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Koszonetnyilvanitas

Ugyan egy disszertacionak csak egyetlen szerzdje lehet, az abban foglalt
tudomanyos eredmények kizarolag csapatmunka eredményeként sziilethetnek
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Galgoczy Laszlonak a fehérjetermeltetéssel kapcsolatos hasznos tandcsait.
Ko6szondom Dr. Barna Teréznek ¢és Dr. Gyémant Gyongyinek hogy
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segitettek a kutatast. K6szonom Dr. Bodor Andreanak a 700 MHz-es NOESY
spektrumok felvételében nyujtott segitségét és Dr. Rohonczi Janosnak a
haromhelytii csere szimulaciok megvalositasat.

A kiilonb6z6 laboratoriumokban toltott id6 sordn azt tapasztaltam, hogy
kezd6 kutatoként a legértékesebb gyakorlati tudést a technikus kollégaktol lehet
ellesni. Ezért szeretném megkdszonni Balla Saranak (DE, Szerves Kémiai
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Mikrobiologiai Tanszék) és Doris Bratshun-Khannak (Innsbruck Medical
Univesity, Division of Molecular Biology), hogy kérdéseimmel mindig
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egydimenziods, kétdimenzids, stb.

Angstrom, atomi tavolsdgok mérésére szolgald

mértékegység.1 A = 107" méter

Pontmutaciok altalanos jeldlésmodja: ,,ABC” fehérje 12.
Aspergillus giganteus altal termelt antifungalis fehérje'
antimikrobialis peptid

Ambiguous Restraints for Iterative Assignments: NOESY NMR

spektrumok automatikus jelhozzarendelét végzo algoritmus
betliszavas elnevezése

Automated NOESY peak picking: egy csucslistazo algoritmus
betliszavas elnevezése

karbonil szénatom

srcr

Combined Automated NOE Assignment and Structure
Detemination Module: algoritmus automatikus

NOESY jelhozzarendelésre

Chemical Exchange Saturation Transfer, kémiai csere telitésatvitel
CLEAN chemical exchange, tiszta kémiai csere (NMR
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gyljtoneve, mellyel 2-3 skaléris csatolasra 1év6 homonuklearis
atomok rendelhetdk egymashoz

Combined Assignment and Dynamics Algorithm for NMR
Applications: NMR adatokat alkalmazé molekuladinamikai
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Dalton, atomi tomegegység
amidcsoport hidrogénatomja

Heteronuclear Single Quantum Correlation: NMR spektroszkdpiai
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Molekuladinamika
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1. Bevezetés és celkitiizesek

|. Bevezetés és célkitlizések

Arra a kérdésre, hogy milyen az idedlis gydgyszermolekula, a
tiinetegylittestl €s a kezelés modjatol fiiggden igen sokféle valaszt kaphatunk.
Annyi bizonyos, hogy az adott esetben tdmasztott kritériumok az alabbi
tulajdonsdgok valamilyen kombinéciojat fogjak alkotni: specifikussdg, a
célmolekuldhoz vald megfeleld kotodési affinitas, megfeleld oldhatosag, stabilitas
¢s biztonsagossag. Ipari szempontbdl tovabba az anyagi megtériilés is fontos
kritérium: a termék eldallitdsa legyen megtériild és az eldirasoknak megfeleléen
reprodukélhat6. A biztonsagossag érdekében szigorti hatdsagi eldirasok kovetelik
meg, hogy maga a termék és a gyartasi folyamat minden 1épése jol kovethetd
legyen a rendelkezésre 4llo analitikai eszkdzokkel.?

Az utobbi szempontnak a kémiai szintézissel gyartott, hagyomanyos un.
,kismolekulas™ (kisebb, mint 2000 Da tomegii) hatdoanyagok az esetek tobbségében
igen jol megfelelnek, azonban gyakran nem tesznek eleget elegendd mértékben a
specifikussag és megfeleld affinitas kritériumanak. A gyoégyszeriparban az elmult
¢évtizedekben egyre nagyobb teret hoditottak a bioldgiai ton eldallitott terapids
célokra alkalmas molekuldk, mas néven biologikumok, melyek k&zott nagy
aranyban taldlhatok igen nagy molekulatomegli hatdoanyagok is. Ide sorolhatok a
mar régebb ota hasznalatban 1évé hormonok, ndvekedési faktorok és polipeptidek.
Az 0jabb hatéanyagok kozott pedig mar szép szdmmal talalhatunk igen Gsszetett
molekuldkat példadul monoklonalis antitesteket, melyek fehérjealapu gyogyszerek
csoportjaba tartoznak. Ezek a hatéanyagok a természetben betoltott szerepiliknél
fogva nagyon specifikus hatast, ugyanakkor sok esetben nem kimondottan stabil
molekulak, melyeknek molekulaszerkezete a hagyomanyos gydgyszerekéhez
viszonyitva rendkiviil komplex.* Ez a kismolekuldkhoz viszonyitott nagymértékii
szerkezeti komplexitds €és heterogenitds, illetve bizonyos esetekben kisebb foku
stabilitas 0j kihivéasok elé¢ allitja az analitikai tudoméanyokat. A biotechnologiai iton
eldallitott gyogyszerek gyors fejlesztése és biztonsdgos gyogyszerek eldallitdsanak
érdekében az alkalmazott analitikai eljarasoknak Iépést kell tartania azokkal a
kritériumokkal, melyeket a hatdésagok a biologikumokkal szemben kovetelnek. Ez
nem csupan azt jelenti, hogy az analitikai modszereink teljesitoképességét kell
megndvelniink nagyobb informéciotartalmat, gyors és megbizhat6 adatfeldolgozast
nytjtdé modszerek kifejlesztésével. A fehérjegyogyszerek térhoditasaval a
szerkezetkutatas teriiletén szemléletbeli atalakulas is folyamatban van, ami érinti
mind a szabalyozast (példaul két készitmény azonossdgi kritériumainak
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megfogalmazasat’), mind az alkalmazott analitikai modszerek az adott
problémanak megfelelé hasznalatat, figyelembe véve az adott analitikai modszer
erésségeit és korlatait.°

Az alapkutatasok szintjén a biologiai tudomanyokban, azon beliil is a
szerkezeti bioldgia teriiletén ez a szemléletvaltas mar régédta folyamatban van. Azok
a kutatok, akik a fehérjeszerkezetek biologiai funkcioval vald kapcsolata irant
érdeklédnek, mar régen felismerték a kis- ¢és makromolekuldk kozotti
fundamentélis  kiilonbségeket. Amig egy kismolekulas készitmény 6
komponensének, polimorf moédosulatainak, szennyezdinek ¢&s metabolitjainak
szerkezetmeghatdrozasa az esetek nagy héanyaddban néhdny napos ,,rutin
miveletnek™ tekinthetd a jelenleg elérhetd analitikai eszkdzokkel (ami kozel sem
jelenti azt hogy nem igényel tekintélyes analitikai hatteret és komoly intellektualis
kihivast), addig akar egy kisebb méretii (5-10 kDa) fehérje szerkezetének
felderitése tobb honapos munkat és jelentds anyagi raforditast jelenthet, még a
legmodernebb analitikai modszerek hasznédlata mellett is. Két fehérje primer
aminosav szekvencia azonossaga ugyanis kozel sem jelent feltétleniil szerkezeti
azonossagot is. Ennek egyik oka példaul a poszttranszlaciés moédositasok széles
skaldja. A poszttranszlacios moddositasok ¢és azok heterogenitdsa miatt egy
fehérjekészitmény soha nem annyira homogén az azt tartalmazé molekulak
szerkezetét tekintve, mint egy kismolekula.” Ami taldn ennél is érdekesebb a
makromolekulédkkal kapcsolatban az az, hogy a méret ndvekedésével nem csupan a
lehetséges konstituciok és konfigurdciok szdma novekszik nagysagrendekkel,
hanem a molekularis mozgésok soran létrejovd egymastol olykor jelentdsen eltérd
konformaciok lehetséges szama is, melyek az iddskalak nagyon széles
tartomanyaban alakulhatnak 4t egymasba. A fehérjék dinamikus tulajdonsiga egy
sor — a kismolekulakhoz képest — 1) paraméter felderitését teszi sziikségesse,
ugyanis a belsé mozgas jelentds szerepet tolt be a fehérjék mikdodésében. Az utdbbi
években egyre tobb, mar régdta ismert €s kutatott fehérjérdl deriilt ki, hogy finom
biokémiai szabalyozottsaga mogott latvanyosan nagy mérték
konformaciovaltozasok, példaul allosztérikus szerkezetvaltozasi mechanizmusok
allnak. Klasszikus példa erre a hemoglobin O,-kotésének —allosztérikus
szabalyozottsaga. Ennél valamivel ujabb felfedezés, hogy a glikolizis els6 1épését
katalizalo ~gliikokindz enzim miikodése is allosztérikusan szabalyozott®.
Ugyanakkor nem csak a  szubsztratkotodés  hatdsara  megfigyelhetd
fehérjemozgésok fontosak: sok esetben a szabad allapotu fehérje belsd dinamikus
folyamatai is jelentdsek lehetnek, melynek a funkciondlis nativ szerkezet



1. Bevezetés és celkitiizesek

kialakulasédban és biologiai funkcidé mechanizmusédban is kritikus szerepe van; a
szakirodalomban mindkét esetre egyre tobb példat talalhatunk.”' Legfrissebb
példaként érdemes megemliteni az eukariotak fehérjefoszforilacié szabalyozasanak
egyik kozponti elemét a protein kinaz A-t. E fehérje oldatbeli szerkezetének
részletes vizsgalata révén nemrégiben deriilt fény arra?, hogy a fehérje
miikddéséhez elengedhetetlen, hogy sajat belsd mozgésai révén egymastol olyan
jelentésen eltéré konformaciokat vegyen fel, melyek egyenként lehetové teszik a
kiilonb6z6é ligandumokhoz valé kotddést, vagyis ez a rendszer jo példa a
konformaécids szelekcid szubsztratkotddési modelljére.

Disszertaciomban egy kisméretli antifungélis (gomba ellenes) hatastu fehérje
példajan  keresztil azt szeretném bemutatni, hogy mar a fehérjék
mérettartomanyanak als6 hataran is komoly szerkezetkutatasi kihivasok
meriilhetnek fel. Kutatasaink ramutattak, hogy a makromolekuldk viszonylataban
egyszerlibbnek vélt rendszerek esetében is meglepden valtozatos konformacios
sokasag alakulhat ki, mar a fehérje nativ allapotaban, szobahdmérsékleten is.
Vizsgalataim targya egy a Penicillium chrysogenum fonalas mikroorganizmus altal
termelt fehérje (roviden PAF), mely figyelemre méltd antimikrobidlis aktivitassal és
nagyfoku stabilitissal bir, emellett az emlds szervezetre nincs toxikus hatdsa®,
ezért potencialis biologiai uton termelt gyogyszermolekulaként tartjuk szamon. A
PAF fehérje kis mérete, eldallitdsdnak jol megalapozott mddszerei és szinte
korlatlan vizoldhatéosdga miatt a szerkezeti biologiai alapkutatasok ¢€s
spektroszkopiai modszerfejlesztés kivalo modell molekuldjanak bizonyult'*".
Kutatdsaim sordn a magneses magrezonancia spektroszkopiai (NMR) technikak
széles korét alkalmaztam a PAF oldatbeli térszerkezetének jellemzésére, bels6
molekuldris mozgéasainak és — a hagyomanyos NMR modszerekkel nem
detektalhatd — konformacids allapotainak modellezésére.

A PAF oldatfazist térszerkezetét csoportunk 2009-ben kozolte'®. Az ebben a
publikacidban javasolt térszerkezet azonban szamos kérdést vetett fel, ami tovabbi
vizsgalatokra adott okot. Alapszakos hallgatoként ebben az id6ben kapcsolédtam a
kutatasba. Doktori munkam kezdetekor azt a célt tliztem ki, hogy megvalaszoljam a
korabbi munka kapcsan felmeriilt (és a kutatas késébbi fazisdban felmeriild)
kérdéseket. Célkitlizéseimet az alabbi pontokban foglalom ssze:

1. A PAF 2009-ben ko6zolt oldatfazisi térszerkezete'® esetében a
diszulfidhidak kapcsolddasi sorrendje tisztazatlan maradt, mert azt akkor sem a
rendelkezésre allo hidrogén-hidrogén tavolsag adatokbol, sem
tomegspektrometriai vizsgalatok alapjan nem lehetett meghatarozni. Munkam els6
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célkitlizése a ciszteinek kapcsolddasi sorrendjének meghatarozasa volt, amit a
molekularis- és szerkezeti biologia eszkozeivel terveztliink megvalositani. Ebbdl a
célbol olyan modositott PAF valtozatok eldallitasat terveztiik, melyekben a
ciszteineket kiilonbozé poziciokban egyenként és az egyik feltételezett mintazat
szerint paronként 1is szerin aminosavra cseréljik. A  diszulfidmintazat
meghatarozasat  kovetden — a diszulfidhidak mint szerkezetet meghatarozo
kovalens kotés jellegli korlatok, illetve wjabb és a korabbindl tobb szerkezeti
informdciot tartalmazé adatok figyelembe vételével — egy a korabbinal pontosabb
térszerkezeti modellt kivantam meghatarozni.

2. Joval doktori munkam kezdete eldtt egy a hidrogénhid-halozat felderitését
célzo homérséklettdl fliggd kisérletsorozatot végeztem a PAF fehérjével, melynek
értékelése soran kiilonds dologra lettem figyelmes: a 'H-"N-HSQC spektrum
csucsainak térfogati integraljai nem egyforma moédon fiiggenek a homérséklettol.
Amit kiilondsen érdekesnek taldltam, hogy a kiilonféle lefutasu gorbék tipusait
hozza lehetett rendelni a fehérje masodlagos szerkezeti elemeihez. Munkam egyik
f6 célkitlizésévé az valt, hogy ezt a megfigyelést értelmezzem és tovabbi
vizsgélatokkal terjesszem Kki.

A PAF oldatfazisi szerkezetének ps-ns iddskalan torténd mozgasi
tulajdonsagait mar leirtdk '"N-relaxdcios mérések Lipari-Szabd analizisének
segitségével'®. Az igy kapott S? rendparaméterek merev molekulaszerkezetre
utaltak a ps-ns iddskélan, ez a megfigyelés a szekvencia hosszahoz viszonyitott
nagy szamu (3) diszulfid hiddal és a [-redds masodlagos szerkezettel is
Osszhangban van. Ezzel azonban ellentmondasban allt, hogy hémérséklettdl fiiggd
kisérleteink arra utaltak, hogy mas id6éskéaldkon ez a viszonylag merevnek gondolt
szerkezet valoszintileg sokkal nagyobb fluktudcidkat mutathat a vartnal: az NMR
jelek térfogat-integral értékeinek csokkenésének mértéke magas és alacsony
hémérsékleteken a fehérje ,,rejtett” konformacioinak jelenlétére utalt.

Masodik célkitizésem tehat az volt, hogy magyardzatot adjak a
homérseklettél  fiiggd  kisérletekbdl  nyert  térfogati  integral  értékek
szerkezetspecifikus valtozésaira, és ha lehetséges, jellemezzem az NMR modszer
szdmara ,lathatatlan” konformécios allapotokat, leirjam azok szerkezetét és a
részleges kitekeredés termodinamikajat. Kvantitativ 'H és "H-"N-HSQC NMR
mérések segitségével azt kivantam meghatarozni, hogy a fehérje nativ allapotaban
az oldat vajon milyen ardnyban tartalmazza a konvencionalis NMR moddszerekkel
megfigyelhetd és a kozvetleniil nem-megfigyelhetd, rejtett allapotokat. Ezen kiviil
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vizsgalni szandékoztam a hdmérsékleti stressz hatasara torténd — de a diszulfid
hidak altal korlatozott — kitekeredési folyamat mechanizmusat.

3. Partneriinkkel egyiittmiikodésben a PAF szamos olyan valtozatat allitottuk
eld a fehérjét kodoldo gén célzott mutacidja és megfeleld rendszerben torténd
kifejeztetése révén, amelyekkel a fehérje egyes régioinak miikddésben és a
térszerkezet kialakitdsaban betoltott szerepét kivantuk vizsgélni. Az egy aminosav
cserével létrehozott valtozatok kozott talaltunk olyat is, mely — eldzetes
vizsgélataink alapjan — az eredetivel azonos térszerkezettel rendelkezett, de
antimikrobidlis aktivitdsa gyakorlatilag megsziint. Ezért célul tliztiik ki e valtozat
szerkezetének ¢és dinamikajanak jellemzését, €s az eredeti fehérjével valo
Osszehasonlitasat. Vizsgalatainkkal azt szadndékoztunk felderiteni, hogy mely
szerkezeti és dinamikai paraméterek megvaltozdsa hozhatd Osszefliggésbe az
antifungalis hatds megsziinésével.
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I1. Irodalmi el6zmények

Doktori értekezésem egy fehérje-alapt antifungélis hatéanyag fejlesztéséhez
kapcsolodik. Ugyan kutatdsaim nem érintették az alkalmazés szintjét, a szerkezeti
biologiai eredményeink szorosan kapcsolodnak a mikrobiologiai és élettani
alapkutatdsokhoz, azok értelmezését értékes informaciokkal tdmogattak.'®
2 Ugyanez forditva is igaz: a makromolekuldk szerkezetének felderitése
Onmagaban, a biologiai kontextus értelmezése nélkiill meglehetésen oOncélu
tevékenység volna. Ezért az irodalmi bevezetdben a kutatds témajahoz kozvetlentil
kapcsolodo, ezidaig kozolt tudomanyos eredményeken kiviil, és a kutatdmunkadm
soran alkalmazott szerkezetvizsgalati modszerek ismertetése mellett roviden a
kutatas bioldgiai motivacigjat is bemutatom.

II. 1. Mikrobialis gombafert6zések jelentésége és a jelenleg elérhet6
antifungalis hatéanyagok

A mikrobidlis fonalas gombak okozta fertdzések elharitisa a human
gyogyaszatban, a mezdgazdasagban az ¢lelmiszeriparban és kulturalis 6rokségeink
megovasaban is egyre nagyobb kihivast jelent. Ennek egyik legfobb oka — az
antibiotikumokhoz hasonléan — a leggyakrabban hasznalt antimikotikumokkal
szemben kialakuld rezisztencia. A megfeleld készitmény kifejlesztésének masik
jelentds akadalya pedig az a tény, hogy — akarcsak mi, emberek — a fonalas gombak
i1s az eukaridta ¢€l6lények kozé sorolhatok, ezért sejtfelépitésiiket, bioszintetikus
utvonalaikat és fizioldgiajukat tekintve sokkal jobban hasonlitanak az emlds sejtek
miikodésére, mint a prokariota mikroorganizmusok, példaul a baktériumok. Uj
antifungalis hatoanyagok kifejlesztése azért nagy kihivas, mert igen nehéz olyan
célmolekuldt taldlni amelynek gatlasa révén a gombdk novekedését
megakadalyozhatjuk, &m emlds sejtekben ugyanez a célmolekula nem, vagy mas
formaban talalhatd meg, ezért a gyogyszer hatasos, ugyanakkor nem toxikus®.

Egészséges védekezorendszerrel rendelkezd egyénekben 1étfontossagu
szerveket megtamado gombas fertdézés vagy szisztémas mikozis szinte soha nem
fordul el6, ezért az antimikotikumok kutatdsa sokdig hattérbe szorult az
antibakterialis és antiviralis gyogyszerek fejlesztésével szemben®. Az
immunszupressziv terapidk elterjedésével (melyeket pl. szervatiiltetés vagy
autoimmun kérképek esetén alkalmaznak), illetve az immunhidnyos allapottal jar6
betegségek (pl. AIDS, leukémia) megjelenésével azonban az emberben eléforduld
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sulyos gombas fertdzések szdma is dramaian novekedett. Ennek kovetkeztében a
hatdsos, de biztonsdgos antifungalis hatéanyagok fejlesztése irant is megnétt az
igény*. Ugyanakkor az emberi szervezetre nem csak maga a mikozis jelenthet
vesz¢élyt, hanem a gombak altal termelt un. mikotoxinok is (melyek példaul
¢lelmiszerekben fordulhatnak eld), mdas esetekben pedig a gomba-eredetii
fehérjékre adott allergias reakcionak lehetnek sulyos kovetkezményei. Ezért az
antifungalis szerek fejlesztése nem korlatozodhat csupan a mikdzisokban
eléforduld két leggyakoribb genus — a Candida és az Aspergillus — elleni
hatoanyagokra. Az elérheté hatoanyagoknak le kell fednie a meglehetdsen diverz
gombavilag igen széles csoportjat. A jelenleg elérhetd antifungalis stratégiakat
érdemes a gombaszervezeten beliili timadaspont alapjan csoportositani.

A gombasejtek membranjanak egyik f6 alkotdja az ergoszterol, ezért sok
hatoanyag hatasmechanizmusa az ergoszterol bioszintézisének gatlasan alapszik,
vagy az ergoszterolhoz irreverzibilisen k6tédé anyag. Eldbbiek koz¢ tartoznak az
azolok, példaul a széles spektrumil ketakonazol, vagy az elsd aspergillozis ellen
hasznalt szer, a itrakonazol, illetve a kandidiazis ellen gyakran alkalmazott
fukonazol. Az azol tipusi hatéanyagok hatranya alacsony vizoldhatosaguk, és
enyhe toxikus hatasuk (utobbi aldl leginkabb a fukonazol kivétel). Az masodik
generaciés azol tipusi antimikotikumok (pl. pozokonazol, vorikonazol)
kifejlesztésével ezeket a hatranyos tulajdonsagokat igyekeztek csokkenteni.?

A szkvalén epoxiddz inhibitorok szintén az ergoszterol bioszintetikus
utvonaléan keresztiil hatnak. Ide tartoznak a mezdgazdasagban sikeresen alkalmazott
morfolinok, koztilk az amorfolin melynek human alkalmazasa is van, és az
ergoszterin bioszintézisén kiviil a gombasejt kitinanyagcseréjét is befolyasolja. Az
Aspergillus és Fusarium fajok ellen hatdsos terbinafin mar husz éve van
forgalomban az USA-ban. Hatasa igen fajspecifikus, élesztok elleni aktivitdsa
nagyon valtozo.”

A polién tipusu antifungalis szerek a mar kialakult sejtmembran strukturajat
karositjak azaltal, hogy az ergoszterollal képeznek komplexet. Az ilyen moddon
mikodé hatéanyagok példaul a széles spektrumt amfotericin B és a nisztatin.
Gombakra vald specifikussaguk azon alapszik, hogy az ergoszterolhoz nagyobb
affinitasal kotodnek, mint az emberi koleszterolhoz, ez azonban nem biztosit
megfeleld mértékli szelektivitast. Az amfotericin B-t stilyos mellékhatdsai miatt
csak indokolt esetben, pl. szisztémas mikozisok esetén alkalmazzak, tobbnyire
infuzié forméajaban.”
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A gombak masik jellegzetessége, hogy a ndvényekhez hasonldan sejtjeiket a
plazmamembranon kiviil sejtfal veszi koriil, amit dsszetett biopolimerek épitenek
fel. A gombasejt elsé védelmi vonalat képzd sejtfal egyik {6 Osszetevdje a D-gliikoz
monomerekbdl felépiilé gliikdn. Mivel az emlds sejtekben a sejtfallal analog
struktira nem talalhatd, a gliikdn bioszintézisének utvonala idedlis tAmadéaspontja
lehet az antifungélis gyogyszermolekuldknak. A papulakandinok és echinokandinok
a B—(1,3)-gliikanszintaz gatldszerei, hatdsukra a sériil a sejtfalszintézis folyamata,
melynek kovetkeztében az élesztd sejteket jelentds ozmotikus stressz éri. A
legfontosabb patogén gombak (Candida, Aspergillus spp.) ellen hatésos
echinokandinok csoportjaba tartoznak a mikozis terapias szereként alkalmazott
ciklikus peptidek, mint a kaszpofungin, mikafungin és anidulafungin. Elénytik,
hogy kizardlag gombdkra jellemzd célmolekuldjuk miatt toxikus hatdsuk
minimalis, ez aldl kivétel az anidulafungin, melynek lassii lebomlésa és
metabolitjai kellemetlen mellékhatasokat okoznak.”? Az echinokandinok hétranya,
hogy wvelik szemben néhany Fusarium faj természetes rezisztenciaval
rendelkezik®, mas fajoknal pedig szerzett rezisztencia alakul ki.*®

A gombak sejtfala csupan kb. 1%-ban tartalmaz kitint, a kitintartalomnak
azonban meghatarozo szerepe van a sejtek alakjanak kialakuldsaban. Amig a
gombaszervezet szamara a kitin esszencialis, az emberi szervezetben egyaltalan
nem taldlhatd meg ez az N-acetil glikézamin egységekbdl B-(1,4)-kotésekkel
feléptildé polimer. Ezért a gombdk nodvekedésének gatlasdban kitinszintézis
megzavarasa is jelentds tamadaspont lehet. Ilyen elven miikddik a nikkomicin és a
polioxinok. Ezek tobbnyire fonalas morfoldgiaji organizmusok ellen hatasos
szerek, amiket kaszpofunginnal kombindlva alkalmaznak példaul Aspergillus
fumigatus fertdzés ellen.”

