresztcsiucshoz kapcsolédmakovabbi mérések. Fontos
megjegyezni, hogy 2DH-"N HSQC spektrumon a prolinok nem adnak jelet, mimtk
amid N-atomjaihoz nem kapcsolédik H-atom. A 49-°C HSQC spektrumot, amelyben az
Osszetartoz0 H- és C-jelek keresztcsucsai lathatélsisorban ellerzésre és a
3D spektrumokbdl kapott C-jelek eltolddasainak pesfthsara hasznaltuk fel -
a 2D spektrumokban ugyanis nagyobb felbontast leliéeni a 3D spektrumokhoz képest.

A 3D HNCO spektrumon a 2EH-N HSQC spektrumban is megjetehl és (amid) N
mellett a harmadik dimenziéban az& aminosavhoz tartozé karbonil (altalabanvel
jelélt) jelek lathatok. Mivel minden egyes amid Ngdroshoz egyetlen karbonil-jel tartozhat
(kivéve, ha az els aminosav is ad jelet a spektrumon, ami ritkAn dbrels), a
3D HNCO segitségével koninyeldonteni a jelek egybeesése esetén, hogy valbjabay
keresztcsucs atfedésélieletkezett egy-egy jel.

A 3D HNCA spektrumon a 2BH-""N HSQC-ban is megjelénH és (amid) N mellett a
harmadik dimenziét a Gelek képezik. Adott aminosav N-H jeléhez altalalk&t C-jelet is

kapunk, ugyanis nemcsak az adegidik aminosav Gjelét, hanem az éite lew, (i-1)-edik
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aminosav Gijele is megjelenik a spektrumon. Utobbi altalatésebb intenzitasi az @dbi
jelnél. A 3D HN(CO)CA spektrum ehhez képest pusz#diban kiloénbozik, hogy csak
az (i-1)-edik aminosav Gjele lathat6 a spektrumon. Ezéklkdvetkezik, hogy a két spektrum

0sszevetesébegyertelnive valik, hogy a 3D HNCA spektrumon melyik aedik és melyik
az(i-1)-edik aminosav Gjele. A kiilénbds H-N keresztcsucsokhoz tartofsy - ésC?, -jelek
sorba allithatok az egyezések alapjan az aminasgkwencianak megfel&n (ugyanis

az i-edik aminosavhoz tartozd&?, eltolodasa meg kell, hogy egyezzen @a)-edik

aminosavhoz tartozd&;' eltolédasaval, mivel a kéttugyanaz). Ezt a sorba allitast lehet
ellendrizni a 3D HNCACB spektrum segitségével is, ametipta H-N keresztcsucshoz
tartozd C - és C!, -jelek mellett egyuttal — ellentétessjellii intenzitassal — &7 - és C!, -
jeleket is tartalmazza (ebbtehat a G-atomok eltolédasait is megkapjuk, valamint a
megfeleb C’ ésC’, -jelek egyezése Ujabb bizonyitékot nyujt a hebgba allitasra).

A 3D CC(CO)NH spektrum esetében egy adott H és dpri jelhez a harmadik
dimenziéban egy C-TOCSY jelsorozat tartozik: a®z&l aminosav oldallanca 0sszes
C-atomjanak eltolodésa lathatd elméletileg. Ittlanfenzitasok valtozok, attdl fliggn, hogy
milyen messze van egy adott oldallancbeli C-atoge@ncben talalhaté N-H-kotédt Ezen
spektrum segitségével tehat a teljes oldallanco@yainak eltolédasait kaphatjuk meg. Ez
megebsiti a kordbban megkapott HSQC jelek asszignacegaéltal, hogy ellefrizhetjik,
hogy valéban olyan eltolédas-mintazat lathatd a GO(CO)NH spektrumon, mint amit
vartunk, ismerve az adott aminosadtelaminosav oldallancét.

Az eddig ismertetett minden 3D spektrumhdg-"N-jelolt (mas néven duplan jelolt)
mintara van szikség, hiszen egyik izotop termésatitordulasi aranya sem teszi lebet a
kell6 jelintenzitast a spektrumfelvétel soran.

Az oldallancok H-atomjainak eltolédasat a 3D HSQUESY spektrumbdl tudjuk
meghatéarozni. Ez esetben a 4N HSQC spektrumban is megtalalhaté jelhez a hahmadi
dimenzibban az adott aminosav oldallancanak H-TO¢®oOrozatat kapjuk meg.
A 3D HSQC-NOESY spektrum pedig ugyanilyen, azzal kaldnbséggel, hogy a
H-TOCSY-jelsorozat helyett H-NOESY-jelsorozatot kag a harmadik dimenziéban.
E ketbt Osszevetve a H-NOE jeleket is megkapjuk, antélyd térszerkezetre is lehet
kovetkeztetni. A két spektrumhoz nincs sziikség#@ujelolt mintara, hanem eléd 3-jelolt

minta is, amelyet altaldban sokkal kénnyebb ésbbless eballitani.
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4.2. Az asszignacidéhoz hasznalt program ismertetése

A felvett spektrumokat a Bruker TopSpin 3.1 prognaah processzaltuk, majd a CARA
(Computer Aided Resonance Assignm&htlevi program segitségével végeztem el az
asszignaciot. A CARA program kulondsen hasznodbbdiinenzids spektrumok, iggként a
bioNMR spektrumok asszignacioja esetében. A progeabeolvashaté az 6sszes spektrum,
amelyeket egy adott mintardél felvettiink, és ezalgtszerre képes kezelni: ha az egyikben
asszignaltunk egy jelet, ez a tobbi spektrumbamegjelenik. Tobbféle nézetben nyithatd
meg egy-egy spektrum: a 2D spektrumokat — a fek@gétében altalaban ez a 2D HSQC —
példaul a SynchroScope, HomoScope, MonoScope, ddgéSnézetben, attél fligen, hogy
milyen funkcidt szeretnénk hasznalni. Az asszigh&setében a SynchroScope bizonyul a
leghasznosabbnak: ebben ugyanis kijeldlked HSQC keresztcsucsok (ezek lesznek a
sorszamozott agynevezett ,system”-ek). Ahogy koediblbemutattuk, a 3D spektrumok
altalaban ezekre a 2fH-">N HSQC jelekre épiilnek ra. A SynchroScope-ban newets
hogy egy-egy HSQC jel felett a 3D-spektrumban mmlyelek lathatok (ezt két kilonbdz
oldal febli nézetben tekinthétmeg: a 3D spektrumot kockanak feltételezve anmloldala
felol).

