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I. Az értekezés elozményei és célkituzései

A fonalas gombdk okozta fertézések elhdritdsa a human gydgyaszatban, a mezdgazdasidgban és az
¢lelmiszeriparban is egyre nagyobb kihivast jelent. Ennek egyik f6 oka a leggyakrabban hasznalt
antimikotikumokkal szemben kialakuld rezisztencia, illetve az a tény, hogy a fonalas gombdk az
eukariota él6lények kozé sorolhatok, ezért sejtfelépitésiiket, és bioszintetikus utvonalaikat tekintve
sokkal jobban hasonlitanak az emlésdkre, mint a prokariota mikroorganizmusok, példdul baktériumok.
Uj antifungalis hatoanyagok fejlesztése azért nagy kihivas, mert igen nehéz olyan célmolekulét tallni
amelynek gatlasa révén a gombasejtek ndvekedését megakadalyozhatjuk, &m emlds sejtekben ugyanez
a célmolekula nem, vagy mas formdban taldlhatd meg, ezért a hatéanyag hatdsos, ugyanakkor
kelloképpen specifikus és nem toxikus'. Egészséges védekezdrendszerrel rendelkezd egyénekben
létfontossagu szerveket megtamadd gombas fertézés vagy szisztémdas mikozis szinte soha nem fordul
eld. Az immunszupressziv terapiak, illetve az immunhidnyos allapottal jaro betegségek megjelenésével
azonban az emberben eléforduldé gombiés fertézések szdma az utdbbi évtizedekben dramaian
novekedett. Ennek kovetkeztében az 1j, hatdsos, de biztonsadgos antifungalis hatdanyagok fejlesztése
irAnt is megndétt az igény®. Ezért az utdbbi évtizedekben intenziv kutatas folyt az ilyen molekuldk
fejlesztésének iranyaban. Az egyik igéretes kutatdsi irdny az Un. antimikrobidlis peptidek (AMP-k)
azon csoportjanak feltarasa, melyek specifikusan gatoljak a patogén gomba fajok novekedését. Mivel
méretilkben (50-60 aminosav, 5-7 kDa) a peptidek és fehérjék mérettartomanyanak hataran
helyezkednek el, a szakirodalom ezeket a molekulakat antifungélis peptidekként is emlegeti, azonban a
fehérjék tulajdonsagaira emlékeztetd jol definialt harmadlagos szerkezetiikk miatt az ,antifungélis
fehérje” kifejezéssel talalkozhatunk gyakrabban. Az antifungélis fehérjék csoportjaba sorolhaté® az
altalunk vizsgélt Penicillium antifungalis fehérje (PAF), ami az ezidaig izolalt vagy szintetizalt és
biokémiailag is jellemzett legalabb tiz antifungalis fehérje* " koziil az egyik legintenzivebben kutatott.

A PAF fehérje kutatasa két évtizedre nyulik vissza. A paf gént €s a fehérje izolalasat 1995-ben irta le
egy osztrak kutatocsoport’. Ez a csoport és a késébb a kutatashoz kapcsolodott partnerek azota is
rendszeresen k6zdlnek Gjabb eredményeket; évente atlagosan egy publikaci6 jelenik meg a PAF fehérje

biokémiai'*'*>'° fiziologiai'** vagy szerkezeti'**"**

vonatkozasaban. Kutatocsoportunk 2007-ben
csatlakozott ehhez a kutatdshoz. Két éven beliil megsziiletett a két csoport elsd kozds publikacidja'?,
melyben elséként kozolték a PAF oldatfazisu térszerkezetét, és ezzel szamos uj kutatdsi irdny nyilt
meg. A térszerkezet pontos ismerete — példaul a fehérje célzott modositdsai révén — biokémiailag
megalapozottabb kisérletek tervezésére és kivitelezésére ad lehetdséget, melyek a szerkezet-funkcid
Osszefliggések feltarasara iranyulnak. A PAF fehérjét mas fehérjékhez viszonyitott kis molekulatomege
(6,3 kDa), jol definidlt harmadlagos szerkezete, és igen jO vizoldhatdsdga kivald modellé teszi

spektroszkdpiai modszerfejlesztésre és fehérje-feltekeredés modellezésére is**>.

