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I.  Osszefoglalé

Diszulfidhid-stabilizalt Trp-kalitka minifehérjék vizsgalata
NMR spektroszkopiaval

Koltai Andras, vegyész mesterszakos hallgato

ELTE Szerkezeti Kémia és Bioldgia Laboratorium

Témavezetd:  Prof. Perczel Andras, egyetemi tanar
ELTE Szerves Kémiai Tanszék

Kutatocsoportunk a kozelmultban els6ként tervezett és allitott el olyan Trp-kalitka
minifehérjéket, melyekbe a belsé mozgékonysag redukaldsa és a szerkezet stabilizaldsa
céljabol diszulfidhid kertilt beépitésre.

Munkam soran a diszulfidhid szerkezetstabilizald hatasat, illetve a diszulfidhid redukciojanak
hatasara bekovetkezd szerkezeti és dinamikai valtozdsokat vizsgaltam NMR spektrosz-
kopiaval.

A vizsgélt minifehérjék:

H2 AV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS
H2_SS CV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPC
H5 EEEAV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS
H5_SS EEECV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPC

A H5 szerkezetének stabilizdldsa céljabol, a konformécid megtartdsaval diszulfidhid keriilt
beépitésre, ami varakozasunknak megfelelden stabilizalta a szerkezetet. Meglepé modon a
diszulfidhid redukcidjaval nem kaptuk vissza az eredeti HS szerkezetét, hanem annal
valamivel stabilabb molekuléahoz jutottunk.

Ennek tovabbi tanulmanyozdsa céljabol a - mar alacsony hdmérsékleten is igen erdsen
destabilizalt - H2-be is diszulfidhidat épitettiink be. A szerkezet, amit kaptunk, minimalisan
még a H5 SS ox-ndl is stabilabb.

A redukcioval kapott H2 SS_red-t6l azt vartuk, hogy a H2-h6z hasonld, am ezen varakoza-
sunk nem teljesiilt, ugyanis annal 1ényegesen stabilabb, kompaktabb molekulahoz jutottunk.

A szerkezetek elemzése soran megallapitottam, hogy a Trp-Kalitka-jelleg és a szerkezet rende-
zettsége, kompaktsaga alapjan a kovetkezd sorrend allithato fel.

H2 <<< H2_SS red = Tc5b =~ H5 < H5_SS red < H5_SS_ox < H2_SS_ox
A ciszteinek tehat a diszulfidhid redukcioja utan is nagymértékben stabilizaljak a szerkezetet.
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I1l. Bevezetés

Az €16 szervezetekben végbemend biokémiai folyamatok tilnyomoé tobbségében - legyen az
hasznos vagy éppen nemkivanatos folyamat - kulcsfontossagu szerepiik van a kisebb-nagyobb
peptideknek és fehérjéknek. Az orvos-, és élettudomanyok fejlddésének és a gyogyitas Uj
utjainak felfedezésének megkeriilhetetlen szerepléi a fehérjék. A biokémiai folyamatok
molekuléris szinten valdo megértéséhez, €s kiilondsen ezek befolydsolasanak megtanuldsdhoz
feltétlentil sziikséges a fehérjék mitkodésének megértése.

A jelenleg alkalmazott kismolekulds gyogyszerek hatasa a legtobb esetben nem megfeleléen
specifikus, ebbdl kifolyolag hatékonysaguk korlatozott, mellékhatasaik sulya pedig megkér-
dojelezhetetlen. Ezzel szemben a fehérje-fehérje kdlcsonhatas rendkiviil magas foku specifi-
tast tesz lehet6vé. Napjainkban egyre jelentdsebb erdfeszitések torténnek a peptid és fehérje
hatéanyagok fejlesztése és gyakorlati alkalmazasa terén. Ezen folyamat kiteljesedéséhez elen-
gedhetetlen az un. raciondlis fehérjetervezés, mely egy adott biologiai funkciot ellatni képes
fehérje tervezését jelenti. Ehhez azonban sziikséges mind a szekvencia-szerkezet, mind pedig
a szerkezet-funkci6é Osszefliggések ismerete. A fehérjetervezéssel és fehérje térszerkezet-
vizsgalattal foglalkozé alapkutatas egyik legfontosabb célkitiizése annak megismerése, hogy a
szekvencia és annak tudatos valtoztatdsai miként befolyasoljak egy adott fehérje térszer-
kezetét, stabilitdsat és dinamik4jat, végsd soron a megfeleld biokémiai reakcidpartnerrel valo
kolcsonhatasat. Ezen a téren széleskorii ismereteink vannak elsdsorban a méasodlagos szerke-
zeti elemek szekvencia-fiiggésére vonatkozoan, a harmadlagos szerkezetet befolyasolo szek-
vencidlis hatdsok azonban kevéssé ismertek.

Altalanos szekvencia-szerkezet 6sszefiiggések megallapitasara és tanulmanyozasara elterjedt
az un. minifehérjék vizsgalata. Ezek olyan, néhanyszor tiz aminosavbol allo polipeptidek, me-
lyeket fehérjének neveziink, hiszen jol definialt harmadlagos szerkezettel rendelkeznek. Ezen
egyszerli modellrendszereken jol tanulméanyozhatéak azon hatasok, melyek a ,,valodi” fehér-
J€k szerkezetét és stabilitasat is meghatdrozzak. A leggyakrabban tanulméanyozott minifehér-
jék kozé tartoznak a minddssze 20 aminosavbol felépiilé TcSb, és szarmazékai, a Trp-kalitka
fehérjék. Ezek jelentdségét az altalanos jellegli vizsgélatok lehetdségén tul az adja, hogy a
Tc5b alapjaul szolgélo, azzal rendkiviil szoros szerkezeti és szekvencidlis rokonsagot mutatd
Exendin-4 szintetikus valtozata, az exenatid Byetta néven forgalomban 1év6 gyogyszere a
kettes tipusu diabétesznek. Csakhogy az Exendin-4 sajnos szamos mellékhatassal bir, emiatt
szerteagazo kutatasok folynak olyan Trp-kalitka eléallitasara, mely a megfelel6 receptorhoz

vald jobb kotédése folytan nagyobb hatékonysag mellett kevesebb mellékhatast okoz.



IV. Irodalmi el6zmények

1. Minifehérjék és a fehérjetervezés
A minifehérjék olyan, természetes aminosavakbol felépiilé polimerek, melyeket csupan
méretiik alapjan egyértelmiien polipeptidnek tekinthetnénk, hiszen csak néhanyszor tiz
aminosavbol allnak. Ennek ellenére fehérjének nevezziik dket, ugyanis mindazon szerkezeti
tulajdonsagokkal rendelkeznek, melyekkel egy ,,igazi”, tobb szdz, vagy tobb ezer amino-
savbol 4llo fehérje: nem csupan masodlagos szerkezeti elemek figyelhetéek meg benniik,
hanem jol definialt, stabil harmadlagos szerkezettel rendelkeznek, mely vizes oldatban - kvazi
fiziologias koriilmények kozott - mas fehérjékkel vald kdlesonhatas nélkiil alakul ki.
A minifehérjék tehat olyan, egyszerti modellrendszerek, melyeken mindazon hatdsok és
folyamatok tanulmanyozhatdak, melyek a természetes fehérjék feltekeredését, szerkezetét,
stabilitasat, dinamikajat, végs6 soron bioldgiai funkcidjat befolyasoljak. Annak, hogy egy-
szerli modellrendszereket vizsgalunk, egyrészrdl technikai okai vannak. Kiiléndsen igaz ez az
NMR spektroszkopiai vizsgalatok esetében, ugyanis az NMR spektroszkopiaval vizsgalhato
mérettartomany erdsen korlatozott, raadasul a molekula méretének novelésével egyre bonyo-
lultabb technikédkat kell alkalmazni, ezaltal mind a koltségek, mind a humdanerdforras-igény
exponencialisan nének.
Masfelol viszont egyszerti modellrendszerek esetében konnyebben elkiilonithetéek a kiilon-
b6z6 hatasok, és igy apro szekvencidlis valtoztatdsokat eszkozolve egyértelmiien azonosithatd
azok kovetkezménye.
A minifehérjéken megfigyelt osszefiiggések jol alkalmazhatoak nagyobb rendszerek vizsga-
lata soran is, illetve alapul szolgalhatnak a racionalis fehérjetervezéshez.
A fehérjetervezés olyan eljaras, melynek soran adott szerkezeti tulajdonsagokkal - hosszabb
tavon pedig adott bioldgiai funkcidval - rendelkezd fehérjeszekvenciat alakitunk ki.
A fehérjetervezésben alapvetden kétféle vezérld elv figyelheté meg. A redesign fehérje-
tervezeés soran meglévo, altalaban természetes eredetli, vagy természetes eredetii fehérjekbol
kialakitott molekuldkat vesznek alapul, és ezekben pontszerli szekvencialis modositasokat
eszkozolve igyekeznek elérni a kivant szerkezeti hatast. Ez tehat egy soklépéses folyamat,
melynek soran minden modositds hatdsat meg kell vizsgalni, eldonteni, hogy az kedvezd,
semleges, vagy kedvezétlen a kitizott cél szempontjabol, majd ennek tiikrében tovabbi

modositasokat végrehajtani.



A masik eljaras a de novo design, melynek soran az ismert szekvencia-szerkezet Gsszefiig-
gések és az aminosavak szerkezetének, toltéseloszlasanak birtokaban ab initio szamitasokon
alapul6 eljarassal hatarozzak meg a sziikséges szekvenciat.

Ertelemszertien a két eljaras nem zarja ki egymast. A sikeres fehérjetervezéshez a preparativ
tevékenység, a miuszeres szerkezetkutatds, a szamitdogépes modellezés és a biologiai

vizsgalatok dsszehangolt egyiittesére van sziikség.
2. Az Exendin-4 és a Trp-kalitka

Neidigh és mts. a Gila monster viperagyik nyalabdl izolalt 39 aminosav hosszii Exendin-4
fehérje [1] csonkolasaval és modositasaval allitottak eld a legkisebb minifehérjét, mely mind-
Osszesen 20 aminosavbdl all, ennek ellenére jol definialt harmadlagos szerkezettel rendel-
kezik: egy a-hélix, egy 3i10-hélix és egy poliprolin-II hélix burkolja a szerkezetet stabilizalo
hidrofob magot, mely egy, a molekula belsejébe temetett Trp-oldallanc koré szervezdédik. Ezt
a jellegzetes harmadlagos struktarat Trp-kalitkanak (Trp-cage) nevezték, és a fehérje neve is
ebbdl szarmazik: TcSb. [2] A szerkezetet tehat alapvetden a hidrofob kodlesonhatas alakitja ki,
ugyanakkor rendkiviil nagy szerepe van a szerkezetet stabilizalo Asp-Arg sohidnak is. [3]

Az Ex-4 szekvenciaja: HGEG TFTSD LSKQM EEEAV RLFIE WLKNG GPSSG APPPS.
A Tc5b szekvencidja: NLYIQ WLKDG GPSSG RPPPS.
A Tc5b rendkiviil kis mérete és stabil
szerkezete miatt széles korben elterjedt
modellrendszer a  fehérjék  térszerkezet-
vizsgélataval foglalkozok korében, ennek
eredményeképp mara  szamtalan  Tc5b
szarmazék ¢és ezek szerkezete vagy éppen

rendezetlen volta szerepel az irodalomban.

Ezeket a szarmazékokat nevezziik Trp-kalitka

1. abra: Az Exendin-4 2. abra: A Tc5b

minifehérjéknek.

Kutatocsoportunkban nagy hagyomanya van a Trp-kalitka tanulmanyozasanak, ennek soran
az elmult években sok ) mutans, valamint ezek szerkezete és dinamikéja keriilt leirasra.
Csoportunkban a Tc5b szerkezetstabilizald sohidjanak szerepét mar sokat vizsgaltak, ennek
soran el6bb a 9-es helyzeti Asp-at Glu-ra cserélték, ezaltal a hosszabb oldallanc és a hidrofob
mag kozott kolesonhatast alakitottak ki, valamint a so6hid létrejottéhez sziikséges toltott cso-
portok is kozelebb keriilhettek egymashoz. [4] Az igy létrehozott fehérje a Tcob, melynek

szekvenciaja: NLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS.