A 3D spektrumok agy elemezlétt hogy a StripScope nézet megnyitasa utan abban az
adott systemhez (tehat HSQC jelhez) tartozé ugyredvestrip™et tekinthetjik meg. A strip
az adott HSQC jel feletti harmadik dimenziobol szard kis szélességetiiletet (,csikot”)
jelenti. Itt kijelélhetk a karbonil C-, az oldalldnc C- és H-jelek. A ptk a korabban
ismertetett modon a StripScope nézetben sorbanaibthit, $t 6sszekapcsolhatok. igy az
ismert szekvencia segitségével a program autonsafika sorszamhoz rendeli a megtelel
aminosavat. Ehhez egy azonositott aminosavtél ggigsselindulni, mely az eltolodas értékek
alapjan azonosithat6 a szekvenciatdl tiegg egyedi modon: példaul a glicin®{gle
jellegzetesen kis eltolédasu, ezen kivul a HSQGtspmban a N-dimenzidban gyakran kis
eltolédasnal jelenik meg a jele, vagy a szerin &t az atlagossal ellentétben fan@k
nagyobb az eltolédasa &-@al, vagy az arginin és lizin C-TOCSY jele a 3D (CO)NH
spektrumban jellegzetes mintazatot mutat. Az asgzigt az is megkonnyiti, hogy a program
figyelembe veszi a szekvenciat, az adott spektrmmbaghatarozhat6 jeleket, és az adott
aminosav HSQC jelének asszignacioja utan annakezetet is, igy felkinalja, hogy milyen
atomok lehetségesek egy adott jel asszignaciojgleme Ezen kivll tud javaslatot tenni a

stripek 6sszekotésére is, a javaslat helyességeardiségének megjeldlésével egyiitt.
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4.3. A mért mintak és a mérések részletei

Az MIlA-nak egy 45 aminosavbdl feléedillfragmensét vizsgaltunk, amely teljes
egészében tartalmazza azt a régiot, amely az Stfjéhez kdtdik (Tyrl893-Lys1937).
Aminosav-szekvencigja a kovetkezYRKLQ RELED ATETA DAMNR EVSSL KNKLR
RGDLP FVVPR RMARK. A 2D'H-"N HSQC, a 2D'H-*C HSQC, a 3D HNCA, a 3D
HN(CO)CA, 3D HNCACB és a 3D CC(CO)NH spektrumokvigkléhez*C-"N-jelolt
mintat hasznaltunk, a 3D HSQC-TOCSY és 3D HSQC-NOEfektrumok felvételéhez és a
hémérséklet-fiiggés vizsgalatdhoz pediN-jellt mintat. A °C-"*N-jelélt NMR-minta
dsszetétele: 30@ 0,80 mMC->N-jelslt MIIA, 10-20 mM MES pufferben, pH = 6,2, 30
D,O-t (~10 %). A méréseket 283 K-en végeztiik.'Ag-jeldlt NMR-minta dsszetétele: 450
ul 0,72 mM**N-jelslt MIIA, 20 mM MES puffer, 10 mM TCEP puffe20 mM NacCl, 3 mM
NaNs;, 1 mM CaC}, pH = 5,4, 5Qul D,0 (10%). A 3D HSQC-TOCSY és 3D HSQC-NOESY
spektrumok esetében 283 K-en végeztik a mérésmarkeklet-fliggés vizsgalatahoz 283 K-
en, 293 K-en és 303 K-en vettiink fel 2B-'°N HSQC spektrumokat. A mintakhoz tovabbi
5 ul DSS-t tettiink a referencialas érdekében. Mindkiétat Shigemi-osben mértik.

Az S100A4-nek egy olyan valtozatat vizsgaltuk, ami@l az utols6 13 aminosav
hianyzik (jel6lése: S100A4d13). Erre azért voltksdg, hogy a polimerizaciot elkerdljuk. A
kotodesi vizsgaltokKg-ertékei alapjan ennek a roviditett fragmensnekVidlA-val tértend
kotodésének modja megegyezik a vad-tipussal (nM-osond@myba esik mindkei}.

A szekvencia tovabba tartalmaz harom extra amirais#GSH-szekvencia) az elején,
amelyek az expresszido maédija folytan keriltek raakalunk vizsgalt fehérje ily moédon tehat
91 aminosavbdl éplil fel, teljes szekvencidja a W@#: GSH MACPL EKALD VMVST
FHKYS GKEGD KFKLN KSELK ELLTR ELPSF LGKRT DEAAF QKMS NLDSN
RDNEV DFQEY CVFLS CIAMM CNE. Az NMR-minta 6sszetéte 485 pl *C-°N-jel6lt
S100A4d13-oldat, 4,pl TCEP puffer, 5,5l CaCh, pH = 5,64, 5ul DSS (referencial6é anyag)
és 50ul DO (10 %). A fehérje 1 mM korili végkoncentracioban van ebben az oldatban. A
méréseket 300 Kdmeérsékleten végeztik Shigemibgn.