Alapszakos hallgatoként a kutatdas ezen pontjan csatlakoztam a kutatocsoporthoz. Miutan
szakdolgozatomat és diplomamunkdmat is ebben a témaban készitettem el, a téma ¢és az alkalmazott
szerkezeti biologiai és biotechnoldgiai moédszerek ismeretében vilagos célkitlizésekkel kezdhettem el



doktori munkém kidolgozésat. Célkitlizéseimet az aldbbi harom pontban foglaltam 0ssze.

1. A PAF 2009-ben kozolt' oldatfazisu térszerkezeti modell esetében a diszulfidhidak kapcsolodasi
sorrendje tisztdzatlan maradt; az akkor rendelkezésre allo kisérleti adatokbol ezt nem lehetett teljes
biztonsaggal meghatarozni. Munkam elsé célkitlizése a ciszteinek kapcsolodasi sorrendjének
megallapitasa és ezt kovetden a — diszulfidhidak mint szerkezetet meghataroz6 korlatok, illetve ujabb
¢s pontosabb modszerekkel nyert tdvolsagkorlatok figyelembe vételével — egy pontosabb térszerkezeti
modell meghatdrozasa volt.

2. Az oldatfazisti szerkezet ps-ns id6skalan torténé mozgasi tulajdonsdgait mar kordbban leirtdk
PN-relaxacids adatok Lipari-Szabo analizisének segitségével®. A mért S* rend paraméterek szerint
merev molekulaszerkezet feltételezhetd a ps-ns idéskalan, ami a harom diszulfid kotéssel és a B-redds
masodlagos szerkezettel értelmezhetd. Ezzel azonban ellentmondésban allt, hogy homérséklettdl fiiggd
elokisérleteink eredményei arra utaltak, hogy mas iddskaldkon ez a relative merevnek gondolt
szerkezet valosziniileg sokkal nagyobb fluktuaciokat mutat: az NMR jelek térfogati integral értékeinek
dramai csokkenése magas €s alacsony hémérsékleteken a fehérje rejtett konformacioinak oldatbeli
jelenlétére utalt. Munkdm masodik célkitlizése az volt, hogy magyarazatot adjak a hdmérséklettdl
fiiggd kisérletekbdl szadrmazd térfogat-integral értékek szerkezetspecifikus valtozasaira, és ezen
keresztiil jellemezzem az NMR mddszer szdmara lathatatlan konformécios dallapotokat, azok
szerkezetét és a részleges letekeredés termodinamikdjat tekintve. Kvantitativn NMR mérések
segitségével azt kivantam meghatarozni, hogy a fehérje nativ allapotdban az oldat vajon milyen
aranyban tartalmazza a konvencionalis NMR modszerekkel megfigyelhetd és a kozvetleniil nem-
megfigyelhet6 allapotokat. Ezen kiviil vizsgalni szdndékoztam a hdmérsékleti stressz hatasara torténd —
de a diszulfid hidak altal korlatozott — letekeredési folyamat mechanizmusat.

3. Partneriinkkel egyiittmiikodésben a PAF szamos olyan valtozatat allitottuk el6 a fehérjét kodold gén
betdltott szerepét kivantuk vizsgalni. Az egy aminosav cserével létrehozott valtozatok kozott talaltunk
olyat is, mely — elézetes vizsgalataink alapjan — az eredetivel azonos térszerkezetettel rendelkezik, de
antimikrobialis aktivitdsa gyakorlatilag megszlint. Ezért célul tiiztik ki e valtozat szerkezetének
dinamikéjanak ¢és homérsékletvaltozds hatdsdra torténd kitekeredésének jellemzését, és az eredeti
fehérjével vald 0sszehasonlitasat. Vizsgalatainkkal azt szandékoztunk felderiteni, hogy mely szerkezeti
¢s dinamikai paraméterek megvaltozasa hozhat6d 0sszefiiggésbe az antifungalis hatds megsziinésével.