Mivel a gombdkban a nukleinsavak szintézise sok hasonldsdgot mutat az
emlés sejtekével, nukleinsavszintézis géatlok csak korlatozottan 4allnak
rendelkezésre. A flucisztozin nevill hatdanyag miikodése a pirimidin metabolizmus
megzavarasan alapszik. A flucisztozint tobb enzimatikus Iépésen keresztiil
5-fluorodeoxiuridin monofoszfattd alakul, ami a transzkripcié soran beépiil az
RNS-lancba ezzel a megzavarva a transzlaciot, melynek soran a természetesnél
rovidebb peptidlancok képzddnek, igy végso soron a flucisztozin a fehérjeszintézist
akadalyozza. A tiamidatszintdz enzim gatlasan keresztiil ugyanakkor a flucisztozin
egyes fajok DNS szintézisét is képes gatolni. A flucisztrozin leginkdbb patogén
¢lesztéfajok ellen hatasos, de a gyorsan kialakuld szerzett rezisztencia miatt szinte
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kizarolag kombinalt terapiaban alkalmazzak. A gombak fehérjeszintézisét gatld
anyagok koziil a szordarinokat érdemes még megemliteni.*

Néhany esetben a mikrotubulusok szintézisének gatlasa is megfeleld
antifungalis tdmadaspont lehet. Minden eukariota szervezet sejtjeinek vazat az a-
¢s B-tubulin dimerekbdl felépiild mikrotubulusok alkotjak, tovabba a mitdzis
folyamatat is ezek a struktirdk iranyitjak. Mivel a tubulinok szekvenciaja
evoluciosan konzervalt, az emberi- és gombatubulinok felépitése kozott nincs olyan
dramai kiilonbség, ami az ilyen elven miikddd gyogyszereket megfeleléen
szelektivvé tehetné. Ezért az ebbe a kategoridba sorolhaté grizeofulvin és
vinblasztin hasznélatakor példdul majkarosodas léphet fel. Hatasspektrumuk is
relative szlik, alkalmazasuk néhany bérgombara korlatozodik.

Il. 2. Uj antifungalis stratégiak

IL. 2. 1. Uj stratégiak az antifungalis terapiaban

Ahogy az el6z6 fejezetbdl is latszik, az antifungélis terdpidkban alkalmazott
gyogyszerek sok esetben nem elég specifikusak, ezért mellékhatdsaik stlyosak
lehetnek. A szelektivebb molekuldk hatdser6ssége azonban Onmagaban gyakran
nem elegendd a fert6zés lekiizdésére és csak a gombafajok igen szlik tartomanya
ellen hatasos. Az antibakteridlis hatoéanyagokhoz hasonldéan pedig a hosszas ¢és
kiterjedt klinikai hasznalat kovetkeztében rezisztencia alakulhat ki elleniik.”

Ezért az ujfajta antifungdlis terapiak kidolgozasanak egyik stratégidja a
jelenleg forgalomban 1évé szerek egymassal ¢és Ujonnan kifejlesztett
gyogyszerekkel vald kombindlt alkalmazasa. A szinergikus hatdsokat intenziven
kutatjak, és az in vitro tanulmanyok meglehetdsen biztatoak.** Ugyanakkor hidba
engedélyezett az egyes hatdéanyagok Onmagukban valdé haszndlata, a kombinalt
terapidk addig nem alkalmazhatok, amig a klinikai hatékonysdgukat nem
bizonyitottak.*

Az elmult évtizedben az 1j, kis molekulatomegli hatdanyagok fejlesztésében
elsésorban az ergoszterol szintézisgatlok, azon beliil is az azol tipust vegyiiletek és
a gliikan szintézisét gatld echinokandinok korében tortént jelentds eldrelépés.!

I1. 2. 2. Az antimikrobialis peptidek

Az egysejtl €ldlények €s a ndvények vildgdban mar a tobbsejtii allatok sejtes
immunvalaszanak kialakulasa el6tt is folyt az élohelyért és taplalékforrasokért
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folytatott harc. Ennek eszkozeként az €l6lények kozott kémiai fegyverkezés zajlott
¢s zajlik ma is, hiszen egy ¢€l6helyet nem feltétleniil a leggyorsabban szaporodo
organizmus kolonizal, hanem példaul az, amelyik képes meggatolni a vetélytarsak
talélését. Feltehetden ennek a versengésnek az eredményeként fejlodott ki a
védekezés egyik legdsibb forméja, az antimikrobidlis peptidek (AMP-k)
termelésének képessége.”> Antimikrobialis hatdsu peptideket az él6lények minden
csoportja termel a baktériumoktol novényeken, rovarokon at egészen az emlosokig,
bar utobbiak esetében az AMP-k szerepe az antimikrobidlis funkcié felél mara az
immunmodulécid irdnyaba toldodott el.** Az antimikrobiélis hatast peptideknek és
fehérjéknek nem csak a forrasa, hanem a célpontja is valtozatos: talalhatunk koztiik
antibakterialis, antiviralis és antifungalis®* (s6t, rdkos sejtek novekedését gatlo®)
molekulakat is.

Az AMP-k kutatdsaban maig a legnagyobb kihivas azok elsddleges
célpontjanak azonositdsa €s hatdsmechanizmusuk feltardsa. Ugyan néhany AMP
miikddési mechanizmusa részleteiben is ismert, legtobbjiik mitkodését molekularis
szinten még nem térképezték fel.”> A mar megismert hatismodok kozott talalhatunk
példat — a klasszikus antimikotikumokhoz hasonléan — a gombdk sejtfal
komponenseihez valo kotédésre®® vagy membran permeabilizaciora® ™, de ezeknél
bonyolultabb mechanizmusokat is leirtak mar, koztiik olyat is, melyre a jelenleg
alkalmazott hatoanyagok kozott nincs példa. Néhdny esetben az AMP az arra
érzékeny mikroorganizmus valamely receptorahoz kotddik, ami olyan jelatviteli
utvonalat indit el, melynek révén az AMP aktiv transzport révén bejut a
megtamadott sejt belsejébe és ott sejten beliili célpontjahoz vald kotddése altal
programozott sejthalalt indukal.***

Mivel az AMP-k tobbsége nem haladja meg a szdz aminosav egység
hosszlisagot, vonzd célpontot jelent a szerkezeti bioldgiai kutatdsok szdmara. Az
eddig ismert térszerkezetek alapjan az AMP-k nem csak hatasspektrumukban és
mikddési mechanizmusukban, hanem szerkezetiikben is igen nagy valtozatossagot
mutatnak.*** Az antimikrobialis peptidek zomére jellemzd a pozitiv dssztoltés®, és
a hidrofob oldallancok tulsulya. Elébbi a negativan toltott mikrobialis
plazmamembranokra val6 szelektivitast szolgalja, utobbi a zsirsavakkal vald
interakciokat segitheti eld.

Az AMP-k kutatasa tobb mint két évtizedre nyulik vissza. Jelen disszertacid
irasakor az antimikrobidlis peptideket 0sszesité — manudlisan annotalt, igy aztan
kozel sem teljes — adatbéazis™ 6sszesen 2961 peptidet tartalmaz, ezek koziil 392-nek

*http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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az atomi felbontdsu haromdimenzids szerkezete is ismert. Figyelemre mélto adat,
hogy az ismert AMP szerkezetek 87%-at NMR spektroszkdpiai modszerekkel
hataroztdk meg, és csak kisebb részét rontgenkrisztallografiaval. Ez az ardny a
fehérjék szélesebb csoportjait 6sszegylijté nagyobb adatbazisokban éppen forditott,
ami valosziniileg az AMP-k kis méretével és nagyfoku felszini toltottségével és
ezzel Osszefiiggésben kristalyositasi nehézségekkel magyarazhatd. Annak ellenére
hogy ilyen sok AMP-t ismeriink, 2006-ig a harmas fazisu klinikai vizsgalatig
csupan négy antimikrobidlis peptid jutott el, és ezeknek egyike sem alkalmas
szisztémas fertdzések lekiizdésére, csak helyileg (pl. kendcs forméjaban)
alkalmazhaték. A klinikai alkalmazds egyik legnagyobb akadidlya a
hatdsmechanizmusok hianyos ismerete, illetve azok igen Osszetett volta; eléfordul,
hogy egy-egy AMP-nek nem csupan egyetlen tdmadaspontja van, hatasat egyszerre
tobb biokémiai Gitvonalon keresztiil fejti ki.*

Mindezen okokbol napjainkra az AMP-k kutatdsa mar nem csak az qj
peptidszekvencidk leirdsara, biokémiai ¢és hatdstani jellemzésére korlatozodik,
hanem feladatdva valt a hatdsmechanizmusok feltdrasa is. A hatdsmechanizmus
molekularis szintli megértéséhez fontos a hatéanyagok térszerkezetének részletes
ismerete, ¢és a szerkezeti egységek bioldgiai funkcidoban betdltott szerepének
azonositisa. Uj, hatékony antimikrobialis stratégidk kidolgozasdhoz egyarant
sziikség van a molekuldris biologia, a mikrobiologia, a szintetikus kémia, a
farmakokinetika és a szerkezeti bioldgia eszkozeire.*

I1. 2. 3. Antifungalis hatasu fehérjék

Az 1j tipust antifungalis hatéanyagok kutatasdnak egyik igéretes iranya az
AMP-k azon csoportjanak feltardsa, melyek specifikusan gatoljadk bizonyos
mikroszkopikus gomba fajok névekedését. Mivel ezek a molekulak a peptidek és
fehérjék mérettartomanyéanak hataran helyezkednek el (50-70 aminosav, 5-7 kDa),
a szakirodalomban gyakran antifungélis peptidekként is emlegetik, azonban a
fehérjék tulajdonsagait mutaté jol definidlt harmadlagos szerkezetilk miatt az
»antifungalis fehérje” kifejezéssel taldlkozhatunk gyakrabban. Kutatocsoportunk
olyan antifungalis hatasu fehérjékkel foglalkozik, melyek természetes forrasa maga
1s valamilyen gombaszervezet. A patogén gombafajok ellen hatdsos fehérjék
termeléi  gyakran az  aszkuszos gombak  (Ascomycetes)  csoportjaba
tartoznak.* Ezek a novényi B-defenzinekkel rokon antifungalis fehérjék sok olyan
biokémiai és szerkezeti jellegzetességet mutatnak, ami gyogyszerként valo
alkalmazhatdsaguk szempontjabol elényos lehet.* Bazikus karakterli molekulak,
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50-60 aminosavbol allo szekvenciajuk akar hat vagy nyolc ciszteint is tartalmaz,
melyek jellemzéen harom vagy négy diszulfid hidat alkotnak. Ennek kovetkeztében
szerkezetiik kompakt, széles homérsékleti és pH tartomanyban stabil, és
proteazokkal szemben igen ellenallo.

Az aszkomikotdk altal termelt antifungalis fehérjék a riboszoman
szintetizalodnak, ezért thltermeltetésiik €s modositasuk a molekularis genetika mara
mar rutinnd valt eszkozeivel viszonylag egyszerlien megvaldsithatd. Tavlati
szempontbol tovabbi elény, hogy a termeldk kozott talalhatok olyan torzsek is,
melyek fiziologiaja jol ismert, laboratoriumi koriillmények kozott vald szaporitasa
fermentacios iparban régota hasznalatosak.”” Az antifungalis fehérjéknek ezen
csoportjaba sorolhatd a Penicillium chrysogenum éltal termelt antifungalis fehérje
(réviden PAF) is, melynek szerkezetfelderitése jelen dolgozat témaja.

IL. 2. 4. A Penicillium antifungalis fehérje mitkodése és szerkezete

A Penicillium antifungélis fehérje (PAF) az ezidaig izolalt vagy szintetizalt és
biokémiailag is jellemzett antifungalis hatasa fehérjék koziil**™> az egyik
legsokoldaltibban vizsgalt molekula. A PAF fehérje kutatasa tobb mint két évtizedre
nyulik vissza. A paf gént és a fehérje izolalasat 1995-ben irta le egy osztrak
kutatocsoport”. Ez a csoport és késébb a kutatashoz kapesolodott kutatocsoportok
az6ta is rendszeresen kozolnek ujabb eredményeket; évente atlagosan egy
publikacié jelenik meg a PAF fehérje biokémiai'****">¢, fizioldgiai'"'*****7% vagy
szerkezeti'***** vonatkozasaban.

Az elmult években tobb olyan tanulmény is megjelent, ami a PAF
hatdsmechanizmusanak molekularis hétterét vizsgalta.***%¢ A PAF gyogyszerként
val6é alkalmazhatésaganak szempontjabdl lényeges, hogy ezidaig sem emlds
sejtkultirdkon®, sem in vivo vizsgalatokban® nem mutattak ki eml8sokre toxikus
hatast. A fenti tanulmanyok alapjan a PAF miikddése sordn megzavarja az arra
érzékeny gombaszervezetek ionhaztartasat és hatasanak els¢ tlineteként perceken
belil mérhetévé valik a plazmamembran hiperpolarizacidja. Ezt kovetden a
mitokondriumok szétesnek, és a ,,megtamadott” gombéban a programozott sejthalal
folyamata indul be, melynek morfoldgiai és fiziologiai jeleit Aspergillus nidulans
modellszervezet esetében egyértelmiien kimutattak.*® Annak ellenére, hogy az
antifungalis mikodés folyamata ilyen részletesen ismert — a legtobb AMP-hez
hasonléan — maig megvalaszolatlan maradt a PAF elsédleges tamadaspontjanak
kérdése. A rendelkezésre allo kisérleti adatok alapjan két hipotézis feltételezhetd:
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(1) a PAF a plazmamembran felszinén vagy a citoplazmaban G-fehérje kapcsolt
receptorokon, illetve azok alegységein keresztiil hat, vagy (2) a PAF kozvetleniil a
plazmamembran komponenseivel 1ép kolesonhatdsba, és ilyen modon zavarja meg
a lipidrafthoz kapcsolddo jelatviteli Gitvonalakat.®® A hatdsmechanizmus molekularis
szintll megértéséhez esszencidlis a hatdanyag térszerkezetének ismerete. A fehérje
kis mérete lehetdvé tette az oldatfazisu NMR vizsgélatokat, és ebbdl a célbol a PAF
"N-dusitott valtozatat allitottak el az eredeti termeld torzsben. Az PAF oldatfazisu
szerkezetét elséként csoportunk irta le 2008-ban'®, amit disszertaciom kozvetlen
irodalmi el6zményeként az aldbbiakban foglalok dssze.

A PAF szerkezetvizsgalatat biokémiai vizsgalatok el6zték meg, melyek sordn
a fehérjét dithiotreitollal redukaltak, és a keletkezd tiol csoportokat jédacetamiddal
alkilaltdk. Az nativ és a redukalt forma kozott az ESI-MS vizsgalatok a
szarmazekképzésnek megfeleld tomegkiilonbséget mutattak (6,25 és 6,59 kDa), a
redukalt fehérje folyadékkromatografias tisztitds utdn pedig nem mutatott
antifungalis aktivitast. Ezzel a vizsgalattal bizonyitottak, hogy a nativ fehérjében a
ciszteinek oxidalt allapotban (azaz diszulfid kotésben) vannak, ¢és ez
elengedhetetleniil sziikséges a fehérje funkcionalis allapotanak fenntartdsdhoz. Az
ESI-MS (¢és a késébbi NMR) vizsgalatok megerdsitették a nukleotidszekvenciabol
szarmaztathatd primer aminosav szekvenciat, mely a kdvetkezo:

AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTFIKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD

A fehérje stabilitdsat extrém stresszhatdsok kozott tesztelték. A PAF igen
széles kémhatas-tartomanyban stabil maradt (pH = 1,5 — 11), és csak extrém
homérséklet-novekedés  hatdsara  csOkkent az  antifungalis  aktivitasa.
80°C-n 60 perces hokezelés és visszahlités utdn a kezeletlen fehérjével azonos
antifungalis aktivitast mértek, mig 95-100°C-n azonos inkubécios id6 alatt kezelt
fehérje esetében is csupan 21%-os aktivitdscsokkenést tapasztaltak. A PAF
proteolitikus emésztéssel szemben is igen ellenallonak bizonyult: pepszinnel
(pH =4 ¢és 5) proteindz K-val, és az Gn. prondz enzimkeverékkel sem értek el
mérhetd aktivitascsokkenést 3-9 oOrds emésztést kovetden. Ugyanebbdl az okbol
azonban a fehérje részletesebb tomegspektrometrias vizsgalata céljabol torténd
enzimatikus emésztése sem volt kivitelezheto.

Az NMR spektrumokon megjelend jelek szama €s vonalszélessége arra utalt,
hogy az AFP fehérjével ellentétben” a PAF harmadlagos szerkezetét tekintve
egykomponensii rendszer: a "N-'H spektrumon a szekvencidnak megfeleléen 53
NH és hét par NH. korrelacids csucsot lehetett leolvasni. 700 MHz-es 3D NOESY-
HSQC és TOCSY-HSQC spektrumok kombinacidjaval (és 'H-"*C korrelaciokkal
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kiegészitve) megadtik a PAF 'H-, "N- és részleges C-jelhozzarendelését, melyben
a 'H hozzéarendelés teljessége elérte a 69,3%-ot". A masodlagos szerkezeti elemek
helyzetét a *Junna csatoldsi allandok és az NOE-bdl levezetett tavolsagok alapjan
modellezett szerkezeti sokasag geometriai kritériumainak egyiittes figyelembe
vétele alapjan hataroztdk meg. A szekvencia Osszesen Ot antiparallel lefutasu
B-reddt tartalmaz, melyeket mobilis hurok régiok kotnek Gssze: Lys2-Thr8 (B1),
Glul3-Lys17 (B2), Asp23-11e26 (B3), Lys42-Asp46 (4) és Asn49-AspS5 (BS). A
masodlagos szerkezeti elemek elhelyezkedését a H/D (hidrogén-deutérium) csere
kisérletsorozattal mért amid hidrogén deuteralodasi sebességek is egyértelmiien
igazoltdk. A harmadlagos szerkezetet egyetlen 700 MHz-n felvett 2D NOESY
spektrum alapjan hatdroztdk meg. Az automatikus NOESY jelhozzarendelést
kovetden (ATNOS/CANDID 1.1) a tavolsagjellegli kényszerfeltételeket CYANA
2.0 szimulalt htités alapu molekuladinamikai eljaras szerint vették figyelembe mely
soran a modellezett térszerkezetet ¢és a NOESY spektrumbo6l nyert
kényszerfeltételeket iterativ modon hét cikluson keresztiil illesztették. Mivel az
enzimes emésztések €s a tomegspektrometrias vizsgalatok nem hoztak eredményt a
ciszteinek kapcsolddasi sorrendjének meghatdrozasaban, tobbféle diszulfidmintazat
figyelembevételével is megismételték a szerkezetmodellezést. Az igy kapott
konformacids sokasdgokat ¢és a molekuladinamikai szamitdsok paramétereit
(elsésorban az NOE-készletek a szerkezetekkel vald OsszeegyeztethetOségét)
figyelembe véve az elméletben lehetséges tizenotféle mintdzatot a modellek
geometridja alapjan Osszesen két kapcsolddasi sorrendre sziikitették: abcabc és
abbacc”. A kétféle mintazat és diszulfidhidak figyelembevétele nélkiil szamolt
térszerkezetek paramétereit Osszehasonlitva a szdmitasok paraméterei, a
szerkezetek Ramachandran térképe ¢és RMSD értékei alapjan nem lehetett
egyértelmiien donteni a lehetséges diszulfid mintazatok kozott. '

Ennek a bizonytalansdgnak az az oka, hogy a kén-kén kotéssel kovalensen
kotott ciszteinek hidrogénatomjai kozott NMR modszerekkel igen nehéz direkt
moédon tavolsdgot mérni. Egy adott cisztein két gemindlis Hp protonja joval
kozelebb van egymashoz (~ 1,8 A), mint a kén-kén kotésen keresztiil kapcsolodo
ciszteinek Hp-i egymashoz képest (konformaciotol fiiggden ~ 4-5 A), ez pedig a
keresztrelaxacid sebességekben, igy a mérhetd NOE intenzitdsokban is nagy
kiilonbséget okoz. A legtobb esetben a tobb mint két nagysdgrend kiilonbség

* Az Osszes szén vagy nitrogénatomhoz egy kotéssel kapcsolodo hidrogent figyelembe véve.

*A diszulfidmintdzat jelolése: a primer aminosavszekvenciaban az N-termindlis felol haladva a ciszteineket
ABC sorrendben jeldljiik, a kapcsolodo parok azonos jelolést kapnak. Ilyen modon az abcabce jeldlés a PAF-
ban a 7.-36., 14.-43. és 28.-54. ciszteinek kapcsolodasat jeldli.
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((4/1,8)°~120) miatt a diszulfid hidon keresztiili Hg - Hs NOE-k gyakorlatilag nem
detektalhatok. Ennek kovetkeztében az olyan esetekben (mint a PAF-ndl is), ahol a
szekvencialisan tavoli ciszteinek zomének Hg-1 a térszerkezet kompaktsdga miatt
4-5 A-n beliil talalhatok, az NMR NOE adatokon alapuld szerkezetmodellezés
ritkdn eredményezhet egyértelmii diszulfid-mintazat hozzarendelést. Ezért a PAF
elsdként kozolt térszerkezeti modellje a fehérje adatbazisba (Protein Data Bank) az
AFP fehérjéhez hasonléan (azonosité: 1AFP) a ciszteinek kapcsolddasi
sorrendjének definidlasa nélkiil keriilt be (pdb azonositd: 2kcen).

A PAF “N-relaxacios paramétereinek (T;, T, és heteronuklearis NOE)
Lipari-Szabo-féle modellmentes analizisével jellemezték a fehérje dinamikéjat. Az
ez alapjan becsiilt globalis korrelacios 1d6 (1. = 3,0 ns) a PAF mérettartoméanyéaba
esO globularis szerkezetli monomer fehérje mozgasi tulajdonsagainak felel meg. A
relaxicios paraméterek alapjan szamitott rendparaméterek 4tlagos érteke
S%u.= 0,81£0,05, amitd] csak kis mértékii eltérést figyeltek meg a termindlis és
hurok régidkban. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a ps-ns iddskalan a PAF belsd
mozgasai még a mozgékonyabb régiokban is elhanyagolhatok, ezért Gsszességében
egy merev molekulaszerkezet feltételezhetd. A gyors dinamika vizsgalatat
pontositandoan megmérték a "N és 'H kémiai eltoldédas anizotropia/dipolus-dipolus
(CSA/DD) keresztrelaxacios sebességeket is. A masodlagos szerkezettel az 'H
transzverzalis keresztrelaxdcid paraméterei jol korreldltak, ami a madasodlagos
szerkezeti elemek kiterjedt hidrogénhid haldzatdval hozhatdo 0Osszefiiggésbe.
Ugyanezen okokbdl a "N kémiai eltolodas anizotropia is a [-szalakat alkoto
aminosavainal mutatott kiugréan magas értékeket.