A komplex esetében jeléletlen MIIA-t é3C-°N-jel6lt S100A4d13 mintat hasznaltunk a
kovetked Osszetételben: 3 mg MIIA 3Ql oldatban (ez 18,5 mM koncentracio),
100 mM MES pufferben + 300l *C-*N-jel6lt S100A4d13 (benne 10 mM Ca@s 5 mM
TCEP puffer), pH = 6. Tehat az S100A4 jeleinek anptexképsdés folytan bekdvetkéz

megvaltoz4sat vizsgaltuk. A méréseket 3005khérsekleten végeztik Shigembbgn.
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A spektrumokat Bruker Avance 700 MHz készilékentidetfel. Az 1. tablazat
tartalmazza a mérések részleteit. Az MIlA-eseténhanden spektrumot felvettiink a korabban
emlitettek kozil a 3D HNCO kivételével, amelyre neoit szikség a kevés jel miatt. Az
S100A4 és a komplex esetében az asszignaciohooaami ebzményeket is fel lehetett

hasznalni, ezért az MIIA-hoz képest kevesebb spekfelvétele is elegedvolt.
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FID mérete Spektrumablak szélessége / ppm
Minta Mérés tipusa NS D1/s
F1 F2 F3 F1 F2 F3

MIIA-fragmens 2D 'H-"N HSQC 256 *N) | 2048 (H) — 8 24,0000 10,0015 — 2,000(
2D 'H-“C HSQC 256°CC) | 1024 {H) - 8 85,0000 10,0015 — 2,000(
3D HNCA 128 FC) | 40 N) | 1024 {H) 8 32,0626 | 24,0000 10,0015 1,500p
3D HN(CO)CA 128¥C) | 40 N) | 1024 {H) 8 32,0110 | 24,0000 10,0015 1,500p
3D CC(CO)NH 128%C) | 40 (*N) | 1024 (H) 16 75,0155 | 24,0000 10,001% 1,500p
3D HNCACB 128 C) | 40 °N) | 1024 (H) 16 75,0155 | 24,0000 10,001% 1,500p
3D HSQC-TOCSY 128 (H) | 40 *N) | 2048 (H) 16 10,5016 | 26,0000 10,5016 1,100p
3D HSQC-NOESY 128 (H) | 40 (°N) | 2048 (H) 16 10,5016 | 26,0000 10,5016 1,100p

hémérséklet-fliggés 2D 'H-"N HSQC (283 K)| 256'(N) | 2048 {H) — 2 24,0000 10,0015 — 1,400(
2D *H-"N HSQC (293 K)| 256%N) | 2048 (H) — 2 24,0000 10,0015 — 1,400(
2D 'H-"N HSQC (303 K)| 256'(N) | 2048 {(H) — 2 24,0000 10,0015 — 1,400(

S100A4d13 2D 'H-"N HSQC 128 (°N) | 2048 {H) - 4 30,0000 12,9838 —~ 1,500(
3D HNCA 128 C) | 40 N) | 1024 {H) 16 32,0626 | 30,0000 14,0021 1,100p
3D HN(CO)CA 128%¥C) | 40 &N) | 1024 {H) 8 32,0110 | 24,0000 12,9834 1,300p
3D CC(CO)NH 64€C) | 40 *N) | 1024 (H) 64 75,0155 | 30,0000 14,0021 1,000p
3D HNCO 128¥C) | 40 N) | 2048 {H) 16 22,0849 | 30,0000 12,9838 1,300p

Komplex 2D "H-"N HSQC 256 N) | 2048 (H) — 16 30,0000 14,0021 — 1,3000
3D HNCA 128 C) | 40 °N) | 1024 (H) 16 32,0626 | 30,0000 14,0021 1,150p
3D CC(CO)NH 64¢C) | 40 {N) | 1024 {H) 64 75,0155 | 30,0000 14,0021 1,000p
3D HNCO 64C) | 40 ¢*N) | 2048 {H) 16 22,0849 | 30,0000 12,9838 1,300p

1. tAblazat: Az NMR-mérések tipusai és paraméterdn FID mérete — ,Size of FID” paraméter — az egyedimenziok méretét, az NS a mérések ismétlésének sz,

a Spektrumablak szélessége — ,Spectral width” paragter — a spektrum adott dimenzi6éjanak minimalis ésmaximalis eltol6das értékének kilénbsége, a D1 a
relaxaxiés idst jelent). A méréseket 700 MHz Bruker Avance késdiéken végeztiik. A mintdk minden esetben®C-*N-jeldltek, kivéve az
MIIA-fragmens 3D HSQC-TOCSY, 3D HSQC-NOESY és a 2D'H-"N HSQC spektrumai hsmérséklet-fliggésének vizsgalatahoz felvett spektruait, amelyek
5N-jelslt mintaval késziiltek. Megjegyzések® mixing time: 70 ms,? mixing time: 100 ms.



5. Az eredmények értékelése és kovetkeztetések

5.1. Az MIlIA-fragmens vizsgalata

5.1.1. Az asszignacio eredménye

Az asszignaciét sikeresen elvégeztem. Az asszigfalttH-'"N HSQC spektrum a

3. abran lathatd, a haromdimenzids spektrumokbdl készsteitpek egy-egy részlete pedig a
4. abran. Az el két aminosav (Y1 és R2) és a prolinok (P35 és i8f) jelennek meg a
2D 'H-N HSQC spektrumon, ezek koziil az Y1 egyes atorrfaéé ¢) a 2D*H-*C HSQC
spektrum alapjan, a P35 és P39 egyes C-atomjag @edD CC(CO)NH spektrum alapjan
azonosithat6. Az R2 atfed a tobbi argininnal a #B™C HSQC spektrumban, ezért ez
alapjan sem asszignalhato. Az utols6 aminosav, & ddallanca C-atomjainak nem tudjuk
meghatarozni az eltolodasat. A karbonil C-atomokol@iasait nem hataroztuk meg
3D HNCO mérés hianyaban.
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3. abra: Az MIIA-fragmens asszignalt 2D 'H-N HSQC spektruma. A kinagyitott részleten

medgfigyelhetk a minor jelek (kis intenzitasu jelek), amelyek rézben cisz-térallasu prolinokhoz kbzel és
aminosavak jelei (a prolin esetében a transz-térdk a stabilabb igy ez a gyakoribb).
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4. abra: Az MIIA-fragmens asszignaciojanak A11-M18kozotti részlete a 3D HNCA, 3D HN(CO)CA,
3D HNCACB, 3D CC(CO)NH, 3D HSQC-TOCSY és 3D HSQC-NBSY spektrumok alapjan. A stripek
sorba allithsa a 3D HNCA és 3D HN(CO)CA spektrumokalapjan végezhed el, a 3D HNCACB
segitségével ellgfrizheté. A 3D HNCA és a 3D HNCACB spektrumon lathat6, hogyz egyméast megéké
stripeken az azonos jelek megtalalhatok (€és ¢ jelek).