I1. Vizsgalt anyagok és alkalmazott modszerek

A PAF fehérje és modositott valtozatainak eloallitasa

Ahogy mas bioldgiai Uton eldallitott molekuldkat, a PAF-ot is ¢l0 sejtek termelik. Ezeket a sejteket
szabalyozott modon — laborléptékben lombikban — szaporitjuk, tartjuk életben és a koriilmények
optimalizalasdval minél nagyobb mennyiségli termék termeltetésére késztetiink (a termeld torzset és a
technologiat egyiittesen nevezziik expresszios rendszernek). Munkam sordn a PAF és valtozatainak
biotechnologiai médszerekkel torténd eldallitasara haromféle rendszert hasznaltam. A kutatas kezdetén
Penicillium chrysogenum Q176 (ATCC 10002) torzset hasznaltuk, a koradbbiakban leirt fermentacios és
kromatografias Iépések szerint'.

Kisérleteink eldrehaladtaval felmeriilt az igény egy a Penicilium rendszernél nagyobb
fehérjekihozatalra képes expresszios rendszerre, mely egyszerre alkalmas a fehérjét kodolod gén célzott
modositasara, €s a tapkozeg Osszetételének megfeleld modositasa révén a termelt fehérje tetszdleges
("N és/vagy "C) stabil izotopos duisitasata. Erre a feladatra az egyik megoldas a Pichia pastoris élesztd
rendszerben valo termeltetés volt, melyr6l mar kordbban kimutattdk, hogy az eredetivel azonos
szerkezetli PAF termelésére alkalmas.'* Ezzel a modszerrel az alabbi aminosaveserét tartalmazd
valtozatok késziiltek el: PAFC’S, PAFC'%S PAFC®S, PAFC7S-C365 pAFC288-C345,

Még késébb partnereink biotechnoldgiai fejlesztései révén a Pichia rendszernél is nagyobb kihozatalt
értiik el egy olyan genetikailag modositott Penicillium chrysogenum torzzsel, melybdl az eredeti paf
gént génkiiitéssel eltavolitottak™, ezaltal elkeriilték a nativ és modositott termék egyiittes termelddését,
enélkiil ugyanis jelentds elvalasztastechnikai problémaba iitkdztiink volna. Ez a PAF variansokat
taltermelni képes torzs az un. Apaf Penicillium C3, mellyel a korabbi rendszereknél joval magasabb
fehérje-kihozatal (>10mg/L) érhetd el, és a Pichia rendszernél technoldgiailag is konnyebben kezelhetd
(pl. a rovidebb kultivacios id8, egyszerlibb tisztitas). A PAFP"S valtozatot és a hOmérséklettd] fliggd
mérésekhez hasznalt "N-jelzett és "N-""C-jelzett fehérjemintak egy részét is ezzel a torzzsel allitottuk
el6™ a disszertacidban részletezett technologiai 1épésekkel.

A kémiai szintézissel eldallitott PAF fehérjét és koztitermékeit Dr. Varadi Gyorgyi (Szegedi
Tudomanyegyetem, Orvosi Vegytani Intézet) szintetizélta nativ kémiai ligacio és oxidativ feltekerés
moédszerek kombinacigjaval. A PAF fehérjében kozvetleniill nem megfigyelhetd konforméciok
mennyiségi meghatarozasahoz® referencia vegyiiletként sziikségem volt olyan rdvid peptidre,
amelynek nincs harmadlagos szerkezete és melyben legalabb az egyik amid nitrogén '"N-re cserélt.
Erre a célra az Arg-(""N)-Ala-Gln-Ile tetrapeptidet hasznaltuk, amit szintén Dr. Véaradi Gyorgyi
szintetizalt '"N-Alanin felhasznalasaval.



Az alkalmazott szerkezetvizsgaléo modszerek

Munkdm soran a vizsgalt molekulak szerkezetét a magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia
eszkoztaraval vizsgaltam. Az NMR spektroszkopia napjainkra a modern biologia elengedhetetlen eszkozéveé valt.
A gyors technologiai fejlodés révén mara a bioldgidban kulcsszerepet betdlté makromolekulak (pl. fehérjék és
nukleinsavak) atomi felbontast vizsgalatahoz is elegendd érzékenységet és spektralis felbontast érhetlink el. A
modern spektrométerek vezérlésében szamos olyan, az NMR kisérleteket iranyitd program érhetd el, mellyel "N
vagy ""N-PC (vagy akar ennél Osszetettebb) izotopjelzéssel preparalt minta birtokdban atomi felbontasu
szerkezeti informaciokat nyerhetiink a fehérjékrdl. A lehetdségek messze tilmutatnak a molekulaszerkezet
térbeli koordinatdinak meghatdrozasdn: a megfeleld6 NMR modszer segitségével igen széles iddskalan
nyerhetiink bdséges informacioét a makromolekuldk mozgésairdl és cserefolyamairdl is. Munkdm soran NMR
technikak széles palettajat hasznaltam, amit analitikai és szamitasos modszerekkel egészitettem ki. A fehérjék
szerkezetvizsgalatanak altalanos folyamatat az alabbi 1. abran szemléltetem.
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1. Abra: A biotechnoldgiai viton elédllitott felhérjék szerkezetvizsgalatanak f6bb lépései az
un. “biomilekuldaris NMR~ metodikaval.
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De novo fehérjeszerkezet meghatarozas