Késoébb a sohid szerepének vizsgalatat a beépitett metilén-csoport helyzetének szisztematikus
valtoztatasaval és a pH-fliggés tanulmanyozasaval folytattak. [5]

Csoportunkban a kdzelmultban elvégezték a Tcob-bdl az Exendin-4 felé vezetd lanchosszab-
bitast 1épésenként, minden egyes aminosav beépitése utan térszerkezet-vizsgalatot, és tobb
esetben dinamikai vizsgalatot is végezve. Az igy 1étrehozott ,,hosszabbitott” Trp-kalitka mini-
fehérjék neve H1, H2, H3 ... H19 aszerint, hogy a Tc6b szekvencidjanal hany aminosavval
hosszabb az adott molekula. [6]

V. Elméleti hattér

1. Fehérjék térszerkezet-vizsgalata
Fehérjék térszerkezet-vizsgalata sordn alapvetden vagy globdlis térszerkezeti informaciot,
vagy atomi felbontdsu szerkezetet keresiink. E16bbi célnak kivaléan megfelel a csoportunkban
is rutinszeriien alkalmazott CD spektroszkopia, melynek segitségével gyorsan, egyszerlien €és
alacsony koltségek mellett informaciot kaphatunk a fehérjében megtalalhaté masodlagos szer-
kezeti elemekrol, valamint ezek aranyarol. Emellett mas optikai spektroszkopiai eljarasokat is
alkalmaznak hasonlod célra, ezek koziil az IR spektroszkopia emelkedik ki. [7]
Ha a fehérje térszerkezetét atomi szinten szeretnénk vizsgdlni, vagy egyszeriien csak annak
eldontése a cél, hogy a CD spektroszkopiaval kimutatott masodlagos szerkezeti elemek hol
helyezkednek el a molekuldban, akkor alapvetden két technika all rendelkezésre: a Rontgen-
krisztallografia és az NMR spektroszkopia.
A Rontgen-krisztallografias vizsgalatok soran a fehérjébdl egykristalyt novesztenek, és ezt
Rontgen-diffrakcios eljarassal vizsgalva a szerkezetnek megfeleld diffrakcids képhez, majd
elektronstirtiségi térképhez jutnak, ennek finomitasaval pedig meghatarozzak az atomi koordi-
natakat. A modszer vitathatatlan elénye az NMR spektroszkdpidval szemben, hogy Iénye-
gesen nagyobb rendszereket lehet vizsgalni. Hatranya viszont egyrészt, hogy a fehérjébdl
kristalyt kell noveszteni, ami viszonylag nagyobb mennyiségi, tiszta mintat igényel, rdadasul
az egykristaly kialakuldsa egyaltalan nem torvényszert, a kisérletek sokszor eredményteleniil
végzddnek. A masik hatrany, hogy a fehérj¢k a természetestdl alapvetden kiilonbozd
allapotban, kristalyracsban vizsgalhatdak, és - noha az elmult idében szamos olyan esetet irtak
le, amikor a kristalyracsba diffundaltatott szubsztrat atalakulasat az enzim Kkristalyos
allapotban 1is képes volt katalizdlni - a kristalyrdcsban kialakuld térszerkezetbél nem
kovetkeztethetlink fenntartasok nélkiil az oldatbeli szerkezetre.
Ezzel szemben az NMR spektroszkopia nagy elénye, hogy a fehérjéket tetszdlegesen

adalékolt vizes oldatban mérhetjiik, és igy lehetdség adodik kvazi fiziologias koriilmények
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kozott valdo mérésre is. Emellett tobbek kozott az olddszer, illetve a hdmérséklet valtozta-
tasdnak, vagy kiilonb6z6 sok hozzaadasanak a térszerkezetre gyakorolt hatasat is megfigyel-
hetjiik. Ugyanigy befolyasolhatjuk a térszerkezetet az oldoszer polaritdsanak valtoztatasaval.
Ertelemszertien polarisabb olddszerben jobban érvényesiil a molekulan beliil a hidrofob
kolcsonhatéds, és ez tokéletesebb feltekeredést eredményezhet. Kozismert, hogy az oldo-
szerhez TFE-t adagolva a helicitas n6. A Trp-kalitka is sokkal rendezettebbé, stabilabba valik
TFE hatésara.
Az NMR hatalmas elonye ezen tilmenden, hogy lehetové teszi dinamikai mérések elvégzését,
mialtal informaciot nyerhetiink a fehérje dinamikajarol, illetve mozgékonysagardl is. Ugyan-
akkor az NMR spektroszkdpia hatranya, hogy csak 1ényegesen kisebb rendszerek vizsgalatara
nyilik lehetdség, atomi felbontast pedig csak egészen kicsi modellrendszereken lehet megalla-
pitani.

2. Fehérjék vizsgalata NMR spektroszkopiaval
Mivel az NMR alapjelenségre ¢és az alapvetd6 NMR alkalmazasokra vonatkozéan ma mar
mind angol, mind magyar nyelven kivalé6 munkék allnak rendelkezésre, én ezek ismeretét
feltételezem. [8] Ugyancsak ismertnek veszem a 2D és 3D NMR spektrumok felvételének
elméleti hatterét és modszereit, valamint a jelhozzarendelés szabalyait, elsdsorban azért, mert
ezt az elmult években kutatdcsoportunk tobb tagja is részletesen leirta magyar nyelvii mun-
kaiban. [9] [10] [11]
A kismolekulas NMR vizsgalatok soran rutinnak szamito 1D 'H és BC technikak fehérjék
esetében nem alkalmazhatéak, mivel a rendkiviil nagyszdmu jel koziil sok hasonlé kémiai
eltolodasnal jelentkezik, egymassal nagymértékben atfednek, €s igy a jelhozzarendelés
(asszignacio) lehetetlen. A fehérjék NMR spektroszkopiai vizsgalata soran 1D spektrumokat
leginkabb az esetleges valtozasok kovetésére és a szerkezet allandosaganak ellenérzésére
hasznalunk.
Az asszignaciot az teszi lehetdvé, ha tobbdimenzids spektrumokat vesziink fel. Ezek koziil
leggyakrabban homonuklearis 2D spektrumokat — [‘H-'H]-COSY, ['H-'H]-TOCSY és
[*H-"H]-NOESY — hasznalunk, ezek alapjan ugyanis kisebb fehérjék teljes jelhozzarendelése
(valamennyi 'H mag kémiai eltolodasanak megallapitasa) elvégezhetd. A spektrumbol nyert
informaci6 egyrészt a gerincatomok kémiai eltolddasa, melybdl kovetkeztethetlink az adott
szakaszt jellemzé masodlagos struktirara vagy rendezetlenségre, masrészt a spektrumban
asszignalt NOESY csticsok alapjan felallitott tavolsag jellegli kényszerfeltételek felhasz-

nalasaval lehetdségiink van az atomi struktira meghatarozésara.
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Bizonyos esetekben a fenti harom spektrum felvétele nem elegendd. Ez egyrészt akkor fordul
eld, ha a jelek atfedése miatt az asszignacié 2D spektrumok alapjan sem oldhatd meg, és
emiatt sziikségessé¢ valik egy harmadik dimenzio szerinti felbontés. llyenkor a harmadik
dimenzi6 altaldban a *°N, tehat leggyakrabban TOCSY-[*°*N-"H]-HSQC és NOESY-["°N-'H]-
HSQC spektrumokat vesziink fel. A masik eset az, ha dinamikai vizsgalatokat szeretnénk
végezni, akkor [*°N-'H]-HSQC spektrumokat kell feldolgoznunk. Az asszignacié elvégezheté
a 3D spektrumok alapjan, vagy szerencsés esetben ugy is, hogy a homonuklearis
spektrumokon asszignalt HN eltolodasok alapjan asszignaljuk a 2D-s [*°N-"H]-HSQC spekt-
rumot. Ezen technikdk hatranya azonban, hogy mig a homonukledris spektrumok felvételéhez
megfeleld a természetes izotopeloszlasnak megfelelé minta, ezek felvételének feltétele a *°N
jelolt minta, amely azonban csak izotopjelolt taptalajon, expresszioval allithato eld, ez pedig
igen koltségessé teszi a vizsgalatot.
Specidlis esetekben olyan mérések elvégzése is sziikséges lehet, amelyekhez Be jelolt
mintdra is sziikkség van, ez azonban értelemszeriien a koltségeket is rendkiviili mértékben
megnoveli.
Itt ragadom meg az alkalmat, hogy ismét kiemeljem a minifehérjék rendkiviili jelentdségét.
Ezek ugyanis kis méretiiknél fogva lehetdvé teszik a homonukleéris spektrumok alapjan valo
teljes asszignaciot, ezaltal a bonyolultabb mérések €s a 1ényegesen dragabb izotopjeldlt minta
eléallitdisa melldzhetd. TeSb szarmazékok szerkezetének meghatarozésdhoz egyaltaldn nin-
csen sziikség heteronuklearis spektrumra, igy izotopjeldlt mintat csak akkor kell eléallitani, ha
dinamikai vizsgalatokat is végziink.

3. NMR spektrumok asszignacidja
Az NMR spektrumok asszignacidja (jelhozzarendelés) mar egészen kisméretli minifehérjék
esetében is rendkiviil hosszadalmas és bonyolult feladat, mely egyaltalan nem mechanikus, és
mindenképp emberi munkat igényel. Noha szamos olyan kisérlet tortént, mely a folyamat
automatizalasara alkalmas szoftver fejlesztését tlizte ki célul, a gyakorlatban széles korben
alkalmazhaté megoldas nem ismert. [12] [13] [14] [15] [16]
Az asszignacié soran tobb, ugyanazon mintarol, idében kozvetleniil egymdas utdn felvett
spektrumot hasznalunk, melyekben az egyes magok kémiai eltolodéasai értelemszeriien meg-
egyeznek, az egyes spektrumok azonban mas-mds informaciot hordoznak. Mig bizonyos ese-
tekben elegendd a jelek egy részének - leggyakrabban a gerincatomok jeleinek - hozza-

rendelése, mas esetekben a spektrumban megjelend valamennyi cslics azonositasa sziikséges
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lehet. A térszerkezet-szamolas feltétele a NOESY spektrum valamennyi csicsanak asszig-
nacidja.

4. Fehérjék térszerkezetének vizsgalata NMR mérések alapjan
A fehérjék NMR spektroszkopiaval vald térszerkezet-vizsgalatanak tobb modszere 1étezik.
Mar a gerincatomok eltolddasaibdl sok informacidhoz juthatunk. Az egyes aminosavakat
altalaban a gerincatomok masodlagos kémiai eltolodasaval (CSD, Chemical Shift Deviation)
jellemezziik, melyet ugy kapunk, hogy a spektrumban asszignalt kémiai eltolodasbol kivonjuk
az Un. random coil referencia eltolodast. Ezek irodalmi adatok, melyeket kiilonboz6é kortil-
mények kdzott mérve, néhany aminosavas rendezetlen peptidekben, altalaban GGXGG penta-
peptidekben hataroztak meg, ahol X jeloli a vizsgalt aminosavat. [17] [18]
A masodlagos kémiai eltolddasok alapvetden drulkodnak az adott aminosav kémiai kdrnye-
zetérSl, ami természetesen a lokalis szerkezet fiiggvénye. Igy a rendezetlen fragmensekben a
masodlagos kémiai eltolodasokban semmilyen tendencia vagy extrém érték nem figyelhetd
meg, mig a masodlagos szerkezeti elemeket felépité aminosavak esetében valamilyen tenden-
cia mutatkozik. Rendkiviil informativ lehet egy-egy kiugrd érték is, hiszen ez valamilyen
kiemelkedden szokatlan kémiai kornyezetrdl tanuskodik. Példaul a Tcbb G11 esetében
megfigyelhetd, hogy a két Ha kémiai eltoloddsaban, és igy CSD értékében hatalmas kiilonb-
ség adodik. Ennek oka, hogy az egyik atom a térben kozeli Trp-oldallanc aromas arnyékolasi
kapjaban helyezkedik el, a masik viszont kevésbé részesiil ebben a kdlcsonhatasban. Ez az
eltolodas-kiilonbség annyira jellemzd a Trp-kalitkdra, hogy pusztan ennek ismeretében nagy
biztonsaggal kovetkeztethetlink a fehérje rendezettségének mértékére.
Léteznek olyan algoritmusok is, melyek a kémiai eltolodasok alapjan becslést adnak a mole-
kuldban eléforduld masodlagos szerkezeti elemekre és ezek elhelyezkedésére. Ilyen eljara-
sokkal azonban a harmadlagos szerkezetre legfeljebb kozeli analdgiak ismeretében kovetkez-
tethetiink. Ilyen a fenti példa a Trp-kalitkaban.

5. Térszerkezet-szamolas NMR mérések alapjan
Mig a masodlagos kémiai eltolodasok alapjdn csupan a masodlagos strukturelemekre kovet-
keztethetiink, szerkezetszamolds Utjan atomi felbontast hatarozhatunk meg, ily modon a
masodlagos szerkezeti elemek relativ térbeli helyzetét, azaz a harmadlagos szerkezetet is
megismerhetjiik.
Az NMR spektrumokon alapulé szerkezetszamolas elvi alapja, hogy a NOESY spektrumban
asszignalt csticsok mindegyike megfeleltethetd egy-egy tavolsag jellegli kényszerfeltételnek.

Ennek jelentése, hogy a keresztcsucsot adé atomok térben ,,kozel” vannak egymashoz. Ez
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szamszertien elsd megkozelitésben 5 A-6t, vagy annal kisebb tavolsagot jelent, azonban a
mérési paraméterek €s a jel nagysaganak fliggvényében a pontos tavolsag ettdl kis mértékben
eltérhet.
A szerkezetszamoléas soran a spektrumban asszignalt csucsok alapjan létrehozott kényszer-
feltétel-lista alapjan keresilink olyan szerkezetet, amely valamennyi kényszerfeltételnek meg-
felel. Mivel az atfedd jelek miatt a csucsok asszignicidja sok esetben nem egyértelmii, a
szerkezetszamolds egy iterativ folyamat, melynek soran az asszignaciot 1épésrdl 1épésre kis-
mértékben tokéletesitjiik. Ezt az eljarast addig folytatjuk, amig olyan szerkezethez nem
jutunk, amely megfelel a spektrum altal prediktalt kényszerfeltételeknek.
Ha a spektrumban nem tudtunk elegendd kényszerfeltételt asszignalni, nem fogunk egyértel-
mi szerkezethez jutni, ez esetben a fehérjénk rendezetlen, vagy legalabbis erésen desta-
bilizalt.

6. Dinamikai mérések
Az NMR spektroszkopia vitathatatlan elénye a masik, atomi felbontast nyujté6 modszerhez, a
Rontgen-diffrakciohoz képest, hogy nem pusztan a rendszer pillanatképét vizsgalhatjuk,
hanem az id6, mint dimenzio is rendelkezésiinkre all, és lehetdségiink nyilik kiilonféle, idében
lejatsz6do események vizsgalatara. Ennek kiilondsen nagy jelentdsége van a makromolekulak
esetében, hiszen ezek olyan belsé konformaciés mozgasokkal rendelkeznek, melyek
szerkezetiiket, és igy kiilonféle tulajdonsdgaikat alapvetden valtoztatjadk meg.
Fehérjék dinamikéjat tobb megkdzelitésbdl vizsgalhatjuk, ezek koziil a legalapvetdbb, és
legelterjedtebb az Gn. gerincdinamika-vizsgalat, mikor az oldallancok konformaci6jatol
eltekintlink, és csupan a peptidgerinc belsd mozgésait vizsgaljuk. Azt tudjuk tehat
feltérképezni, hogy a fehérje gerincének mely szakasza mennyire végez mozgésokat az adott
id6skalan. Tobbnyire megkiilonboztetiink un. gyors és lassi mozgasokat. E16bbi igen gyakori,
ps-ns iddskalan lejatszodd mozgds, utdbbi, a ps-ms iddskalan vald mozgas azonban
lényegesen ritkabb, ugyanakkor kulcsfontossagu informaciokkal szolgalhat a molekula fel-, €s
letekeredésérdl, kiillonbozo f6 konformerek kozti atalakulasarol.
A fehérjék dinamikai vizsgalata tobb szempontbdl is nehézkes. Egyrészt feltétleniil
izotopjelolt mintara van szikkség, ami a koltségeket értelemszerlien sokszorozza.
Legegyszeriibb esetben is BN jelolt minta sziikséges, melyben valamennyi nitrogén helyén
BN izotop van, bonyolultabb mérésekhez azonban un. duplan jel6lt minta kell, melyben a
szenek is mind **C-ra vannak cserélve. Ezen mintdk bakterialis expresszidval, izotopjeldlt

taptalajon allithatoak eld, igen dragan. Még extrémebb vizsgalatokhoz szelektiven jelolt
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mintakat kell hasznalni, melyekben jellemz6en bizonyos szenek, esetleg hidrogének vannak
3C ¢s ?H jelsléssel ellatva, ezen mintaknak azonban az 4ra is extrém. Az sem elhanyagolhat6
szempont, hogy a dinamikai mérések igen iddigényes, tobbdimenzids mérések, igy maga a
mérés is jelentds koltségekkel jar. Ezen okoknal fogva a térszerkezet-vizsgalatnal sokkal
ritkabban szokas dinamikai vizsgalatokat végezni.