A 2D H->N HSQC spektrumon az intenziv, Gigynevezett majoesacsicsok mellett
megfigyelhed néhany kis intenzitasu, minor keresztcsucs iskkdzil némelyiket sikertlt
asszignalni, amitl kiderult, hogy ezek a prolinokhoz kozeli aminoakwninor jelei. A prolin
ugyanis cisz- és transz-térallast egyarant felveldtansz a stabilabb, igy ez a gyakoribb,
tehat a major jelek a csak transz-térallasu prihhdartalmaz6é molekuldkban a prolinokhoz
kozeli aminosavak jelei, mig a minor jelek ciszat&sua prolint is tartalmazo prolinhoz kozeli

aminosavak jelei lehetnek.
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5.1.2. Az MIlA-fragmens rendezetlen voltanak bizéki

Az MIIA-fragmens rendezetlen térszerkdmetk bizonyult a mérések alapjan — erre tobb
egyertelnii bizonyiték van. A szekvencia alapjan is rendemetieerkezet varhato: ennek
kimutatasara az IUPred analizis alkalflag€bksl minden egyes aminosavra kaphaté egy
relativ szam, amely annak val6siggét jellemzi, hogy az adott aminosavnél rendezetl
szerkezdt a fehérje. A 0,5 feletti értékek esetén valdgzitmet a rendezetlen szerkezet.
Az analizis eredménye lathatd azabran.

A mérésekBl szerzett bizonyitékok a rendezetlenségre: d12°N HSQC spektrumon
a jelek kozel vannak egymashoz, mindkét dimenzidlsik tartomanyba esnek
(H-dimenziéban 0,554 ppm, N-dimenziéban 18,132 pplegnagyobb és legkisebb eltolodas
kilonbsége), valamint az eltolédas eértékek kozehnalt a random coil értékekhez
(ez részletesebben a masodlagos kémiai eltolédasdmzésénél olvashatd).
A 3D HSQC-NOESY spektrumban nagyon kevés Ugynetvémeg-range NOE-jel talalhato.
Ezek az adott aminosav amid H-jének a szomszédjéili K-ekkel adott keresztcsucsait
jelenti. A rendezetlen szerkezet esetében a maegambolyag szerkezet helyett nyujtott
szerkezdt, vagyis tavolabb vannak az egyes atomok egyméastéiit kevés a long-range
NOE-jel. A hbmérséklet-fliggés vizsgalata is alatamasztja a petideséget, ugyanis a
haromféle Bmérsékleten felvett 2D'H-"N HSQC spektrum jeleinek eltolédas értéke
linearisan valtozik a dmérséklettel. Ez azt jelenti, hogy nincs valtozasmasodlagos
térszerkezetben, ami vagy a rendezetlenségnek, vagyigen stabil masodlagos
térszerkezetnek lehet a kdvetkezménye (a nem kséingtabil térszerkezettel rendelkez
fehérjéknek valtozik a térszerkezete @miérséklet valtozasaval a le- és feltekeredés miatt,
ezért az eltolédasoknak nemlinearis @mirséklet-fliggése). Az d@oekkel Gsszevetve a

linearis lbmérséklet-fliggést jelen esetben a rendezetlereté&eszet magyarazza.

M — —_—N /
T~ T~ a4

— N

Rendezetlenségi valdsziniiség
o
‘m

YRKLQRELTEDATETADAMNREVSSLIKNIKTLRRGDTLPFVVPRRMAREK
Aminosavak
5. dbra: Az MIIA szekvencia alapjan torténs IUPred analizise. Az IUPred analizis azt mutatja rag, hogy
milyen valésziniséggel lesz rendezetlen egy szerkezet. A 0,5 félétték a rendezetlenséget valosziisiti az
adott régidban.
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5.1.3. A Bmérséklet-fliggés vizsgalata

A 283 K, 293 K és 303 Kdmérsékleten felvett 2EH-°N HSQC spektrumok egymasra
téve a6. abran lathatok. Nem minden egyes jel esetében egyéitehmgy melyik harom
tartozik 0ssze az atfedések miatt. A jelek nagyokdzénél azonban sikerllt egymashoz
rendelni a harom jelet, és ezek H-eltolédasairerest illesztettiink. Az illesztésRrtéke
minden esetben 0,998-nal nagyobb érték, tehatrisrek tekinthet a lbmeérséklet-figges.
Ez a korabbiak értelmében alatamasztja, hogy aAftdgmens rendezetlen térszerkézet
Az illesztett egyenesek meredekségei a szekveiiggvényében &. dbran szerepelnek. A
meredekség értékeket érdemes Osszevetni a hidi@debdl. Ehhez az Eisenberg-féle
hidrofobitasi indexéf hasznaltuk, amely vizsgalatban a szekvencia eqyjgl annal
inkabb hidrofob a fehérje, minél nagyobb pozititéki a hidrofobitasi index, és annal jobban
hidrofil, minél nagyobb negativ értéket vesz fdlidrofobitasi index. Ez is @ abran lathato
az MIIA-fragmensre vonatkozéan. A két diagramotzésstve latjuk, hogy abban a régidban
valtozik leginkabb a démérséklettel az eltolédas, ahol a hidrofobitasiemdidrofobnak
prediktalja a fehérjét (a P35 és P39 kozotti szakd&bldl valdszinisithet, hogy ezen régid
egyfajta hidrofob-mag kezdeménynek is tekinthetmelyre ugyan nem épul egyértéim
térszerkezet, de killshatasra (példaul komplexkégjmes esetén a kolcsdnhaté partner

hatasara) ez a rész hozzajarulhat a térszerkeakuiasanak kezdemeényezéseéhez.
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6. abra: A hémérsékletfiilggés vizsgalata: a 2BH-"N HSQC spektrum 283 K-en (kék), 293 K-en (zéld) és

linearis
hémérsékletfliggés lathatdé (a zold és piros jel kdzdtttavolsag megegyezik a kék és zold kozotti
tavolsaggal).