. 3. A fehérjék homérsékletvaltozas hatasara torténéd
kitekeredése

A modern biologia egyik legfontosabb és egyben talan legnehezebb
kérdése, hogy pontosan milyen tényezok alakitjdk ki a riboszoman
megszintetizalédott polipeptidlanc  adott fizikokémiai koriilmények kozott
line4ris aminosavszekvencia harmadlagos szerkezetének kialakitdsdban ¢és a
feltekeredett szerkezet megtartasaban — azaz a fehérjeszerkezet stabilitdsdban. Az
elfogadott biokémiai dogma szerint a globuldris fehérjék miikodése
megmagyarazhatd azok nativ, funkcionalis szerkezetének (és a kolcsonhato
partnerek szerkezetének) ismeretében. Ugyanakkor ma mar vilagos, hogy egy
fehérje funkcionalis allapothoz nem csak egyetlen konformaciét rendelhetiink: a
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kiilonbozd 1déskalakon végbemend belsé molekuldris mozgasok kulcsszerepet
jatszhatnak a fehérjék biokémiai hatdsmechanizmusaban. Ezek a mozgasok a jol
definidlt konformaci6é koriili aprobb fluktuacioktdl egészen a funkcionalisan
rendezetlen fehérjék (IDP-k) nagyfoki konformacios szabadsagaig terjednek.”””
7 Mivel a fehérjefeltekeredés folyamata az atomi felbontast kisérleti modszerek
megfigyelheté 1ddskalainal joval hosszabb id6 alatt (a milliszekundum-perc
idéskalan) mennek végbe, a folyamat részleteit elsdsorban molekuladinamikai
(MD) szimulacidkkal lehet tanulmanyozni. A nagyméretli fehérjék és a minden
atom figyelembevételével torténd tobb ms hosszlisdgi szimuldcios 1d6 még
napjainkban is meghaladja az elérhetd szamitasi kapacitasokat™, azonban néhany
kisméretli és kiilonosen gyorsan feltekeredd fehérje feltekeredését mar sikerrel
modellezték specialis MD szimulaciok segitségével” . Ezek a tanulmanyok igen
hasznosak a feltekeredést okozo mechanizmusok részleteinek felderitésében, a
szimulaciok paraméterezéséhez azonban elengedhetetlenek a kisérleteken alapulo
adatok. A szakirodalom alapjan a kisérletes szerkezetvizsgalé moddszerek koziil a
cirkularis dikroizmus (CD) és az oldatfazisi NMR bizonyult hatékony modszernek
fehérje fel- és kitekeredés globalis és lokalis folyamatainak és a masodlagos
szerkezeti elemek stabilitdsanak tanulméanyozasara.® ™ Ezekben a vizsgalatokban
az oldat fizikai koriilményeinek (hémérséklet, nyomas) megvaltoztatasaval
vizsgaltak fehérjék kitekeredésének folyamatat™. Mivel a fehérje kitekeredés a
feltekeredés ellentétes folyamataként értelmezhetd ¢s adott fizikokémiai
koriilmények kozott az oldatban a feltekeredett és kitekeredett allapotok —
reverzibilis kitekeredés esetében — egyensulyban vannak egymassal, a fel- és
kitekeredett frakciok aranya a koriilmények valtoztatdsaval eltolhatd. Ilyen mddon
a kitekeredés folyamatanak jellemzésén keresztiill a feltekeredést dominalod
tényezOkrodl is szerezhetliink ismereteket. A legegyszeriibb esetben ilyenkor két
konformécios 4llapot kozotti egyenstlyrdl van sz6, melynek elméleti
termodinamikai leirasat Becktel és Schellman®® alapozta meg, amit Privalov és
Gill*”*, kés6bb pedig Szypersky® terjesztett ki. A fehérjekitekeredés
termodinamikai leirdsa szerint azzal a feltételezéssel éliink, hogy az allando
nyomason mért hdkapacitds (AC,) fiiggetlen a hdémérséklettdl, mig a tobbi

*Megyjegyzendd, hogy a fehérjekitekeredés fiziko-kémiai jellemzésére szamos egyéb kisérleti modszer létezik,
melyeket a gyogyszeriparban gyakran alkalmaznak pl. hatoanyagok stabilitasanak vizsgalatara, mint pl. a
. differencial szkenning kalorimetria” (DSC), vagy a hasonlo elven miikodo fluoreszcens elnyelést a
hoémeérsékletvaltozas fiiggvényében detektalo , differencial szkenning fluorimetria” (DSF). Mivel ezek a
modszerek a rvendszer egészének termodinamikai jellemzésére alkalmasak, a szo szoros értelmében nem
tekinthetok szerkezetvizsgalo modszereknek, ezért — és részben terjedelmi okokbol — a DSC modszertandhoz
kothetd kiterjedt szakirodalmat a dolgozatban nem ismertetem.
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termodinamikai paraméter (az entalpia AH, a szabadentalpia AG, és az entrdpia AS)
hémérséklettdl fiigg. Ha kisérleti iton meghatarozzuk a kitekeredett frakcid aranyat
a homérséklet fiiggvényében (f,r), akkor a Gibbs-Helmholtz egyenlet alapjan
megadhato a kitekeredés szabadentalpiajanak valtozasa (AG, r):

AGu’T:AHu‘Th(l—Tl +AC,

h

T—Thlnl)
T B

h

tovabba a kitekeredett (1) és feltekeredett (n) allapot kozti egyensulyi allando:

_ _AGu,T _fu,T
K, ;=exp = )
' RT fn,T
fu,T+fn,T:1 ’
tehat
Ku,T
fu,T_ 1+Ku,]' »

ahol f, r a feltekeredett, nativ frakcio sulya.

Az els6 két egyenlet alapjan a feltekeredett vagy kitekeredett frakcio
megkapjuk a kétallapotu kitekeredés ismeretlen paramétereit. A AG,r az egyenlet
két nagy tagjanak (entalpia és entropia) kiilonbsége és forditott parabola alaku
fiiggvényt ad, melynek maximuman a feltekeredett populdcio a legnagyobb
aranyban talalhaté meg.
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AH  TAS

I W T N T T B |

AG (kCal/mol)

hémérséklet (°C)

1. Abra: baloldalt: egy fehérje stabilitisi gorbéje, melyen a szabadenergia valtozdst

dbrazoljuk a homérséklet fiiggvényében. Jobboldalt: a stabilizacio maximalis

szabadenergidja, a Ts és T, kozotti Osszefiiggés dbrdzoldsa). Az abrat a .

publikaciobol vettem at.
Ez a homérséklet a fehérje maximalis stabilitasi hdmérséklete (7,..). A parabola
két szaran meghatarozhaté a magas (7)) és alacsony homérsékletii olvadaspont (7)),
melyeken a kétféle allapot populécidja egyenld: f,r = fur = 0,5. A tapasztalatok
szerint a fehérjék magas hdmérsékletli olvadaspontja valamivel a szobahémérséklet
folott, mig az alacsony hdmérsékletli olvadaspont gyakran a viz fagyaspontja alatt
talalhat6, ezért utobbi kisérleti titon csak az oldat tulhiitésével hatdrozhat6 meg.
Sok kétallapota kitekeredést mutatdé fehérje esetében a maximum stabilitast
hémérséklet szobahdmérséklet koril volt (293+8 K), amig 7, és T; értékei igen
nagy szorast mutattak a véltozatos lefutasi AG,r gorbék alapjan.” Az elmélet
gyakorlatban valo alkalmazasa altaldban azért iitkozik akadalyba, mert a
kitekeredett frakci6 kozvetlen detektaldsa igen ritkdn valosithaté meg, ezért az
adott koriilmények kozott a feltekeredett €s kitekeredett frakciok aranyat csak
becsiilni tudjuk. Ha azonban — akér kozvetett modon — képesek vagyunk mérni a
A kétallapota termodinamikai modell segitségével olyan biokémiai rendszerek
irhatok le, melyek atmeneti allapot nélkiil két allapot (f és u) kozott valtakoznak.
Abban az esetben, ha a kitekeredés folyamata soran hossza életidejii kdzbensd
allapot is létre jon, a modell kibdvitésére sziikséges. Ezt az esetet a gondolatmenet
folytonossaga érdekében a III. 3. 5. fejezetben fogom kifejteni.

A globularis fehérjék magas hémérsékleten torténd denaturacidjara
természetes jelenségként gondolunk, hiszen a hétkoznapi életben is gyakran és
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latvanyos formaban taldlkozunk vele, pl. keménytojas készitése soran. Ezzel
szemben az alacsony hOmérsékleten torténd denaturacid képe kevésbé intuitiv,
hiszen a homérséklet csokkenésével az entropia csokken, kiilonds modon a
rendszer adott homérséklet alatt mégis a rendezetlenség felé tolodik. A globularis
szerkezet hideg hatasara torténd elveszitését (vagyis ,,hideg denaturaciot™) szdmos
fehérje esetében kimutattdk. Az elfogadott nézet szerint a fehérjék hideg
kitekeredése a viz fizikokémiai tulajdonsdgaival magyarazhat6. A folyamat az
entropia €és entalpia hiités hatisara vald egyiittes csokkenésével és a fehérje
hidratburkanak atrendez6désével jar, ami bizonyos esetekben kitekeredést okoz.™ A
hideg denaturdcid azért vizsgalhatd nehezen, mert a fehérjék alacsony
hémérsékletli olvadaspontja sok esetben joval a viz fagyaspontja alatt talalhato,
ezért ennek vizsgalatahoz a rendszer lassu tulhtitése sziikséges. Az ilyen
szempontbdl legjobban jellemzett Frataxin (Ythl) fehérje™ esetében azt mutattak
ki, hogy a meleg és hideg deneturdcidhoz tartozé ,,szerkezet” hasonld, de nem
mutat azonos fizikokémiai tulajdonsagokat.

Az aszkomikotak altal termelt antifungélis fehérjék aminosav szekvenciaja
nagy aranyban tartalmaz toltott oldallancot ami szerkezetiiket a rendezetlenség
iranyaba tolja, mig méretiikhoz képest nagy diszulfidhid tartalmuk miatt mégis
kompakt globularis szerkezetet vesznek fel, ezért bizonyos értelemben a globularis
¢s rendezetlen fehérjék vilagdnak hatdrara helyezheték. A denaturacio
mechanizmusa szempontjabol a rendezett ¢és rendezetlen fehérjék jelentds
eltéréseket mutatnak (példaul a rendezetlen fehérjékre nem jellemzd, hogy alacsony
hémérséklet hatasara elveszitenék funkciondlis formdjukat, vagy magas
hémérséklet hatasara csokkenne az oldhatosaguk,” ez adja a motivaciojat a nagy
nettd toltéssel rendelkezd, am rendezett szerkezetli antifungélis fehérjék
hoémérseklet hatasara torténd kitekeredésének vizsgalatara.

Il. 4. Fehérjék szerkezetvizsgalata NMR spektroszkopiaval

Az NMR spektroszkopia napjainkra a modern biologia nélkiilozhetetlen
eszkozévé valt. A gyors technologiai fejlddés lehetdvé tette, hogy a biologidban
kulcsszerepet  betoltd  makromolekuldk  (pl.  fehérjék és  nukleinsavak)
térszerkezetének és belsé mozgasanak vizsgalatdhoz elegendd érzékenységet és
spektralis felbontast érjiink el. Ha a vizsgalt fehérjét olyan biotechnoldgiai
modszerrel allitjuk eld, melyben tetszOlegesen megvaltoztathatjuk a szén- és
nitrogénforrast, akkor lehetdség nyilik a fehérjék stabil izotopokkal vald dusitasara.
Ilyen modon lehetséges a fehérjéket felépitd leggyakoribb atomok (H, C, N) 'z-es
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spinll izotopjainak NMR spektroszkopidval torténd vizsgalata. A spektrométerek
gyartoi  altal  biztositott  konyvtarakban mara szamos olyan NMR
impulzusszekvencia érhetd el, melyek segitségével szerkezeti informacidkat
nyerhetiink a fehérjékrol. A lehetéségek messze tilmutatnak a molekulaszerkezet
térbeli koordinatdinak meghatarozasan: a megfeleldéen kivalasztott és kivitelezett
NMR moédszerek segitségével atomi szintli felbontassal, igen széles iddskalan
nyerhetiink informaciot a makromolekuldk mozgésair6l és cserefolyamairol is.”

IL. 4. 1. A harmadlagos szerkezet meglétének vizsgalata: '"H NMR

Amig a kisméretli szerves molekuldk szerkezetvizsgalata soran az
egydimenzids hidrogén NMR spektrumrol leolvashaté 'H kémiai eltolodasok és a
jelek felhasadasabol leolvashatd skaldris csatolasok nélkiilozhetetlen informacidval
szolgdlnak a szerkezetigazolashoz, addig a makromolekuldk 'H spektruma a
nagyszamu hidrogénatom ¢és a vonalszélesedési effektusok okozta spektralis
zsufoltsdg miatt relative kevés informécidt hordoz. A fehérjék NMR vizsgalata
ennek ellenére tobbnyire mégis egy 1D 'H spektrum felvételével kezdddik, ugyanis
a tobbi atommaghoz viszonyitva érzékeny 2-es spinli protonok NMR spektrumébol
gyorsan fel lehet mérni a minta tovabbi vizsgalhatosagat. Egy adott fehérjemintarol
ezzel az egyszerll kisérlettel rogton el lehet donteni, hogy az adott spektrométer
érzékenységét figyelembe véve elegendd anyagmennyiség van-e az oldatban a
jelentésen tobb mérési id6t igényld tobbdimenzids kisérletek kivitelezéséhez,
illetve megfeleldek-e az oldatbeli koriilmények (pl. az ionerdsség és a pH), tovabba
a jelek alakjabdl ¢€s eloszlasabol az is eldonthetd, hogy a fehérje feltekeredett vagy
rendezetlen.”

A fehérjevizsgalatoknal heteromagok (pl. a "“C) egydimenzios direkt
detektalasu NMR kisérletek alkalmazdsa nem jellemzd, ugyanis hidba lenne
nagyobb az elérheté spektralis felbontas a 'H-nal lényegesen nagyobb kémiai
eltolodas tartomany miatt, a fehérjék korlatozott oldhatdsdga és az esetek nagy
hanyadédban a csekély elérhetd anyagmennyiség — ezekbdl kifolyodlag a jellemzden
alacsony oldatbeli koncentraci6 (~ 0,1-1 mM) miatt a kisebb giromagneses
hanyadossal (y) rendelkezé magok esetében ritkan lehet elérni a megfeleld jel/zaj
aranyt. Ezért a fehérje-NMR modszerek zoménél a heteromagokrol heteronuklearis
kisérletek révén szerziink informécidt. A heteromagokat az érzékenység
novelésének érdekében indirekt modon, a proton radiodfrekvencias csatorndjan
keresztiil detektaljuk.”
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I1. 4. 2. Fehérjék NMR jelhozzarendelése

Minden atomi szintli NMR vizsgdalat alapja, hogy a spektrumokon megjelend
rezonancia frekvencidk koziil a lehetd legtobbet rendeljiink hozza a vizsgalt
molekula megfeleld atomjdhoz. Ugyan a térszerkezet atomi tavolsagok alapjan
torténd meghatarozasahoz elegendo lenne csupan a hidrogénatomok frekvencidinak
ismerete, de a *C és N kémiai eltolédasok is értékes szerkezeti informaciot
hordoznak, illetve a heteronuklearis korrelaciok révén a tobbi mag frekvencidjanak
ismerete nagyban segiti a protonok hozzarendelését. A kis molekulatomegi
(~ 10-50 szénatombol all6 200-1200 Da molekulatomegii) szerves vegyiiletek
természetes izotopgyakorisdg mellett a megfeleld egy- és kétdimenziods kisérletek
kombinacidjaval a 'H és C jelek azonositisa a legtobb esetben egyértelmiien
megoldhato. Ezért az ebbe a mérettartomanyba esé 10-20 aminosavbol alld
polipeptidek NMR 'H jelhozzarendelése izotopdusitds nélkill, természetes
izotopgyakorisag mellett is lehetséges homonukledris 2D COSY, TOCSY és
NOESY spektrumok kombinacidjaval.”*** Kedvezd esetben (ha a 2D spektrumokon
nem til nagy a jelatfedés mérteke) ez a moddszer akar kisméretli fehérjékre is
kiterjeszthetd, azonban igen nagy idéraforditas aran. Ezt a stratégiat a dolgozatban
targyalt fehérjék jelhozzarendeléséhez nem hasznaltam, ezért nem is targyalom
részletesebben. A kismolekuldk mérettartomanyat atlépve mar a legkisebb fehérje is
(minimum 50 aminosav egység) kb. 4-500 hidrogénatomot, 250-300 szénatomot és
70-100 nitrogénatomot tartalmaz, ami mar a 2D spektrumokat is jelben gazdagga
teszi. A jelhozzarendelési feladatot tovabb neheziti, hogy a molekulatomeg és ezzel
a globalis korrelacios id6 (t.) novekedésével nem csak a jelek szdma ndvekszik,
hanem a rezonanciajelek is kiszélesednek, mindezek kovetkeztében a spektralis
felbontas valik a jelek azonositasanak limitald tényezdjévé. Ezt a korlatot egy adott
hatarig az indirekt frekvenciadimenzidk szdmanak novelésével lehet feloldani. A
kilencvenes években robbandsszeriien novekedett az olyan biomolekularis
kutatasokat célzO NMR modszerek szama, melyek ezt a stratégiat kovetik.” Az
alabbiakban azokat az NMR modszereket ismertetem roviden, melyeket munkam
soran a fehérjék jelhozzarendeléséhez hasznaltam.

A modern szerkezetvizsgalatoknal elterjedt az egységes "N-dusitas
alkalmazasa, ez koriilbeliil 100 aminosav egységig lehet elegendd a teljes 'H és "N,
és részleges C jelhozzarendelés megadasiahoz. Nagyobb fehérjék esetében mar a
PN és “C egységes, egyidejli jelolése sziikséges, ami lényegesen megnoveli a
vizsgalhatd atomok szdmat, és joval nagyobb (100-250 aminosavbdl felépiild)
fehérjék egyértelmi (és akar teljes) 'H-"N-C jelhozzarendelését teszi
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lehetévé.” Specialis esetekben és a 250 aminosav egység hosszusagot meghalado
fehérjéknél ennél is Osszetettebb izotopjeldlést is hasznalnak (pl. a fentieken tul
egységes vagy részleges “H jelolést)”™. A munkdm soran vizsgalt kis méretli
fehérjék folancanak jelhozzarendelésére az elsé két megkozelitést alkalmaztam:

[15N,JH-HSQC-TOCSY | [15N,'H-HSQC-NOESY|
e LHNCA HN(CA)CO!

s |

| Py e e

EH ‘!-ll'! i m H i H 0l H
it I R (| N |
N-CA-COgNLCA IN-CAHCO-INFCA! N-CA-CO NFCA

2. Abra: Fehérjék folinc jelhozzdrendelésének két stratégidja. Baloldalt:
DN- dusitott, jobboldalt: "N-"C dusitott fehérje jellemzé fSlanc kisérletei.
Szaggatott vonal az aminosav egységen beliili, folyamatos vonal az egységek
kozétti korrelaciot jeléli. Az abrat a ** publikdcié alapjan szerkesztettem.

A 2. 4bra bal oldalan szerepld stratégia esetében a polipeptidlancnak azt a
tulajdonsagat hasznaljuk ki, hogy az adott egység (i-edik) amid hidrogénje az
esetek tobbségében térben kozel talalhatdé az azt megel6zé egység (i-1-edik) Ho
atomjatol.  “N-feloldott TOCSY ¢és NOESY tipusai NMR kisérletek
kombinaciojaval (melyek technikai leirasat késébb részletezem) lehetséges az
egységen beliili és kiviili hidrogének megkiilonboztetése, ezaltal a szomszédossagi
viszony az atfed0 informdaciok alapjan igazolhatdé. Ennek a modszernek az a
korlatja, hogy a H, kémiai eltolodas tartomanya viszonylag sziik (kb. 3 ppm), ezért
nagy az esély a jelek atfedésére, még a "N-feloldott 3D NOESY spektrumon is. A
2. é4bra jobb oldalan lathatdé moddszer ezzel szemben kizardlag koherencia
transzferen alapszik, azaz az egymastol egy vagy két kotés tavolsagra talalhato
atomokat rendeli egyméashoz a koztiik 1évo skalaris csatoldsokat kihasznalva. Ezért
a szekvencialis kapcsolatokat egyértelmiien igazolja, hiszen csak akkor torténik
informdacio atvitel, ha az egymashoz rendelt magok kémiai kotéssel kapcsolodnak
egymashoz. Az utobbi modszerek természetes °C izotopgyakorisag mellett a tobb
Iépésen keresztiil torténd magnesezettség transzfer miatt nem mitkddnének, hiszen
minden 1épésnél elveszitenénk a jelintenzitas kb. 99%-at. Ezért ez a stratégia
mindenképpen sziikségessé teszi az egységes '"N-"C jelzést. A koltséges
BC-dbsitasért cserébe viszont minden szénatom, (beleértve a karbonil
szénatomokat is) egyértelmiien azonosithatova valik. Az aldbbiakban a két stratégia
jellemzd kisérleteinek alapelveit és technikai megvalositasat részletezem.

A fehérjék félancanak szekvencia mentén vald jelhozzarendelése azért
lehetséges, mert a peptidlancot a karbonil szénatomok 4altal elhatarolt kiilonallo
spinrendszerek alkotjdk, ugyanakkor a szomszédos spinrendszerek sz¢€lsd elemei —
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az amid N és a C, — kozott is mérhetd (~ 7 Hz) kétkotéses spin-spin csatolas van
(3. 4bra). Tovabba a spinrendszeren beliili egykotéses csatolasok elég nagyok a
tobb 1épésen keresztiil torténd hatékony koherenciatranszferhez ¢€s értékiik nem
fligg nagy mértékben a peptidlanc konformacidjatol®. Ez lehetdvé teszi olyan
NMR mérések tervezését, melyekben a bejart koherenciautat (a gerjesztett
spinallapotok lecsengési ideje miatt adott hataron beliil) szinte tetszélegesen
valtoztathatjuk, ezaltal a jellemzden legalabb haromdimenzids spektrumokon
megjelend keresztcsticsokbdl a szamunkra értékes korrelaciok olvashatok le.

13C
ki

’35 H

°Cy H,—C,~H,

|35 He

35Hz

15Hz 15 13
13()Ot ﬂlSC, 1SHz N 11Hz UCoa 55 Hz C’
| S~ 7 M;;;\If%z
H, H H

3. Abra: A peptidlancot alkoté spinrendszerek, és
a magok kozott mérheté egy- és kétkotéses
skalaris csatolasok atlagos értéke. Az abrat a 91.
publikaciobol emeltem at.

A folanc kisérletek a detektalt *C atommag tipusonként (C', C,, Cp) két
méresbol allnak. Az egyik a spinrendszeren beliili atomokat rendeli egymashoz, a
masik pedig a spinrendszeren belilli és a szekvencidlisan szomszédos
spinrendszerek  elemeir6l egyarant hordoz informacidt. A megfeleld
spektrumrészleteket egymas mell¢ vetitve (5. abra) egyértelmiien igazolhatok a
spinrendszerek kozotti szomszédossagi viszonyok, ezaltal az adott korrelacidban
résztvevd atomok jelhozzarendelése is megadhato.”

Ez a megkozelités feltételezi, hogy az amid NH csoportok protonaltak, ezért
a mérések konnyiivizes, semleges vagy enyhén savas kémhatdsu oldatban
torténnek, ennek megfelelden a vizelnyomast minden esetben bele kell épiteni a
programba. A detektalas elOtt rendszerint érzékenység-novelt back-transzfert
alkalmaznak amit water-flipback-el kombindlnak. Ennek kovetkeztében kivalod
vizelnyomas érhetd el a cserélhetd protonok telitése nélkiil. Ez azért kiilondsen
fontos, mert az ilyen kisérleteknél az els6 besugarzasi €s utolséd kiolvasasi 1€pés is
az amid protonokon torténik, melyek a mérés koriilményei kozott cserében
allhatnak az oldoszerrel.” A f6lanc mérések technikai megvalositasat a HNCO,
illetve HNCA kisérletek példdjan mutatom be.
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A HNCO ¢és HNCA kisérletek szekvencidja nagyon hasonld, a kettd kozti
lényegi kiilonbség, hogy a HNCO kisérletben alkalmazott C'-k tartomdnyra
szelektiv impulzus helyett a HNCA sordn a C, tartoméanyra szelektiv impulzus
szerepel. A HNCA spektrumon kétféle (3D) keresztcsucsot olvashatunk le. Az
egyik a HY(i), N(i) és Cq(i) atomok korrelacidja, a masik pedig N(i), H (i) és
Co(i- 1) ugyanis a két csatolas értéke hasonld (Jewnny= 11 Hz és Jcainng = 7 Hz)
(3.4bra). A HNCA kisérlet négy koherencia transzfer 1épésbdl all:
'H — "N — PCq(t)) — "N (t,) — 'H (t;), melynek elsd és utolso Iépése rendre
INEPT ¢és forditott INEPT, a tobbi 1épésre pedig INEPT vagy HMQC tipust
transzfer is hasznalatos. Az aldbbi konkrét példaban (4. abra) minden 1épés single-
quantum, azaz INEPT tipust, aminek az az el6nye, hogy a "N magnesezettség a
BC evolicio ideje alatt longitudinalis iranyt marad, ezért a transzverzalis relaxacid
miatt nem veszit jelintenzitdsabol.

A HNCA program a protonok besugarzasaval és INEPT transzferrel indul,
melynek soran a (félanc) protonok magnesezettsége '"N-re keriil ott, ahol 'Juy
csatolas van. Ezt a T id6 koveti, mialatt a "N-"C* kozotti egykotéses csatolasok
hataséara antifdzist harom-spin koherencia alakul ki: H,N.C%,. Ezt az els6 szelektiv
90°-0s "*C impulzus egyidejii "N impulzussal H,N,C, koherenciava alakitja majd
t; evolucios idd alatt jelolddik a *C* kémiai eltolddassal. Ezt invertalt idejii *C 90°-
os impulzus H,N,C*, antifazisu koherenciava alakitja, ezaltal a >C magnesezettség
a z-tengelyre keriil. Ezt kovetéen a harom-spin koherencia '*N-koherenciava
refokuszalodik és ezzel egy idében jelolddik "N kémiai eltolodassal (t,). Végiil a
magnesezettség forditott INEPT blokk segitségével keriil vissza az amid
protonokra, ekkor megkezdddik az adatgytjtés (t3).

Gradient . . L

4. Abra: 4 HNCA/HNCO kisérletek
impulzusszekvenciajanak sémaja. A keskenyebb és
szelesebb téglalapok 90 és 180°-os impulzusokat, a fél
ellipszisek a szelektiv impulzusokat jelolik. Az abrdt a .
publikaciobol vettem dt.