7. Makromolekulak méretének vizsgalata NMR spektroszkopiaval
Makromolekuldk méretének szakszerii vizsgalata alapvetden a kolloidika targya, lehetdségiink
van azonban specialis NMR mérésekkel is képet alkotni az oldott molekulak hidrodinamikai
sugarar6l. Fontosnak tartom hangsulyozni, hogy az NMR spektroszkopia igen korlatozottan
alkalmazhat6, magam is szamos elvi és gyakorlati kétellyel tekintek ezekre a mérésekre - nem
tudunk példaul eloszlast vizsgdlni, csupan egyetlen, legfeljebb néhany diszkrét értéket
kapunk - ugyanakkor hasznos kiegészit6 vizsgalatnak tartom a DOSY méréseket.

A DOSY egy olyan specidlis NMR spektroszkopiai eljaras, melyben az oldatban 1évo
molekulak diffazids allandojat hatarozhatjuk meg, specidlis szekvencidk alkalmazasaval.

VI. Célkitizés

Kutatocsoportunkban mar korabban is és jelenleg is szamos vizsgalat folyik olyan Trp-kalit-
kak tervezése és vizsgalata céljabol, melyek szerkezetiik €s stabilitdsuk folytdn remélhetdleg
jobb receptorkdtést tesznek lehetové.

Arra voltunk kivancsiak, hogy ha egy Trp-kalitka minifehérjébe - erre a célra a H5-6t vélasz-
tottuk ki - diszulfidhidat épitiink be oly modon, hogy a molekula elvileg térben amugy is
kozeli lancvégeit kotjiik dssze - tehat az eredeti konformaciot rogzitjiik -, akkor a diszulfidhid

beépitése és redukcidja milyen hatdssal lesz a molekula térszerkezetére €s stabilitasara.

diszulfidhid ? redukcié ?
_ > _—

H5_SS_ox H5_SS_red

3. abra: Célkitiizés
Arra szamitottunk, hogy a diszulfidhid beépitésével nagymértékben stabilizalodik a szerke-
zet - hiszen Osszekdtjiik a lancvégeket, megakadalyozva ezzel a letekeredést - a redukcioval

pedig szerkezeti szempontbol visszakapjuk az eredeti, ciszteint nem tartalmazo molekulat.
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Mivel eldzetes varakozasaink nem igazan teljesiiltek, célkitiizésiinket bovitve vizsgalatainkat
megismételtiik a H2 szarmazékain is. Azért tettiink igy, mert mig a HS mar ciszteinek nélkiil
is jol definialt, stabil szerkezettel rendelkezik, addig a H2 igen erdteljesen destabilizalt.

Tapasztalataink alapjan a redukalt ciszteinek szerkezetstabilizald hatasanak vizsgalataval

folytattuk munkankat.
VIl. Alkalmazott modszerek

1. Vizsgalt molekulak és NMR mérések

A Tcbb, illetve a Tc6b hosszabbitasaval nyert molekulak elnevezésére nincsenek egyértelmii-
en elfogadott szabalyok, mivel ezek a kozelmultban csoportunkban késziiltek el, és még nem
kertiltek leirasra. [6] Angol nyelven E2, és E5 vagy E2-Trp-cage és ES-Trp-cage neveket kap-
tak, ami az elongated-Trp-cage kifejezés roviditése. Magyar nyelven H2 és H5 néven szoktuk
Oket emliteni, ami szarmaztathatd a ,,hosszabbitott” kifejezésbdl vagy a hélix kifejezésbdl is,
mivel a hélix hossza lett megnédvelve. En H2-nek és H5-nek nevezem a molekulékat.

A mutansok elnevezése sordn kovetett, a szakirodalomban bevett gyakorlat szerint az
alapmolekula neve utdn a mutaciokat tiintetem fel. Példaul a H2 A1C olyan H2 szarmazék,
melyben az 1. pozicidban 1év0 alanin ciszteinre lett cserélve.

egy szerkezetstabilizald diszulfidhidat alkotnak. Ezek a molekuldk kaptdk a H2 SS ox ¢és a
HS5 SS ox elnevezéseket. A diszulfidhidas molekulak mérése utan in situ redukciora kertilt
sor, igy jutottunk a H2 SS red, illetve a H5 SS red molekuldkhoz. Rajtam kiviil allo
okokbol a referencia (H2 és H5) molekuldk a Tcob szarmazékai, mig a ciszteint tartalmazo
molekulak a TcSb-bol szarmaztathatoak. A kettd kozott tehat egy nem tervezett D/E mutéciod
a kiilonbség, ez pedig nyilvdn megkérddjelezi az Osszehasonlitds hihetdségét. Emiatt a
kozelmultban elvégeztem a Tcob-alapu, ciszteint tartalmaz6 molekulak vizsgalatat is, hogy a
kép teljes legyen. Megkiilonboztetésiil a Tcob-alaptt molekulakat CEC, a Tc5b alaptiakat
pedig CDC jeloléssel lattam el. A dolgozat megirasakor a CEC molekulak mérési eredményei
mar rendelkezésre dllnak, az adatok feldolgozasaval azonban még nem végeztem, igy azokat
nem tudom jo szivvel szerepeltetni a dolgozatomban, csupan azon adatokat tlintetem fel,
melyek helyességérél meg vagyok gy6zddve. Abban azonban mar egészen biztos vagyok,
hogy a D/E csere nem okozott jelentés valtozast, és semmiben nem befolyasolta a korabban
levont kovetkeztetéseimet. Ennek ellenére akkor fogom preciznek gondolni a munkamat, ha a

CEC molekuldk minden adata fel lesz dolgozva.
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Késobb, a redukalt ciszteinek hatdsanak vizsgélata c€ljabol olyan mutansokkal kezdtiink fog-
lalkozni, melyekben csak az egyik, vagy csak a masik cisztein keriilt beépitésre: H2 A1C,
H5 AA4C és H5 S25C. Ezek Tc6b-alapu molekuldk, a kritikus pozicidban E van benniik.
Sajnos a HS5 ezen szarmazékainak NMR mérése soran nem vettem figyelembe a szabad SH
csoportok reaktiv jellegét, és igy az NMR mérés soran intermolekularis diszulfidhidak ala-
kultak ki — tehat egyfajta dimerek képzddtek — emiatt a spektrumokat nem tudtam értékelni. A
méréseket ezért redukaloszer jelenlétében szeretném megismételni, H5_S25C-bdl azonban
egyeldre nem all rendelkezésemre minta, a HS A4C pedig olyan mértékben aggregalodik,
hogy eddig nem sikeriilt mérheté mintat készitenem.

Ebb6l okulva a H2 A1C mérése sordn eleve hozzdadtam a mintdhoz a diszulfidhid
redukciojara szolgald reagenst (TCEP), igy a mérés soran nem képzdédtek dimerek.

A kovetkezd minifehérjéket vizsgaltam.

H2 AV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS
H2_SS (CDC) CV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPPC
H2_SS (CEC) CV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPC
H2 AlC CV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS
H5 EEEAV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS
H5_SS (CDC) EEECV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPPC
H5_SS (CEC) EEECV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPC
H5_A4C EEECV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS
H5_S25C EEEAV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPC

Mivel munkam folyamatban 1év6 kutatas, egyel6re nem minden vizsgalat eredménye van fel-
dolgozva. Emiatt a H2, H2_SS ox/red, valamint a H5, H5_SS ox/red molekulak CDC varian-
sainak esetében teljeskort, elkésziilt elemzést tudok bemutatni, azonban a H2_A1C, HS_A4C
és a H5 _S25C, illetve a CEC varidnsok esetében csak részeredmények allnak rendelkezésre.
A vizsgalt molekulakrol rendelkezésre all6 méréseket az 1. tablazatban foglaltam Gssze.
Ebben a tablazatban ,,.Bp” a Természettudomanyi Kar 700 MHz-es spektrométerén, ,,Fr”
pedig a Frank Léhr altal Frankfurtban, a Zentrum fiir Biomolekulare Magnetische Resonanz
600 MHz-es késziilékén felvett méréseket jeldli.

A mérések alapvetden 288 K-en késziiltek, értelemszerien a hémérsékletfiiggd [*°N-'H]-
HSQC ¢és a 300 K-en felvett CPMG kivételével. A spektrométerek a hdmérsékletek tekinte-

tében a Bruker altal ajanlott metanol-d4 eljarassal lettek kalibralva.
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1. tablazat: A mérések osszesitése

1414 Bc | N 3D |dinamika |CPMG|CPMG| h&mérsékletfiiggs DOSY
(cosv, rocsv, noes) | HSQC | HSQIC | oeer -5 seag | ™ ™ "e™® | (288 K)|(300 K) HSQC

H2 Bp Bp
H2_SS_ox (CEC) Bp Bp
H2_SS_ox (CDC) Bp

H2_SS_red (CEC) Bp Bp
H2_SS_red (CDC) Bp

H2_A1C Bp Bp
H5 Bp Fr Fr Fr Fr Bp (277-315 K, 500 MHz) Bp
H5_SS_ox (CEC) Bp Bp
H5_SS_ox (CDC) Bp Bp Fr Fr Fr Fr Fr (277-327 K)

H5_SS_red (CEC) Bp Bp
H5_SS_red (CDC) Bp Fr Fr Fr Fr Fr Fr(277-327 K)

H5_AA4C Bp

Megjegyzés: Az 1. tablazatban sziirke hattérrel jelolt mérések feldolgozéasa folyamatban van,
igy ezek eredménye a dolgozatban csak korlatozottan szerepel.

2. Tomegspektrometrias mérések
A munkam soran felhasznalt valamennyi tomegspektrometrias mérést Kapros Anita végezte
el, az eredményeket azonban magam elemeztem.
Ezen mérések célja egyfeldl a liofilizalt minta tisztasiganak ellendrzése a mérés elott,
masrészrdl pedig a mérést kovetéen, az NMR mintabol is szoktunk MS-t mérni. Utobbibol
ellendrizni tudom, hogy a redukaldszerként alkalmazott TCEP redukalt alakja nem fogyott-e
el, és igy nem alakulhattak-e ki nemkivanatos diszulfidhidak. Emellett a fehérjemolekula
csucsai alapjan is ellenérizni tudom, hogy nem képzdédtek-e esetleg kovalens, diszulfidhidas
dimerek, vagy nem alakult-e ki intramolekularis diszulfidhid. Utobbit a minddsszesen 2 Da-0s
tomegkiilonbség és a nem tul jo felbontds miatt nem lehetett egyértelmiien kizarni, ezért egy
modellkisérletben az NMR mérést kovetéen N-etilmaleimiddel szarmazékot képeztiink [19],
¢és igy mar egyértelmiien igazolhatd volt a tomegspektrum alapjan a mintdban a szabad SH-
csoportok jelenléte, tehat a nemkivanatos diszulfidhidak képzdédését kizarhattuk.

3. A spektrumok feldolgozasa
A H2 és a H5 molekulak homonukledris asszignacioja, valamint az ehhez tartozd "H eltol6-
das-, és kényszerfeltétel-listadk és a szerkezeti koordinatak teljes egészében az irodalomban
szerepld adatok. [6] ezeket kutatocsoportunkban Rové Petra végezte, de mivel ezen mérések
277 K-en késziiltek, a kisérleteket 288 K-en megismételtem, de még nem dolgoztam fel.
A H2 SS és a H5_SS molekulak oxidalt és redukalt alakjainak, illetve a H2_A1C minden
mérését, valamint a HS dinamikai méréseit magam dolgoztam fel. A CEC molekulakat
ugyancsak magam dolgozom fel.
A H5 A4C ¢és a HS5 S25C meérése soran sajnalatos modon intermolekularis diszulfidhid

kialakulasaval dimerek képzodtek, ezt MS-sel igazoltuk. Emiatt ezen spektrumokat ugyan
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nagyrészt asszignaltam, az eredmények viszont haszndlhatatlanok, igy ezen méréseket
redukaldszer jelenlétében tervezziik megismételni.
A H2 szarmazékokbol még nem késziilt N jelslt minta, igy heteronuklearis mérések elvég-
zésére ¢s a dinamika vizsgalatara nem volt lehetdségilink. A H5 dinamikaja szerepel az iroda-
lomban, de mivel azok az adatok 500 MHz-en és 277 K-en felvett méréseken alapulnak, a H5
dinamikai méréseit is megismételtiik a H5S_SS molekuldkéval azonos koriilmények kozott, és
ezen mérések adatait mar magam dolgoztam fel. Ehhez a H5 irodalmi eltolodasait vettem ala-
pul. [6] Az eltér6 hémérséklet és téreré miatt az altalam kapott eredmények értelemszertien
kiilonboznek az irodalmi adatoktol.
verrel [20] végeztem, és valamennyi adatot, valamint spektrumképet a Sparky megfeleld
funkcioival irattam ki. A Sparkybol kiirt adatokat Microsoft Office Excel 2007 és Origin 6.0
segitségével dolgoztam fel.
A szerkezetszamolast CNS 1.1 programcsomaggal végeztem [21], a szerkezeteimet pedig
iCING szerkezetelemz6-validalo szoftvercsomaggal [22] ellendriztem. A kész szerkezetekrdl
UCSF Chimera 1.7 segitségével [23] készitettem képeket.