303 K-en (piros) felvéve.
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7. abra: Az amid H-eltol6dasanak lbmérséklet-fliggésére illesztett egyenes meredekségeszekvencia
fuggvényében (A), ahol meghatarozhat6. A meredeksglg ott a legnagyobbak, ahol hidrofébnak
prediktalja az Eisenberg-féle hidrofobitasi index B) a fehérjét, azaz a P35 és P39 kozotti régidbakz

tekintheté egy hidroféb mag-kezdeménynek is.
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5.1.4. A masodlagos kémiai eltolédas értekek

A térszerkezet vizsgalatahoz hasznos informaciotga#tatnak a masodlagos kémiai
eltolédéas értékek (secondary chemical shifts, idwedSCS). Ezeket a kovetkdeleképpen
lehet kiszamitani a kémiai eltol6dasokbol adottragsetében:

SCS=6m —Jre,
ahol 6, a mért eltolodas értékj. pedig a random coil, azaz tokéletesen rendezetlenn
tekintett fehérjében mért eltolédas érték. A randmih értéket kdzvetlenll nem lehet mérni —
ezt kiilonbd# moédokon szoktak kiszamolni. Jelen munkéban a Wistemtsdi altal leirt
médszert vettiik alapul (Braun és miS&diltal leirt korrekcié figyelembe vételével). Az SC
értékek a &, -, H-, H"- (amid H) és amid N-atomokra, valamintASCS (C — &)
értékek a szekvencia fliggvényébeB. @bran lathatok. Az SCS értékekbmegallapithato,
hogy a fehérje rendezetlen, ugyanis rendezett jieleéetében az SCS értékek atlagosan tébb
egység nagysagretiek (2-6 ppm kozotti erték), mig az MIIA-fragmens&ben atlagosan
1 ppm alattiak, vagyis a random coil értékekhezkézsnek.

Az SCS értékek elemzésgitkiderllt, hogy az MIIA-fragmens kozéfpségidjaban, az
Al11-R31 aminosavak kozti régibban mutat egyfajtazle€ges rendezettséget, amelyet
inherens helicitasnak hivhatunk. Az SCS értékekdmai©-, mind a ¢-, mind a H-atomokra
szamitva, valamint ebb kovetkeden a ASCS (C — ) értékek ebben a régiéban az
atlagosnal nagyobb abszolut éfték (C* és ASCS (G — ) esetében pozitiv, [Cés H
esetében pedig negativ éfiék). Ez arra utal, hogy ebben a régidhahélix szerkezet
folyamatos fel- és leépilése torténik dinamikusami ebremutat arra a szerkezetre, amelyet
a fragmens felvesz az S100A4-gyel képzett komplexbiez a jelenség arra enged
kovetkeztetni, hogy bizonyos esetekben a renderetiehérjek meégsem teljesen
rendezetlenek, hanem (legalabbis NMR segitségéieiutathatok bennik részlegesen
rendezett régiok, amelyek a komplexképesben felvett hatarozott térszerkezetre
hasonlitanak. Feltételezibetehat, hogy ekl a régidbdl indul ki a fragmens-hélix

szerkezetté alakulasa a komplexkigis soran.

21



ASCS(c-¢) () sSCs(C9)

m

SCS (HY)

0.0

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

02

0.4

os}

0.2

'UZVRIIIIEIEDIIEIII E I IIIGD!I!VIPIIMAIK
0.4

SCS (CP)

YRKLQRELEDATETADAMNREVSSLKNKLRRGDLFFNVERRMARK 0.6
0.8

-1.0

Aminosavak Aminosavak

0.10

O

0.05
0.00

SCS (He)

=
Sl L LR (T LIELLLY | e L | @
Wb .10, 25
II I pl I I II a II ] 015

YRKLQRELEDATETADAMNREVSSLKNKLRRGDLPFMVERRMARK 20.20

-0.25

Aminosavak Aminosavak

T

SCS(N)

K RREDLPFVVPRRMARK

bhrkrornwsao~N

YRKLQRELEDATETADAMIR!VSSLIIILRRGDLPFVVPRRMARI

Aminosavak Aminosavak

8. abra: Az MIIA-fragmens SCS értékei a C- (A), a C*- (B), a H- (D), a H'- (E) és az amid N- (F)
atomokra, valamint a ASCS (C-CP) értékei (C) a szekvencia fiiggvényében. Az A-D djeamokbdl
megallapithatd az inherens helicitas (dinamikusanel- és leépif hélixszerkezet) jelenléte a fragmens
A11-R31 kdzotti régiojaban.

5.1.5. A kilonbazmoédszerekben hasznalatos random coil-értékek \etsse

Az SCS-értékek kiszamitdsahoz tdbbféle random édiék hasznalatos, amelyeket
kilonbd® moédon kapnak meg. Ezek dsszehasonlitisa végetishab/ és mtsat*? a
Tamiola és mtséf, a Wang és mt&3 valamint a Schwarzinger és mfSailtal lefrt médszer
alapjan kiszamitottuk az MIIA-fragmens SCS értéked*-, -, H*, HY- és amid
N-atomokra). A kapott értékek a szekvencia fluggedeyn a9. abran lathatok. A
Schwarzinger-féle médszer nem hasznalhat8-at@nokra, ezért ebben az esetben nincsenek
SCS értékek. A diagramokbdl kidertilt, hogy egyeseadden némely mddszer eltér a tobibit
a C-atomokat tekintve a Wang-féle (sok esetben eltestéz dljele is) és a Matomokat
tekintve a Tamiola-féle (szintén sok esetben edteist az éjele) modszer. A Schwarzinger-
féle modszerben mind a “C mind a H-atomokra vonatkozéan érdekes médon az
aszparaginsav esetében a tobbi médsizietentsen eltés, kiugré értéket kapunk. AM és
N-atomok esetében nem egyezik mindenhol &glelde a tendencia igen hasonlé minden
modszer esetében. Azémlbeli kilonbségek egy konstanssal valo eltolasledletnek az
eredményei, ezért a tendencia fontosabb &zleél. Osszegezve megallapithatjuk, hogy az
altalunk hasznalt Wishart-féle mddszer megtelelinden atomra, mivel ezzel szamolva