26



II. 4. Fehérjék szerkezetvizsgalata NMR spektroszkopiaval

Mivel a spektrumokat a kémiai eltolodasok meghatarozasara hasznaljuk,
nem elonyds, ha azokban a spin-spin csatolasok hatdsa felhasadds formajaban
barmelyik dimenzidban jelentkezik, ezért 'H és '"N-lecsatolasra is sziikség van. A
protonlecsatolast a DIPSI-2 blokk végzi. A szeléssavu lecsatolas elénye a 180°-o0s
impulzusok hasznalatival szemben, hogy csokkenti a transzverzalis '"N-relaxacio
okozta jelveszteséget, amivel tovabb ndvelhetd a kisérlet érzékenysége. Az
adatgytijtés alatt torténd "N-lecsatolast a GARP blokk biztositja.”’

A HNCA kisérlet ,logikai parja”, a HN(CO)CA hat 1épésbdl all, melyek
kozott szerepel egy szénatomrol szénatomra (YJeco = 55 Hz) torténd transzfer is
C'(i-1) és Cq(i-1) kozott: 'H — "N — BC” — BCu(t)) — “C” — "N(t) — "H(t).
Ennek hatasara a spektrumon H™(i), N(i) és Cq(i-1) korrelacié megjelenik, viszont a
HN(i), N(i) és Co(i) nem, hiszen ebben az irdnyban nincsen szén-szén kotés
(3. abra). A félanc kisérletek tovabbi fajtai is hasonld elven miikodnek. Elméletileg
onmagaban a HNCO-HN(CA)CO paros is igazolhat a peptidlancon beliil minden
szekvencialis kapcsolatot, a C' tartomany atfedései miatt legtobbszor tobb spektrum
egyiittes értékelése sziikséges. A teljes folanc 'HY, *C**P és °N jelhozzarendelést
az alabbi hat kisérlet alapjan (elegendd felbontast feltételezve) egyértelmiien meg
lehet adni: HNCO és HN(CA)CO: HN(i), N(i) C'(i, i-1); HNCA és HN(CO)CA:
HM(), N(i), Cu(i, i-1); HNCACB (5. abra) és CBCA(CO)NH: HY(i), N(i), Ca(i, i-1),
Cp(i, i-1).%*
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5. Abra: A szekvencia mentén valé fSlinc jelhozzdrendelés menete a PAF
HNCACB spektrumrészletének példajan. Az egyes spektrumszeleteken a 'H és
N firekvencidk (vizszintes skalan alul és feliil jellt értékeknél) mentén kijelolt
o és B C kémiai eltoléddsok ldthatdk, a fiiggdleges tengely “C kémiai
eltolodast jelol. Piros vonallal a C, z6ld vonallal pedig a Cpg atomok
frekvenciai altal kijel6lt szekvencialis kapcsolatokat kotéttem bssze.

Gyakran hasznalt kiegészitd folanc kisérlet a HNHA, mely az egységen
beliilli °Jyu csatolasi allandok kvantitativ meghatarozasara és a H, kémiai
eltolodasok azonositasara is hasznalhato.” A hozzarendelt C, és H., kémiai
eltolodasok kiindulasként szolgalnak az oldallanc atomok COSY és TOCSY tipustu
kettds rezonancia kisérletekkel torténd azonositasahoz.”

Az oldallanc atomok jelhozzarendelése céljabdl is lehet tervezni a fenti folanc
kisérletekhez hasonlo tobbszords INEPT transzferrel operalé harmas rezonancia
modszereket. Erre példa a 6. bra bal oldalan lathato CBCA(CO)NH kisérlet, mely
akar a félanc kisérletek k6z¢é is sorolhatd, hiszen a HN(i+1)-n vald detektalas miatt
szekvencialis kapcsolatot is igazol, mikozben leolvashatok a Cq(7) és Cg(i) kémiai
eltolodasok. Az ilyen tipusu kisérletekkel azonban gyakran felmertil az a probléma,
hogy a HN(i+1)-re valo transzfer soran a jel nagy részét elveszitjiik, ezért a kisérlet
érzékenysége kicsi, €s a hosszabb alifds aminosavak esetében (pl. lizin, arginin) a
spektrumrodl hidnyozhatnak a spinrendszer bizonyos elemei. Ezért a *C-""N-jelzett
fehérjék alifas oldallancainak jelhozzéarendelésére a 6. abra jobb oldaldn abrazolt
HCCH-TOCSY ¢és az ahhoz hasonld elven miikodé kisérletek bizonyulnak
hatékonyabbnak.” Ezekben a kettds rezonancia kisérletekben proton-szén illetve
szén-szén transzfer is torténik, ezaltal a hagyomanyos *Juy csatolasokon alapulé 2D
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COSY és TOCSY modszereket terjeszti ki egy (vagy tobb) tovabbi *C frekvencia
dimenzidval, aminek hatdsara lényegesen ndvekszik a jelek feloldottsdga a 2D
modszerekhez képest. A magnesezettség-atvitel harom 1épésben torténik: elsdként a
besugarzott 'H atomokrol az egy kotéssel kapcsoloddé '"*C atomokra torténd
transzfer ('Jeu~ 140 Hz), majd a szomszédos “C atomra torténd atvitel
(Jec ~ 55 Hz), végiil 'Juc révén a PC-hez kozvetleniil kapcsolodd 'H-ra keriil a
magnesezettség.” Attol fiiggden, hogy melyik 1épések soran torténik a kémiai
eltoloédas kiolvasasa és a detektalas (illetve a keverés tipusatdl fiiggben), szdmos
un. HCCH-tipustu kisérletet kiilonboztethetd meg. A legtobb esetben az alifas
oldallanc jelhozzarendelés a CBCA(CO)NH ¢és a HCCH-COSY (melyben a
TOCSY-ban hasznalatos izotrop keverés helyett 90°-os COSY-tipusu keverés
szerepel) kisérletek kombinaciojaval az oldallanc atomokndl is egyértelmi
jelhozzarendelést lehet elérni.”

Az oldallancok 'H hozzarendelését nagyban segiti, és a >C-jelzés hianyaban
torténd szekvencialis kapcsolatok igazolasdhoz alapvetd mérés a (2. abra bal
oldalan mar emlitett) "N-feloldott 3D TOCSY kisérlet, melynek felépitése a
keverést leszamitva analdog a kovetkezd fejezetben targyalt '"N-feloldott (3D)
NOESY-val.

i CBCA(CO)HN HCCH-TOCSY

6. Abra: A CBCA(CO)NH és HCCH-TOCSY
kisérletek magnesezettség arviteli
utvonala.”* Folyamatos vonallal bekarikdzva a
kiolvasott  frekvenciakhoz tartozé  atomok,
szaggatott  vonallal a  koherenciautban
résztvevo de nem detektalt atomok szerepelnek.

I1. 4. 3. H-H tavolsagok meghatarozasa NOESY modszerekkel

A fehérjék szerkezetérdl nyerhetd tavolsagjellegli informaciok {6 forrasai (és
a jelhozzarendeléshez is nagy segitséget adnak) a mag-Overhauser hatdson
(NOE-n) alapuld technikdk. A dipolaris keresztrelaxaci6 folyamatai gyakorlati
szempontbol kiilondsen hasznosak, mivel a keverés hatékonysiga nagy mértékben
fiigg a kolcsonhatasban 1€v6 spinek térbeli tdvolsagatdl. Ezért abban az esetben, ha
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a relaxaciés folyamatok koziil a dipolus-dipolus kolcsonhatds a dominans, a
kisérleti uton meghatarozott NOE értékek kapcsolatba hozhatok a vizsgalt atomok
kozotti tavolsagokkal. Ez az dsszefliggés szolgal a fehérjék térbeli modellezésének
elméleti alapjaul.”**

Megfelelden rovid keverési id6 hasznalata mellett és rigid fehérjeszerkezetet
feltételezve a mért homonukledris NOE intenzitdsok a dipoléris kolcsonhatasban
1év6 magok tavolsaganak hatodik hatvanyéaval forditottan aranyosak (Axor ~ r°). A
tavolsag novekedésével gyorsan csokkend intenzitds miatt azonban csak igen rovid
atom-atom tavolsagok hatarozhatok meg ilyen moédon: a gyakorlat azt mutatja hogy
az effektus maximalisan 5-6 A-re talalhaté atomok kdzott mutathato ki. Egy kisebb
fehérje NOESY spektruméban tobb szaz, kozepes méretii fehérjéknél néhany ezer
NOE keresztcsucs azonosithatd, amelyek intenzitasabol a megfeleld referencia (ami
egy adott atompar ismert tavolsaga, pl. egy CH, gemindlis hidrogénjeinek
tavolsaga) birtokdban a hidrogénatomok kozotti tdvolsagokra kovetkeztethetiink. 7
¢s S magok esetén, ahol 4 a mért NOE intenzitas,

Ez az 6sszefliggés azonban csak akkor teljesiil, ha figyelmen kiviil hagyunk
olyan tényezdket, mint a fehérje belsé mozgasai, és a spindiffizid. Mivel a fehérjék
dinamikus strukturdk, belsé mozgésaik a molekulan beliil eltérd lokalis korrelacios
1doket eredményezhetnek ami megvaltoztatja a keresztrelaxacio sebességét. Ezért a
mozgékony régidkban csokken a mérhetd NOE intenzitasa is, a keresztcslcs
bizonyos esetekben el is tlinhet. Ezt a torzitadst a fehérjeszerkezet szamitdgépes
modellezése soran egyrészt a tobbi korlat szambeli folénye, masrészt az
alkalmazott algoritmusok tavolsagkezelésének megengedd volta'™'”' kompenzalja
(ti. az elterjedt eljarasok soran nem egzakt tdvolsagadatokkal szamolunk, hanem az
atom-atom tavolsagokat kozeli, kozepes és tavoli kategdridkba soroljuk).

A spindiffuzio, mas néven harom spin effektus viszont a belsé mozgasoknal
is sulyosabb hatassal lehet a mért NOE intenzitasra (7. dbra). A spindiffuzi6 azért
jon létre, mert egy (makro)molekulaban egy adott hidrogén kozelében tobbnyire
egynél tobb masik hidrogén talalhato, igy az NOE felépiilési ideje alatt tobb spin
lancolatan keresztiil tovabbterjed. Ennek kovetkeztében a mért intenzitdsokbol
szdmolt tavolsagok torzulnak, a torzitds mértéke pedig a keverési idd
novekedésével sulyosbodik (7. abra).'”
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A spindiffaziobdl ered6 pontatlansagot a keverési 1d6 megfeleld
megvalasztasaval lehet optimalizalni: a kisérlet paraméterezése soran olyan
keverési idOot érdemes valasztani ami az adott minta fehérjekoncentracioja és a
spektrométer érzékenysége mellett a szerkezet meghatdrozasahoz még elegendd
szamu és intenzitasG NOE-t eredményez, de nem indokolatlanul hosszi.'” Fontos
megjegyezni, hogy a spindiffizio hatdsa a gyakorlatban hasznalt keverési 1dd
tartomanyan beliil is (~ 80-200 ms) latvanyosan nagy lehet, de az azokbol szamolt
tavolsagok hibaja gyakorlati szempontbdl a nagy molekuldk esetében toleralhato
mértékii. Konkrét példaként, ahogy a 7. abrarél leolvashato, ha X mag 2.5 A
tavolsagra van a vizsgalt / és S magoktol, akkor 100 és 150 ms keverési idonél a
két  kisérletben  megjelend NOE;s  keresztcsticsok  kozott — mérhetd
intenzitaskiilonbség kétszeres. A fenti egyenletbe behelyettesitve, ha feltessziik,
hogy twer= 2,5 A és Anr = 0.7 tovabba Ais = 1 (illetve 150 ms-nal Ajs = 2) akkor a
mért intenzitdsok alapjan kiszamolhato, hogy 100 ms keverési id6t haszndlva ris-re
2,35, 150 ms-nal pedig 2,10 A-t kapunk. Masképpen kifejezve ez azt jelenti, hogy
az NOE intenzitas 100%-o0s hibaja az abbodl szamolt tavolsagban csupan 11%-os
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7. Abra: 1ésS mag kozotti NOE felépiilése 10 ns
korrelacios idé és 600 MHz-es spektrométer esetében és a
spindiffuzio hatasa az NOE felépiilésre. I és S magok
egyenld tavolsagra (4 A) vannak egymdstol, X pedig
egyenld tavolsagra van a két masik spintol. A spindiffiizio
I-t6] S-ig X-en keresztiil az NOE feleépiilését gyorsitja,
ezert ri-tol fiiggben torzitia a mert NOE intenzitast.
Pontozott vonal: rix= 2,5 A; szaggatott vonal: rix=3 A;
folyamatos vonal: riy=4 A. Az abrat a . publikdciobdl
szerkesztettem at.
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Ha azt is figyelembe vessziik, hogy a modellezés sordn ez a két érték nagy
valoszinliséggel egy tdvolsagkategoriaba kertil, akkor belathatd, hogy az NOE
intenzitdsok szemi-kvantitativ interpretacidja igen robusztus modszere lehet a
makromolekuldk konformacidés sokasag-alapi modellezésének, amennyiben
megfelelden nagy szdmu tavolsagkorlatot adhaté meg. Ennek némileg ellentmond,
hogy az elmult tiz év sordn Vogeli és munkatarsai munkéssaga révén ismét eldtérbe
keriilt a keresztrelaxacios sebességek pontos kvantitativ mérése (exactNOE, vagy
eNOE), ¢és ez az irany mar fehérje szerkezetmeghatarozési eljarasokban is kezd
megjelenni.'”® ' Ez ugyanakkor azt is jelzi, hogy az NMR adatok alapjan torténd
fehérje szerkezetmodellezés még manapsadg sem tekinthetd rutin feladatnak, és a
modszereket napjainkban is intenziven fejlesztik.

Kisebb fehérjék szerkezetmeghatarozdsdhoz megfeleld spektralis felbontas és
hatékony vizelnyomas haszndlata mellett elegendé Iehet a hagyomanyos
2D NOESY spektrum. Az impulzusprogramot (a fehérjeminta izotopjelzésétdl
fliggden) ilyenkor '“N-és/vagy '"*C-spinlecsatolassal kell kiegésziteni annak
érdekében, hogy a keresztcsucsok szingulettként jelenjenek meg a spektrumon.” A
NOESY spektrum heteromagok mentén vald felolddsa azonban dramai méddon
megnoveli a felbontast, ugyanakkor (a °N- és C-feloldott kisérletet kombinacioja
esetében) nem csokkenti a keresztcsticsok szdmat, ezért Osszességében jobb
mindségii adatokat szolgaltat a szerkezet modellezéshez.”® Tovabba a '“N-feloldott
NOESY spektrumokkal H-H (pl. H(i)-H*(i-1)) szekvencialis kapcsolatokat is
igazolhatunk (2. 4bra bal oldal).

A PN-feloldott NOESY kisérlet a 2D NOESY és egy érzékenység-novelt
'"H-"N-HSQC szekvencia elemeit tartalmazza.”” A koherenciaut a kovetkezd:
1Hi(t)) —[NOE]— H; —['Jxu]— “Nj(t2) —['Jxu]— Hj(t:). A szekvencia soran
minden proton frekvencia jelolddik t; evolucids id6 alatt, azonban a detektalds
idejére (t;) csak azokhoz a protonokhoz jut magnesezettség, melyek 'Jwu
csatolasban allnak. A 3D spektrum F2(”N")-F3('H;) menti vetiilete a 'H-"N
spektrummal lesz teljes atfedésben, mig F1('H;)-F3('H;) dimenziok projekcidja
csak részben fog atfedni a 2D NOESY spektrummal, hiszen az alifas oldallancok
hidrogénatomjai egymadssal és aromdas hidrogénekkel adott keresztcsicsai nem
jelennek meg. A vizelnyomast leggyakrabban gradiens-szelekcids moddszer
szolgalja, mely soran a viz magnesezettsége defokuszalodik, mialatt a detektélni
kivant koherencia z-irdnyu marad. A proton impulzusok fazisat ugy allitjak be,
hogy az HMN-k vizzel valé gyors cseréje ne okozzon telitésatvitelt, ezaltal
jelveszteséget.””” Ha a fenti szekvencidban a keverési blokkot TOCSY-tipusu
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szekvenciaelemre cseréljikk, akkor lényegében a '"N-TOCSY-HSQC (2. 4bra,
baloldal) kisérletet kapjuk, ami a spinrendszer Osszes elemének 'H kémiai
eltolédasat rendeli egymashoz. (Ez részben atfedé informaciot ad a H(CCCO)NH
kisérlettel.) Kisebb fehérjék esetében mindkét modszer jol miikodhet, nagyobb
fehérjéknél eldnydsebb a HCCH-TOCSY hasznélata.”

AC-feloldott NOESY mérés kritikus pontja, hogy (mivel csak "“C-jelzett
mintarol lehet sz0) meg kell oldani a C'-lecsatolast, mivel a spektrumon megjelend
C.-C' csatolas okozta felhasadas az értékeléskor eldnytelen lenne. Ezt szolgalja a t,
evolucio alatt kiadott Osszetett impulzus. (*C-lecsatolast természetesen a '°N-
NOESY esetében is alkalmazni kell, ha a fehérje "*C-jelzett. Ezért a lecsatolast
végzd blokk hasznalata az ilyen impulzusprogramokban altalaban opcionalis.)***” A
BC-NOESY F2("*C)-F3('H;) vetiilete a 'H-C HSQC spektrummal fed at, mig
F1("H))-F3('H;) projekcidja a 2D NOESY-val atfedé spektrumot ad, mely nem
tartalmazza a 2D NOESY teljes informaciotartalmat. Mivel a fehérjékben talalhaté
hidrogénatomok (a hidroxilcsoportokat leszdmitva) vagy nitrogénhez, vagy
szénatomhoz kapcsolodnak, a '"N- és "“C-feloldott NOESY spektrumok némi
atfedéssel tartalmazzak a 2D NOESY teljes informacidtartalmat, azonban a jelek
joval nagyobb feloldottsagat teszik lehetve.

II. 4. 4. Fehérjék szerkezetének modellezése NMR mérésekbol szarmazo
paraméterek alapjan

A szerkezetmodellezés kovetkezd Iépése a NOESY spektrumok
keresztcsticsaihoz tartozé hidrogénparok azonositisa a 'H jelhozzarendelés
ismeretében. Mig kordbban ezt a [épést manudlisan oldottdk meg, a kétezres évek
elejétdl tobb olyan szoftveres megoldast is kifejlesztettek, mellyel a NOE csticsok
hozzarendelését automatizalni lehet'"'*'% Ezek a fejlesztések az NMR adatok
alapjan torténd de novo fehérje szerkezetmeghatarozas legiddigényesebb 1épését
gyorsitottak fel, ugyanis amig manudlis modszerrel egy képzett szakember tobb
hetes-honapos munkaja sziikséges az esetenként tobb ezer keresztcslcs
azonositasahoz, az automatikus hozzarendelés id6tartama a mai szamitasi
kapacitasok mellett néhany orara rovidil. Fontos megjegyezni, hogy sem a
manudlisan sem az automatikusan hozzarendelt NOE csticslista sem lehet mentes a
hibaktdl és a bizonytalan hozzarendelésektdl. Ennek oka elsdsorban a spektralis zaj
¢és jelatfedések okozta bizonytalansag, aminek felolddsa a manuélis modszernél a
szakember szubjektiv dontéseitdl is fiigg. Ugyan az automatizalds kizarja a
folyamatb6l a szubjektumot (legalabbis egységes moddon kezel bizonyos
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onkényesen meghatarozott bemeneti paramétereket), a jelatfedés €s a spektralis zaj
jelenléte miatt az automatizalas problematikdja rendkiviil Gsszetett, ezért nem
meglepd, hogy a kérdésre tobbféle megoldas sziiletett.

A legtobb ilyen szdmitdsos mddszer iterativ modon miikddik, vagyis nagy
szamu ¢€s sok bizonytalansagot hordozé kezdeti hozzarendelésbdl meghataroz egy
pontatlan és kezdetben rosszul definialt térszerkezeti modellt, mely alapjan az elsé
ciklusban listazott csucsok lehetséges hozzarendeléseit lesziikiti, amibdl egy ujabb,
mar pontosabb és jobban definidlt modellt hoz létre, és igy tovabb. Konnyen
belathatd, hogy ezzel a mddszerrel az a legnagyobb probléma, hogy a kezdeti sok
bizonytalansagot hordoz6 szerkezet pontatlansidgai sulyosan befolyasolhatjak a
tovabbi 1épések kimenetelét, példaul helyesen hozzarendelt NOE-k kovetkezd
iteracids ciklusokbol vald kizardséval. A szakirodalomban altalanosan elfogadott,
hogy akar =zaj valodi cstcsként vald értelmezése, akar hidnyzd proton
jelhozzéarendelések, akdr az egyes mintak kozotti kémiai eltolodéasbeli eltérések
miatt a kezdeti NOE lista mindig tartalmaz hibdkat. Az egyes automatizalasi
modszerek kozott az a Iényegi kiilonbség, hogy milyen modon kezelik a kezdeti
NOE listat, illetve mi alapjan kalibraljak az NOE-bdl levezetett tavolsdgokat. A
legtjabb fejlesztések révén az algoritmusok zome a tavolsagok meghatarozasakor
képes a spindiffuzid és a bels6 mozgéasok okozta NOE intenzitasbeli torzuldsok
korrekcidjara is.'” Az automatizalt NOE hozzarendelésre fejlesztett megoldasok
nagy szama miatt az alabbiakban csak a két legszélesebb korben hasznalt program,
az ARIA és a CYANA miikddését mutatom be roviden (melyek jol reprezentaljak a
1étez6 megkozelitések fobb sajatsagait).

Az ARIA'" (Ambiguous Restraints for Iterative Assignments) elséként
azokat az NOE-ket sziri ki a listabol, melyek a felhasznalo altal definialt tolerancia
alapjan nem felelnek meg egyik hozzarendelt protonfrekvencianak sem. Ezutan a
megmaradt, de csucsonként gyakran tobb lehetséges hozzarendelést is tartalmazo
NOE készletbdl bizonytalan tavolsagkorlatokat general, melyeket ugy szadmit ki,
mintha az 0Osszes lehetséges hozzarendelés adna jarulékot a tavolsdghoz:

dp=(3d*) ™" . Amennyiben az igy kiszdmolt tavolsigkészlet alapjan
optimalizalt modellben a bizonytalan tavolsagkorlat megfelel valamelyik NOE-nek,
akkor az addig feltételezett tobbi hozzarendelést elveti. A mddszer fejlesztéi ugy
talaltak, hogy a végsd szerkezet mindsége ¢és a kisérleti adatokkal wvalo
Osszeegyeztethetdsége szempontjabol nem az a legfontosabb tényezd, hogy az elsd
ciklusban a lehetd legnagyobb szamu tavolsagkorldtot hatdrozzuk meg, hanem az,

hogy a bizonytalanul hozzarendelt NOE-k minél nagyobb része tartalmazza a
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helyes jelhozzarendelést is. Ezért a végeredmény szempontjabol kritikus a
csucslistazas soran beallitott kémiai eltolodas tolerancia értéke.'” Az ARIA-t
napjainkban is fejlesztik: az Gjabb verziok egyre tobbféle korlat és korrekcio
figyelembevételére alkalmas beallitasokat tartalmaznak, és a szimulalt hiités elvén
miik6dd molekuladinamikai modulok koziil tobbfélével is kombinalhaté (pl. CNS,
XPLOR).