4. A szerkezeti adatok elemzése
Amellett, hogy a vizsgélt molekulak szerkezetét az NMR mérések alapjdn meghataroztam, a
szerkezeteket tobb szempontbdl is elemeztem. Ez egyrészt a spektrumokbol nyert nyers ada-
tok elemzését jelenti, masrészt pedig az altalam készitett szerkezetek elemzését.

A fentebb mar emlitett okokbol kifolydlag ebben az elemzésben csak hat molekula szerepel.

a) Masodlagos kémiai eltolodasok dsszevetése

Mivel az altalam vizsgalt négy molekuldban Osszesen 514 eltolodast hataroztam meg, a H2 és
H5 molekulak kapcsan pedig tovabbi 243 eltolodast kellett feldolgoznom, olyan mennyiségii
adathoz jutottam, melynek kezelése rendkiviil bonyolultta valt, és valamennyi kémiai eltolo-
das Osszevetése szinte megoldhatatlan feladat lett volna. Kiilondsen azért, mert pusztan a ké-
miai eltolodasok dsszevetésébdl alapvetden nem konnyll szerkezeti kovetkeztetéseket levonni.
Ez aldl kivételt jelentenek a gerincatomok eltoloddsai, melyek egyrészt jobban Ossze-
vethetdek, masrészt pedig ezek kémiai eltolodasa teljesen egyértelmii Osszefliggést mutat a
lokalis gerinckonformécioval.

A gerincnitrogének, valamint a HN és a Ha hidrogének kémiai eltolodasait hasonlitottam
0ssze oly modon, hogy meghataroztam a kiilonb6z6é molekuldk megfelelé atomjainak masod-

lagos kémiai eltolodasat (CSD), és ezt vetettem Gssze (V1I1.7. fejezet, d) pont).
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A CSD értékeket ugy kaptam, hogy a spektrumban asszignalt kémiai eltolodasbol kivontam a
megfeleld random coil referencia eltolodast. Referenciaként *H magokra a Wiitrich és mts.
altal meghatarozott [17], majd Fesinmeyer és mts. altal médositott [18] random coil eltolo-
dasokat, >N magok esetén pedig Kjaergaard és mts. adatait [24] hasznaltam fel.

A CSD értékeket a szekvencia fiiggvényében abrazoltam, és ebbdl igyekeztem kovetkezteté-
seket levonni a szerkezetek kiilonbségeire vonatkozdan.

Fontos megemliteni, hogy a CSD értékeket a szerkezet joslasara is felhasznalhatjuk, ugyanis a
szekvencia fliggvényében abrazolva az adatokat, jol lathato, hogy mely fragmens rendezetlen,
melyik helikalis, melyik redd. Rendezetlen fehérjék vizsgalata soran, amikor nem lehet szer-
kezetet meghatarozni, igen informativ tud lenni a CSD-ken alapuld becslés.

Mivel munkdm soran valamennyi vizsgalt molekula szerkezetét meghataroztam, nekem becs-
lésre nem volt sziikségem. Ertelemszeriien megnyugtatd, hogy az altalam szamolt szerkezetek
korrelalnak a CSD adatok alapjan varhat6 struktiraval, de nem ez volt a f6 célom.

Elsdsorban arra szolgélt a CSD adatok elemzése, hogy a hasonld szerkezetek kozott mutat-
kozo kisebb-nagyobb eltéréseket egyértelmiien azonositani tudjam, ugyanis a szerkezetek
,»vizualis elemzése” nyilvanvaldan nem teljesen objektiv. A CSD adatok Osszevetésével vi-
szont egyrészt alatdmasztottam azokat a megallapitasaimat, melyek elsé ranézésre is nyilvan-

valdak, masrészt szamos egyéb apro kiilonbséget fedeztem fel.

b) Masodlagos kémiai eltolodasokbol meghatarozott paraméterek

Az irodalomban Ilétezik néhany olyan paraméter, melyeket a Trp-kalitka szerkezet
,JOsaganak”, tehat a molekula rendezettségének, stabilitdsanak jellemzésére szoktak megadni.
Ezen paraméterek egy része irodalmi eredetti [25], de a csoportunkban zajlo Trp-kalitka vizs-
galatok soran ezek kis mértékben modosultak, illetve Ujak keriiltek bevezetésre Rovo Petra
munkaja nyoman. [11]

Megfigyelték, hogy néhany konkrét CSD érték jol jellemzi a Trp-Kalitka rendezettségét. Ezek
az eltolodasok a L12 Ha, G16 Ha2, P17 HB1, R21 Ha, P23 Ha, P23 HB1, P24 H&1,
P24 H62, illetve Rovd Petra munkaiban a W11 Hel. Mivel ezek a CSD értékek kiilon-kiilon
is jol jellemzik a Trp-kalitka jelleget, ezek abszolutérték-osszege kiillondsen j6 mérdszam, igy
ezt elnevezték CSDcqge értéknek. Minél nagyobb ez a szdm, annal jobban feltekeredett a
fehérje, annal jellegzetesebb a Trp-kalitka.

Ehhez hasonloan néhany eltolodas, a Y8 Ha, a Q10 Ha, a W11 Ha és a K13 Ha CSD értékei
a helicitast jellemzik, igy az ezek abszolutérték-osszegeként kapott CSDpejix érték jo méro-

szama a molekula helikalis jellegének.
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A CSDgage mérészam alkalmazhatdsagat azonban sajnos jelentésen csokkenti, hogy bizonyos
molekuldkban nem minden eltolodast lehet asszignalni. A hianyzé értékek értelemszertien
Osszehasonlithatatlanna teszik az Osszegeket, ezért bevezették az Xq(cage) értéket, mely a
CSDycage €rtéktdl abban kiilonbozik, hogy csak azokat az eltolodasokat veszi figyelembe,
melyeket minden molekuldban lehet asszignalni. Ezek a L12 Ha, P17 HB1, R21 Ha, P23 Ha,
P24 H61, P24 H62 és a W11 Hel. Ezt az abszolutérték-osszeget osztjuk egy referencia érték-
kel, igy egy viszonyszamot kapunk. Referenciaként a Tc5b-t alkalmaztam, mivel korabban ezt
tekintettiik a ,,legtokéletesebben” feltekeredett szerkezetnek, igy minden mdas molekulara
1,00-nal kisebb szamot kaptunk [26]. Id6kozben talaltam még ,,tokéletesebb” szerkezeteket,
ennek ellenére egyelére megmaradt referenciaként a Tc5b. Lényegében nincs jelent6sége,
hogy mit tekintiink referencianak, az Gsszevethetdséget nem rontja, ha kapunk 1,00-nal
nagyobb értékeket is.

Ehhez hasonléan bevezették az Xq(helix) értéket is, amely mindazon eltolodasokat figyelembe
veszi, mint a CSDpgjix érték, de konnyebben dsszevethetévé teszi az adatokat.

Az Xi(cage) és az Xihelix) értékek egy megfeleld referenciat valasztva alkalmasak a
folded/unfolded (feltekeredett és rendezetlen) populacidk aranyanak becslésére. Ebben az
esetben viszont mar valéban nehezen értelmezhetd az 1,00-nal nagyobb érték. Ennek ellenére
elsd megkdozelitésben a referencia valasztasatol fiiggetleniil igaz, hogy a nagyobb szam jelen-
tése: nagyobb a feltekeredett populacio aranya.

Ezeken kiviil a Trp-kalitkat jol jellemzi a G16 Ha2 extrém kémiai eltolodésa, vagy a G16 két
Ha eltolodasanak kiilonbsége, mely abbol adodik, hogy a magok a Trp-oldallanc aromas
arny€kolasi kapjaba keriilnek, de a két mag a koztiik 1€v6 tavolsag miatt szadmottevden kiilon-
b6z6 mértékben hat kdleson az arnyékolasi kiippal. Ezen két eltolodas kiilonbsége dnmagaban
is jol jellemzi a szerkezetet, és jol korrelal a fenti négy mérészammal, igy ezt a kiilonbséget is
bevezették szerkezetek 6sszehasonlitasara. [25]

En magam az altalam vizsgalt molekulakon megfigyeltem, hogy a diszulfidhid redukcidja
szignifikansan megvaltoztatja a Y8 HN eltolodasat, igy ezzel az értékkel elsdsorban az oxidalt
és redukalt molekuldk kozti kiilonbség jellemezhetd. Emiatt én a sajat molekuladim jellemzé-

sére bevezettem ennek a magnak a CSD értékét is (VI1I1.7. fejezet, c) pont).
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c) Szerkezetek elemzése iCING szoftvercsomag segitségével
Az ICING szoftvercsomag egy olyan, kifejezetten NMR spektroszkopiai fehérjeszerkezetek
elemzésre kifejlesztett feliilet, mely egy webszerveren szdmos ismert és széles korben
alkalmazott szoftverrel vizsgalja a feltoltott szerkezetet. [22]
A szoftvercsomag elképesztd mennyiségli kimeneti adatot generdl, ezek nagyobb részét
egyeldre nem tudom értelmezni. Harom célra azonban igy is kivaléan alkalmasnak bizonyult
az iCING.
Az iCING beépitve tartalmazza a Procheck nevii szoftvert [27], mely a bemeneti szerkezet
konformacios adatait veti 0ssze egy meglehetdsen nagy adathalmaz, a PDB adatbazis elemei-
vel. Lényegében azt vizsgélja, hogy a feltdltott szerkezet konformdacioés adatai mennyire
,szokvanyosak”. Fontos tehat, hogy nem mindsiti a szerkezetet aszerint, hogy ,,j0” vagy
,108sz”, csupan arra hivja fel a felhasznal6 figyelmét, hogy bizonyos konformécios szogek
»szokatlanok™. Az igy kapott adatokat, mint minden statisztikat, megfeleld kritikaval kell
szemlélni, de olyan szempontbdl mindenképp rendkiviil hasznos, hogy felhivja a figyelmet
azokra a régiokra, melyeket esetleg tijra meg kell vizsgalni. Ezeket a kimeneti adatokat az un.
Ramachandran-diagramon rajzolja ki, mely egy olyan koordinatarendszer, amiben a két
tengelyen a gerinckonformaciot jellemzd ¢ és y szogek helyezkednek el. Mig bizonyos ¢-y
szogparok gyakoribbak, addig masok kevésbé konnyen valdésulnak meg. A feliillet minden
egyes pontja megfelel egy-egy ilyen szogparnak, és bizonyos régiok kedvezobbek, masok
kedvezdtlenebbek.
A Ramachandran-grafikonokon jol lathatd, hogy vannak statisztikailag kedvezodtlen
konformaciok is, de a fentiek tiikrében ezt nem gondolom problémanak.
A masik, altalam hasznalt funkcidja az iCING szoftvercsomagnak, hogy megkeresi a szerke-
zetben a sohidakat, szerkezetsokasag esetén pedig azt is feltiinteti, hogy a szerkezetek mekko-
ra részében talalhatoé meg az adott szerkezetstabilizald elem (VII1.7. fejezet, a) pont).
A harmadik funkci6 az RMSD adatok meghatdrozasa. Az RMSD érték arrdl nytjt infor-
maciot, hogy a szerkezetsokasag elemei mennyire hasonloak. Az RMSD érték a szerkeze-
tekben megtalalhaté atomok koordinitainak A-ben kifejezett szorasa. Ezt meghatirozzuk
valamennyi atomra, és kiilon a gerincatomokra is. Ertelemszertien minél kisebb az RMSD
értek, anndl jobban definialt, annal stabilabb szerkezetrdl beszélhetiink. Ha az érték nagy, az
azt jelenti, hogy a szerkezet lazabb, destabilizalt. Az RMSD értékek igen szemléletesen alata-

masztjak a mas kovetkeztetések alapjan tett megallapitasaimat (V111.7. fejezet, f) pont).
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d) NOE kényszerfeltételek osszevetése
Mivel az altalam meghatarozott négy szerkezetben dsszesen 2322 NOE kényszerfeltételt hata-
roztam meg, ¢s ezt a H2 és H5 molekulak 587 tovabbi kényszerfeltételével egyiitt kellett
vizsgalnom, a tételes Osszevetés éErtelemszertien lehetetlen volt. Emiatt a szerkezetek
jellemzésére csupan a kényszerfeltételek szdmat hasznaltam fel. Ennek elvi alapja, hogy minél
tobb kényszerfeltételt prediktal egy spektrum, annal rendezettebb, annal stabilabb szerkezetre
szamithatunk. Ezt a képet azért tobb szempontbol is sziikséges arnyalni, és mivel ezt nem
tudtam egzakt modon megoldani, az a véleményem, hogy az altalam k6zolt szdmadatok és
ezek Osszevetése nem tekinthetéek a szerkezetek egzakt jellemzésének, mindazonaltal
onmagukért beszélnek, és jol korreldlnak a mas szempontok alapjdn meghatarozott adatokkal.
Az egyik fontos tényezd, hogy a kényszerfeltételek szama fiigg az aminosavak szamatol, vi-
szont nem lehet a kapott adatokat egyszerilien az aminosavak szdmaval osztva normalni, hi-
szen a szekvencia hosszanak novelésével nem linearisan nd a kényszerfeltételek szama.
A masik, a szamokat arnyal6 koriilmény, hogy nem minden NOE kényszerfeltétel bir azonos
szerkezet-prediktalo hatassal. Ezt Gigy probaltam figyelembe venni, hogy a feldolgozas soran
nem csak a kényszerfeltételek szdmat adtam meg, hanem aszerint csoportositva is megsza-
moltam 6ket, hogy szekvencidlisan milyen tavoli aminosavak kozott hatnak. Nyilvanvalo
ugyanis, hogy az egyazon aminosav két atomja kozotti un. i+0-as kényszerfeltétel csak igen
ritka esetben jelent barmi tobblet szerkezeti informaciot az aminosavak egyszer(i geometria-
jéhoz képest. A szomszédos aminosavak kozotti un. i+1-es, vagy mas néven szekvencialis
kényszerfeltételek sokszor ugyancsak jelentéktelenek a térszerkezet szempontjabol. Valdjaban
az i+3-as kényszerfeltételektdl kezd szerkezeti szempontbol igazan informativ lenni a lista,
hiszen példaul egy a-hélixben szamos i+3-as kényszerfeltétel jelenik meg. Az un.
tavoli - tehat egymastdl szekvencidlisan tavoli aminosavak kozott haté - NOE
kényszerfeltételek mar igen nagymértékben hozzajarulnak a szerkezethez, igy ezeknek
kitlintetett jelentdsége van.
A szerkezet-meghatarozas szempontjabol jelentéktelen, vagy kevéssé jelentds i+0-as, illetve
i+1-es kényszerfeltételek sem feleslegesek, az asszignacio soran ugyanis ezek teszik lehetové
az egyes aminosavak azonositasat €és szekvencia szerinti sorba rendezését.
A NOE kényszerfeltételek 0sszeszamolasa tehat nem igazan egzakt jellemzése a szerkeze-
teknek, de a mas modszerekkel nyert adatok kiegészitésére, aldtdmasztasara jol felhasz-

nalhato (VI1I11.7. fejezet, g) pont).
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e) Oxidalt és redukalt szerkezetek osszevetése
Az oxidalt és redukalt szerkezetek k6zott mar ranézésre is szamos jelentds kiilonbség mutat-
kozik, a korrekt elemzés érdekében azonban Osszegylijtottem azokat az eltolédasokat, me-
lyekben jelent6s kiilonbség van az oxidalt és a redukalt szerkezetek kozott. Ebbol jol lathato
volt, hogy a diszulfidhid redukcioja nem kizarolag a C-ek kornyezetében okoz valtozasokat,
hanem a molekula egész szerkezetére hatassal van.