minden esetben az atlagos értékek kordli értékamirkda
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9. abra: Négyféle random coil érték kiszamitasi méskerének dsszevetése: a Wishart-f&té? a Tamiola-
féle*® a Wang-félé* és a Schwarzinger-fél® modszerekkel kiszamitott SCS értékek az MIIA-fragnensre
a C%, C'-, H%, H"- és amid N-atomok esetében. Az &ltalunk hasznalt hart-féle médszer mindig az

atlagos értékek kézelében van, tehat megbizhatéamsenalhaté minden atomra.
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5.2. Az S100A4 vizsgalata

5.2.1. Az asszignacio eredménye

Az asszignaciét sikeresen elvégeztem. Az asszigfalttH-'"N HSQC spektrum a
10. abranlathatd, a haromdimenzids spektrumokbdl késztatiek egy-egy részlete pedig a
11. 4bran Teljes asszignaciéra nem volt szikség, ezértldalldncok esetében csak a
C-atomok eltolédasait hataroztam meg (ez is csakDa'H-">N HSQC keresztcstcsok
ebben az esetben sem adnak jelet a’RB°N HSQC spektrumon. A 3D CC(CO)NH
spektrumon egyes jelek (sok esetben ‘jel®@k) kis intenzitassal vagy egyaltalan nem
jelennek meg. A spektrumra jellethzhogy sokszor tébb jel egybe esik vagy nagyon kodze
van egymashoz. A 2EH-"*N HSQC spektrumon tébb jel van, mint amennyit a@B4d13
aminosav-szekvenciaja alapjan varnank. E néhama ¢alt szarmazhat az expresszié soran
keletkezett, a fehérje mellett az oldatban maradhsye# anyagbdl is, amelyeket a tisztitas
soran nem lehetett eltavolitani. Az S100A4 rendeZeszerkezetét mutatja az a tény, hogy
a 2D 'H-"N HSQC spektrumon mindkét dimenziéban sokkal seélestartomanyban
helyezkednek el a Kkeresztcsucsok, mint a rendezetMllA-fragmens esetében
(H-dimenziéban 3,746 ppm, N-dimenziéban 25,440 pplegnagyobb és legkisebb eltolddas

kilonbsége).
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10. 4bra: Az S100A4 asszignalt 2BH-""N HSQC spektruma. A kinagyitott részen az 6sszecsi(sjelek lathatok.
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11. abra: Az S100A4 asszignacidjanak S20-D25 kdzotészlete a 3D HNCA, 3D HN(CO)CA, 3D HNCO,
3D CC(CO)NH spektrumok alapjan. A stripek sorba alitdsa a 3D HNCA és 3D HN(CO)CA spektrumok
alapjan végezhet el. A 3D HNCA spektrumon lathatd, hogy az egyméasinegebzé stripeken az azonos
jelek megtalalhatok (C* jelek). A 3D CC(CO)NH spektrumon megfigyelhes, hogy a C-jelek gyakran nem

jelennek meg (a 3D HN(CO)CA spektrum alapjan varhab helyiik be van jeldlve a stripeken).
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5.2.2. A masodlagos kémiai eltolodas értékek &sl@pA4 térszerkezete

A spektrumok asszignacidja utan az S100A4 jelar&iszamitottuk az SCS értékeket
(12. &bran lathatok). Itt is a Wishart-féle médsZei® alkalmaztuk a random coil értékek
kiszamitasara. Ebben az esetben csaka@nokra és a karbonil C-atomokra (C’-atomokra)
kiszamitott SCS értékek informativak, ezért csakezerepelnek az abran. Az SCS értékek a
négy a-hélix (H1-H4) régiéjaban az atlagosnal nagyoblekéek (2-6 ppm), mig a koztes
régiokban akar negativ eriék is lehetnek. Az ily médon kijeloti-hélix-tartomanyok jol
egyeznek az irodalomban korabban leirt szerkezeleki

A C* és C’-atomokra kiszamitottuk a korabban leirtikndgrom mddszerrel is az SCS
ertékeket 3. abra) Megallapithatd, hogy rendezett szerkezet eseté@ildmb6d szamitasi
modszerekkel kapott random coil értékéklszamitott SCS értékek relevans médon nem
kilonbdznek egymastdl. Ennek oka lehet, hogy az ®@€kek abszolut értéke jéval
nagyobb, atlagosan tbbbszorése a rendezetlen geed®etén kapott SCS értékeknek, ezért a
random coil értékek kis kilonbsége kevésbé jelamygla rendezett esetben. Megjegyzend

hogy a Schwarzinger-féle modszer esetében az asgpsavnal ismét kiugrd eértékeket

- —GSHMACIPLEKALDVMVSTFHKVSIGK GDK KSELKELLTR LPSFLGKRT AFQKLMSNLlSIRINI ICNE
Aminosavak
| “llml‘ ‘..l L. ‘ ‘ ‘I.u A ‘ ||| “lllhlll
GSH AClPLEKALDVMVSTFHKYSI KE D K LLTRELPSFLGK D NLDSN D|IV FQEYCVFLSC\AMMC E