Az atomi felbontasu szerkezetvizsgalat céljabol kétféle izotopjelolési modszert alkalmaztunk: a fehérje egységes
BN, illetve "N-"C jelzését. Ennek megfelelden az NMR f6lanc jelhozzarendeléshez is kétféle stratégiat
alkalmaztam, amit a 2. dbran szemléltetek. Mindkét izotopjelolési stratégia esetében a csaknem teljes 'H
jelhozzarendelés és az igen jo spektralis feloldas eredményeként a 3D NOESY spektrumok keresztcsucsainak
azonositasara és intenzitasanak meghatarozasara sikeres modszernek mutatkozott az automatizalt un. ATNOS-
CANDID modszer.
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2. Abra: Az alkalmazott kétféle fehérje félanc jelhozzdrendelésének stratégidja. Baloldalt: > N- dusitott, jobboldalt: "N-"*C
dusitott fehérje jellemzé folanc kisérletei. Szaggatott vonal az aminosav egységen beliili, folyamatos vonal az egységek
kozotti korrelaciot jeldli.

Ezt a CYANA 2.1 simulated annealing alapi molekuladinamikai algoritmussal kombindlva, a
szerkezetmeghatarozast szolgdld szamitasokkal egyszerre végeztem. A szerkezetszamolds soran
felmeriild hibak keresése érdekében az iteracids ciklusok soran kimenetként 1étrejovo hibatizeneteket és
a H-H tavolsagokat listazo fajlokat a végso szerkezettel 6sszevetve manualis elemzéssel értelmeztem.
Ezen kiviil szisztematikusan — egyes H-H atomparok figyelmen kiviil hagyasaval — is ellendriztem a
szamitasok robusztussagat. A végsd szerkezetet a félanc “C kémiai eltolodasokbol szamitott torzids
szdg jellegli kényszerfeltételekkel finomitottam, amihez a TALOS+* modszert hasznaltam.

A homeérsékleti kitekeredés modellezése

A PAF homérsékleti kitekeredése soran létrejovo, kozvetleniill nem megfigyelheté konformacios
allapotokat hdmérséklettdl fiiggd 'H-"N-HSQC mérések sorozataval vizsgaltam: a keresztcsucsok
térfogati integraljat homérsékletfliggésének széles hémérsékleti tartoményban (-20 - +80°C) vald
elemzésen keresztiil jellemeztem. A kozvetleniil megfigyelhetd és nem megfigyelhetd frakciok aranyat
figyelembe véve a teljes rendszert aminosav egységenként termodinamikailag jellemeztem a Gibbs-
Helmholtz egyenletek (illetve azok, egy atmeneti allapottal kiterjesztett valtozata) alapjan.

Fehérje-dinamikai és cserefolyamatok vizsgalata

A ps-ns iddskéalan torténd molekuldris mozgasokat a kisérleti uton aminosav-egységenként
meghatarozott T;, T, ""N-relaxacios id6k és heteronuklearis NOE-k modell-mentes (Lipari-Szabd)
értékelésével a 2. modell segitségével jellemeztem.

cre

kozvetleniil nem megfigyelheté konformacidit CEST-NMR (Chemical exchange saturation transfer,
azaz kémiai csere telités-atvitel) modszerrel mutattuk ki, illetve az adatokat egy, a szakirodalomban

t37

leirt’’ modszer szerint illesztve (Chemex) végeztiink kinetikai és mennyiségi meghatarozast.

A PAFP"  valtozat esetében a megvaltoztatott oldallanc oldoszernek vald  kitettségét
CLEANEX?® médszerrel hataroztuk meg.