5. Dinamikai mérések feldolgozasa

Dinamikai mérések csak a HS, valamint a H5S_SS ox/red molekulakrol késziiltek.
A rendelkezésemre allo Ty és T, relaxacios, valamint heteronuklearis NOE (hetNOE) mérések
alapjan meghataroztam az R;, Ry és hetNOE paramétereket, ezek alapjan kiszamitottam a
spektralis stirtiségfiiggvények J(0), J(wn) és J(wn) értékeit, illetve a Tensor 2.0 szoftver [28]
segitségével Lipari-Szabo-féle analizist végeztem.
Mindharom molekulara végeztink CPMG méréseket, de ezek kvantitativ értékelésére még
nem keriilt sor.
Vizsgaltuk a molekulak ["°*N-'H] HSQC spektrumainak hémérsékletfiiggését is (mivel a
kozelmultban csoportunkban érdekes vizsgalatokat folytattak ennek értelmezésére vonatko-

z6an [29]), a kvantitativ értékelésre azonban még itt sem kertilt sor.
6. DOSY mérések feldolgozasa

A DOSY mérések feldolgozasa elvileg két fazisra bonthatd. Az elsében meghatarozzuk a
molekula diffazids allandojat, a masikban pedig a diffuzidés allandobol kiszamithatjuk a
molekula méretét alapvetden jellemzd molaris tomeget.

Valamennyi vizsgalt molekularol végeztem DOSY méréseket, és minden esetben meghataroz-
tam a diffuzios allandot a Bruker TopSpin 3.2 relaxacios moduljanak segitségével. Kisérletet
tettem a molaris tomegek szamitasara [30], itt azonban nyilvanvaldéan nagysagrendileg sem
helyes adatokat kaptam, igy ezek ez értékek nem is szerepelnek a dolgozatomban. Ennek oka
véleményem szerint az, hogy a molekulaméret meghatarozasa soran tobb olyan értéket is
hasznalnom kellene — dinamikai viszkozitas, hidratacios korrekcios faktorok, alaktényezd —
melyeket nem ismerek, az irodalmi analdgidk alapjan becsiilt értékek pedig valoszi-nilileg
nagyon hibdsak. Tapasztalatom szerint az altalam hasznalni probalt egyenlet kiilondsen
érzékeny az alaktényezOre, ezt pedig legfeljebb becsiilni tudom, rdadasul ez nyilvanvaléan
nagyban fligg attol, hogy melyik szerkezet mennyire kompakt, illetve mekkora a fel-, és

letekeredett populacid aranya.
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A fenti nehézségek miatt gy dontdttem, hogy megelégszem azzal, hogy meghataroztam a
diffuzios allandokat, majd ezek hatvanyozasaval eléallitottam egy olyan szamot, mely
aranyos a molekulamérettel (csak a korrekcios faktorokban tér el). Ezek az értékek
onmagukban nyilvan semmitmondoak, egymassal 0sszevetve azonban informaciot kaphattam
a Vizsgalt molekuldk egymashoz viszonyitott relativ méretér6l, és ezen adatok szépen

korrelalnak az egyéb eredményeimmel.

VIIl. Eredmények

1. Elozetes célkitiizés

Alapvetd célkitlizésiink volt annak vizsgalata, hogy ha a H5-be diszulfidhidat épitiink be oly
modon, hogy azzal a molekula térben elvileg amugy is kozeli lancvégeit kotjiik dssze — tehat a
természetes konformaciot rogzitjiik -, akkor a diszulfidhid beépitése, illetve redukcidja milyen
hatassal lesz a molekula térszerkezetére és stabilitdsara nézve.

Arra szamitottunk, hogy a diszulfidhid beépitésével nagymértékben stabilizalodik a szerke-
zet - hiszen 0sszekotjiik a lancvégeket, megakadalyozva ezzel a letekeredést - a redukcidval

pedig szerkezeti szempontbol visszakapjuk az eredeti, ciszteint nem tartalmaz6 molekulat.

a) A H5 szerkezete
A szerkezet viszonylag jol definialt, de mar a szerkezetsokasagot abrazold képen is jol latszik,
hogy az egyes szerkezetek kozott van szamottevd eltérés. A gerinc RMSD-je 0,78 A, a teljes
RMSD pedig 1,40 A. A szerkezet a H5_SS molekulakéval dsszehasonlitva egyértelmiien
sokkal lazabb. Ezt bizo-nyitja a nagyobb RMSD érték mellett az, hogy - a H5_SS_ox/red
molekuldkkal ellentétben - a S19HG jele nem latszik a spektrumban, a molekula

szerkezetében pedig megfigyelhetd, hogy az OH csoport a molekula felszinén kifelé néz (6.

abra).

4. abra: A H5 szerkezete 5. abra: A H5 9 elemii
szerkezetsokasaga

6. abra: A S19 HG helyzete a H5-ben
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b) A H5_SS ox szerkezetének vizsgalata
A HS5 SS ox szerkezetét homonuklearis
spektrumok alapjan hataroztam meg, a szerke-
zet finomitasahoz azonban felhasznaltam
TOCSY-[*N-'H]-HSQC és NOESY-[*N-
'H]-HSQC spektrumokat is.
Készitettem egy atlagszerkezetet 75 db,

azonos kényszerfeltétel-lista alapjan szamitott
szerkezet atlagolasaval (7. abra) és egy 75 7. dbra: A H5_SS_ox 8. dbra: A H5_SS_ox 75
szerkezete elemii szerkezetsokasaga
elembdl allo szerkezetsokasagot (8. abra).
A szerkezet jol definialt, a szerkezetsokasagot abrazolo képen is jol latszik, hogy az egyes
szerkezetek kozott nem mutatkozik nagy eltérés. A gerinc RMSD-je 0,56 A, a teljes RMSD
pedig 1,24 A. A szerkezetek kozott nagyobb eltérés csak az E1-E3 szakaszon figyelheté meg,
hiszen ezt a szakaszt mar nem stabilizalja a diszulfidhid.
A szerkezet alapvetden két érdekességgel szolgalt. Az egyik az, hogy az a-hélix elején egy
meglehetdsen szokatlan kanyar talalhato. Itt a hélix egy kissé ki van tekeredve, tehat ezen a
szakaszon nagyobb a hélix sugara és menetmagassaga, mint mashol. Megallapithatd tehat,
hogy a diszulfidhid kissé szokatlan pozicidban stabilizalja a hélix elejét, tehat egyaltalan nem
olyan a molekuldnak ez a szakasza, mint amilyen diszulfidhid nélkiil lenne.

A masik érdekesség, hogy a spektrumban latszik a S19 HG jele (9. abra).

4.4 4.2 4.0 38 36 34

R * 51 9HA-HE 208
S18HA-HBL

S1%HG-HEL

. 45 45
g 45 518HE-HBZ C4HA-HB1

(=

- 51 9HG—HE: My 519HG-HBZ

T 47

48 T =
3 —
449
5.0 Emare =t = ‘ -
4.4 4.2 4.0 3.8 3.6
®y-"H (ppr)

9. abra: A S19 HG jelei a HS_SS_ox spektrumaban
Ez azért érdekes, mert a disszociabilis protonok - példaul COOH, vagy OH csoportok - proti-
kus oldoszerben igen ritkdn adnak jelet, hiszen gyorsan cserélnek az olddszer protonjaival, igy
a jel kiszélesedik, eltlinik. Ennek megfelelden a Trp-kalitkak spektrumaiban nem szokott jelet
adni sem a Tyr, sem a Ser-ek OH protonja.
Ha mégis latszik egy disszociabilis proton jele, az annak bizonyitéka, hogy az olddszer pro-

tonjaival valo csere gatolt. Fehérjék esetében ez arra vezethetd vissza, hogy az adott csoport a
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molekula belsejében, egy hidrofob kdrnye-
zetben el van temetve, és emiatt az oldo-

szer molekuldival valo protoncsere lehetet-

Ez egy kozvetett, de igen egyértelmi bizo-
nyitéka a diszulfidhid szerkezetstabilizald

hatasanak.

len. Ebben az esetben is arrdl van szo,
hogy az adott OH csoport a molekula bel-
sejébe fordul, és — a spektrum alapjan — az
oldészer nem fér hozza. Mivel Trp-kalit-
kak irodalmaban ilyet még nem taldltam,

ugy tlinik, hogy minden eddiginél nagyobb

hidrofobicitast magot, tehat minden eddi-
ginél nagyobb stabilitdsi Trp-kalitkat sike- 10. 4bra: A S19 HG helyzete a HS_SS_ox-ban

rult eloallitani.

c) A H5_SS_red szerkezetének vizsgalata
A HS5_SS red szerkezetét homonukleéris
spektrumok alapjan hatdroztam meg, a Szer-
kezet finomitasahoz azonban felhasznéltam
TOCSY-[N-'H]-HSQC ¢és NOESY-[*N-
'H]-HSQC spektrumokat is. Készitettem egy

atlagszerkezetet 53 db, azonos kényszerfelté-

tel-lista alapjan szamitott szerkezet atlagola-

12. abra: A H5_SS_red 53
elemii szerkezetsokasaga

saval (11. abra) és egy 53 elembdl allo szer-  11.4bra: A H5_SS_red

szerkezete
kezetsokasagot (12. abra).
A szerkezet jol definialt, noha nem annyira, mint a H5_SS_ox. A gerinc RMSD-je 0,62 A a
tel-jes RMSD pedig 1,35 A. Erdekes modon a redukalt szerkezet ugyan lazabb az oxidaltnal,
de nem olyan mértékben, mint amit a HS szerkezete alapjan varnank. Ezt bizonyitja az is,
hogy a S19 HG jele ebben a spektrumban is latszik, noha a szerkezet alapjan nyilvanvalo,
hogy sokkal kevésbé van elte-metve, mint az oxidalt molekuléban.

2. Részeredmények

A HS5 ¢és a HS5 SS ox/red molekuldk vizsgalataval kapott eredményeink nem voltak
meglepdek olyan szempontbol, hogy elézetes varakozédsainknak megfeleléen a diszulfidhid
beépitése valoban nagymértékben stabilizalodott a molekula, a diszulfidhid redukcidja pedig

valoban destabilizacidt eredményezett.

- 27 -



Meglepd tapasztalat volt azonban, hogy a redukcidval egyaltalan nem kaptuk vissza az
eredeti, ciszteint nem tartalmazd molekula szerkezetét, hanem egy annal szamottevden

stabilabb struktirahoz jutottunk.

13. abra: A H5 szarmazékok 10 elemii szerkezetsokasagai

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a ciszteinek a diszulfidhid redukcidja utdn is
stabilizaljak a szerkezetet.
3. Célkitiizés bovitése: H2 szarmazékok vizsgalata

Mivel a H5 SS red stabilitdsa meglepd eredmény volt, gy dontdttiink, hogy vizsgéalatainkat
egy olyan rendszeren folytatjuk, melyen a diszulfidhid ¢és a redukalt ciszteinek
szerkezetstabilizald hatasa konnyebben tanulmanyozhatdé. Erre a célra a H5-nél harom
aminosavval rovidebb H2-t valasztottuk ki, mig ugyanis a H5 mar ciszteinek nélkiil is jol
definialt, stabil szerkezettel rendelkezik, addig a H2 erésen destabilizalt.

Kérdésiink ismételten az volt, hogy a diszulfidhid beépitése és redukcioja milyen hatassal lesz

a szerkezetre és stabilitasra

redukcié

H2_SS_ox H2_SS_red

14. abra: A H2 szarmazékok vizsgalatanak célja
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a) A H2 szerkezete
A H2 szerkezetét Rovo Petra hata-
rozta meg. En az irodalomban sze-
repl atlagszerkezetet (15. abra) és
egy 10 elembdl all6 szerkezetsoka-
sagot (16. abra), valamint az elto-

lodas-, és kényszerfeltétel-listat

hasznaltam fel. [6] Ennek alapjan

generaltam az dsszevetéshez sziik- 15. abra: A H2 szerkezete 16. Abra: A H2 10 elemii
szerkezetsokasaga

séges adatokat.

A molekula erésen destabilizalt, ez a csupan 10 elemii szerkezetsokasagot abrazold képen is

jol latszik. A gerinc RMSD-je 1,73 A, a teljes RMSD pedig 2,31 A.

b) A H2_SS ox szerkezetének vizsgalata
A H2 SS ox szerkezetét homonuklearis spektrumok alapjan hataroztam meg.
Készitettem egy atlagszerkezetet 35 db, azonos kényszerfeltétel-lista alapjan szdmitott szerke-
zet atlagolasaval (17. abra) és egy 35 elembdl allo szerkezetsokasagot (18. abra).
A szerkezet igen jol definialt, valamennyi vizsgalt molekula - és valdsziniileg valamennyi
Trp-kalitka - koziil egyértelmiien a legstabilabb és legrendezettebb. A gerinc RMSD-je
0,11 A, a teljes RMSD pedig 0,44 A.