Aminosavak

12. &bra: Az S100A4 SCS értékei a € (A) és a C- (B) atomokra. A pirossal bekeretezett régiok a rgy
a-hélixet jelentik (H1-H4), amelyek hatarait a két dagram 0sszevetésditb hataroztunk meg. Az igy kijelolt
a-hélix régiok j6 egyezést mutatnak az irodalomban @r leirt térszerkezetekkef>*"*? (néhol van csak
néhany aminosav eltérés, ami az eltémérési kdrilményekre tekintettel kdnnyen értelmezbtd).
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13. abra Az S100A4 SCS értékei € (A) és C- (B) atomokra kiszamitva Wishart-félé*> a Tamiola-
féle®, a Wang-félé* és a Schwarzinger-fél€ mddszerekkel. A négy médszer ebben az esetben, &eh
rendezett fehérje esetén hasonl6 eredményt ad. Efneka lehet az is, hogy a random coil értékekben
megjelerd kulénbség jelentsen kisebb az SCS érték abszolut értékénél ebbenesetben.
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5.3. Az MIIA-S100A4 komplex vizsgalata

5.3.1. Az asszignacio eredménye

V4

3D HNCA, 3D HNCO, 3D CC(CO)NH). Ezekbaz amid H- és N-atomok mellett a C’- és
a C-atomok eltolodasait lehetett meghatarozni. A 3D(@Q)NH spektrum jelei néhol
nagyon kis intenzitdstak vagy nem jelennek meGatBmok jelei a szabad S100A4-hez
hasonléan gyakran nem jelennek meg)l4 &bran lathatd asszignalt 2BH-"N HSQC
spektrumon megfigyelhéta jelkettizodés, ami az aszimmetrikus komplex képesének
kovetkezménye. A homodimer két tagja (az A- és Bar®) ugyanis kilonbdz kémiai
kornyezetbe kerll, mivel az MIIA-fragmens két kithdazo régioja koddik a két kdbhelyre.
A cslicsok 1-91. k6zott az A-lanchoz, 91-182. kopétlig a B-lanchoz tartoznak. Néhany
aminosav nem jelenik meg a spektrumon, ezek jedoszirileg a komplexképiés
kovetkeztében kiszélesedtek (a vart, 6sszesenell@ kevesebb van a spektrumon). A jelek
nagy részét sikerult asszignalni, amelyiket nerokatztovabbi spektrumok felvételével lehet
egyértelnien meghatarozni a kélsbiekben. Az asszignaciét a szabad allapoti S100A4
eltolodasainak ismerete megkonnyitilB. abrana haromdimenzids spektrumokbdl készitett
stripek egy-egy részlete lathato, amelyek a két &gy parhuzamos szakaszabol késziiltek.
Az asszignacio egyik nehéz feladata a komplex bseatéhogy eldontsik adott
aminosavhoz tartozé jelpar esetében, hogy melyikozk az A-lanchoz és melyik a
B-lanchoz. Ez abban az esetben kénnyebb, amikdrjalék eltolédasai kiilénbéznek, akar
kis mértékben. Ekkor ugyanis az egymast kéaehinosavak egymashoz kotbletigy az egy
lanchoz tartoz6 aminosavak meghatarozhatok. A nookliés minden meg nem jetenagy
nem asszignalt aminosav esetében viszont megtdrila ¢dnc, ezért nem mondhato ki
egyértelnien, hogy a megfeléllanc-részleteket kapcsoltuk 6ssze. Tovabba sotbersea
C%jelek eltol6dasai is egybeesnek, ekkor még bizlagyabb, hogy melyik lanchoz melyik
jel tartozik. Ezekben az esetekben az irodalombéan értékek alapj&f dontéttem el, hogy
melyik l&nchoz tartozik az adott jel. Viszont agtmeg kell jegyezni itt, hogy az Elliott és
mtsai altal k6zolt asszignacié esetében sem deriidgyan dontétték el, hogy melyik jel

melyik lanchoz tartozik.
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14. &bra: A komplex 2D 'H-*N HSQC spektruma (A). Az A-lanc az 1-91. sorszAmU ekesztcstcsok
a B-lanc a 91-182. sorszdmu keresztcsucsok. Alulakad allapoti S100A4 (piros) és a komplexben lév

S100A4 (kék) egymasra illesztett 2BH-*N HSQC spektrumainak egy részlete lathat6 (B). A HQC jelek

a komplex aszimmetrikus volta miatt megketézédnek
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15. abra: Az S100A4 MIIA-fragmenssel alkotott kompéxbeli asszignacidjanak N65-V70 kozotti részlete
mind az A-, mind a B-lanc esetében (a bal oldali &bk az A-lanc, a jobb oldali dbrak a B-lanchoz
tartoznak). A mért haromdimenziés spektrumok: 3D HNCA, 3D HNCO, 3D CC(CO)NH. A 3D HNCA
spektrumon itt is lathat6, hogy az egymast megéé stripeken az azonos jelek megtalalhaték (Cjelek).
A 3D CC(CO)NH spektrumon megfigyelhe, hogy a C-jelek gyakran nem jelennek meg a szabad
allapotu S100A4 esetében tapasztaltakhoz hasonléan.
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5.3.2. A masodlagos kémiai eltolédas értekek @srlex térszerkezete

A komplexbeli S100A4 & és C'-atomjaira is kiszamitottuk a masodlagos ikém
eltolodas értékeket. A két lancot egy diagramonaZiltuk az aminosav-szekvencia
fliggvényében16A. és 16B. abra)lit is a Wishart-féle médszétt? alkalmaztuk a random
coil értékek kiszdmitaséara. A két lanc SCS értddkiziel esnek egyméshoz. A négy hélix
ebben az esetben is kimutathato az atlagosnal bagyGS értékrégiokban.