A masik széleskorlien hasznalt programcsomag a CYANA (Combined
Assignment and Dynamics Algorithm for NMR Applications, kordbbi nevén
DYANA'?, Dynamics Algorithm for NMR Applications) szimulalt hiités alapt
molekuladinamikai programra épiil, és a CANDID (Combined Automated NOE
Assignment and Structure Detemination Module) algoritmussal kombinalva az
automatizalast az ARIA-t6l némileg eltéré modon valdsitja meg. Ez a megkdozelités
két modszer kombinacidjat alkalmazza: a ,halézati horgonyzast” (network-
anchoring) és a ,.kényszerfeltétel-kombinalaciot” (constraint-combination). Elébbi
azon alapszik, hogy egy aminosav hidrogénjei a szekvencialisan kozeli (£ 1 vagy 2
egység) aminosav hidrogénjeivel jellemzden egynél tobb NOE-t adnak. A
szomszédos aminosavak hidrogénjeinek jellemz6 NOE jelsorozatai részben
atfednek, ezért ebben a hidrogén-hidrogén tavolsag-halézatban sok 'H frekvencia
tobbszor is szerepel, mely csucsait a program nagyobb stllyal veszi figyelembe a
»maganyos” csticsoknal. A kényszerfeltétel-kombinacié modszere a (zaj csticsként
valo értelmezésébdl vagy mas okbol) hibasan azonositott NOE-k kiszlirését
szolgélja. A folyamat sordn a program a listabol véletlenszertien kivalasztott NOE-
ket bizonytalanként azonosit (akkor is, ha csak egyetlen hozzarendelést talalt az
adott csticshoz), ezzel jelentdsen csokkenti annak az esélyét, hogy kis szamu az
atomparok kozott hibasan azonositott kapcsolat nagy valtozasokat okozzon a
modellben. Ezt a kezdeti 1épést az ARIA-hoz hasonloan iterativ ciklusok sorozata
(Jellemzden hét ciklus) koveti, melyekben a CANDID altal ,,megsziirt” és mar
kevesebb bizonytalansagot tartalmaz6 tavolsdgkorlatokat a CYANA ujabb
szerkezetek optimalizalasara hasznalja fel. Az 0j ciklusban felépitett szerkezetbdl
az algoritmus meghatarozza a varhatdo NOE-k listdjat, és ez alapjan a kisérletileg
mért csucslistabol tovabbi NOE-ket tavolit el. A csucslista tobbszori sziirésének
kovetkeztében (az ARIA és a CANDID esetében is) a kiindulédsi listdhoz
viszonyitva jelentds mennyiségli NOE-t hagyunk figyelmen kiviil a végso szerkezet
meghatarozasakor, hiszen az 6sszes lehetséges jelhozzarendelés figyelembevétele a
szerkezettel inkonzisztens tavolsagokat eredményezne. Glintert (a CYANA ¢és a
CANDID fejlesztdje) javaslata szerint''® a szerkezetmodellezés szempontjabol az
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az idedlis, ha az utolsé iteracios ciklusban fel nem haszndlt tavoli (4-5 A) NOE-k
nem haladjdk meg az Osszes tdvoli NOE 25%-at. Az eljards automatizaltsaga
tovabb fokozhaté az ATNOS algoritmus (automated NOESY peak picking)
alkalmazasaval, mely a jel/zaj viszony meghatdrozasa utan kozvetleniil a
transzformalt NOESY spektrum alapjan végzi el a cslcslistazast, és az adatokat
tovabbitja a CANDID-nak. Ezzel a mddszerrel tovabb csdkkenthetd a felhasznéalo
szubjektiv megitélései kovetkeztében hibdsan azonositott csucsok szama, cserébe a
felhasznal6 szabadsdga a bemeneti adatok feliilbiralasanak tekintetnében
korlatozottabb.'%!!

A molekulaszerkezettel Osszefliggésbe hozhato6 NMR paraméterek koziil
egyértelmiien az NOE, illetve az abbdl kiszamitott tavolsagjellegli
kényszerfeltételek szolgaltatjak a legértékesebb informaciot, mely alapjan felépitett
modell tovabbi NMR paraméterek figyelembevételével pontosithatd. A
szerkezetfinomitds soran tovabbi, pl. kotésszog-jellegli informaciok s
felhasznalhatok. A kotésszog-jellegli informécié forrasai lehetnek a skalaris
csatolasok'! (melyet pl. a fentebb mar emlitett HNHA kisérletbdl nyerhetiink),
maradék dipolaris csatolasok, vagy f6lanc kémiai eltolodasok is''?. Utdbbi
hasznalata azért is kézenfekvd, mert ez a pontosan mérhetd ¢és a lokalis
szerkezetvaltozasra igen érzékeny paraméter a jelhozzarendelés eredményeként
egyébként is rendelkezésre all. A kémiai eltolédason alapuld szerkezetfinomitasi
modszer (CSI, kémiai eltolodas index'?) azon a megfigyelésen alapszik, hogy a
fehérje félanc mésodlagos kémiai eltolodasai (ami a mért és az Un. ,,random coil”
kémiai eltolodasok kiilonbségébdl hatarozhato meg) korrelaciot mutatnak a
fehérjék masodlagos szerkezetével. A masodlagos kémiai eltolodés és a szekvencia
ismeretében jol becsiilhetd bizonytalansaggal elérejelezheték a félanc diéderes
(¢ és y) szogei, melyek a szerkezetfinomitds sordn tovabbi kényszerfeltételként
alkalmazhaték. Ahogy az NOE-hozzarendelésre, a kotésszog-jellegli korlatok
kiszamitasara is tobb megkozelités 1étezik.

A TALOS'? algoritmus a masodlagos kémiai eltolédasokat nagy felbontast
fehérjeszerkezeteket tartalmazé adatbazis alapjan az aminoisav-szekvenciat atfedd
tripeptidekre bontva ismert kotésszogekhez tarsitja, és kilistdzza az egyes
tripeptidekre vonatkoz6 10 legjobb taldlatot. A taldlatok kozotti ¢,
kotésszogek-beli konszenzus mértéke alapjan tripeptidek kozépsd aminosavanak
folanc lapszogeit eldrejelzi és kiszamitja a kapott érték bizonytalansag mértékét. A
program tovéabbfejlesztett valtozata (TALOS+"?) ezen feliil un. mesterséges
neuralis halo-alapt osztalyozas soran valdsziniisiti, hogy az adott aminosav milyen
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masodlagos szerkezeti elemhez tartozik, ezzel tovabb ndvelve az eldrejelzés
szempontjabol jol hasznalhatdé aminosavegységek szamat. Tovabbi fejlesztés, hogy
a TALOS+ az S*? paraméterek becslése révén a rendezetlen régiokat is képes
elorejelezni, és sziikség szerint kizadrni az elemzésbdl. A torzids szdgek kémiai
eltolodas és aminosavszekvencia alapjan valo becslésére egyéb algoritmusokat is
fejlesztettek (népszerii pl. a DANGLE'”), melyek miikodését itt nem részletezem.

A kémiai eltolodas  index'?  (CSI) modszer  alkalmazisa
homolégiamodellezéssel kombinalva bizonyos esetekben dnmagaban is alkalmas
térszerkezet modellezésre, ami j6 mindségli homolog fehérjeszerkezetek birtokaban
meglepden jO és gyors eredményt adhat, ami példaul a késObbi részletes,
tavolsagadatokon alapuld modellezés folyamatat is segitheti, vagy hianyos adatok
esetén adhat tdimpontot. Az ilyen tipust bioinformatikai eszkozokre szamos példa
talalhato, pl. a CS23D'®, a PREDITOR'" és a CS-ROSETTA "' programok.

I1. 4. 5. Fehérjedinamika vizsgalata *N-relaxacié mérésével

Oldatfazisban a fehérjemolekuldkon beliil ps-ns iddskalan torténd
molekularis mozgasok vizsgalatara az NMR spektroszkopia specialis modszerei
kiilonosen hatékony eszkdznek bizonyulnak, mivel a spinrelaxacio (vagyis a
gerjesztett magspinek termikus egyensulyanak exponencialis fliggvény szerinti
visszaallasa) forrdsa maga a mozgéas, pontosabban a molekuldk mozgasai altal
keltett fluktualé elektromagneses tér. Ezért, ha kell6 pontossiggal mérjiik a
relaxacids paramétereket, azok megfeleld interpretdlasaval betekintést nyeriink a
fehérje globalis és belsd, lokalis mozgasaiba. Y4-es spinii izotoppal (legalabb *N)
jelzett fehérjék esetében a leggyakoribb alkalmazds a "N T, (spin-racs V.
longitudinalis), T, (spin-spin, v. transzverzalis) relaxacios id6 €és a heteronuklearis
("H-""N) NOE kisérleti meghatarozasa, mely paramétereket globularis szerkezettel
rendelkezd fehérjék esetében leggyakrabban az in. modellmentes Lipari-Szabo-féle
kozelitéssel értelmeznek." A relaxacios paraméterek és a molekularis mozgasok
meglehetdsen Osszetett modon fiiggenek Ossze, ezért a fehérjedinamika
interpretalasara tobbféle megkozelités 1étezik, melyek koziil itt csak a
leggyakrabban alkalmazott modszereket ismertetem.

A makromolekulan beliili fluktuaciok frekvencia szerint szétbontva a
spektralis striiségfiiggvény (J(w)) segitségével irhatok le. A teljes spektralis
stiriségfiiggvény megadasaval meghatarozhat6 a proton-proton dipoléris relaxéacios
sebesség, viszont ehhez hat egyenlet megoldasa és hatféle kisérleti paraméter
ismerete lenne sziikséges'*', melyek preciz mérése és interpretalasa nehézkes lenne.
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Ezt elkeriilendd, gyakran alkalmazzak a redukalt spektralis stirliség térképezés
modszert, mely sordan azzal az egyszeriisitéssel élnek, hogy a fiiggvény
nagyfrekvencias tagjait (J(ontwn), J(on) és J(ou-on)) egyetlen taggal helyettesitik
(J(0,87 ®H)). Ezzel a kozelitéssel a modszer a spektralis slirliség harom
frekvencian torténd meghatarozasara egyszertisodik. Ehhez haromféle relaxacios
paraméter mérése sziikséges, melyek a kovetkezd egyenletek szerint fliggenek

Ossze a frekvenciakkal:
-3 3 -9 Y
J(0)= R+ R+ ~—~ R, (NOE —1
(0) 4(3d%+c?) ' 2(3d%+cY) P 10(3d2+c2) Y | )
1 -7 YN
Jlwy)= R+ — (NOE—1
() (3d%+c?) " 5(3d%+c) ! )
1 Yy

sV

2

J(0.87w,)= R,(NOE-1) |

ahol R, = 1/Ty, R, = 1/T,, d a ("H-"N) dipolaris relaxacio, ¢ konstans pedig a kémiai
eltolédas anizotropia (CSA), mely értékek egyéb, a mérés koriilményei és a
hasznalt atommagok szerint vett konstansokbdl szamithatok ki. A redukalt
spektralis stiriiség térkép grafikus dbrazoldsa onmagdban is informativ kvalitativ
informéaciot szolgaltat a molekulan beliili mozgasokroél, és rendezetlen fehérjékre is
hasznalhato.

Globularis fehérjék esetében a relaxacios paraméterek N" kotésvektorok
mozgasaval valo Osszefliggése hatékonyan interpretdlhatd a Lipari-Szabd (Un.
modell-mentes) megkozelitéssel. Ez a megkozelités abbol a feltételezésbdl indul ki,
hogy a globdlis és lokalis sztochasztikus mozgasok frekvencidja kozott legalabb
egy (még eldnydsebb, ha két) nagysagrendnyi kiilonbség van, és a kétféle mozgés
egymastol fiiggetlen. Ilyenkor a (C,) korrelacios fliggvény globalis és lokalis
komponensekre bonthat6. Izotrop diffuziot feltételezve a spektralis stlrliség
fiiggvény a kovetkezok szerint szamithato ki:

2ra2 T, 2 T
J(o)==|§"——+(1-§
(@) 5[ l+o’t ( )1+m212]

T=T.+7T,

2

ahol 7. a globalis, 7. a globalis korrelacids id6 és S* a rendparaméter, mely a N-H
kotésvektor mozgasat jellemzi. Az S? értéke 0 és 1 kozott valtozhat, ahol a 0 érték a
kotésvektor teljesen szabad mozgasanak, 1 pedig a (lokéalisan) mozdulatlan
vektornak felel meg. A rendparaméter aminosav-szekvencia mentén valo abrazolasa
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szemléletes informaciot szolgaltat a fehérje belsd dinamikajarol, és az S* értékeiben
felfedezhetd trendek altaldban jol megfelelnek a masodlagos szerkezeti elemek
mintazatanak, mivel a hidrogén-ko6tésben résztvevd egységek mozgésa besziikiil. A
fehérjedinamikai adatok ilyen abrézoldsa kiilonb6z6 koriilmények kozott mért,
vagy egymastol kis mértékben eltérd (pl. pontmuticioval létrehozott varidns)
fehérjék dinamikajanak 0sszehasonlitdsara is célszert.

Attol fliggden, hogy egy molekuldn beliil milyen iddskalaji mozgéasok
jelennek meg, a bels6 mozgésok leirasdhoz a Lipari-Szabd-féle megkozelités 6t
szintjét alkalmazhatjuk. Az elsé megkozelités szerint a t. értéke eleve ismert (mas
kisérleti modszerbdl vagy a T»/T; alapjan vald becslésbol), és csak a rendparamétert
illesztjiik. Az egy fokozattal bonyolultabb leirds szerint — mely egyben talan a
leggyakrabban alkalmazott leirasmod — a globalis rotacion kiviil a gyors (1. < 200
ps) mozgasok domindlnak, ilyenkor S*-t és 7.t illesztjiik. Ha ps-ms id6éskalaja
mozgas jellemzi a rendszert (pl. konformacios csere esetében) akkor egy uj tag
jelenik meg (Re) a T, jarulékaként, ilyenkor az S’-et és az Re-et illesztjiik. A
tovabbi két megkozelitést akkor alkalmazzak, ha egyszerre tobbféle iddskalaju
mozgas jellemzi a bels6 dinamikat, mindkét esetben haromféle paraméter illesztése
torténik. A vizsgalt rendszerhez leginkdbb megfeleld megkozelités kivalasztasa
eldzetes ismeretek és probalkozas alapjan torténik, mely soran célszer(i torekedni a
még tolerdlhatd illesztési hiba mellett a lehetd legkevesebb paraméter
illesztésére.'”!

A T, és T, iddallandok tugy hatarozhatok meg, hogy a megfeleléen
megtervezett impulzusszekvenciaba inkrementalt varakozasi 1d6 sorozatot €pitenek,
melynek kovetkeztében a kisérletsorozatok eredményeként a spektrumokon — mely
tipikusan 'H-""N HSQC-jellegli 2D-sorozat vagy pszeudo-3D mérés — megjelend
csucsok intenzitasa a késleltetési id6 fliggvényében valtozik. Az egyedi csucsok
intenzitas vagy térfogati integral értékeit illesztve az adott kisérletekhez tartozo
varakozasi id§ ismeretében megkapjuk a T, és T, értékeket minden egyedi "N-re. A
heteronuklearis {'H}X ,,steady-state” (a legtobb esetben X="N) NOE mérésével
pedig a dipolaris csatoladsban all6 magok kozotti keresztrelaxaciot vizsgaljuk. Ez a
kisérlet egy olyan mérésparbol all, melyek egyikénél alkalmazunk proton
preszaturaciot, a masiknal ezt elhagyjuk. Mivel ebben az esetben a H-H NOESY
kisérlettdl eltérden nem a két atom kozti tavolsdg meghatirozasa a cél, ezért a
tavolsagot allandd értéknek tekintjiik (rmn=1,02 A), és a NOE differencia
(NOE¢iitet/NOEjienen)  valtozésait figyeljik meg, és hozzuk Osszefiiggésbe a
molekularis mozgassal.'!
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II. 4. 6. Lassu konformacios csere vizsgalata: CEST-NMR

Ahogy az el6z6 fejezetekbdl lathattuk, a fehérjék ps-ns idéskalan 1étrejovo
mozgésai befolyasoljak a mérhet6 NMR paramétereket, melyek megfeleld
értelmezésével jellemezhetjiik magukat a mozgésokat. Az NMR néhdny specialis
moédszere alkalmas az elézéekben leirtaktol eltéré idéskalan az oldatban 1étrejovo
dinamikus egyensulyok vizsgalatara is. A ps-ns-nél lassabb (ps-ms) idéskalara eso
mozgasok tanulmanyozisanak bevett modszere a CPMG (Carr-Purcell Meiboom-
Gill) relaxacios diszperzio. Az ilyen mozgésok a T, relaxacidhoz jarulnak hozza, és
specidlis méréstechnikai mddszerekkel a hozzajarulas mértéke megadhato. Mivel
jelen dolgozat eredményei kozott nem szerepel ilyen moédszerbdl szarmazo
eredmény, a CPMG technikai megvaldsitasat nem részletezem.

A CEST modszer néhany évvel ezel6tt jelent meg a szakirodalomban, eldszor
a magneses magrezonancia képalkotd (MRI) médszerek kozott.' Lényege, hogy
cserélhetd protonokat tartalmazd molekulakat (melyek lehetnek példaul
kontrasztanyagok) szelektiven besugéaroznak, €s a jeleket indirekt moédon — a vizzel
vald6 kémiai csere révén — a kozeg vizmolekuldinak NMR jelén keresztiil
detektaljak, és ezzel jelentds érzékenységnovekedést érnek el. Lewis Kay és
munkatarsai csupan néhany éve vetették fel az oOtletet, hogy hasonlo kisérleti
Osszedllitdas — &m a vizmolekulakkal valo csere nélkiill — a lassi konformacids
cserefolyamatok vizsgalatara is alkalmas lehet.'”

Az eddig bemutatott NMR kisérletekben elsé [épésként a vizsgalt
frekvenciatartomdnyt atfogd szélessava gerjesztést alkalmaztunk. Az ilyen
modszerrel rogzitett spektrumokon a kis populdcioban jelenlévd lassan cseréld
partnerek jelei beleolvadnak a zajszintbe, ezért nem megfigyelhetdk. A CEST
kisérlet sordn ezzel szemben gyenge (szelektiv) B, térrel péasztazzuk a spektrum
frekvencia tartomanyat mikoézben a ,lathat6”, f6 konformacio jeleinek
intenzitasvaltozasait kovetjiik. Ha az oldatban rejtett cserepartner talalhato, akkor a

crer

cyey

atomok, ezért fehérjevizsgalatok soran kézenfekvd a '"N-CEST alkalmazasa. A
kisérlet sematikus abrazolasa a 8/B. dbran lathato. A f6 konforméacidé NMR jelétol
(oG, ,,Ground state”) adott frekvenciatavolsdgra (Aw) gyenge B, gerjesztd
impulzust adunk ki annyi ideig (~4s), amig igen sok csere megvaldsulhat,
amennyiben a konformacidvaltozas sebessége Te ~ 100-1000 s tartomanyba esik.
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Ezt egy 90°-o0s impulzus, majd a "N kémiai eltolodas (az amid protonon keresztiili)
kiolvasasa koveti. Ezutan valtoztatunk a Aw értékén, és addig ismételjik a
kisérletet, amig az alkalmazott B, frekvenciakkal lefedjiik a teljes "N spektrumot.
Abban az esetben, ha Aw tavol esik @g-tol (@, ,,excited state”) a wg intenzitasa
egyenld lesz azzal az esettel, mikor B; = 0. Viszont ha a B, frekvenciaja (8/C, zold
szinli vektor) megkozeliti wy értékét, akkor a minor konformaciohoz tartozo N
spinek az y-tengely koriili precesszioba kezdenek (8. abra C), ami a csere
kovetkeztében (a kék vektorral jelzett) wg polarizacidjat csokkenti. Ha oG
intenzitasat abrazoljuk az alkalmazott Aw értékek fiiggvényében, akkor wE-nél
intenzitascsokkenést tapasztalunk (8. dbra D).

B z
Te,
Aw N e -
]kL 1 1 1 1 1 ‘l/]\l_ B| y
Wg We X
.6

"N (ppm)
0

D
C z z
ke =03
y ea —Y
B, 0 w . s . -
X X W "N (ppm) We

8. Abra: A CEST médszer elve. A: "G" major (kék) és ,,E” minor konformdciok elméleti °N
spektruma (piros). Az abrazolas kedvéert ,,E” allapot kémiai eltolodasa is lathato intenzitasu,
de a valosagban ez a jel nem detektalhato a hagyomdnyos NMR spektrumon. B: Baloldalt a
CEST kisérlet egyszeriisitett séemdja, jobboldalt E dllapot gerjesztésének bemutatasa vektor
modellel. C: Cserében lévé G és E dllapotok magnesezettsége vektor modelles dbrazolasban.
D: wq intenzitdsvdltozds a B, offset (Aw) fiiggvényében. Az dbrdat a 'Z. publikdciobdl
szerkesztettem at.

A

A CEST modszer elénye a CPMG relaxécios diszperzidval szemben, hogy
anndl érzékenyebb és robusztusabb. Ennek az az oka, hogy amig a diszperzids
modszernél a major populacidhoz tartozd allapotot gerjesztjilk €s a keverés a
transzverzalis relaxacio soran torténik, a CEST kisérlet esetében a gerjesztett minor
populacio (a gyakran egy nagysagrenddel hosszabb) longitudinalis relaxacio soran
befolyésolja a masik allapot polarizacidjat, az adatok kiolvasadsa azonban mar a
major populdcion keresztiil torténik. Ezaltal a CEST-tel jelentds jelerdsitési effektus
¢érhetd el, igy a minor cserepartner joval kisebb populacidja is kimutathatd, és
annak kémiai eltolodésa is pontosabban meghatarozhato.
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A mérhetd effektus nagysaga természetesen ennél a modszernél is fiigg az
alkalmazott B, tér er0sségétdl ¢s a keverési 1d0 hosszatol, ezért a szerzok a kezdeti
vizsgalatoknal nagy v, €és hosszi T« értékek alkalmazésat javasoljak. Ezutan, ha
lathatatlan cserepartnerek jelét észleljiik, tobbféle B, térerdsségnél is érdemes
megvizsgalni a rendszert, igy kompromisszumot kothetiink a detektalt effektus
erdssége ¢s a megfigyelhetd vonalszélesség kozott.

I1. 4. 7. Fehérje-oldoszer cserefolyamatok vizsgalata: CLEANEX-NMR

Az oldoszerrel vald cserefolyamatok vizsgalatdira mar régota sikerrel
alkalmaznak magnesezettség-transzferen alapul6 NMR cserespektroszkopias
méréstechnikakat.'* A modszer megvalositisa leggyakrabban az oldoszer (mely
makromolekuldk esetében altalaban viz) szelektiv gerjesztésével és magnesezettség
cserében résztvevd protonokon vald detektalasaval torténik. Az ilyen kisérletek
soran az okozhat méréstechnikai nehézséget, hogy a viz frekvencidjahoz kozel esd
H, eltolodasok az NOE révén, illetve az olddszerrel gyors cserében allo protonok
NOE jarulékai a spektrumon miitermékeket eredményezhetnek. EIObbi
kikiliszobolését sikerrel oldottdk meg "“C-jelzett mintdk esetében szelektiv
elnyomasi szekvenciaval'**'**, jeldletlen mintdk esetében pedig spin-echo sziird
beépitésével.”® Az utdbbi hatds hozzajarulasanak mértékét NOESY és ROESY
spektrumok (igen iddigényes) Osszehasonlitasaval lehetett azonositani, de a
cserespektrumok értelmezését a gyors csere jelenléte igy is nagyon komplikaltta
tette. A CLEANEX , tiszta” cserespektroszkopiai modszerrel'”” a spinek z-tengely
mentén valo tartasa révén mindkét NOE jarulékot egyszerre sziintették meg, ezaltal
lehetévé valt a cseresebesség pontos meghatarozasa. A modszer hatékonysagat egy
spin-lock szekvenciablokk beépitésével tovabbfejlesztették'*, ezzel a fejlesztéssel a
TOCSY-jarulékokat is kiiktattdk. Az amidproton cseresebességek vizsgalata
céljabol késobb a CLEANEX-PM modszert fast-HSQC-vel kombinaltdk, ami a
gyors adatgytijtést, a jo spektralis feloldast és az egyszerti kiértékelést egyszerre
teszi lehetové. '
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lll. Anyagok és médszerek

lll. 1. A vizsgalt anyagok eléallitasa

I1I. 1. 1. Biotechnologiai uton eldallitott PAF valtozatok

A kutatds kezdeti szakaszdban méréseinket a vad tipusa Penicillium
chrysogenum Q176 (ATCC 10002) torzsben termeltetett PAF fehérjén végeztiik a
korabbiakban leirtak szerint'®. Mivel ezzel a torzzsel csak limitalt (~ 1 mg/l)
mennyiségli fehérje termelhetd, kisérleteink eldrehaladtaval felmeriilt az igény egy
nagyobb fehérjekihozatalra képes termeld (un. expresszids) rendszerre.

Erre az egyik megoldas a Pichia pastoris élesztd rendszerben vald heterolog
termeltetés volt, melyrél mar korabbi vizsgaltatok kimutattak, hogy alkalmas az
eredetivel azonos szerkezetli PAF termelésére.'® A Pichia pastoris expresszios
rendszer elénye (az elterjedt prokariota szervezettel pl. E. coli-val vald
fehérjetermeltetéssel szemben), hogy az antifungalis fehérjék eredeti termeldjéhez
hasonldan eukariota szervezet, ezért a fehérjeszintézist kovetd érési folyamatokeért
felel6s utvonalak nagyban hasonlitanak az eredeti termeld szervezetben lejatszodo
folyamatokra. Ezért az éleszt6-alapu rendszer egy prokaridta rendszerekhez
viszonyitva nagyobb valoszinliséggel alkalmas az eredetivel azonos moddon
feltekeredett  fehérje  elballitasara'”. A Pichia rendszerrel — megfeleld
szignalszekvencia alkalmazasaval elérhetd extracellularis fehérjetermeltetés,
amivel a technoldgia soran elkeriilhetd a sejtek feltorésének 1épése, ezaltal
jelentdsen egyszerlisithetd az elvalasztds (hiszen a sejteket elegendd
centrifugaldssal kiiilepiteni, és a feliiliszot tisztitani). A klonozés €s termeltetés
1épéseinél az expresszids rendszer gyartdja altal javasolt eljarast™® kovettik. A
diszulfidmintazat feltérképezését célzd fehérjevaltozatokban adott cisztein
oldallancokat egyesével vagy parosaval szerin oldallancra cseréltiink. Ezzel a
modszerrel az alabbi valtozatok késziiltek el: PAFC’S, PAFC!*S PAFC*S, PAFC7S365,
PAFCZSS—C54S .