17. abra: A H2_SS_ ox 18. abra: AH2_SS 0x 35 19. abra: A S16 HG helyzete 20. abra: A S16 HG helyzete
szerkezete elemii szerkezetsokasaga a H2_SS_ox-ban a H2_SS_ox-ban

A H2 szarmazékok koziil egyediil ebben a molekulaban latszik a S16 HG jele, ami egyértel-

miien 6sszhangban van a rendkiviil rendezett és stabil szerkezettel.

C) A H2_SS red szerkezetének vizsgalata
A H2 SS red szerkezetét homonuklearis spektrumok alapjan hataroztam meg. Készitettem
egy atlagszerkezetet 36 db, azonos kényszerfeltétel-lista alapjan szamitott szerkezet

atlagolasaval (21. abra) és egy 36 elembdl allo szerkezetsokasagot (22. abra).
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A szerkezet az oxidalt mole-
kulanal Iényegesen kevésbé
stabilabb. A gerinc RMSD-je
0,50 A, a teljes RMSD pedig
0,91 A. Mindenképp figyelem-

re meéltd azonban, hogy a H2-

hoz képest sokkal stabilabb. 21. 4bra: A H2_SS_red szerkezete 22. 4bra: A H2_SS._red 36 elemii
szerkezetsokasaga

A molekula lazdbb szerkezetével is magyarazhatd, és a szerkezetben is jol latszik, hogy a
S16 HG helyzete egészen mds, mint az oxidalt molekulaban, ennek megfeleléen a spektrum-
ban nem latszik a jele.
4. A H2 szarmazékok vizsgalatanak tapasztalatai

A H2 szarmazékok vizsgdlata sordn meglepd tapasztalatokat szereztliink. Az igen erdsen
destabilizalt H2-be diszulfidhidat épitve minden eddiginél nagyobb stabilitast Trp-kalitkdhoz
jutottunk, a redukciéval pedig ugyan jelentds destabilizaciot értiink el, a redukalt molekula és
az eredeti, ciszteint nem tartalmazé molekula szerkezetében és stabilitasaban azonban

hatalmas kiilonbség mutatkozik.

23. abra: A H2 szarmazékok 10 elemii szerkezetsokasagai

5. A redukalt ciszteinek hatasanak vizsgalata
Mivel mind a HS, mind a H2 szdrmazékok vizsgalatanak legérdekesebb tapasztalata az volt,
hogy a ciszteinek a diszulfidhid redukcidja utan is stabilizaljak a molekulat, ennek tovabbi
vizsgalata céljabol olyan mutansokkal kezdtiink foglalkozni, melyekbe csak az egyik, illetve
csak a masik cisztein keriilt beépitésre. Ezzel azt kivantuk eldonteni, hogy a
szerkezetstabilizalo hatasért az egyik, vagy a masik, vagy mindkét cisztein egyiittesen felelds.
Irodalmi analégidk és MD szimuldciok alapjan feltételezhetd, hogy a C4/C1 szabad SH
csoportja a C-terminalis karboxillal alakit ki polaros kolcsonhatast, erre azonban

bizonyitékunk nincsen, és az NMR szerkezetekkel sem egyezik maradéktalanul ez a feltevés.
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Ezen vizsgalataink folyamatban vannak, egyeldre csupan a H2 AIC esetében tudok

részeredményekrdl beszamolni.

a) A H2_AIC vizsgalata
A H2 AI1C vizsgalata folyamatban van, atomi felbontast szerkezetet még nem szdmoltam, a
kémiai eltolédasok elemzésébdl azonban arra kovetkeztetek, hogy a molekula szerkezete
elhanyagolhatd mértékben kiilonbozik a H2 SS red molekuldétol, tehat valdsziniileg helyes
az a feltételezésilink, mely szerint a termindlis ciszteinnek nincs jelentds szerepe, hanem a lanc
elején talalhat6 cisztein stabilizalja a molekulat.

6. A HS szarmazékok dinamikajanak vizsgalata

A HS5, H5 SS ox ¢és a H5 SS red esetében dinamikai méréseket is végeztiink, atfogo
dinamikai elemzés készitésére azonban egyelére nem volt médom, ehhez tovabbi mérések
lennének sziikségesek.
Az elvégzett dinamikai méréseket azonban feldolgoztam, és
ennek soran igyekeztem olyan kovetkeztetéseket levonni,
melyek a szerkezetvizsgalattal Osszefiiggésbe hozhatoak.
Szerencsére a dinamikai tapasztalatok jol korrelal-nak a
szerkezetvizsgalat eredményeivel, meghdokkentd kdovet-
keztetésekre nem jutottam. A dinamikai mérések jol tiikrozik,
hogy a molekula legmerevebb része az a-hélix, a lancvégek —
kiilonosen a C-terminalis — mozgékonyabbak, ugyanakkor

viszont ez a mozgékonysag megsziinik a diszulfidhid beépité-

sével, de mar a redukalt ciszteinek i1s nagymértékben

csokkentik.

24. abra: Lassu cserét (us-ms)
mutaté aminosavak (piros) a
H5_SS_red molekuldaban

Erdekes eredményeket akkor tapasztaltunk, amikor specialis mérési eljarassal elkiilonitettiik
egymdastél a molekula gyors —ps-ns iddéskalan lejatszodd — €s lasst - us-ms 1ddskalaji —
mozgasait. Utdbbi igen ritkdn tapasztalhato jelenség, melyet mi kizardlag a HS SS red
molekuldban, a szabad SH csoportok kdrnyezetében tapasztaltunk (24. abra).

Arrdl van tehat szo, hogy mig az egész molekula ,,vibral” a ps-ns iddskalan, kézben a us-ms
idoskalan fluktual két vagy tobb konformer kozott! Ezek a konformerek értelemszeriien
hasonloak, csak a lassu cserét mutato aminosavak (24. abra) kornyezetében kiilonboznek

szamottevoen.
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Mindez jol egybevag a csoportunkban Karancsiné Menyhdrd Déra altal végzett MD
szimulaciok eredményével, melyek szerint egy major és két minor konformert feltételezhe-
tiink, és az egyik minor konformerben a C4 SH a termindlis karboxillal polaros kolcsonhatast
alakit ki. Igaz, hogy ilyen kdlcsonhatas az NMR szerkezetben nem latszik, ennek magyarazata
azonban pusztan abban rejlik, hogy NMR-ben csak a major konformert latom. Ugyankkor
viszont a rendkiviil kompakt minor konformer jelenléte magyarazatul szolgalhat a
meghokkentd stabilitasra.
7. A vizsgalt molekulak 6sszehasonlito elemzése

A vizsgalt molekuldk szerkezetét igyekeztem minél tobb szempont alapjdn 0sszehasonlitani.
Az Osszehasonlitast neheziti a szekvenciak kozotti kiilonbség (A-C, S-C, illetve E-D kiilénb-
ségek). Ez az adott aminosavaknal értelemszeriien kiugro adatokat okozhatott. Az aminosavak
szamozasakor a H5 szarmazékokbol indultam ki, ennek megfeleléen a H2 szdrmazékok els6
aminosava mindenhol C4-ként szerepel.

Referenciaként feltiintettem a TcSb irodalmi adatai alapjan altalam generalt értékeket is. [31]

a) Elozetes varakozasok
Arra szamitottunk, hogy a diszulfidhid beépitésével nagymértékben stabilizalodik a szerke-
zet - hiszen 0sszekotjiik a lancvégeket, megakadalyozva ezzel a letekeredést - a redukcidval

pedig szerkezeti szempontbol visszakapjuk az eredeti, ciszteint nem tartalmazo molekulat.

b) Szerkezetek ,,vizualis elemzése”

Elsd ranézésre a HS szdrmazékok kozott oridsi kiillonbségek nincsenek. Az oxidalt és a redu-
kalt is egy kissé stabilabb, mint a H5, ezen feliil azonban az egyetlen jelentds kiilonbség, hogy
a H5_SS_ox hélixének az eleje a Y8-ig meglehetdsen furcsan csavarodik, egyértelmiien na-
gyobb a sugara az elsé menetnek, mint a tobbinek. Ez a redukcié hatasara megsziinik, de a
H5 SS red hélixe is kiilonbozik a HS5-t6l, ugyanis egyértelmlien van benne egy finom
gorbiilet.

A H2 szarmazékok esetében sokkal jelentdsebb a kiillonbség. A H2-nek alig van valami laza
szerkezete, ezzel szemben a H2 SS ox egyértelmiien a legstabilabb, legrendezettebb vala-
mennyi vizsgalt molekula koziil. Meglepé modon raadasul a redukcioval sem kapjuk vissza a
H2-t, ugyanis a H2_SS_red-nek is egyértelmtien van szerkezete, noha szemmel lathatéan Kis-
sé destabilizalt az oxidalt molekulaéhoz képest.

A H2 és a H5 szdrmazékok kozotti kiillonbségek koziil mindenképp kiemelendd, hogy a HS

Osszehasonlithatatlanul rendezettebb, mint a H2. Ezen kiviil a masik érdekesség, hogy a
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H2 SS ox hélixének az eleje is kiilonbozik a HS SS ox megfeleld részEtdl, elobbiben ugya-

nis a legelsd menet is a tobbivel nagyjabol megegyezd sugaru.

c) A Trp-Kkalitka és az a-hélix jellemzése

A masodlagos kémiai eltolodasok ismeretében meghataroztam a vizsgalt molekuldk CSDcage

értékét, mely a Trp-kalitka-jellegrél ad informacidt, valamint a CSDygix értékeket

(2. tablazat), mely a helicitast jellemz6 szam. Minél nagyobbak ezek az értékek, annal stabi-

labb a Trp-kalitka, illetve a hélix.

2. tablazat: A helicitas dsszehasonlitasa a CSDygix érték alapjan

Chemical Shift Deviations Chemical Shift Deviations
Szekvencia 12a [1602][171[21a | 230 [23B2]2451[2452] 1121 P T10a | 11a | 130 | re™
d: coil referencia 4.385 | 3.972 | 2.295 | 4.396 | 4.471 | 1.981 | 3.653 | 3.653 | 10.220 4.604 | 4.373 | 4.702 | 4.358
TcS5b NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS|-0.929(-3.033 | -0.223 | 0.632 | -1.840| -1.540|-0.482 -0.667 | -0.484 | 9.83 [(-0.457|-0.456(-0.429|-0.429| 1.771
H2 AVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS|-0.561 0.093 | 0.368|-0.507 | -1.303 | -0.160 | -0.344 | -0.254 -0.269|-0.255|-0.278 |-0.283| 1.085
H2_SS_ox_CDC CVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC| -0.969 | -3.405 | 0.256 | 0.695 |-2.264 | -1.596 | -0.657 | -0.872 | -0.583 | 11.30 |-0.657|-0.456|-0.460(-0.423| 1.996
H2_SS_red_CDC CVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC|-0.934|-3.048 | 0.222 | 0.632-1.859 | -1.520 | -0.469 | -0.691 | -0.481 9.86 (-0.476|-0.440|-0.425|-0.419]| 1.760
H2_SS_ox_CEC CVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC|-1.016|-3.250 | 0.245 | 0.606 [-2.235| -1.486|-0.723 -0.862 | -0.675 | 11.10 |-0.634|-0.322-0.506|-0.377| 1.839
H2_SS_red_CEC CVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC|-0.943|-2.781 0.201 | 0.550-1.774| -1.371-0.496 | -0.670 | -0.534 9.32 (-0.456|-0.323|-0.459|-0.362| 1.600
H2_A1C CVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS|-0.921|-2.679 | 0.194 | 0.535(-2.156 | -1.342 | -0.466 | -0.640 | -0.524 9.46 (-0.448(-0.319|-0.450|-0.356| 1.573
H5 EEEAVRLYIEWLKEGGPSSGRPPPS|-1.041|-3.123 | 0.220 | 0.578|-1.972| -1.597 | -0.541 [ -0.698 | -0.561 | 10.33 |-0.478|-0.326|-0.508|-0.403| 1.715
H5_SS_ox_CDC EEECVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC|-0.975|-3.384| 0.245 | 0.671|-2.266 | -1.482(-0.710|-0.889| -0.619 | 11.24 |-0.611(-0.461|-0.463(-0.431| 1.966
H5_SS_red_CDC EEECVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC|-0.999|-3.322 | 0.232 | 0.684|-1.998 | -1.707 [ -0.519|-0.726 | -0.505 | 10.69 |-0.541(-0.470|-0.464(-0.449| 1.924
H5_SS_ox_CEC EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC|-1.017|-3.246 | 0.239 | 0.577|-2.251|-1.384(-0.785|-0.895( -0.706 | 11.10 |-0.596(-0.326|-0.514(-0.384| 1.820
H5_SS_red_CEC | EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC
H5_AaC EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS

Sajnos a CSDcage érték nem minden moleku-

lara all rendelkezésre. [6] Emiatt a H2 szarma-

z¢ékokat egymadssal nem lehet 6sszehasonlitani.

A fenti torzitastol megtisztitott adatok alapjan

kiszamitottam az Xg(cage) értekeket, amelyek

ugyan egy fontos eltolodast figyelmen kiviil

hagynak, de ezaltal teljes mértékben Ossze-

vethetdek. Ezen értékeknél a Tchb-t tekintem

referencianak, és ahhoz viszonyitva jellemzem

a Trp-kalitkat. Az Xg(helix) érték hasonlo

modon jellemzi a helicitast. (3. tablazat)

3. tablazat: A vizsgalt molekulak kalitka-, és hélix-

jellegének osszevetése

| Szekvencia X d(cage)| X {helix)
dom coil referencia

Tc5b NLYTIQWLKDGGPSSGRPPPS| 0.861 0.887
H2 AVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS| 0.455 0.544
H2_SS_ox_CDC CVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC| 1.000 1.000
H2_SS_red_CDC CVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC| 0.863 0.882
H2_SS_ox_CEC CVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC| 0.994 0.921
H2_SS_red_CEC CVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC| 0.829 0.802
H2_A1C CVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS| 0.859 0.788
H5 EEEAVRLYIEWLKEGGPSSGRPPPS| 0.913 0.859
H5_SS_ox_CDC EEECVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC| 0.996 0.985
H5_SS_red_CDC| EEECVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC| 0.934 0.964
H5_SS_ox_CEC EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC| 0.995 0.912
H5_SS_red_CEC | EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC

H5_A4C EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS

A Trp-kalitkak szerkezetében a G16 két Ha-ja kolcsonhatasba keriil a Trp-oldallanc aromas

arny€kolasi kupjaval, de ez a kdlcsonhatas a két mag esetében szamottevéen kiillonb6z0é mér-

tékli. Emiatt a két eltolddasban extrém nagy kiilonbség adodik. Ezzel a kiilonbséggel jol jelle-

mezhetek a vizsgalt szerkezetek: minél nagyobb az eltolodas-kiilonbség, annal stabilabb,

rendezettebb a Trp-kalitka.