Erdemes megvizsgalni a szabad allapothoz képegntoraltozast a 2BH-"N HSQC
spektrum eltolodas értékeiben. Ezt a kovetkd@plet értelmében egy szammal lehet

jellemezni a H- és N-dimenzidk esetében:

A5 = \/[ 5(N komplex) - 5(N szabac)] ? + [017{ 5(H komplex) - 5(H szabac)}] ? '

Ezt ad5-értéket minden aminosavra kiszamitottuk mindkécia, és az aminosav-szekvencia

fuggvenyben abrazoltukL6C. abra). Ebksl megallapithatd, hogy a molekula C-terminalis
régioja szenved nagyobb kémiai koérnyezet-valtozastdkét lanc esetében, mivel az
eltolédasok ebben a régidban véaltoznak meg legrdgyoértékben. Ez teljes 6sszhangban
van azzal, hogy az S100A4-molekula &iglyét az L2 hurok, a H3 és a H4 hélixek képezik,

tehat az MIIA-fragmens is ide kiitik mindkét lanc esetében.
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16. abra: Az S100A4 MIIA-fragmenssel alkotott kompéxbeli két lancara szamitott SCS értékek az
aminosav-szekvencia figgvényében a*C(A) és a C'- (B) atomokra. A C abran az amid H- & amid
N-atomokra vonatkozé Osszesitett eltolodas-valtoz&stékek lathatok mindkét lancra. A HSQC jelek a
kétéhelynél, azaz az L2 hurok, H3 és H4 hélixnél valtomk meg leginkabb a komplex képédése miatt.
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6. Osszefoglalas

Az S100A4 egy kalciumkét homodimer fehérje, az S100 fehérjeék csaladjabdl.
A nemizom-miozin IlA-val alkotott intracellularisoknplexe feltételezhéen kulcsszerepet
jatszik a tumor metasztazis kialakuladsaban. Munkéaakan ezt a komplexet vizsgaltuk
NMR-rel. A nemizom-miozin IIA egy 45 aminosavbéldpiils *C-"N-jelolt és°N-jelolt
fragmenséil (MIIA), majd a szabad allapotd®C-"N-jelélt S100A4d13 molekulardl
(az S100A4 C-termindlis véd#r 13 aminosav levagasaval készilt fragmens), végul
a *C->N-jelslt S100A4d13 jeldletlen MIIA-val alkotott kophexéil vettiink fel 2D és 3D
heteronuklearis NMR-spektrumokat, amelyeket assdigm. Mindegyik esetben
kiszamitottuk a masodlagos kémiai eltolodas értekEkCS) is kulonbdzatomokra.

a 2D 'H-™N HSQC spektrum &mérséklet-fliggésének vizsgélatabdl egyérieim
bizonyithatd, hogy ez a 45 aminosavbdl felépiihgmens IUP-fehérje, azaz rendezetlen
térszerkezét — a szekvencia alapjan varhaté médon. Az SCS ektélemzése ramutatott,
hogy a fragmens kozépgaz A11-R31 aminosavak kozotti) régiojaban inhsreelicitas,
azaz dinamikusan fel- és leéfiit-hélix szerkezet mutathaté ki, amidetmutat az MIIA
komplexben felvett térszerkezetére. Ez a jelenggdgndag a rendezetlen szerkéziethérjek
korében, amely csak NMR-rel vizsgalhato.

Az SCS értékek kiszamitasahoz tébbféle médon ddjfaki az irodalomban a random
coil eltolodasi eértékeket. Ezek kozul tobbet Oserettiink, és arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az altalunk hasznalt Wishart-félédszer megbizhato.

Az S100A4 asszignaciojat is elvégeztem. Az eltabdtéés az SCS értekek elemzédéb
kimutathatd, hogy ez rendezett térszerkiezet az irodalombdl ismert térszerkezetében
szerepd négya-hélix is kimutathato.

Az S100A4 MIIA-fragmensével alkotott komplexe sztika mddon aszimmetrikus
komplex, tehat az S100A4-homodimer két lanca egiekuta MIIA-val alkot komplexet.
Emiatt a két lanc eltérkémiai kérnyezetbe keril, és ezt az NMR egyérieimkimutatja:

a 2D H->N HSQC spektrumon megkémidnek a jelek. Ezen jeleket is asszignéltam
munkam soran. A komplexkidés helyét is kimutattam az eltolodas értekek
megvaltozasainak elemzegéb

Az asszignaciok eredményesek voltak, tehat ezgléaleel tudjuk kezdeni a dinamika
vizsgélatat, ami a komplex kéfeséél és szerkezetdr Ujabb informéaciokat fog

szolgéaltatni.
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7. Summary

S100A4 is a homodimeric calcium-binding proteimireche family of S100 proteins. Its
intracellular complex formed with nonmuscle myolh plays a key role in the development
of tumor metastasis. In the present study we inyat&td the properties of this complex by
NMR spectroscopy. 2D and 3D heteronuclear NMR speuft a 45 amino acid fragment of
nonmuscle myosin IIA (MIIA), the S100A4 moleculedathe complex of labeled S100A4
with unlabeled MIIA were recorded and were subsatiyeassigned. Based on the full
assignment of the MIIA fragment, the analysis otoselary chemical shifts and the
temperature dependence of the 2D*N HSQC spectrum, it is unambiguously shown that
this 45 amino acid fragment is unstructured in sotu Examination of the SCS values
indicated that the central stretch of the fragn{antino acids A1l to R31) possesses inherent
helicity manifesting in dynamical build-up and kkdawn of alpha-helical structure, which is
indicative of its structure in the complex formedhwS100A4. We have also carried out the
comparison of different random coil parameters usedhe calculation of the SCS values.
Analysis of the chemical shifts from the assignmeinthe S100A4 spectrum and the SCS
values revealed that this protein has a distintiaty structure, and the four alpha-helices
known from the published structure were fully regol. The complex formed by S100A4 and
MIIA is surprisingly an asymmetric one in the setisat the two chains of the homodimeric
S100A4 form a ternary complex with a single MIIA lecule. Therefore the two chains are in
different chemical environments, what is unequillgcalemonstrated by NMR: signal
duplication can be seen in the 2B->N HSQC spectrum. These signals were also assigned
in the present work. The location of complex fonmatis also revealed from the analysis of
the chemical shift changes. On the basis of theg@ms®ent the investigation of protein
dynamics can be undertaken, which will provide Hart insight into the mechanism of

complex formation and the structure of the comptermed.
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