A kutatds még késobbi szakaszdban partnereink biotechnolodgiai fejlesztései
révén a Pichia rendszernél is nagyobb kihozatalt értiikk el egy olyan Penicillium
chrysogenum torzzsel, melybdl az eredeti paf gént eltavolitottak®', ezaltal elkeriilték
a nativ €s modositott termék egyiittes termelddését (enélkiil ugyanis jelentds
elvalasztastechnikai problémaba litkoztiink volna). Ez a PAF varidnsokat tiltermeld
torzs az un. Apaf Penicillium C3, mely a korabbi rendszereknél joval magasabb

43



Il Anyagok és modszerek

kihozatalt produkalt és a Pichianal technoldgiailag is konnyebben kezelhetd (pl. a
rovidebb kultivacios id6 és a sejtek egyszerlibb eltdvolitisa miatt). A PAFP'S
valtozatot és a hdmérséklettdl fiiggd mérésekhez hasznalt "N-jelzett fehérjemintak
egy részét is ezzel a torzzsel allitottuk el6*'.

A Apaf Penicillium C3 rendszer esetében a fehérjetermeltetés fermentacios
koriilményeit (kisebb valtoztatdsokkal) a korabban leirtak szerint allitottuk be'e:
Steril Petri csészén vagy Pasteur flaskaban steril fiilke alatt a 2% agart tartalmazo
szilird PCMM taptalajra csészénként a termelé torzs 100 ul 2-10° sporajat
tartalmazd szuszpenzidjat szélesztettiink. (PCMM: Penicillium chrysogenum
minimal medium: 35,3 mM NaNO; (’N-jelzés esetében Na'°’NO;), 2 mM MgSO,,
6,7 mM KCI, 0,18 mM FeSO,, 58 mM szachardz (°C jelzés esetében szacharoz
helyett 99.9%-ban egységesen “C-jelzett gliikoz). A tapkozeg Osszetevdit 25 mM
kaliumfosztat pufferben (pH = 5,8) oldottuk fel, majd a tapkozeget a kovetkezd
nyomelemeket tartalmaz6 oldattal egészitettik ki: 0,1% FeSO47 H-0,
0,9% ZnSO4-7 H,0, 0,04 % CuSO45 H,O, 0,01% MnSO4-H,O, 0,01% H;BOs;,
0,01% Na,MoOs-2 H,O, mely torzsoldatot a kész taptalaj ezerszeres higitdsban
tartalmazott.) A 25°C-n, 4-5 nap alatt felndtt (a sporazast a tenyészet fehérbol zold
szinlivé valdsa egyértelmiien jelzi) tenyészet felszinére 5 ml steril nemionos
detergenst tartalmazo fizioldgias sédoldatot (0,9% NaCl, 0,01% Tween 80)
pipettaztunk, amivel a frissen kinyert konidiumokat szuszpenzioba vittiik. A szilard
szennyezOket a konidiumok kiiilepitésével tavolitottuk el (centrifugalas 2500 rpm
fordulaton, 5 percig szobahdmérsékleten 2-3 ciklusban, mig a feliiluszo attetszové
valt). Az igy nyert spéraszuszpenziot két héten beliil hasznaltuk fel, ezutan a
konidiumok ¢letképessége tapasztalataink szerint jelentdsen csokken. Mivel a
keletkezé biomassza és a termelddd fehérje mennyisége szempontjabol kritikus a
kiindulési csiraszdm, megfelelé higitds utdn Biirker-kamra segitségével
meghataroztuk a szuszpenzié térfogatdra vonatkoztatott konidiumok szadmat. Az
optimalis fehérjekihozatal érdekében 100 ml folyékony PCMM tapkozeghez 10°
sporat inokuldltunk. A kultardkat ‘5, 1, vagy 2 literes iliveg Erlenmeyer
lombikokban rdzattunk. A megfeleld levegdztetés céljabdl a tapkdzeg a lombik
térfogatanak legfeljebb 1/5-ét toltotte ki. A lombikokat két réteg steril alufoliaval
vagy cellulozdugoval zartuk le, és 210 rpm fordulatszamon 25°C-n 72-96 oran at
razattuk.

A fehérjét a fermentacid feliiliszojabol szintén a kordbban kozolt modszer
szerint izolaltuk'®. Bz az elvalasztasi stratégia a fehérje magas izoelektromos
pontjan és kis méretén alapszik ¢és harom 1épésben hajthatd végre:
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(1.) molekulatomeg szerinti sztirés 30 kDa ateresztOképess€égli membrannal, (2.) a
fehérje kromatografias elvalasztasa kationcseréld kromatografiaval, majd (3.) az
elicidhoz hasznalt s eltavolitdsa és a fehérje koncentrdldisa MWCO = 3 kDa
dializis membran vagy ugyanilyen paraméterekkel rendelkez6 membréannal ellatott
centrifugacsé (Millipore Amicon® Ultra) segitségével. A termeltetés és tisztitas
fazisait 18 V/V% akrilamid tartalmi natriumdodecilszulfat poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) segitségével kovettik, a gélen megjelend
fehérjesavokat Comassie festéssel tettiik lathatova. A megtisztitott termék tomegét
¢és tisztasagat minden esetben ESI-MS tomegspektrometrias modszerrel igazoltak
(az MS adatok a vonatkozé publikaciok'>'** kiegészité anyagaiban talalhatok).

A fehérjeelvalasztason a Pichia rendszer hasznalatakor modositani kellett,
ugyanis a Penicillium rendszernél alkalmazott tapkézeghez képest a Pichia
fermentacio tapkozege joval nagyobb ionerdsségli oldat, ami csokkenti a fehérjék
kationcseréld toltethez valdé kotddésének mértékét. Ezért a fermenticid
lecentrifugalt feliiliszojat addig higitottuk desztillalt vizzel, amig elektromos
vezetdképessége 9 mS/cm ala csokkent.

A debreceni laboratoriumban az ottani koriilményeknek megfeleléen
optimalizaltuk a fent leirt elvalasztist. Ennek soran a lépések sorrendjén és az
oszloptolteten is valtoztattunk (CM Sephadex C-25, Pharmacia Fine Chemicals AB
Uppsala, Sweden). A két réteg gézen atszirt feliiluszot kozvetleniil atmoszférikus
nyomason iivegoszlopra vittliik, majd a sdékoncentraciot 6t 1épésen keresztiil 100
ml-ként noveltiik (100, 200, 500, 800 mM ¢és 1M NaCl oldattal). Az elicid soran
5 ml térfogati frakciokat gyijtottiink, melyek abszorbancidjat 280 nm gerjesztési
hullimhossz mellett spektrofotométerrel hatdroztuk meg. A legmagasabb
abszorbanciat mutato frakcidkat Osszegyljtottiik, és két 1épésben (MWCO = 30
kDa, 3 kDa) méret szerint szlirtiik Millipore Amicon® Ultra tipust centrifugacsébe
illeszthetd membran segitségével. Az els6 méret-szerinti sziirés a 30 kDa-nél
nagyobb fehérjék eltavolitasat szolgalja, ekkor a membran ateresztoképessége alatti
mérettartomany a centrifugacsé alsé részében gyiilik 0Ossze, mely rogton
tovabbithato a 3 kDa ateresztoképességli membranra. A masodik 1épés soran a
3 kDa-ndl kisebb szennyezdket tavolitjuk el, ilyenkor a kivant (6,3 kDa méretii)
fehérje a membran feletti térrészben dusul. A folyamat végén a teljes termelddott
PAF mennyiség egyetlen centrifugacsdbe keriilt. A sémentesitéshez a fehérjét
szintétn a MWCO = 3 kDa membran segitségével koncentraltuk, majd a kivant
oldatkoriilményeknek megfelelé puffert adtunk hozza. Ezt a 1épést a kiindulasi
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sokoncentraciotol fiiggden 5-10 ciklusban ismételtiik a kivant oldatkoriilmények
eléréséig.

A héarmas rezonancia kisérletekhez hasznalt '"N-"*C izotoppal ,kétszeresen”
jelzett valtozatat és a '"N-PAFP'® valtozatot partneriink, Dr. Florentine Marx
(Innsbruck Medical University, Institute of Molecular Biology) kutatocsoportjaban
allitottak eld. Késébb a tovabbfejlesztett technoldgiat? Debrecenben is sikerrel
alkalmaztuk, ¢és a PAF szamos egyéb valtozatat Aallitottuk eld, tobbféle
izotopjelolési stratégiaval.

Sok esetben a nagy anyagkoltség miatt az izotoppal dusitott fehérjemintak
korlatozott mennyiségben alltak rendelkezésiinkre, ezért amikor az lehetséges volt,
a fehérjét fentebb leirt kromatografias, vagy (a szennyezd természetétdl fiiggden)
klasszikus dializis segitségével nyertem vissza. Ilyen modon egy adott mintat a
tisztasag ¢és a fehérjekoncentracid ellendrzése utan tobbszor is felhasznaltam.

III. 1. 2. Kémiai szintézissel eloallitott PAF

A kémiai szintézissel eldallitott PAF fehérjét Dr. Varadi Gyorgyi (Szegedi
Tudoményegyetem, Orvosi Vegytani Intézet) szintetizélta nativ kémiai ligacio és
oxidativ feltekerés modszerek kombinaciojaval''.

A PAF lineéris (redukalt) és annak oxidalt formait azonos Osszetétell
pufferben vizsgaltuk (H,O:D,O = 93:7, 20 mM Na,HPO.,/NaH,PO,, pH = 6.0,
0.04% NaN;, 40mM NaCl), mindkét esetben 1 mg fehérjét oldottunk 275 pl
pufferben, és a méréseket Shigemi NMR csdben végeztiik.

IIL. 1. 3. Szelektiv N jeloléssel ellatott tetrapeptid

A PAF fehérjében kozvetlenil nem megfigyelhetdé konformaciok
mennyiségi meghatarozasahoz® referencia vegyiiletként sziikségem volt olyan
rovid peptidre, amely nem rendelkezik harmadlagos szerkezettel és legalabb az
egyik (nem az N-terminalis végen talalhatd) amid nitrogén szelektiven N jelzett.
Erre a célra az Arg-[("N)Ala]-Gln-Ile tetrapeptidet hasznaltuk, amit szintén Dr.
Véradi Gyorgyi szintetizalt '"N-Alanin (Cambridge Isotope Laboratories Inc.)
felhasznalasaval.
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lll. 2. Az alkalmazott NMR modszerek

IIL. 2. 1. '"H NMR

Mivel munkdm soran csak rendezett, globularis fehérjéket vizsgaltam, minden uj
minta esetében eldszor a fehérje feltekeredett allapotat kellett igazolni. Ezért
minden mérési sorozat elsd kisérlete egy konnylivizben felvett '"H-NMR spektrum
volt, ahol watergate-5'* vagy 3-9-19'* szekvencia-blokkot tartalmazo
vizelnyomasi technikat alkalmaztunk. Amennyiben az amid protonok jelei az
5-10 ppm régidban diszperzen oszlanak el és éles jeleket adnak, az feltekeredett,
rendezett szerkezetli fehérje jelenlétére utal. Rendezetlen vagy denaturdlodott
fehérje esetében az amid protonok jelei a peptidlanc nagyfoktt mobilitasa miatt
sokkal kisebb spektralis régidba (~7-9 ppm) zstfolodnak Ossze, gyakran
kiszélesednek, és nehezen elkiilonithetd csticsokat eredményeznek (pl. 59. oldal,
10. abra).

I1L. 2. 2. Jelhozzarendelés és szerkezeti paraméterek gyiijtése

A N-PC-jelzett PAF esetében a folanc 'H, "N és "C atomok
jelhozzarendelését a Bruker Topspin 2.1 szoftver szekvenciakonyvtarban
hozzéaférhetd két- és haromdimenzidos NMR kisérletek alapjan oldottam meg.
Minden 'H-"N korrelacio alapjaul az érzékenységnovelt'** "H-"N HSQC spektrum
szolgalt. A fehérje f6lanc N", H illetve C,, C atomjait és az aminosavmaradékok
kozti  szekvencialis kapcsolatokat a HNCA'-HN(CO)CA"®, HNCACB"’-
CBCA(CO)NH"® és HN(CA)CO"*- HNCO"™ kisérletek alapjan azonositottam. A
3D kisérletek PC-dimenzidjanak spektralis ablakat a 2D “C-"H HSQC-n megjelend
jelek alapjan optimalizaltuk.

A PC-PN-jelzett PAF-ban az oldallinc 'H és “C atomok azonositasat
HCC(H)-TOCSY*-HCC(H)-COSY, ~ CBCA(CONH™, ¢ “N-feloldott
HSQC-TOCSY'" spektrumok manudlis elemzésével végeztem, az aromas protonok
hozzarendeléséhez 2D CB(CGCD)HD és CB(CGCDCE)HE
kisérleteket'* hasznaltam. A PAF"'S esetében, ami “N jeloléssel, de “C jelolés
nélkiil allt rendelkezésre, a ""N-feloldott 3D NOESY és TOCSY kombinacidjan
alapul6 jelhozzarendelési stratégiat alkalmaztam (24. oldal, 2. 4bra, bal oldal). A
hidrogénatomok jelhozzarendelése ¢és a szekvencidlis kapcsolatok igazolasa
PN-feloldott HSQC-NOESY ™ és HSQC-TOCSY'* spektrumok kombinaciojaval
az NHi-Hou., térkozelség alapjan tortént. Ezeket az adatokat a természetes "C
izotopgyakorisag mellett "H-"C-HSQC spektrum segitségével egészitettem ki *C
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kémiai eltolodds adatokkal. Az egykotéses 'H-"C korrelaciok tobbségében
(kiilondsen B és y oldallanc protonoknal), mikor a jelek nem fedtek at a 'H
dimenzioban, a szén kémiai eltolddasok azonositasa az 'H-"C-HSQC spektrum
alapjan lehetséges volt a proton hozzdrendelés ismeretében. Kémiai eltolodas
referencianak minden esetben 4,4-dimetil-4-szilapentan-1-szulfonsavat (DSS)
hasznéltunk kiilsé referenciaként, melynek 'H spektumat az el6zdleg felsorolt
kisérletekkel megegyezd koriilmények kozott vettink fel és a heteromagokra
indirekt modon referaltunk. !4

A hidrogén-hidrogén tavolsagkorlatokat a 700 MHz-n felvett "N-feloldott
HSQC-NOESY ¢és "“C-feloldott HSQC-NOESY spektrumok keresztesticsaibol
nyertem a “C-""N jelzett PAF esetében. A keverési id6 minden esetben 130 ms volt.
A PAFP"™ valtozatnal “C jelzés hidnyaban az Osszes NOE keresztcsticsot a
PN-lecsatolt homonuklearis 2D 'H-'H NOESY spektrum szolgaltatta. Mindkét
esetben sikerrel alkalmaztam az ATNOS-CANDID'"® modszert a NOESY
spektrumok keresztcsucsainak azonositasara és intenzitdsdnak meghatarozasara.
Ezt a 1épést a CYANA 2.1 molekuladinamikai programcsomaggal kombinalva, a
szerkezetmodellezéssel egyszerre végeztem. A szerkezetmeghatarozast 7 iteracios
ciklusban 80 tagbdl all6 sokasagokat generaltam, melyekbdl a 20 legalacsonyabb
energidju  konformaciot valasztottuk ki a végsd konformaciés sokasag
kialakitasahoz.

A szamitasokban felmeriild hibak keresése érdekében az iteracios ciklusok
soran kimenetként létrejott esetleges hibatizeneteket és a H-H tavolsagokat listazo
fajlokat a végso térszerkezettel 0sszevetve manualisan is elemeztem. Ezen kiviil
szisztematikusan — egyes H-H atomparok figyelmen kiviil hagyasaval — is
ellendriztem a szamitasok robusztussagat. Az igy kapott szerkezeteket a f6lanc *C
kémiai eltolodasokbdl szamitott torzids szog jellegi kényszerfeltételekkel

finomitottam, amihez a TALOS+ mddszert alkalmaztam'".

I1I. 2. 3. Fehérjedinamika vizsgalata

A PAFPY  dinamika vizsgalatira a korabbi mérésekkel megegyezd
koriilmények kozott'® “N- T,, T, relaxaciés id6 és heteronuklearis NOE
meghatarozasaval végeztilk. A T, mérését a Topspin 2.1-ben kiadott gyartd altal
ajanlott programmal (hsqctletf3gpsi3d.2) 10, 20, 40, 80, 120, 160, 240, 320, 640,
1280 és 2560 ms varakozasi idokkel mértiik, T, méréssorozat (hsgctetf3gpsi3d)
esetében 16.74, 33.47, 50.21, 66.94, 83.68, 100.42, 117.15, 150.62, 200.83, 251.04
és 301.25 ms késleltetési idot allitottunk be. Mindkét kisérletet pszeudo-3D
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spektrumként rogzitettik. A {'H}"N felvételére hsqcnoef3gpsi programot
hasznaltuk. A ps-ns iddskalan torténd molekularis mozgésokat a hdrom mért
paraméter modell-mentes (Lipari-Szabo) értékelésével jellemeztiik a Bruker Protein
Dynamics Center szoftver segitségével a II. szamu modell szerint. Ezzel a
megkozelitéssel (n szamu aminosav egységenként értelmezett) n szama S* és n
szamu t. lokalis-, illetve egy globalis korrelacios (t.) paramétert illesztettiik a mért
3 nszamu (T, T, hetNOE) kisérletileg mért paraméterre.

I1I. 2. 4. Cserefolyamatok vizsgalta

A PAF és PAFP' oldatbeli szerkezetében a kis populacioju, de a 6
konformaciotol jelentésen eltérd kémiai eltolddast mutatdé (d&m kozvetleniil nem
megfigyelhetd) konformaciok egy részét a CEST-NMR modszerrel mutattuk ki. A
II. 4. 6. fejezetben leirt javaslatok szerint a kezdeti méréseknél tobbféle B,
térerdsséget is teszteltink. A moddszer fejlesztéi kidolgoztak a CEST
intenzitasprofilok kvantitativ kiértékelését is, amit sajat fejlesztésti programjukba
(ChemEx) implementaltak.'* Adatainkat eszerint a modszer szerint illesztve
végeztiink kinetikai és mennyiségi meghatarozast.

Mivel a modszer 0 volta miatt a miiszergyarté konyvtaraban még nem allt
rendelkezésre a megfeleld szekvencia, a CEST mérésére alkalmazott programot a
T, relaxécios id6 méréséhez hasznalt program modositasaval hoztuk 1étre. A teljes
PN kémiai eltolodas tartomany lefedésére 0,5 ppm egységenként Osszesen 61
szelektiv "N besugarzasi frekvenciat hasznaltunk és az adatgytjtést kiilon 2D
spektrumok felvételével valdsitottuk meg. A méréseknél a "N oszcillald tér
erdsségét yB; = 25 Hz-re allitottuk (az optimalizalds soran ennek felét és
kétszeresét is kiprobaltuk). Egy kisérleten beliil (adott besugarzasi frekvencianal)
négy szkent vettiink fel, a "N dimenzidban 128 inkrementumot allitottunk be. A
szkenek kozott idét 1,7 s-ra, a kis teljesitményli besugarzé impulzusok hosszat
pedig 0,4 s-ra allitottuk. Ezekkel a beallitasokkal a 62 spektrumbdl allo kisérlet
Osszesitett idotartama kb. 24 ora volt. A kisérleteket haromszor ismételtiik, a
kiértékelés eldtt a spektrumokat dsszeadtuk. A keresztcsucsok térfogati integraljat
Topspin 3.1 szoftverrel hatdroztuk meg ¢€s sajat fejlesztésti Matlab szkriptek
segitségével értékeltiik ki. A "N-CEST profilokat a modszer fejlesztoi altal irt
programmal, a ChemEx-szel illesztettiik.'"” A ChemEx program segitségével a
minor forma kémiai eltoloddsa mellett kinetikai paraméterek és a minor
konformacids izomer populacidja is kiszdmithato volt.
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A PAFP'S valtozat esetében a megvaltoztatott oldallanc és kdrnyezetének
amid HY-H,O cseresebességét CLEANEX-PM'*® modszerrel hataroztuk meg, és
hasonlitottuk az eredeti fehérje azonos korlilmények kozott meghatdrozott
cseresebességeihez. A nyers adatokat a Topspin 3.0 lineshape-fitting funkcidjanak
alkalmazéasaval nyertiik, a gorbék illesztését és a cseresebesség meghatdrozasat
Matlab programmal végeztiik. A teljes gorbe illesztésbdl kaptuk a cseresebességet
és két relaxacios paramétert. A kezdeti sebesség kozelitésbol kapott gorbe
meredeksége t = 0 idopontban ugyanazt a (k) cseresebesség értéket adta. Az
értékelésnél az adott keverési ideji kisérlet kis csucsainak integraljat gy lehetett
megbizhatéan a referencia kisérlet nagy csucsara normalni, ha az alapértelmezett
integralasi rutin helyett a Topspin 3.0 3D csucsillesztd rutinjaval adtuk meg a
térfogatokat.

II1. 2. 5. A homérsékletvaltozas hatasara torténo konformacios valtozasok
kovetése

A hémérsékletvaltozas térszerkezetre gyakorolt hatasait HSQC spektrumok
sorozataval vizsgaltuk, melyekben a kémiai eltolodasokat és a keresztcsucsok
térfogati integral valtozasait széles homérsékleti tartomanyban (-20 - +80°C).
kovettiik. Az amid keresztcsucs térfogatok pontos mérésére érzékenységnovelt
PN-HSQC kisérletet”"** alkalmaztunk, a szkenek kozott eltelt id6t 2,5 s-ra
allitottuk (kontrollként néhany hémérsékleten D, = 5 s iddt is alkalmaztunk).
Ezekhez a kisérletekhez "N-PAF 1,75 mM-os oldatat konnylivizes pufferben
készitettiik el (10 mM Na,HPO4/NaH,PO4, pH = 6.0, 0.04% NaN; 40mM NaCl).
Az alacsony hdmérsékletii denaturacid vizsgalatara a -8-t6l -20°C-os tartomanyban
a fentivel azonos modon eldkészitett fehérjeoldatot — az oldat fagyasat elkeriilendd
— 1 mm atméréji kapillarisokba egyforma magassagig toltottiik. Ezekkel a
kapillarisokkal egy hagyomanyos 5 mm atmérdjii tiveg NMR csovet toltottiink meg
hézagmentesen. A mérdfej hiitését szaritott levegd beflivdsa mellett hagyomanyos
levegbataramoltatasos hiitéegységgel valdsitottuk meg.

Az 'H-"C korrelaciok mérésére konstans ideji HSQC-t*® hasznaltunk a
PN-PC-jelzett minta esetében. Minden 0j hémérsékleti pont felvétele elbtt
megvartuk, mig a homérsékletszabalyozd egység stabilizalodik (10-15 perc). A
ponton megismételtik. A 90°-0os 'H impulzusok a vizsgalt hémérsékleti
tartomanyban a 10-15 us kozott valtoztak, mig a "N impulzus kalibracidja nem
valtozott (37 us). Néhany homérsékleten kontroll kisérletként a szkenek kozotti
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1d6t D, = 5 s-ra allitottuk, ennek a cstcstérfogatok értékére gyakorolt hatdsa minden
esetben 5% alatt maradt. Minden spektrumot 2045-1024 pontban Fourier-
transzformaltunk, a transzformacié eldtt mindkét dimenzidban cos® stulyfliggvényt
alkalmaztunk.

Mivel a keresztcsicsok pozicigja mindkét dimenzidban homérsékleti
pontonként valtozott, ezt a mozgast az eredmények értelmezéséhez a
jelhozzéarendelést tekintve spektrumrol spektrumra kovetni kellett. Erre a célra egy
sajat fejlesztésti Matlab szkriptet hasznaltunk, mely koveti a Topspin szoftverbdl
exportalt csucslistdk kémiai eltolddas valtozasait. A *C CT-HSQC kisérletek
kovetésére az 'H-"N korrelacidknal lényegesen nagyobb szamu (és a 4,7 ppm
kozelében Ti-zajjal terhelt) 'H-"C HSQC spektrumrdl leolvashato jelek
hozzéarendelés-atvitelére a CCPN programcsomag ,,copy assignment” funkciojat
hasznaltuk, mely alkalmas a pontrdl pontra térténd szemi-automatikus atvitelére.