Megfigyeltem, hogy a redukcio hatasara kovetkezetesen és szamottevé mértékben valtozik a

Y8 HN eltolodasa.
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4. tablazat: A G16 Ha jeleinek eltolédas-

kiilanbsége az egyes szerkezetekben 5. tablazat: A Y8 HN eltolédasa az egyes molekuldkban

Masodlagos kémiai eltolédas
Szekvencia AAG11 -

Random coil referencia 0.000 — — Szekvencia 8 HN

Random coil referencia 0.000
Tesh NLYTQWLKDGGPSSGRPPPS) 2.239 | [rogy NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS 0.467
H2 AVRLY IQWLREGGPSSGREPPS H2 AVRLY IQWLKEGGPSSGRPPPS 0.334
H2_SS_ox_CDC CVRLYTQWLKDGGPSSGRPPEC| 2.540 | [1,"6™ " one CVRLYIQWLKDGGPSSGRPPPC 1.024
H2_S5_red_CDC CVRLYIQWLKDGGPSSGRPPEC| 2245 | [ == CVRLY IONLKDGGPSSGREPEC ppes
H2_SS_ox_CEC CVRLY IOWLKEGGPSSGRPPPC] 2302 | [ oo™ cec CVRLYIOWLKEGGPSSGRPPPC 0.94
H2_SS_red_CEC CVRLYIQWLKEGGPSSGRPPEC| 1919 | [ o= em o CVRLY IOWLKEGGPSSGREPEC e
H2_A1C CVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS| 1837 | [ =00 CVRLY IOWLKEGGPSSGREPPS om
H5 EEEAVRLY IEWLKEGGPSSGRPPPS| 2472 | [ = EPEAVRLY IEWLKEGGPSSGREDPS Py
H5_S5_ox CDC | EEECVRLYIQWLKDGGPSSGRPPRC| 2503 | I,\576s o cpc | EEECVRLYIOWLKDGGPSSGRPPPC 1.198
Hs_ss red coc| EEECVRLYIOQWLKDGGPSSGREPEC| 2479 | [ mec o e e e RPPPC 70
H5_SS_ox CEC | EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPEC| 2279 | |o7ge™ "cec | EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPC 1.148
H5_SS_red_CEC | EEECVRLYIOWLKEGGPSSGRPPPC H5.55_red CEC | EEECVELY IOWLKEGGDSSGREDEC
H5_A4C EEECVRLYTQWLKEGGPSSGRPPPS H5_AdC EEECVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS

Ennek oka még nem teljesen tisztazott. Feltételeztem, hogy a hélix elejének az oxidalt szerke-
zetekben megfigyelhetd torzuldsaval hozhato Osszefiiggésbe. Ezt a feltételezést tdmasztja ala,
hogy a H2 szarmazékokban kisebb az eltolodas-kiilonbség, mint a HS5 szarmazékokban.
Szemre egyértelmiien utdbbiban torzul jobban a hélix.

Valoszinlibb azonban, hogy a diszulfidhid arnyékolja a Y8 HN magot. Utobbi feltételezést
tamasztja ald, hogy a H5_SS_ox-ban a diszulfidhid és a Y8 HN tavolsaga kb. 1 A-mel kisebb,

mint a H2_SS_ox-ban.

d) Tendenciak a CSD értékekben
A masodlagos kémiai eltolodasokat abrazold grafikonokat elsdsorban az egyes szerkeze-
tekben mutatkoz6 kiilonbségek azonositdsa érdekében készitettem a Ha, HN és N atomokra.

A jobb attekinthetdség kedvéért a 25. abra relevans részét kinagyitva tartalmazza a 26. abra.
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25. 4bra: A HA eltolédasok CSD értékei 26. dbra: A V5 ésa Y8 CSDyp értékei

A 25. abra szemléletesen mutatja a G16 Hal és Ha2 eltolodasok kozotti kiillonbséget, mely-

nek okat fentebb részleteztem. A masodlagos kémiai eltolodasokban jol megfigyelhetd, hogy
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az a-helikélis szakaszon a CSDpa értékek

negativak, ez O0sszhangban van a szamolt

H2
1,0 4 H2_SS_ox

szerkezetekkel. A 26. abra alapjan o 2-es.ted

H5_SS_ox
B 5SS _red

els6sorban a V5 és a Y8 HA eltolodasaiban 05

figyelheté meg egyértelmii tendencia. Itt jol ) l || Il |
T || I |I| ‘ T ||| "I T TT7T

CSD

lat-szik, hogy az oxidalt szerkezetekben

-0,5 -

mind-két eltolodas extrém értékeket vesz

El
E2 HN
E3 HN
C4 HN
R6 HN
L7 HN

8 HN
9 HN
O-HN
1HN
2 HN
3 HN
P17
S18 Hik
P22
P23
P24

G16 HN
S19 HN
G20 HN
R21 HN
C25 Hi

fel, ugyanakkor az is egyértelmii, hogy a o d R

reduk-ciéval nem kaptuk vissza a Cys-t

nem tartalmazdé H2 és HS5 szerkezetét.
27. abra: A HN eltolodasok CSD értékei

Ehhez hasonléan meghataroztam a CSDyy

értékeket is (27. abra).

A HN eltolodasok tekintetében kiilondsen érdekes az R6, ahol a H2 és a HS szarmazékok ko-

z0Ott mutatkozik jelentds kiilonbség, valamint a Y8, melynek HN eltolodasat a diszulfidhid

egyértelmiien extrém mértékben befolyasolja (28. abra és 29. abra).

R6 HN
Y8 HN

28. abra: Az R6 CSDyy értékei 29. abra: Az Y8 CSDyy értékei

A Y8 HN eltolodasainak valtozasara ma-  Sszerint Osszefliggésben all a redukalt Cys-ek
gyarazatul szolgal a hélix torzulds, valamint  kozotti kdlesonhatéssal.

a diszulfidhid arnyékolési ktipja, ezt fentebb 7

_EH
H5_SS_ox

részleteztem. Az R6 HN valtozasara egye- s _res
16re nem tudok magyardzatot adni.

A CSDy, értékek (30. 4bra) tjabb bizonyité-

kul szolgalnak a H5 ¢és a redukalt szerkezet ; A9 B N P ‘ | H | I
kozotti szamottevd kiilonbségekre. Figye- CUERRERCFIINIAAcEacdEEg
lemre méltd, hogy mig a C4 CSDy értéke N
alig valtozik a redukcio hatdsara, a C25 N 4

esetében a valtozds hatalmas. Ennek okat
. . 30. abra: Az N eltolédasok CSD értékei
egyelére nem ismerjiik, de feltételezésem
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e) Séhidak
Az ICING szoftvercsomag [22] segitségével azonositottam a szerkezetekben megtalalhato
sohidakat. A szazalékos eredmények azt adjadk meg, hogy az altalam készitett szerkezet-

sokasag elemeinek hany szazalékaban talalhaté meg az adott sohid.

6. tablazat: Sohidak a H2 szarmazékokban

H2 (irod.) H2_SS_ox H2_SS_red
E14-K13 | D14-K13 | D14-R21 | D14-K13 | D14-R21
séhid 6 % 6 %
N-O hid 3% 6 %
ionpar 100 % 91% 100 % 86 % 88 %
nincs 14 %

7. tablazat: Séhidak a H5 szarmazékokban

H5 (irodalmi) H5_SS_ox H5_SS_red
E2-K13 | E2-R6 | E3-R6 | E14-R6 | E14-K13 | E14-R21 | E2-R6 | E3-R6 | D14-K13 | D14-R21 | E1-R6 | E2-R6 | E3-R6 | D14-R21
séhid 11% 16% | 2% 8%
N-O hid 11% | 7% | 3% 41% 2% | 73% | 28%
ionpar 89% | 78% |100%| 89% | 78% 80% | 73% | 97% | 100% 3% | 74% | 77% | 19% | 72%
nincs 1% | 11% 11% | 22% 20% 24% | 21%

A fenti két tablazat alapjan egyértelmi, hogy a legfontosabbak a D14-K 13 kozotti és a D14-
R21 kozotti sohidak. Utobbi szerepérdl széleskorli ismeretekkel rendelkeziink, ennek igen je-
lent6s szerepe van a szerkezet stabilizalasaban. [3] [5] Jol lathatd, hogy az erésen destabilizalt
H2-ben ez a szerkezetstabilizal6 elem egyaltalan nincs meg.

Erdekes kiilonbséget fedeztem fel a H5 és szarmazékai kozott. A lanc eleje - E1-E3 - és az R6
kozott kialakuld sohidak ugyanis minden szdrmazékban megfigyelhetdek, de a szerkezet-
sokasag elemei koziil nem mindegyikben. Ennek oka, hogy a lanc elejének viszonylagos szer-
kezeti instabilitasa miatt a szerkezetek egy jelentOs részében kozelebb keriilhetnek egymashoz
a sohid kialakitasaban résztvevd csoportok.

A legérdekesebb azonban az E2 és a K13 kozotti sohid, ezek ugyanis szekvencialisan megle-
het6sen tavol esnek egymastol. A H5-ben azonban annyira flexibilis a molekula eleje, hogy a
szerkezetek jelentds részében kozel keriilhetnek egymashoz ezek a csoportok. Az pedig, hogy
ezt a sohidat sem a diszulfidhidas, sem a redukalt szarmazékban nem lehet kimutatni, mikoz-
ben a H5-ben nagy aranyban - 89 %-ban - van jelen, egyértelmii bizonyitéka annak, hogy a
H5 SS ox/red molekulak sokkal kevésbé flexibilisek. Ez egy wjabb indirekt bizonyitéka a

redukalt szarmazék stabilitasanak.

f) RMSD értékek
Az RMSD érték a szerkezetsokasag elemei kozott a megfelelé atomok koordinatainak szora-
sat adja meg A-ben. Minél kisebb ez az érték, annal jobban definialt, stabilabb a szerkezet. En
az RMSD értékeket az iICING szoftvercsomag segitségével hataroztam meg, kiilon csak a

gerincatomokra, és valamennyi atomra is.



8. tablazat: A vizsgalt molekuldk szerkezetsokasagainak RMSD értékei

) RMSD RMSD | Szerkezetsokasag
Szekvencia . . . .

(gerinc) (teljes) | elemeinek szama
H2 AVRLYI QW KEGEPSSGRPPPS 1.73 2.31 10
H2_SS_ox CWVRLYlI QNLKDGGPSSGRPPPC 0.11 0.44 35
H2_SS_red CWVRLYlI QNLKDGGPSSGRPPPC 0.50 0.91 36
H5 EEEAVRLYI EW. KEGGPSSGRPPPS 0.78 1.40 9
H5_SS_ox EEECVRLYI QN_KDGGPSSGRPPPC 0.56 1.24 75
H5_SS_red EEECVRLYI QN_KDGGEPSSGRPPPC 0.62 1.35 53

Az RMSD értékek szemléletesen tamasztjdk ald az egyes szerkezetek stabilitasara tett

megallapitasaimat.

g) NOE kényszerfeltételek
A szerkezetet meghatarozd NOE kényszerfeltételek szamabdl is kdvetkeztethetiink a szerke-
zet rendezettségére. Kitiintetett jelentésége van az un. tdvoli NOE kényszerfeltételeknek, me-
lyek a molekula mésodlagos szerkezeti elemeinek stabilizalasdban és a harmadlagos struktira
kialakitdsaban birnak nagy jelentdséggel. Az egymastél néhany aminosav tavolsagra 1évo
kényszerfeltételek kozott is vannak olyanok, melyek a harmadlagos szerkezetet stabilizaljak,

am ezek tulnyomo tobbsége elsdsorban a masodlagos szerkezet szempontjabdl jelentds.

9. tablazat: NOE kényszerfeltételek szama a vizsgalt molekuldkban

i+0 [ i+1 [ i+2 | i+3 | i+4 | i+5 [ i+6 | i+7 | i+8 | i+9 | i+10 [ i+11 | i+12 | i+13 [ i+14 | i+15 | i+16 | i+17 | i+18 [ i+19 | i+20 [i+21 | X
Tc5b 43 | 62| 9 | 18] 9 2 4 0 0 0 5 2 8 1 0 1 5 0 0 0 0 0 |169
H2 136 37| 2 4 6 1 7 0 0 0 4 0 2 1 0 1 2 0 0 0 0 0 |203
H2_SS ox [259|143| 36|64 (30| 20| 16| O 7 1 15 8 16 | 15 1 7 9 4 2 0 1 2 | 656
H2_SS red |241| 98 | 26 [ 32| 15| 8 | 12| O 1 0 8 5 11 3 0 10 6 1 0 0 0 0 | 477
H5 176|101| 16 | 29 | 16 | 6 8 1 0 0 11 1 10 0 0 8 1 0 0 0 0 0 |384
H5_SS ox [274|136| 17 |53 (28 | 15| 16| O 6 0 9 3 14 | 14 0 12 4 0 0 0 0 | 609
H5_SS_red | 264|123 28 [ 59 [ 25| 10| 9 1 2 0 12 5 14 9 0 5 9 5 0 0 0 0 |580

A 9. tablazatban 0sszeszamoltam, hogy az egyes szerkezetekben hany NOE kényszerfeltételt
sikeriilt definidlnom, és ezeket csoportositottam az érintett aminosavak szekvencialis tavolsa-
ganak fliggvényében. Noha ezt az adatsort nem tartom teljesen egzaktnak a vizsgalt moleku-
lak aminosavszamanak kiilonbsége miatt, a megallapitdsaimmal jol korrelald szamokkal
alatdmasztottam a szerkezetek elemzése soran tett megallapitasaimat.