Miiszerek, mérési korulmények és szoftverek

Az NMR mérések zomét a Debreceni Egyetemen egy 500 MHz protonfrekvenciaval
jellemezhetd, TXI protondetektalasti, 5 mm-es haromcsatornas z-gradienses mérdfejjel felszerelt
Bruker Avance II tipusti (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Németorszag) NMR spektrométeren
végeztem. A homérséklettdl fiiggd kisérletsorozathoz ugyanezt a spektrométert BBI szélessava



protondetektalasu mérdfejjel hasznaltuk. A NOESY tipusu kisérleteket az ELTE-n egy Bruker Avance
I1-700 spektrométeren is megismételtiik, amihez Dr. Bodor Andrea nytjtott segitséget.

A szerkezet meghatdrozashoz minden NMR mérés pH=6,0-n, 10 mM natrium-foszfat puffer ¢s 40 mM
NaCl jelenlétében tortént, 298K hémérsékleten. A hdmérséklettdl fiiggd kisérleteket is ugyanebben a
kozegben végeztiik.

Az NMR adatok gytijtését Topspin 2.1, a spektrumok feldolgozasat Topspin 3.0 szoftverrel végeztem. A
szekvenciaspecifikus jelhozzarendelést €s a csticslistak eldallitasat a CARA 2.8.1 szoftverrel végeztem.
A titralasok esetében a kémiai eltolodas valtozasok kovetéshez a CCPN Analysis programcsomag 2.2
verziojat hasznaltam. A NOE keresztcsucsok csucslistdzasahoz, jelhozzarendeléséhez ¢és a
szerkezetszamolashoz ATNOS-CANDID?  algoritmusokkal kombinalva a Cyana 2.1 programot
hasznaltam. A dinamikai adatokat a Bruker Dynamics Center segitségével értékeltem. A diéderes szog
jellegli  kényszerfeltételeket a TALOS+”  algoritmus segitségével hataroztam meg. A
molekulaszerkezetek abrazolasahoz és abrakészitéshez a  PyMOL™ Molecular Graphics System,
1.7.0.0. szoftvert hasznaltam. A hdmérséklet hatisara torténd letekeredés modellezéséhez Matlab 7.7
kornyezetben irt sajat programokat hasznaltunk.

lll. Az értekezés tudomanyos eredményei

A disszertacidomban részleteiben kifejtett tudomanyos eredményeket hat tézispontban alabb foglalom
Ossze.

1. A NMR spektrumok analizisével megadtam a “C-"N jelzett PAF teljes 'H-"N-"C NMR
jelhozzarendelését.

A 'H-"N-PC jelhozzarendelést a korabbi eredmények figyelembevétele nélkiil, azoktol fiiggetlentil
oldottam meg. A teljes kémiai eltolodas listat az adatok validalasa utan hozzaférhetové tettem a
»Biological Magnetic Resonance Data Bank” (http://www.bmrb.wisc.edu/) adatbdzisba (BMRB
azonositd:19657).

Az ) jelhozzarendelés eredményeként a félanc 'H-k (HY, H,) jelhozzarendelése 97,3%-o0s, az
oldallancoké 82,2%-0s. Az Osszes szén vagy nitrogénatomhoz egy kotéssel kapcsolodd hidrogént
figyelembe véve a korabbi 69,3%-o0s 'H hozzarendelés 87,5%-ra novekedett. Tovabba a "N- és "*C-
feloldott NOESY kisérletek kombinéaciojaval a 2D NOESY spektrumon koraban nem feloldhato jelek is
egyértelmiien azonosithatova valhatnak, ami a potencidlisan hibas NOE hozzarendelések szamat
csOkkentheti. Az 10j jelhozzarendelést a régebbivel 0sszevetve a kordbbi adatsorban csupan néhany
cisztein C, atom esetében talaltam téves hozzarendelést, ezek a cserék azonban a korabbi

szerkezetmodellezést nem befolyasolhattdk, mert ahhoz *C kémiai eltolodas adatokat nem hasznaltak
fel.
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3. Abra: A PAF 'H (feliil) és "°C (alul) NMR jelhozzdrendelésének aminosav egységenként valo értékelése. Kék oszlopokkal
a korabban kozélt", pirossal az ujabb jelhozzdrendelést’ jeloltem.