A homérséklet filiggvényében aminosavegységenként mért térfogati
Osszefliggésbe, ez alapjan két-és haromallapotu termodinamikai modell alapjan is
illesztettiik. Ahogy a II. 3. fejezetében mar kifejtettem, a fehérjekitekeredés
termodinamikai leirdsakor egy olyan egyensulyi helyzetet feltételeziink, melyben a
fel- ¢s kitekeredett allapotok kozotti valtakozas soran az alland6 nyomdson meért
hoékapacitdas (AC,) fiiggetlen a hOmérséklettdl, mig a tobbi termodinamikai
paraméter (az entalpia AH, a Gibbs potencidl AG, és az entropia AS) a
hémérséklettdl fligg. Azokban az esetekben, mikor a fehérje hdmérséklet hatasara
torténo kitekeredése (legalabb egy) dtmeneti allapoton keresztiil torténik — melynek
NMR jele kiszélesedés ¢és/vagy alacsony intenzitasa miatt nem lathaté a
spektrumon — a mért integralok alapjan a kétallapoti modellel val¢ illesztés hibaja
jelentdsen megnd, tehat ezzel az egyszerli modellel mar nem irhaté le jol a
rendszer. Egy ilyen cserefolyamat Osszetettségének kovetkezd foka, ha kettd helyett
harom (egy feltekeredett megfigyelhetd f ¢és két kitekeredett u,, u, nem
megfigyelhetd) allapotot feltételeziink: f <> u; <> u,, ahol f u; dtmeneti allapoton
keresztiil alakul 4t wu,-be. A harom allapot egymasba valo alakulasa soran két
cserefolyamat valdsul meg, melyek egyensulyi allandoi:
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Ekkor a teljes nem-megfigyelhetd frakcio:
u=f(T|=f, [T+ f,\T)
a megfigyelheté frakcié pedig:
fAT)I=1—u=[1+K [T)+ K (T) K, (T)] |
Ez alapjén az egyenslyi allandok a kovetkezoképpen adhatok meg:
w=K,\(T|f,[T]+K\(T|1,[TIK,(T)=K \[T) £,(T][1+K,(T)]
u=K,[T)(1-u)(1+K,(T)|=K [T)+ K [T K,(T|-uK (T)-uK [T)K,(T]
u[14K (T |+K | (T|K,(T)|=K,(T)+K (T|K,(T]

_ K|(T)[1+K,[T)]
C1+K,(T)+K,(T)K,(T)
K,(T)
TR K (T)+K, (T)K(T)
K\T|K,[T)
YT K T+ K(T)K (T
~AG,(T]
KI(T):eXp RT
KZ(T)—exp_AIS;(T)

A Gibbs-Helmholtz egyenletekkel'” analdog modon ahogy a kétallapoti
kitekeredés esetében is, a teljes kitekeredett frakcio u = f,(7) egy atmeneti allapoton
keresztiil illesztheté a haromallapoti modell paramétereivel. A modell ugy is
atalakithato, ha két fliggetlen kitekeredett allapotot feltételezlink atmeneti allapot
jelenléte nélkiil.

A térfogati integral adatok illesztése a kétallapoth modell esetében a II. 3.
fejezetben leirtak szerint, a haromallapoti modell esetében a fent leirt kiterjesztett
Gibbs-Helmholtz egyenletek segitségével, minden egységre fiiggetleniil Matlab
optimalizaciés rutinnal tortént. Az illesztés soran fontos, ismeretlen paraméter a
lathatatlan konformer aranya a maximalis stabilitdsu hdmérsékleten, a szamitasokat
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ezen ismeretlen paraméter valtoztatasaival is megismételtiik. A modellezés soran az
egyiittes 0sszegzett hiba minimalizaldsara torekedtiink. A nyers adatokat a kisérleti
koriilményektdl fliggden lent részletezett okokbdl az illesztés eldtt korrigdlnunk
kellett. Mivel a reciprocitasi elv szerint'® egy NMR kisérlet érzékenysége adott
minta és adott radiofrekvencias tekercs esetében forditottan aranyos a kiadott
impulzus hosszaval, és az egyensulyi allapotban az o és 3 allapotu spinek aranya az
abszolut homérseklettdl is fiigg, az illesztés eldtt a kapott térfogati integralok
értékét a homérséklet (Boltzmann egyensuly modositd hatdsaval) és kalibralt
90°-0s proton impulzushossz figyelembevételével a PULCON'"  eljarasnak
megfelelden korrigaltuk.

A mérési eredményeink mélyebb interpretidldsa €s a nem megfigyelhetd
konformacidkhoz valo térszerkezeti modellek rendelésének céljabol partneriink”
specialisan paraméterezett molekuladinamikai szimulacidkat futtatott. Ezek rovid,
leir6 jellegli ismertetését a gondolatsor folytonossaga kedvéért az Eredmények és
ertékelesiik c. fejezet IV. 2. 5. alfejezetében fejtem ki.

IIL. 2. 6. Fehérjék és peptidek mennyiségi analizise

(280 nm) végeztem az aminosav szekvencia alapjan becsiilt molaris abszorbancia'*”

figyelembevételével. A sdmentes kozegbol torténd liofilizalast kdvetden szaraz
tomeg mérést is alkalmaztam. Tovabbi kontroll méréseket végeztem a fenti
modszerekkel jellemzett fehérjemintdk és referencia vegyiiletek (szacharéz és a
RAQI szekvencidju tetrapeptid) nehézvizben felvett kvantitativ. 'H NMR
kisérletekkel, ahol 'H-preszaturaciot hasznaltam a maradék viz jelének szelektiv
elnyomasara. Ebben az esetben a PAF azonos koriilmények kozott felvett 'H NMR
néhany jol elkiiloniild aromés proton jelének integralasaval oldottam meg a
mennyiségi meghatarozast. A vizelnyomas jelintenzitast torzitd hatdsa ezekben a
régiokban nem volt kimutathat6. Ezen kiviil az NMR jelek intenzitasat befolyasolo
paramétereket a PULCON' modszert szerint korrigaltuk. A PULCON eljaras
soran a kapott integral értékeket a referencia vegyiilet abszolut integraljaival vald
Osszehasonlitdson tul a fizikai és mérési koriilményeket is figyelembe vettiik
(impulzus kalibracio és abszolut hémérséklet).

* Dr. Gaspari Zoltan (PPK)
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I1I. 2. 7. Miiszerek, mérési koriilmények és szoftverek

Az NMR mérések tobbségét a Debreceni Egyetemen egy 500 MHz
protonfrekvenciaval jellemezhetd, TXI protondetektalasu, 5 mm-es hdromcsatornas
z-gradienses mérofejjel felszerelt Bruker Avance II tipust (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Németorszag) NMR spektrométeren végeztiik. A homérséklettol
fiiggd  kisérletsorozathoz  ugyanezt a  spektrométert BBI  szélessavu
protondetektalast mérdfejjel felszerelve hasznaltuk. A tavolsagadatok gytijtéséhez
hasznalt NOESY kisérleteket az ELTE-n egy Bruker Avance II-700 spektrométeren
is megismételtiik, amihez Dr. Bodor Andrea nytjtott segitséget.

A fehérjeszerkezetek meghatarozashoz minden mérés pH=6,0-n, 10 mM
natrium-foszfat puffer és 40 mM NacCl jelenlétében tortént, 298K hdmérsékleten. A
hémérséklettdl fiiggd kisérleteket is ugyanebben a kdzegben végeztiik.

Az NMR adatok gytijtését Topspin 2.1, a FID-ek els6dleges feldolgozasat
Topspin 3.0 szoftverrel végeztem. A szekvenciaspecifikus jelhozzarendelést a
CARA 2.8.1 szoftver”! segitségével oldottam meg, a szerkezetmeghatarozashoz és
szerkezetfinomitashoz sziikséges bemeneti fajlokat a CARA program Lua
programnyelven irddott szkriptjei segitségével hoztam létre. A "C-'H kémiai
eltolodas valtozasok kovetéshez a CCPN Analysis'” programcsomag 2.2 verziojat
hasznaltam, a CARA és CCPN kozti adattipusok konverzidjat az utdbbi csomag
Format Converter moduljanak segitségével oldottam meg. Az NOE keresztcsucsok
listazasadhoz, jelhozzarendeléséhez és a szerkezetszamolashoz az ATNOS™ és a
CANDID'’ algoritmusokkal kombinalva a Cyana”® 2.1 programcsomagot
hasznaltam. Ehhez a folyamathoz a kezdeti bemeneti fajlokat az egységesitett
UNIO’10 grafikus feliilet segitségével hoztam létre, amin a bemeneti paraméterek
modositasait a szovegfajlok manualis szerkesztéssel oldottam meg. A diéderes szog
jellegli kényszerfeltételeket a TALOS+"* algoritmus segitségével hataroztam meg.
A TALOS+-t a modszer fejleszt6i altal iizemeltetett webszerveren® futtattam. A
molekulaszerkezetek 4abrazoldsdhoz, az atom-atom tdvolsag ¢és kotésszogek
méréséhez, felilleti toltéseloszlas becsléséhez és abrakészitéshez a PyMOL™
Molecular Graphics System™, 1.7.0.0. verzidjat hasznaltam. A hdmérséklet
hatdsara torténd kitekeredés illesztéséhez Matlab 7.7 kornyezetben irt,
laboratériumunkban fejlesztett programokat hasznaltunk.

Partneriink a molekuladinamikai  szimuldciokhoz a GROMACS

programcsomag 4.5.5 verziojast AMBER99SB'™ erteret és a TIP4P vizmodellt
hasznalta. A ps-ns iddskalara jellemz6 mozgésokat reprezentalod sokasag-alapu MD

*https://spin.niddk.nih.gov/bax/nmrserver/talos/
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soran, melyhez a kisérletileg meghatarozott S* adatokat kényszerfeltételként
hasznaltak fel, az tin. MUMO protokollt alkalmaztak. A trajektoriakbol kapott
konformécids sokasag kisérleti adatoknak valé megfe

lelését a CONSEnsX'** webszerver segitségével elemezték.
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IV. Eredmények és értékelésuk

Ebben a fejezetben a dolgozat alapjaul szolgald publikaciok eredményei
koziil azokat foglalom 0Ossze, melyek kozvetleniil sajat munkam részét képezik.
Mivel mindegyik kutatas egyiittmiikodés keretein beliil zajlott, az értelmezéshez
bizonyos mértékig tarsszerzéim eredményeit is sziikséges bemutatni. Ezért az
eredmények Gsszefoglalasa €s értékelése soran ezekre az adatokra is tamaszkodom,
de minden esetben jelolom, ha egy eredmény nem kozvetleniil sajat munkdm révén
sziiletett.

IV. 1. A PAF de novo térszerkezet-meghatarozasa

IV. 1. 1. A PAF “C-"N-"H NMR jelhozzarendelése

A rendelkezésre 4116 NMR spektrumok alapjan megadtam a PAF 'H, N, *C
jelhozzarendelését. A kémiai eltolddas listat az adatok validdlasa utan feltoltdttem a
,Biological Magnetic Resonance Data Bank™ (http://www.bmrb.wisc.edu/)
adatbazisba (BMRB azonosito: 19657). A korabban k6zolt (BMRB: 16087) és az
Gjabb 'H és "C jelhozzarendelés® teljességének aminosav egységenként valo
szazalékos Osszehasonlitasat a 9. abra szemlélteti. Ahogy korabban mar kifejtettem,
az egységes “C-jelzés joval tobb korrelacids spektrum felvételét tette lehetévé,
ezért az egyértelmiien hozzéarendelhetd szénatomok szdma is ndvekedett. A
szerkezetmodellezés szempontjabol a *C-jelzés tovabbi elénye, hogy a HCCH-
tipust kisérletek révén korabban bizonytalan 'H hozzarendelések is egyértelmiivé
valtak, ezért a hozzarendelt 'H-k szadma is novekedett. Az 0j 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%-os 'H hozzarendelés 87,5%-ra ndvekedett.
Tovabba a ""N- és *C-feloldott NOESY kisérletek kombinaciojaval a 2D NOESY
spektrumon koraban nem feloldhatd jelek is egyértelmiien azonosithatova
valhatnak, ami a potencialisan hibas NOE hozzarendelések szamat csokkentheti.

* A PN jelhozzdrendelés a kordbbi és az ujabb hozzdrendelés esetében is teljes volt (a prolin 29 kivételével).
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aminosav sorszama

9. Abra: A PAF 'H (feliil) és “C (alul) NMR jelhozzdrendelésének aminosav

egységenként valo értékelése. Kék oszlopokkal a korabban kozolt'® , pirossal az ujabb
Jjelhozzdrendelést™ jeléltem.
Ca jelhozzarendelés Co jelhozzarendelés
HSQC spektrum alapjan (ppm) HNCA alapjan (ppm)
aminosav BMRB: 16087 BMRB: 19657

C7 50,50 50,38

C14 - 51,00

C28 54,10 52,50

C36 49,50 53,37

C43 51,10 50,90

C54 53,50 51,05

1. Tablazat: A ciszteinek C, jelhozzarendeléseinek korrekcioja. A C7 és C43

jelhozzarendelése kordabban is helyes volt, a ~ 0.2 ppm eltérést az eltéré

homeérséklet (AT = 5K) okozta.

A 'H-PN-BC jelhozzarendelést a korabbi eredmények figyelembevétele
nélkiil, azoktol fiiggetleniil oldottam meg. Az Uj jelhozzéarendelést a régebbivel
Osszevetve a kordbbi adatsorban csupan néhéany cisztein C, hozzarendelésében
talaltam téves hozzarendelést, amit az 1. tablazatban foglaltam 0Ossze.
Megjegyzendd, hogy a korabban k6zolt szerkezetmeghatarozas soran a C kémiai
eltolodasokat nem vették figyelembe, és mivel a csere a kapcsolddod protonokat
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nem érintette, az 0sszecserélt hozzarendelések a korabbi szerkezetmodellezést nem
befolyasolhattak.

IV. 1. 2. A PAF diszulfidhid mintazatanak meghatarozasa

A bioinformatikai eszk6zok kozott — valdsziniileg a probléma rendkiviil
Osszetett természete miatt — igen kevés olyan algoritmus érhetd el, mellyel a
peptidekben és fehérjékben talalhatd ciszteinek kapcsolodasi sorrendjét elére lehet
jelezni. A diszulfidmintdzatot =~ aminosavszekvencia alapjan  joslo
DISULFIND'S algoritmus a PAF esetében elsd talalatként az abcabc mintazatot
valosziniisitette. A webszerveren keresztill hozzaférhetd® program ezt a
kapcsolodasi sorrendet 66% biztonsadggal jelezte elére, mig a masodik
legvaldsziniibb lehetdségként az abcach-t jeldlte meg 35% valdszinliséggel. A
korabbi szerkezetvizsgalatok alapjan ezzel szemben az abcabc ¢és abbacc
mintazatokat  feltételeztiik'®. Ezzel ellentmondasban 4ll, hogy korabbi
adatok'® alapjan az abcabc mintazat a Ramachandran-féle térkép alapjan varhato
geometriai kritériumoknak jobban megfelelt, mint az abbacc, mig az NOE
tavolsagkészletnek valé megfeleltethetdség inkdbb az abbacc mintazatnak
kedvezett.

A helyes diszulfidmintdzat meghatarozasara elsé kisérleti megkozelitésként
cisztein-szerin  pontmutacidk  beépitésével ciszteinben szegényitett PAF
valtozatokat allitottunk elé rekombinans fehérjeexpresszios technika segitségével,
majd a modositott fehérjéket NMR spektroszkopidval vizsgaltuk. A ciszteinek,
illetve cisztein parok szisztematikus, szerin aminosavra vald cseréje azonban nem
hozta meg a vart eredményt, miszerint a keletkezd harom helyett két diszulfid hidat
tartalmazé fehérjeformak valamelyikének szerkezetébol kdvetkeztetni lehet a nativ
fehérje diszulfid mintdzatdra, ugyanis a cisztein-szerin csere kovetkeztében a
kiprobalt 6sszesen Otféle kombindcio egyikénél sem jott 1étre rendezett szerkezetii
fehérje. A kisérletsorozat ugyanakkor egyértelmiien bizonyitotta, hogy a PAF
esetében a harmadlagos szerkezet kialakuldsdhoz mind a hat cisztein jelenléte
elengedhetetlen.

iddépontjaban mar nem elérhetd.
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10. Abra: A Cys-Ser mutdciéval létrehozott PAF

vdltozatok 'H NMR spektrumainak amid és aromds
régidja. Feliilrdl lefelé: PAF®*, PAFC'™, PAF,
PAFCPSSS PAFTSC5 nativ (feltekeredett) PAF.

A ciszteinek kapcsolddasi sorrendjének egyértelmili meghatarozasat szegedi
partnereink (Dr. Varadi Gyorgyi és munkatarsai) szintetikus munkéja tette
lehetévé™®. A nativ PAF enzimes emésztésére tett korabbi kisérletek nem voltak
sikeresek, ezért a kordbbi vizsgalatok sordn a proteolitikusan keletkezo
peptidfragmensek tomegspektrometrids vizsgalata sem volt lehetséges'®. A kémiai
szintézis révén azonban lehetové valt a PAF olyan alternativ formainak vizsgalata
is, amelyek a fermentacioval torténd eldallitds soran nem jonnek Ilétre. A
tomegspektrometrids vizsgalatok eldtt optimalizaltdk az enzimatikus emésztést is,
melynek soran a korabbi kisérletekben nem hasznalt proteolitikus enzimeket is
kiprobaltak. A szintézis termékeinek vizsgalatara a tripszin-kimotripszin eleggyel
valo6  emésztés  bizonyult a  leghatékonyabbnak.””” A  korabbi
eredményeket'® megerdsitette, hogy a PAF természetes formdja ezekben a
kisérletekben is igen ellenalld volt az enzimes emésztéssel szemben: még 12 o6ra
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proteolitikus emésztés utdn is jelentds mennyiségli emésztetlen fehérjét
tartalmazott.

Partnereink nativ kémiai ligacid6 modszerével megszintetizaltdk a PAF teljes
aminosavszekvencidjat, és (els6 megkozelitésként) a linearis forma tiolcsoportjait
az abcabc mintazatnak megfelelden (11. abra feliil) paronként szelektiven védték.
Ezt kovetden megkisérelték a ciszteinek paronként valod kapcsolasat. Amig a 7-36
és 28-54 cisztein kapcsoldsa a vart termékeket eredményezte, az utolso
véddcsoportok eltavolitasakor a diszulfidhidak atrendezddését tapasztaltak.

7 14 28 36 43 54
AKYTGK?TKSKNE?KYKNDAGKDTHK?PKFDNKK?TKDNN#?TVDTYNNAVDCD

| |
L

7 14 28 36 43 54
AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTHKCPKFDNKK?TKDNNKCTVDTYNNAVDCD
| E—

11. Abra: A PAF két legvalésziniibb diszulfid kapcsoloddsi
sorrendje. Fent: abcabc, lent abbacc.

A diszulfid-atrendezédéssel  keletkezett termék  diszulfidmintazatat
enzimatikus emésztés és tomegspektrometrids elemzés segitségével hataroztak
meg. A varakozasokkal ellentétben a termék az abcabc helyett az abbacc
mintdzatnak megfeleld (11. abra, alul) peptidfragmenset tartalmazta, ami arra utalt,
hogy a mar korabban kialakitott diszulfidhidak atrendezédtek. A HPLC
kromatogram alapjan az atrendezddéssel keletkezett termék retencios ideje eltért a
nativ fehérjéétdl. A biologiai aktivitds vizsgalatok azt is igazoltdk, hogy sem a
linearis (redukalt), sem az abbacc mintdzatot tartalmaz6 fehérjeforma nem mutatott
antifungalis aktivitast. A korabbi szerkezetvizsgalataink alapjan feltételezett kétféle
lehetséges diszulfidmintazat koziil tehat egyértelmiien ki lehetett zarni a nativval
nem megegyezd format, ezek alapjan kozvetett modon az abcabc mintazatot
talaltuk a legvaldsziniibbnek.

A nativ fehérjével megegyezd forma szintézisét a reakciokoriilmények
optimalizaldsa utan oxidativ feltekerés modszerével oldottak meg. Ebben a
kisérletben nem-szelektiv véddcsoportokat hasznaltak, melyeknek eltdvolitasat
(0,1 M, pH=74) pufferben intenziven kevertették katalitikus mennyiségii
(0,2 mg-mL™) cisztein jelenlétében. Az igy kapott termék retencios ideje analitikai
HPLC alapjan megegyezett a nativ PAF retencios idejével, ami a két molekula
azonos diszulfidmintazatra utalt. Ezt kovetden 'H és 'H-"C NMR vizsgalatokkal
egyértelmiien igazoltuk, hogy az oxidativ feltekerés soran keletkezett termék
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"o

térszerkezete azonos a Penicillium rendszerben eldallitott eredeti fehérjével (12.
abra).
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12. Abra: A fermentdcioval és kémiai szintézissel eléallitott PAF NMR spektrumai. Baloldalt
feliil: szintetikus, alul megforditott fazissal a Penicillium rendszerrel termeltetett PAF 'H
NMR spektrumdnak amid és aromds proton régidja. Jobboldalt a “C-'H korreldciés
spektrumok egymdsra vetitve, a metil és aromas régio kinagyitva lathato (kék: Penicillium
dltal termelt, piros: szintetikus PAF) A 2D spektrumokat a jobb lathatosag kedvéért az F2
(‘H) dimenzié mentén eltolva abrdzoltuk.

Az optimalizalt tomegspektrometrids vizsgéalatok soran sikert értek el a
nativ és szintetizalt PAF diszulfidmintanak meghatarozasaban is. Az emésztmények
tomeganalizise soran mindkét esetben az abcabc mintdzatnak megfeleld
fragmenthosszisagokat mutattak ki, ami kdzvetlen bizonyitékul szolgélt a PAF-ban
talalhato ciszteinek természetes kapcsolodasi sorrend;jét illetden. '°°

A véddcsoportokat nem tartalmazo linearis PAF konnylivizes oldatat a
spontan oxidacio elkeriilése végett argon atmoszféra alatt vizsgaltuk. Az igy
el6készitett minta 'H NMR spektruma egyértelmiien szerkezet nélkiili fehérje
jelenlétére utalt (13. abra, feliil). Miutdn a mintat négy héten keresztiill 4°C-n
tartottuk (ezalatt valdszintileg levegd keriilt a mintat tartalmazé csdbe), a nativ
PAF-ra jellemzd rezonanciajelek kezdtek megjelenni a spektrumon (13. abra,
kozépen). Ezutdn argon atmoszférat levegore cseréltiik és az oldaton is levegot
buborékoltattunk at, ezt kovetden a mintat egy héten keresztiil szobahdmérsékleten
allni hagytuk, majd az NMR mérést megismételtik. A I1égkori oxigén
beoldodasanak hatasara a spontdn oxidativ feltekeredés bizonyos mértékig cisztein
jelenléte nélkiil is végbement: az NMR spektrumon lathatova valtak a feltekeredett
PAF jellegzetes rezonanciajelei (13. 4abra). Ez a megfigyelés megerdsiti
szerzOtarsaink eredményeit, miszerint a PAF spontan oxidativ feltekeredése soran a
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nativval egyezd térszerkezetet vesz fel. Azonban ez az oxidacids folyamat szabad
cisztein hidnyaban nem volt teljes, néhany szazaléknyi a nativval egyezd PAF
képzddésénél megallt, feltehetden valamilyen kinetikai csapda miatt.

\ J _J FARLTAT
W S R s\

13. Abra: A linedris PAF spontdn oxidativ feltekeredésének kovetése. A hdarom
reprezentattv 'H-NMR spektrumon fentrél lefelé: feliil: a linedris PAF Ar
atmoszféra alatt. A 8,5 — 6,5 ppm régioban lathato jelek egyértelmiien szerkezet
nelkiili fehérjere 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, melybdl 8 hetet szobahomérsékleten,
a levegé oxigénjével érintkezve toltott. A 9-9,5 ppm régioban azonosithatoak Thr
37, Cys 7 és Cys 14 H" jelei, és a 0,5 ppm-nél lathaté 45. valintol szdrmazé metil
'H jele. Az integrdlok alapjan a feltekeredett frakcié koncentrdcidja a kordbbihoz
képest kétszeresére novekedett, de az atalakulas ezek kozott a kériilmények kozott
nem folytatodott tovabb.

IV. 1. 3. A PAF térszerkezetének modellezése tavolsag-, diszulfid- és torzids
szog-jellegii kényszerfeltételek figyelembevételével

A teljesebb jelhozzarendelés és a helyes diszulfidmintazat birtokédban a
korabbi szerkezetvizsgalatokhoz képest boségesebb adatok alapjan modelleztem a
PAF térszerkezetét. Els6 kozelitésként a modellezéshez kizarolag a
tavolsagkorlatokat vettem figyelembe. Ezutan teszteltem a tadvolsagadatok alapjan
szamitott modellek robusztussagat: a szamitdsokat Ggy is megismételtem, hogy a
bemenetbdl  szisztematikusan ~ kihagytam  egy-egy = aminosav  proton
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hozzéarendeléseit, ¢€és a folanc  konformacidés  sokasagokat  vizudlisan
Osszehasonlitottam. Ha az igy kapott szerkezetek félanc konformacioja jelentésen
megvaltozott, ellendriztem az érintett protonok jelhozzéarendelését. Ezzel a
modszerrel két karboxamid oldallanc '"H hozzarendeléseinek cseréjét lehetett
korrigalni. A diszulfid- és kotésszog-jellegli korlatokat csak ezutan hasznaltam fel.
Az 1igy kapott konformacidos sokasdgok RMSD értékeit, Ramachandran
statisztikajat'®, és a szimulalt hiités paramétereit dsszehasonlitottam (2. tablazat).