A 9. tablazat konnyen értelmezhet6, szemléletes adatait kiilon feltiintettem a 10. tablazatban.
A 10. tdblazatban szereplé adatok koziil az 10. tablzat: A NOE kényszerfeltételek kinnyen

. , ; , L., értelmezheto6 szamadatai
i+3-as kényszerfeltételek szama a helicités-

i+3 | 2 (kivéve i+0)

sal, az i+0-as kényszerfeltételek nélkiil sza- Tc5b 18 126
H2 4 67

molt Osszeg pedig a teljes szerkezet stabilita- H2_SS_ox | 64 397
A s L H2_SS_red | 32 236
saval all osszefliggésben. m - 08
H5_SS_ox | 53 335

H5_SS_red | 59 316




h) Ser OH - latszik vagy nem latszik?

A disszociabilis protonok protikus oldoszerekben altaldban nem adnak jelet, ugyanis az oldo-
szer protonjaival folyamatos cserereakcidban vesznek részt. Ennek megfeleléen fehérjékben,
kozel semleges pH-n nem latszanak sem COOH, sem OH hidrogének.

Az altalam vizsgalt molekuldk kozott azonban néhany esetben - a H2_SS ox, valamint a
H5 SS ox/red molekuldkban - sikeriilt a S19 HG jelét (OH proton jelét) asszignalnom. Ennek
magyarazata nyilvanvaléan az, hogy a kémiai csere gatolt, ebbdl pedig arra Ilehet
kovetkeztetni, hogy a S19 HG (H2 szdrmazékokban S16 HG) olyan mértékben el van temetve
a molekula hidrofob magjaban, hogy az oldoszer molekulai nem férnek hozza.

Ezt a jelentds kiilonbséget a H2_SS-ox és a H2_SS red példajan mutatom be.

31. abra: A S16 eltemetett OH csoportja 32. abra: A S16 OH csoportja
a H2_SS_ox szerkezetében a H2_SS_red szerkezetében

Jol lathato, hogy mig a H2 SS ox molekulaban a S16 HG egy lireg mélyén helyezkedik el, és
ott is befelé fordul, addig a redukalt molekulaban ugyanez az atom a molekula felszinén talal-
hat6. Mivel semleges pH-n és vizes kozegben meértiikk a spektrumokat, nyilvanvaloan nem
csak a hidrogén, hanem az oxigénatom helyzete is kulcsfontossagli a protoncsere reakcid
szempontjabol. Az oxigén helyzete, és igy a hozzaférhetdsége is jelentdsen kiilonbozik.

Ez a jelenség indirekt bizonyitéka annak, hogy a vizsgalt molekuldk koziil a H2 SS ox és a
H5_ SS ox/red molekulak a legstabilabbak, hiszen ezekben alakult ki olyan stabilitast hidro-
fob mag, amely még a kérdéses Ser OH csoportjat is képes eltemetni, és megakadalyozni az

olddszer hozzaférését.
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8. A molekulaméret-vizsgalatok eredményei
A DOSY mérések alapjan meghataroztam a vizsgalt molekuldk diffuzios allandojat, majd
ennek hatvanyozasaval eldallitottam egy olyan értéket, mely a hidrodinamikai sugarral ara-

nyos, és igy a vizsgalt molekulak méretét 6sszehasonlithatova teszi (11. tablazat és 33. abra).

11. tablazat: A DOSY mérések alapjan meghatarozott
diffazios allandok, valamint a molekulak méretét
jellemzo értékek

D10 /m?s? [(D10")3 /s> m™® E
H2 1.45 0.33 A
H2_A1C 1.61 0.24 °
H2_SS_ox 1.58 0.25
H2_SS_red 1.58 0.25 N ) ‘
H5 1.49 0.30 A A A
H5_A4C ) )
H5_SS_ox 1.49 0.30
H5 SS red 1.50 0.30 33. abra: A molekuliak méretének osszevetése

A DOSY méréseket csupan kiegészitdé vizsgalatnak szantam, azonban mindenféleképp
megnyugtatd, hogy az eredmények korreldlnak az egyéb modszerek alapjan felallitott
elképzeléseimmel. JOl lathatd, hogy mind a H2, mind a H5 szdrmazékok esetében a
diszulfidhid beépitése jelentdsen csokkenti a molekula méretét, tehat kompaktabbd valik a
szerkezet, nyilvanvaléan n6 a feltekeredett populacioé aranya. A diszulfidhid redukcidja nem
okoz szamottevd valtozast, ezt a meglepd eredményt a DOSY mérések is alatdmasztjak. Arra,
hogy a H2 A1C miért kisebb, mint a H2_SS molekulak, egyeldre nem tudok magyarazatot
adni, azt azonban a kémiai eltolédasok elemzésével is megallapitottam, hogy a H2 Al1C
rendezettsége alapjan a H2_SS molekuldkhoz all kozel, és nem a H2-hoz.

Mindenképp figyelemre mélto, hogy a H2 molekula hidratalt mérete szamottevoen nagyobb a
H5 molekulaénal, noha utobbi nagysagrendileg 0,4 kDa-nal nehezebb! Jol latszik tehat, hogy
a H2 jelentdsen instabilabb, mint a HS5, nyilvanvaléan a feltekeredett és letekeredett
populéciok aranyaban is hatalmas kiilonbség van. Ebbdl is latszik azonban, hogy ezzel a
modszerrel a fehérjék molaris tomegére vonatkozd informaciot csak akkor kaphatnank, ha a
szerkezetek kozotti hasonlosdg sokkal nagyobb mértékli lenne. Ennek oka véleményem
szerint az, hogy ilyen mértékben kiilonbozo feltekeredettség esetében nem lehet egyértelmiien
meghatarozni az alaktényez6t, ez pedig alapvetdéen befolyasolna a szamitasokat (VII.6.

fejezet).
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IX. Osszegzés

Munkam célja elsésorban annak tanulmanyozéisa volt, hogy a diszulfidhid beépitése ¢és
redukcidja miként befolyasolja az erésen destabilizalt H2 és a jol definialt szerkezettel bird
HS5 térszerkezetét.

A H5 szerkezetének stabilizalasa céljabol, a konformacié megtartasaval diszulfidhid kerdilt
beépitésre, ami varakozasunknak megfelelden stabilizdlta a szerkezetet. Meglepd modon
azonban a diszulfidhid redukcidjaval nem kaptuk vissza az eredeti H5 szerkezetét, hanem
annal valamivel stabilabb molekulahoz jutottunk.

Ennek tovabbi tanulmanyozédsa céljabol a - mar alacsony hdmérsékleten is igen erdsen
destabilizalt - H2-be is diszulfidhidat épitettiink be. A szerkezet, amit kaptunk, minimalisan
még a H5 SS ox-ndl is stabilabb.

A redukcioval kapott H2 SS red-t6l azt vartuk, hogy a H2-héz hasonlo destabilizalt
szerkezete lesz, am ezen varakozéasunk egyaltalan nem igazolodott be, ugyanis a vartnal igen

jelentésen stabilabb molekulahoz jutottunk.

34. abra: Osszegzés

A szerkezeteket szamos, tobbé-kevésbé egzakt szempont alapjan elemeztem, ezen elemzés
legfontosabb adatait Osszefoglaltam a 12. tablazatban. Sajnos ez az adatsor meglehetdsen
hidnyos, hiszen szdmos eredmény értékelése még folyamatban van. Ennek ellenére mar most

egyértelmi, hogy a hianyz6 adatok a dolgozatom kovetkeztetéseit nem befolyasoljak.
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12. tablazat: A szerkezeteket jellemzo adatok

hélix Trp-kalitka

NOE (i+3) | CSDyepy | X¢(helix) :(.\I,\ISOE) CSD. | X(cage) | AG16 Ha (:Z'ii':) (fng)
Tc5b 18 1771 | 0.887 | 126 | 9.830 | 0.861 | 2.239 | 054 | 1.08
H2 4 1.085 | 0.544 | 67 0.455 173 | 231
H2_SS_ox_CDC 64 1.996 | 1.000 | 397 |11.297| 1.000 | 2540 | 0.11 | 0.44
H2_SS_red CDC| 32 1.760 | 0.882 | 236 | 9.856 | 0.863 | 2.245 | 0550 | 0.91
H2_SS_ox_CEC 1.839 | 0.921 11.008| 0.994 | 2.302
H2_SS_red_CEC 1.600 | 0.802 9.320 | 0.829 | 1.919
H2_A1C 1573 | 0.788 9.457 | 0.859 | 1.837
H5 29 1.715 | 0.859 | 208 [10.331| 0913 | 2172 | 078 | 1.40
H5_SS_ox_CDC 53 1.966 | 0.985 | 335 |11.241] 0.996 | 2.503 | 056 | 1.24
H5_SS_red CDC| 59 1.924 | 0.964 | 316 |10.692| 0.934 | 2479 | o062 | 1.35
H5_SS_ox_CEC 1.820 | 0.912 11.100| 0.995 | 2.279
H5_SS_red_CEC
H5_A4C

A tablazatban kiilon szerepelnek a helicitéast jellemz6 adatok €s a Trp-kalitkara, tehat a teljes
szerkezet stabilitdsara jellemzd értékek. A 12. tablazat adatai alapjan az altalam vizsgalt

molekuldk szerkezetének rendezettségére, stabilitasara a kovetkezd sorrendet allitottam fel.
H2 <<< H2_SS_red = Tc5b ~ H5 < H5_SS _red < H5_SS_ox < H2_SS_ox

Ezt a sorrendet a tablazat valamennyi adatsora aldtdmasztja, szamottevd mértékben ellent-
mond6 adatok nincsenek. Ugyanezt megerdsitik a csoportunkban Farkas Viktor altal végzett
CD mérések is. Raadasul a sorrend indirekt modon alatamaszthatd a szerkezetek ,,vizualis
elemzésével”, a sohidak elemzésével, és a S19 HG jeleivel is. Ez a jel — amely a kitlintetett
stabilitas indirekt bizonyitéka - csak a sorrendben utols6 harom molekula szerkezetében
latszik, egyetlen mas, altalam ismert Trp-kalitkdban sem fordul eld ilyen!

Mindezek alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy a diszulfidhid beépitésével nagymértékben
sikeriilt stabilizalni a Trp-kalitka szerkezetét, ¢s minden eddig ismert szarmazékot meghaladd
hidrofobicitast sikeriilt elérni a molekula belsejében.

Nagyon érdekes kovetkeztetés azonban, hogy a diszulfidhid redukciojaval egyaltalan nem
kapjuk vissza a H2, illetve a HS szerkezetét.

A H5 szarmazékokrol dinamikai mérések is késziiltek, melyek feldolgozasat elvégeztem.
Ezek is alatamasztjak, hogy a H5 SS red molekuldban a szekvencia eleje és vége kozott, a
redukalt Cys-ek kdrnyezetében olyan kolcsonhatas figyelhetd meg, amely sem a H5-ben, sem
a H5_SS_ox-ban nincs jelen.

A Cys-ek kolcsonhatasat jelenleg is vizsgaljuk.
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XI. Szerzoi nyilatkozat

Név: Koltai Andras

ELTE Természettudomanyi Kar, Vegyész mesterszak

Dolgozat cime: Diszulfidhid-stabilizalt Trp-kalitka minifehérjék vizsgalata
NMR spektroszkdpidval

A dolgozat szerzojeként fegyelmi felelésségem tudataban kijelentem, hogy a dolgozatom
onall6 munkam eredménye, sajat szellemi termékem, abban a hivatkozasok és idézések
standard szabalyait kovetkezetesen alkalmaztam, masok altal irt részeket a megfeleld idézés

nélkiil nem hasznaltam fel.

A csoportunkban folyd kutatas komplexitasabol eredden munkamhoz sziikséges volt a csoport
tagjaival, €s néhany esetben kiilso partnerekkel vald egyiittmiikodés.

Ennek eredményeképp a dolgozatomban szerepld eredmények nem kizdrdlag az ¢én
munkamon alapulnak.

Az altalam vizsgalt fehérjék eldallitdsat és tisztitasat részben Szabo Maria, Straner Pal és
Taricska Nora végezte csoportunk expresszios laborjaban, részben pedig Toth Gabor
kutatocsoportja a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetében. A  kiegészitd
tomegspektrometrias méréseket Kapros Anita végezte. A CD spektroszkopiai mérések
elvégzése és értékelése Farkas Viktor munkaja. Az NMR spektroszkopiai méréseket részben
Lang Andras, Perczel Andras és Rovo Petra végezték a Kémiai Intézet, illetve a Kar ké-
sziilékein, részben pedig Frank Léhr, a frankfurti Zentrum fiir Biomolekulare Magnetische
Resonanz munkatarsa végezte. Az NMR vizsgalatokat kiegészitd MD szimulaciok
Karancsiné Menyhard Dora munkai.

NMR spektroszkopian alapuld szerkezet-meghatarozast és szerkezeti, valamint dinamikai
elemzést. A sajat munkdmat mutatom be részletesen, de értelemszeriien megemlitek olyan

eredményeket is, melyek masok munkajat dicsérik.
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1. Az altalam vizsgalt négy minifehérje (H2 SS ox, H2 SS red, HS5 SS ox,
¢s ennek alapjan meghataroztam a molekulak térszerkezetét, valamint szerkezeti
adatait.

2. Az irodalomban mas homérsékleten szerepld H2 ¢és HS méréseit 288 K-en
megismételtem, illetve elvégeztem a CEC varidnsok és a H2 A1C méréseit. Ezen
molekulak esetében az NMR mintat magam készitettem eld, és a méréseket is magam
végeztem, Rovo Petra segitségével.

3. Az éltalam meghatarozott szerkezeteket és szerkezeti adatokat, valamint a H2 és a HS
szerkezeteit €s szerkezeti adatait (ezeket kutatdcsoportunkban kordbban Rovo Petra
hatarozta meg [Rovo és mits., el6késziiletben]) felhasznéalva elkészitettem a hat
molekula 6sszehasonlitéd szerkezeti elemzését.

4. A HS5, H5 SS ox ¢és a HS5 SS red heteronuklearis 2D ¢és 3D spektrumainak
elemzését és Osszevetését.

5. Valamennyi, a dolgozatomban szerepld DOSY mérést elvégeztem, feldolgoztam, és a

kapott eredményeket értékeltem.

Budapest, 2014. aprilis 30.

Koltai Andras
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