2. Bizonyitottam, hogy a PAF aminosav szekvencidjaban mind a hat cisztein jelenléte
elengedhetetlen a fehérje harmadlagos szerkezetének kialakulasahoz.

Pontmutacidk 1étrehozasaval olyan ciszteinben szegényitett PAF valtozatokat allitottam el rekombinans
fehérjeexpresszios technika segitségével, melyekben a ciszteineket egyenként, vagy paronként szerinre cseréltiik.
Ezt kovetéen a modositott fehérjéket NMR spektroszkopiaval vizsgéaltam. Az ilyen modon létrehozott
fehérjevaltozatok egyike sem tekeredett fel, ami arra utal, hogy a PAF esetében a harmadlagos szerkezet
kialakulasahoz mind a hat cisztein jelenléte elengedhetetlen.
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4. abra: Fent: a nattv PAF 'H NMR spektruma és harmadlagos szerkezete. Lent: A harmadlagos szerkezettel nem
rendelkezé PAF formakat jol reprezentdalé PAF<* % 'H NMR spektruma és feltételezett , szerkezetének” sematikus
dbrazolasa.
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3. NMR mddszerekkel igazoltam, hogy a szintetikusan eléallitott PAF térszerkezete azonos a
mikrobialis uton termelt PAF szerkezetével.

A csekély mennyiségii — legfeljebb 1 mg — rendelkezésre 4ll6 szintézis termékek jellemzése a
biotechnoldgiai aton eldallitott PAF '"H NMR spektrumanak osszehasonlitisaval tortént. A helyesen
feltekeredett forma teljes egyezoéségét *C-"H HSQC méréssel is igazoltuk.
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5. Abra: A mikrobidlis viton és kémiai szintézissel eléallitott PAF spektrumai. Baloldalt feliil: szintetikus, alul a Penicillium
torzzsel termeltetett PAF 'H NMR spektrumdnak amid és aromds 'H régidja. Jobb oldalt: °C-"H korreldcios spektrumok
egymdasra vetitve (kék: Penicillium dltal termelt, piros: szintetikus PAF.

v ————— LI '

6. Abra: A linedris PAF spontdan oxidativ feltekeredésének kovetése. A harom reprezentativ 'H-NMR spektrumon fentrél
lefele: feliil: a linearis PAF Ar atmoszféra alatt. A 8,5 — 6,5 ppm régioban lathato jelek egyeértelmiien szerkezet nélkiili
fehérjére utalnak. Kozépen: ugyanez a minta egy hét elteltével. A feltekeredett formara jellemzd 45. valin metil jelek

kezdenek lathatova valni 0,5 ppm-nél. Alul: a minta beoldasa utan 9 héttel, melybol 8 hetet szobahdmérsékleten, a levegd
oxigénjével érintkezve toltott. A 9-9,5 ppm régioban azonosithatéak Thr 37, Cys 7 és Cys 14 H jelei, és a 0,5 ppm-nél
lathaté 45. valintdl szarmazé metil 'H jele. Az integralok alapjan a feltekeredett frakcié koncentrdcidja a korabbihoz képest
kétszeresére novekedett, de az atalakulds ezek kozott a koriilmeények kozott nem folytatodott tovabb.



4. Meghataroztam a Penicillium antifungalis fehérje (PAF) oldatfazisu térszerkezetét tavolsag-
jellegii kényszerfeltételek és folanc kémiai eltolodasokbol szarmaztatott torzios szogek alapjan.

Az 1j térszerkezeti modell nem tér el Iényegesen a kordbban javasolt szerkezettdl, viszont tartalmazza a
fiiggetlen modszerrel meghatarozott explicit diszulfidhid mintazatot, tovabba a szerkezet finomitasa
soran figyelembe vettem a “C.p kémiai eltolodasokbol szamolt diéderes szog jellegii korlatokat is.
Ezek egyiittes hatasaként az i) modellben a 20 tagbol all6 konforméacios sokasag a korabbi modellhez
képest jobban definidlt, és a konstitucid is korrekt, hiszen a ciszteinek meghatarozott kapcsolddasi
sorrendjét reprezentalja. A térbeli koordinatdkat tartalmazé molekulamodell mindsége megfelelt a
legnagyobb nemzetk6zi fehérjeszerkezeteket 6sszegyiijté adatbazis (Protein Data Bank; www.rcsb.org)
mindségi kritériumainak, igy az adatokat mas kutatok szamdara is hozzaférhetévé tehettiik. (PDB
azonositok: korabban kozolt, diszulfidhidakat nem tartalmazé modell: 2KCN; uj, diszulfidhidakat
tartalmaz6 modell: 2MHYV).

7. dbra: Feliil: A PAF térszerkezetének szalagos
abrazolasa. A [-szdlakat nyilak, a hurkokat és
mdsodlagos szerkezettel nem rendelkezd szakaszokat
csovek jelolik. A diszulfid kitéseket sarga palcakkal
jeloltem. Alul: a PAF aminosav szekvencidja egybetiis
jeléléssel. Zold szinnel a cisztein oldallancokat ,
asszekotéssel diszulfid kitéseket jeloltem.

AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTFIKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD
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5. Kimutattam, hogy a PAF oldatfazisu szerkezetében az NMR mddszerekkel kozvetleniil
detektalhato konformaciokon kiviil szamos, nehezen megfigyelheté konformacios allapot létezik,
melyek aranya hémérséklet valtoztatasaval eltolhato.

Kvantitativ kétdimenzios sorozatmérések részletes analizisével megbecsiiltem az NMR modszer
szamara kozvetleniil megfigyelhetd és “lathatatlan” konformaciok aranyat, és széles homérsékleti
tartomanyban jellemeztem az egyensulyi folyamat termodinamikajat. A letekeredés paraméterei
fiiggenek a masodlagos szerkezettdl; amig a mozgékonyabb szerkezeti elemek viselkedése (példaul
termindlis és hurok régiok) kétallapotu letekeredési modellel is jol illeszthetok, addig a B-redds
szerkezeti elemek letekeredésének modellezéséhez legalabb harom konformacios allapot feltételezése
sziikséges. A minor konformacidok populécidja az illesztési modell valasztastol fiiggetleniil a fehérje
maximalis stabilitdsi hdmérsékletén sem elhanyagolhato: a f6 konformacidhoz képest mintegy 30%-ot
tehet ki. Ezen kisérletek kiegészitéseként "N-CEST-NMR mérések segitségével a f6 konformaciotol
lényegesen eltérd, am igen kis populdcioban jelenlévd konformdacios allapotokat mutattam ki.


http://www.rcsb.org/
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3. d@bra: Baloldalt: a 'H-"N-HSQC keresztcsiicsok térfogat integrdlia a hémérséklet fiiggvényében. Jobboldalt: a ldthatd és

crer

felteleredett: O, atmeneti:* , letekeredett: O, a két letekeredett allapot egyiittesen: o.

6. A PAF és az antimikrobialis aktivitasat tekintve inaktiv PAF""® forma szerkezeteinek részletes
osszehasonlito vizsgilataval kimutattam, hogy a PAF""S biologiai hatasanak elvesztésével a
fehérje nagy mértékii feliileti toltéseloszlas-valtozasa és/vagy a hémérséklet hatasara torténo
kitekeredés-beli kiilonbség hozhaté osszefiiggésbe.

A pontmutacioval létrehozott antifungalis hatdsaban két nagysagrenddel csokkent PAFP'®
szerkezetének és dinamikdjanak vizsgalataval bizonyitottam, hogy amig a két fehérjeforma félanc
konforméacidjaban, kémiai eltolodasaiban nem mutathatdé ki lényeges kiilonbség, addig a két forma
kozott kisebb dinamikai valtozasok, szignifikans feliileti toltéseloszlas- és hdmérsékleti letekeredés-beli
kiilonbségek mutathatok ki, mely kiilonbségek valamelyike vagy azok kombinacioja Osszefiiggésbe
hozhaté PAFP'® bioldgiai hatasanak elveszitésével.

6. dbra: fent: a PAF (baloldalt) és a PAF""*S (jobboldalt)
félancanak 20 konformdciobdl allo sokasaganak
megjelenitése. Piros szinnel a 19. pozicioban lévo

aminosavat emeltem ki. Lent: vakuumban szamolt felszini

toltés eloszlas. Piros: negativ, fehér: semleges, kék: pozitiv
oldallancok a fehérje felszinén.
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