A 2. tablazatbol leolvashatd, hogy a korabbi 2D NOESY mérésekhez képest
a 3D NOESY spektrumok alkalmazisa novelte a tavolsagkorlatok szamat, és
Onmagaban nem volt jelentds hatdssal a szerkezetek mindségére. A
diszulfidmintazat kovalens korlatként valo beépitése ezzel szemben minden esetben
csOkkentette az RMSD értékeket, de az adott modellhez illeszkedd
tavolsagkorlatok szamat is (viszont ez akkor is igaz volt, ha a kisérletileg
meghatarozottol eltérd diszulfidmintazatot haszndltam).

Utolso 1épésként a folanc "C kémiai eltolodasok alapjan eldrejelzett
diéderes szog jellegli korlatokat vezettem be szerkezetfinomitds céljabol. Ez az
eljaras szintén az RMSD csokkenéséhez vezetett, és nem meglepd modon a
Ramachandran statisztika is jobb paramétereket mutatott az igy szamolt
szerkezetek esetében, hiszen a kotésszog jellegli korlatok megadasanal csak azokat
a kémiai eltolodasokat vessziik figyelembe, melyek alapjan jo biztonsaggal
becsiilhetd a ¢ és y lapszog. Ezekben az esetekben a megadott kotésszog jellegi
korlat mindig megfelel a peptidekkel szemben tdmasztott geometriai
kritériumoknak. Mds szavakkal az ilyen modon finomitott modell a geometriai
paramétereket a Ramachandran térkép ,.kedvezményezett” régioi felé tolja el, ezért
,,1d0 elotti” hasznalata félrevezeto lehet.
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PDB: 2KCN PDB: 2MHV
#4 NOE
#3 NOE SS: abcabe
kényszerfeltételek #1 NOE #2 NOE SS: abcabe | Diéderes szogek
NOE tavolsagkorlatok szama a
7. iteracios ciklusban 757 782 777 758
félanc RMSD 0,65+0.18 0,76 £ 0,18 0,60 £ 0,13 0,40 £ 0,08
nehéz atom RMSD 1,15+0,23 1,16 £ 0,21 1,04 £ 0,09 0,88 £ 0,07
Ramachandran kedvezd 73,9% 76,9% 75,7% 97,8%
Ramachandran megengedett 20,3% 15,9% 19,8% 0,5%
Ramachandran nem megengedett 5,8% 7,2% 4,5% 1,7%
#6 NOE
#5 NOE SS: abbace
SS: abbacc  Diéderes szogek
NOE téavolsagkorlatok szama a
7. iteracios ciklusban 693 679
félanc RMSD 0,68 £0,10 0,39 £ 0,11
nehéz atom RMSD 1,26 £ 0.11 0.90 + 0,09
Ramachandran kedvezd 72.70% 94,6%
Ramachandran megengedett 19,5% 4,5%
Ramachandran nem megengedett 7,7% 0,8%

2. Téblizat: A BC-"N PAF szerkezetmeghatdrozdsanak paraméterei. Feliil a kordbban
kézolt és az uj adatokbol szamolt szerkezetek paraméterei szerepelnek a helyes abcabc
diszulfidmintazattal. Alul a nem természetes abcabc diszulfidmintdzat feltételezésével
szamolt szerkezet paraméterei lathatok.

A modellezés soran kritikus kérdés, hogy a végsé modell meghatarozasdhoz
a kisérleti adatokat és a szarmaztatott paramétereket milyen aranyban vegyiik
figyelembe. A kisérletileg mérhetdé szerkezeti paraméterek ¢és a szerkezeti
bioinformatika eszkdzeinek széles tarhaza all rendelkezésre a modell megalkotasa
¢s finomitasa céljabol, de nincs konszenzus abban a tekintetben, hogy milyen
adatokat mely modszerek szerint és milyen kombindcioban vegyiink figyelembe,
illetve a kapott szerkezetek értékelése soran mely paramétereket tekintsiink
iranyadonak. A PAF modellezése soran azt tartottam szem el6tt, hogy a molekula
modellezésének célja a valosag lehetd legpontosabb leirdsa, ezért a szamitdsok
soran elsdsorban a koOzvetlen kisérleti adatainkra tdmaszkodtam: a
tavolsagadatokra, és a mar ismert diszulfidmintazatra. Szerkezetfinomitdst csak
abban az esetben végeztem, amikor a szerkezet mindsége mar enélkiil is kielégitd
volt.

A szerkezetek értékelése és 0sszehasonlitdsa sem teljesen magétol értetddo,
mert az adott problématol is fligg, hogy a szerkezetet jellemzd paraméterek koziil
melyik a legfontosabb. A félanc RMSD értéke példaul azt jelzi, hogy a sokasag
tagjai kozott mekkora térbeli eltérés van, mas szavakkal mennyire biztosan tudjuk
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crer

vennénk figyelembe’, akkor a legjobb mindségli szerkezet a helytelen abbacc
diszulfidmintazat feltételezésével késziilt modell lenne. (Ennél a modellnél azonban
nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a végso térszerkezettel 6sszeegyeztethetd
NOE-k szama itt a legalacsonyabb). Ugyanigy 6nmagaban az utols¢ iteracios ciklus
NOE taldlatainak szama sem lehet dontd szempont a szerkezet mindségérdl: ha
csak ezt vennénk figyelembe, akkor az 0j modellt kizarolag tavolsagadatok alapjan
kellene kiszamolnunk, a ciszteinek kovalens kapcsolddasainak figyelembevétele
nélkiil. A korabbi biokémiai vizsgélatol és az el6zd fejezetben leirt fiiggetlen
kisérleti adatok alapjan azonban tudjuk, hogy a PAF térszerkezete nem alakulhat ki
diszulfidhidak nélkiil, ezért a modellezés soran akkor jarunk el helyesen, ha
figyelembe vessziik ezt a kovalens kotés jellegii korlatot még akkor is, ha bizonyos
mért H-H tavolsagokkal ez nem egyeztethetd dssze.

Mindezek alapjan a (2. tdblazatban) #3 sorszammal jel6lt modell felel meg
legjobban a kisérleti adatoknak, hiszen a helyes diszulfidmintdzatot tartalmazza,
emellett a tobbi szerkezetet jellemzO paraméter is javult a korabbi szamitasok
eredményeihez képest. Ezek a paraméterek a szerkezetfinomitds utan (#4) tovabb
javultak a folanc lefutasanak latvanyos valtozéasai nélkiil. A adatbazisba a szerkezet
validalasa utan a #4 sorszdmmal jelolt szamitds eredményei keriiltek be. Az igy
kapott  szerkezet (14. abra) megfelelt a legnagyobb nemzetkozi
fehérjeszerkezeteket Osszegytijté adatbazis (Protein Data Bank; www.rcsb.org)
mindségi kritériumainak, ezért az adatokat mas kutatok szamara is hozzaférhetdvé
tehettilk. (PDB azonositok: korabban kozolt, diszulfidhidakat nem tartalmazo
modell: 2KCN; uj, diszulfidhidakat tartalmaz6é modell: 2MHV). Az 1) modell
folanc konformacidja ¢és masodlagos szerkezete nem mutat szignifikans
kiilonbségeket a régebbi modellhez képest. A diszulfidhidak megadésa és a
szdgkorlatok alkalmazasanak hatasira a félanc RMSD 0,65+0,18 A-rél 0.40+0,08
A-re csdkkent, ami a félanc vizuélis megjelenitésekor is jol érzékelhetd (14. abra
fent), tovabba a korabbi szerkezethez képest a Ramachandran statisztika is
jelentésen javult (2. tablazat). A két szerkezet kozott a teljes szekvencidra
vonatkoztatott nehéz atomra szamitott félanc RMSD kiilonbsége 1,3£0,58 A,
amiért foleg a 3. hurok 28. és 36. cisztein kozotti szakaszanak konformacios
kiilonbsége okolhato.

*FEz azért sem lenne helyes, mert az NMR vizsgalatok oldatfazisban torténtek, ezért a belsé molekularis
mozgasokat, az NOE-k és az atom-atom tavolsagokon alapulo szamitasok bizonytalansagait a sokasag
eltérései is bizonyos mértékig reprezentdiljak. A legtobb esetben nem létezik olyan egyedi konformdcio, ami
minden tavolsagnak megfeleltethetd, ezért jellemezziik az NMR szerkezeteket konformacios sokasagokkal.
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14. Abra: A PAF térszerkezetének kordabbi (baloldalt, z6ld) és ijabb modellje (jobboldalt,
vilagoskék). Fent a 20 konformerbdl allo konformdcios sokasag folanc (NH, C', Ca atomok
osszekotesevel kirajzolt) megjelenitése, alul a reprezentativ konformdcio mdsodlagos szerkezeti
elemeket és diszulfidhidakat mutato szalagos megjelenitése lathato.

Mivel a két modell félanc konformdacidja hasonld, nem meglepd, hogy a
geometriai kritériumok alapjan torténd masodlagos szerkezet hozzarendelés sem
mutatott dramai kiilonbséget.
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> PAF CSI 3.0
AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTFIKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD

> PAF (2kcn) DSSP
AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTF IKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD
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> PAF (2mhv) DSSP
AKYTGKC TKSKNE CKYKNDAGKDTF IKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD

15. Abra: Feliil: a CSI médszer alapjin becsiilt masodlagos szerkezeti elemek. Kozépen a
korabban kozolt térszerkezetbol, alul az uj modellb6l DSSP alapjan szamitott mdsodlagos
szerkezet. A fekete vonalalak a masodlagos szerkezettel nem rendelkezé régiokat, a kék nyilak
[-szalakat, a piros elemek a hurkokat jelolik.

A kémiai eltolodas index alapjan'*'* a masodlagos szerkezeti elemek

szama ¢és mindsége egyezett a korabban geometriai, és proton-deutérium
cseresebesség ¢s dinamikai tulajdonsdgok alapjan meghatarozottal, hosszuk és
szekvenciaban elfoglalt helyiik azonban kisebb kiilonbségeket mutatott a
térszerkezetet leird sokasag reprezentativ, els0 eleme alapjan DSSP modszerrel
szamitotthoz képest a régebben kozolt és az ) modell esetében is. A DSSP
modszerrel'® a harmadlagos szerkezet birtokdban geometriai kritériumok alapjan
jol becsiilhetd a fehérje hidrogén-hid halozata, igy a B-szélak elhelyezkedése is (a
14. abra készitéséhez hasznalt PyMol szoftver is a DSSP-t alkalmazza a
masodlagos szerkezeti elemek meghatarozasahoz). A korabbi és ujabb modell
sokasdgainak elsd, reprezentativ tagjaira DSSP moddszerrel meghatarozott
masodlagos szerkezet kozott is megfigyelhet6k aprobb kiilonbségek (15. abra
kozépen és alul), ezek elsdsorban a B-szalak hosszat érintik.

IV. 2. Hoémérsékletvaltozas hatasara torténé konformacios
valtozasok vizsgalata a PAF-ban

IV. 2. 1. A PAF részleges kitekeredése magas és alacsony homérsékleten

Abban az esetben, ha nem 4ll fenn gyors konformaciés csere, az NMR
spektrumokon megjelend kémiai eltolédasok az oldatban jelenlévd major
konformacids sokasag idéatlagat jellemzik. Ezért a kémiai eltolodasok homérséklet
fiiggvényében torténd vizsgalataval kvalitativ. modon megfigyelhetdk a major
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konformécio szerkezetében végbemend lokélis és globalis szerkezetvaltozasok. A
PN-'"H keresztcsticsok kémiai eltolddasainak elemzésére praktikus bevezetni
kombinalt kémiai eltolodas'®' fogalmat:
AN = ((A8M)* + (A8Y/6,5)%)'.
A 265-347 K homérsékleti tartomanyban az aminosavegységtdl fliggden
50 - 800 ppb kombinalt kémiai eltolodéas valtozast figyeltiink meg (16. abra). A
széles homérsékleti tartomanyhoz viszonyitott kis mértékli valtozds alapjan
egyértelmii, hogy a PAF NMR modszerrel kozvetleniil megfigyelhetd szerkezete
nagyrészt megtartja masodlagos €s harmadlagos szerkezetét: ami megerdsiti, hogy
a PAF homérsékleti stresszel szemben kiilondsen ellenalld, ez 6sszhangban van a
korabbi biokémiai vizsgalatokkal.'® A vizsgalt tartoméanyt az alacsony hémérséklet
iranyaba kiterjesztettiik a fehérjeoldat 1 mm atmérdju iivegkapillarisban 258 K-ig
torténd talhiitésével. Mind a "N-"H, mind a “C-'H spektrumok nagy mennyiségii,
szerkezettel rendelkezd fehérje jelenlétét bizonyitottdk a legalacsonyabb és
legmagasabb hdémérsékleti pontok kivételével. Az alacsony homérsékleti
tartomanyban (valosziniileg a kitekeredés diszulfidhidakkal valo korlatozott volta
miatt) sem a “"N-'H jelek hirtelen eltinését, sem 0j rezonanciajelek megjelenését
nem tapasztaltuk még a legalacsonyabb mért homérsékleten sem, vagyis a PAF
nem mutatta a mas fehérjéknél leirt hideg denaturacio jeleit.

A kisérletek soran nem tapasztaltunk ugrasszerti valtozasok feltiing jeleit (pl.
adott homérsékleten jelek kollapszus-szeri eltiinését), a szerkezetvaltozds a
hémérséklet valtoztatdsdval folytonosan tortént (16. abra), ami a részleges
kitekeredés ,,konformacids drift” modelljének felel meg. A hiités, illetve melegités
utan (a vizsgalt tartomanyon beliil) minden esetben reprodukalhaté volt a 298 K
hémérsékleten felvett NMR spektrum. Ez a megfigyelés is arra utal, hogy a
diszulfidhidak &ltal kovalens kotésekkel is stabilizalt masodlagos szerkezeti elemek
a homérsékleti stressz soran nem szenvednek irreverzibilis modosulast.
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16. Abra: a PAF “N-'"H HSQC spektrumai a 265-347 K tartomdnyban
egymdsra vetitve, azonos konturszintekkel kirajzolva. Az abran megfigyelheto
az egyes jelek kémiai eltolodas valtozasainak eltéré mértéke és a csucsok
intenzitasvaltozasa is. A legkisebb intenzitasok a jelsorozat két szélén, a magas
és alacsony homérsékleten figyelhetok meg.

IV. 2. 2. A homérséklettol fiiggo HSQC spektrumok értelmezése

A kovetkezd fejezetekben targyalt konformécios valtozasok modellezése
azon a feltevésen alapszik, hogy az NMR spektrumokon megjelend jelek térfogati
integral értéke az adott kémiai eltolodashoz rendelhetd lokalis térszerkezet oldatban
jelenlevd koncentracidjaval aranyos. Ez a feltevés azonban csak akkor hasznalhato
kiindulopontként, ha a kisérletek soran minden oldatbeli €s mérési koriilmény
figyelembevételével meg tudjuk becsiilni, hogy a spektrumok milyen mértékben
tekinthet6k kvantitativnak. Mivel kisérleteinkkel a PAF lokalis szerkezetvaltozasait
szandékoztunk kovetni, a kvantitativitas szempontjabol konnyebben kivitelezhetd
1D NMR mérések nem johettek szoba (de amint azt a kés6bbiekben latni fogjuk,
kontroll kisérletként haszndlhatok). A lokalis szerkezeti informaciét nyujt6 HSQC
méresek kiértékelése soran viszont mindenképpen szamolni kell a 2D mddszerbdl
adodo hibalehetségekkel is.'**' A HSQC spektrumok kvantitativ értékelése nem
szokvanyos, de a kisérletek megfeleld kivitelezésével, illetve az adatok kritikus
értékelésével hasznalhatd ilyen célra, erre a szakirodalomban is talalhatunk
példat.'**
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A kisérlet paraméterezésénél figyelembe kell venni, hogy 2D mérések soran
az indirekt dimenzidoban képz6dd csucsok intenzitasat befolydsolhatja a T,
relaxdcios 1d6, a kisérlet INEPT peridodusanak hossza, tovabba az egymashoz
rendelt magok kozott mérhetd heteronuklearis spin-spin csatoldsi allando nagysaga.
A PN T, hémérsékletfiiggését ezért kisérleti iton meghataroztuk.

hémérséklet (K) atlagos N T, relaxacios idé (ms)
273 101+7
300 201+£32
320 258+25

3. Tabldzat: A PAF atlagos °N T, értékeinek hémérsékletfiiggése.

A 3. tablazatban lathatd, hogy a vizsgalt hdmérsékleteken az atlagos "N T,
relaxacios id6 a 100-300 ms tartomanyba esik. A spinrelaxdcié elméletével
Osszhangban az lathat6, hogy a T, relaxaciés 1d6 a homérséklet monoton
fliggvénye'?'.

A PAF esetében az 'Jxy csatolasi allandok az F1 dimenzidban nem-lecsatolt
PN-'H HSQC spektrumok alapjan nem mutatnak jelentds eltéréseket a szekvencia
mentén: harom aminosav kivételével (6., 24. és 39.) minden 'Jyy csatolds a
90-95 Hz tartomanyba esik (4. tablazat). Ha osszevetjiik az 'Jay csatolasi allandok
értekeit a homérséklettdl fliggd integralokkal, nem lehet Osszefliggést taldlni a
csatolas nagysaga ¢s az abszolut integral maximalis értéke kdzott.

aminosav sorszama 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
U, (H2) 92.9 947 926 930 895 93.8 93.8 937 90.6 90.9 94.7
aminosav sorszama 13 14 16 17 18 19 20 22 23 24 25
Yy (H2) 929 939 960 922 963 941 924 937 955 101.6 93.8
aminosav sorszama 26 27 28 30 31 32 33 34 35 36 37
Y (H2) 932 953 91.0 91.4 927 91.3 926 91.6 932 936 91.6
aminosav sorszama 38 39 40 41 42 44 45 46 47 48 49
U, (Hz) 93.7 1024 92.8 957 92.8 947 929 940 941 927 91.5
aminosav sorszama 50 51 52 53 54 55
Yy (H2) 942 936 929 947 942 932

4. Tablazat: 'Jy spin-spin csatoldsok a PAF szekvencidja mentén.

Az alkalmazott HSQC kisérletekben az INEPT periddusok Osszesitett ideje
kb. 22 ms volt, ezért a "N transzverzalis relaxaciobol adodé jelveszteség egyrészt
nem lehet jelentds, masrészt (a fentiek miatt) a legtobb aminosav esetében kozel
egyforma mértékii. Ugyanezen okokbdl a T, relaxacio kovetkeztében 1étrejovo, az
egyes korrelaciok esetében potencidlisan eltérdé mértékli vonalszélesedés sem
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okozhat szignifikans torzuldst a térfogati integralok egymashoz viszonyitott
értékében az elemzésiink soran hasznalt integralasi modszer hasznalata mellett (I11.
2. 5. fejezet). Az alkalmazott hsqcetgpsi szekvencidkban azonban az INEPT
periddusokban a proton transzverzalis relaxacid okozhatott veszteséget az alacsony
hémérsékletii tartomanyokban.

A vonalszélesedés ¢és az alkalmazott integraldsi modszer torzitd hatdsat egy
alternativ adatfeldolgozasi mddszerrel szimuldltuk (17. 4dbra). A kés6bb leirtakkal
azonos nyers adatokbdl kiindulva Fourier transzformacio el6tt a FID-en a szokasos
1 Hz helyett /b = 10 Hz paraméterezéssel cos?® stlyfiiggvényt alkalmaztunk. Harom
jol elkiiloniild jelre a mesterségesen kiszélesitett jelek esetében is megismételtiik a
kiértékelést, de ezuttal nem a csucsok allandd intenzitason vett térfogatat, hanem
abszolut intenzitasat figyelembe véve. Ez az értékelési modszer hasonld lefutast
gorbéket eredményezett, mint a korabbi integralasi modszer (T = 302 + 2K; 17.
abra baloldalt). A harom vizsgalt amid 'H-"N csucs integraljait a kétallapota
termodinamikai  modellel illesztve (a kovetkezd fejezetben  targyalt)
eredményeinkhez nagyon hasonlé termodinamikai paramétereket kaptunk (AH.=57
+ 3kI/M, T,=328 + 2K, T,=276 £3K, AC, = 2.1 £ 0.2 kI/M/K, AGymx = 2.4+
0.1 kJ/M/), de a masik modszerhez képest az illesztés hibdja valamelyest
novekedett (17. dbra, jobboldalt). Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a PAF
esetében a N T, relaxacios id6 eltérései nem okozhatnak jelentds hibat a térfogati
integralok értékében, amennyiben az elemzés soran a jelek alland6 intenzitason vett
integraljait vessziikk figyelembe. Nem lehet azonban kizarni, hogy a viz
viszkozitasanak valtozasa alacsony hdmérsékleten befolyasolhatja a 'H T, értékét,
¢s igy az INEPT blokkot tartalmazé kisérlet kvantitativitasat is.
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17. Abra: Erés exponencidlis silyfiiggvény hatdsa a “N-'"H-HSQC keresztcsiicsok kiértékelésére.
Bal oldalt: harom jol elkiiloniilo amid (NH) jel (C7: zold, C14: kék, T37) intenzitasa a homérséklet
fliggvényében. Jobboldalt: a T37 NH csucs illesztése a kétallapotu termodinamikai modellel. Kék:
kitekeredett, piros: feltekeredett frakcio ardanya.

Figyelembe kell venni, hogy az oldat kémhatasa is befolyasolhatja a
keresztcsucsok intenzitasat, mivel az egyedi amid hidrogének cseresebessége eltérd
lehet. A "N-"H HSQC spektrumok legnagyobb integral értéket mutatd csiicsahoz
(N, Lys 42) viszonyitva pH = 6,0-n az dsszes cstcsot figyelembe véve az atlagos
maximalis intenzitds 86+7%. Ahogy a 18. dbran lathato, a csticsok tobbségénél az
integralok maximalis értéke a legtobb jel esetében 310-330 K kozott, mig mas
csucsoknal ennél alacsonyabb hdmérsékleten volt. Ezért kontroll kisérletként sdsav,
illetve natrium-hidroxid oldattal valé titralassal megvizsgaltuk a keresztcsticsok
intenzitasat a pH = 2-11 tartomanyban, a kémhatast 0,2-0,3 értékenként valtoztatva.
Azt talaltuk, hogy a jelek tobbségénél az intenzitds maximuma pH ~ 6,0. A tobbi
aminosav (2, 10, 11, 19, 23, 32, 33. és 48.) maximalis intenzitasa pH ~ 4,0 volt. Ezt
a jelenséget a kovetkezok alapjan kezeltiik:

1.) Méréseink sordn a legtobb aminosav cseresebességének megfeleléen az oldat
kémhatasat pH = 6.0-ra allitottunk be foszfat pufferrel. A natrium-foszfat puffer
tovabbi elénye mas pufferekkel szemben, hogy az oldat kémhatisanak
hémérseklettdl valod fiiggése csekély mértékii: a vizsgalt hdmérsékleti tartoméanyon
beliil (265-344 K) ApH < 0,25.'%'97 Ekkora valtozas a csticsok térfogati integraljat
kevesebb mint 1%-al befolyasolhatja, ezért a puffer kémhatdsanak
hémérsékletfiiggését az elemzés soran elhanyagoltuk.

2.) Mivel a pH-t az 1. pont alapjan allandonak tekintettiik, az egyes csucsok
térfogati integraljdnak maximalis értékét vettilk 100%-nak. Mdas szoval a relativ
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intenzitdst nem a (globalisan) legnagyobb integrdlra, hanem az aminosav
egységenként vett legnagyobb (NH vagy CH) térfogati integralra normaltuk.

3.) Az oldoszerrel valo csere egzakt figyelembevétele magas ¢€s alacsony
hémérsékleteken nagyon bonyolult lenne. Annak érdekében, hogy ezt elkertiljiik, a
kisérlet figyelmes kivitelezésével — a 90°-o0s impulzusok minden egyes
hémérsékleten vald kalibralasdval a homérsékleti egyensuly bedllta utdn —
igyekeztiink az oldoszerrel vald csere intenzitastorzitd hatdsat a lehetd legnagyobb
mértékben csokkenteni, mivel a helyes kalibracio mellett kivitelezett HSQC
kisérlet soran a viz magnesezettsége a +z irdnyban marad az adatgylijtés kezdete
elott, ezzel minimalizalni lehet az amid protonok cseréjébdl adodo
intenzitastorzulast.

abszolut integral

L L 1 1 2
260 270 280 280 300 310 320 330 340 350
hémeérséklet (K)

18. Abra: A PAF fSlinc amid 'H-"N keresztesiicsainak
(PULCON"#"11% szerint korrigalt) térfogati integraljai a
homerséklet fiiggvényében.

A fent leirtak alapjan nem feltételezhetd, hogy magas és alacsony
hémérsekleten a térfogati integralok a 18. abran lathat6 nagymértékli csokkenését
relaxacios hatasok vagy az oldoszerrel valo csere okozna. Mivel a kisérletek soran
nem valtozott a fehérjekoncentrécio, a térfogati integralok valtozéasa a tobbi tényezd
kizarasaval a fehérje mas konformdcioval vald cserefolyamataira utal. Ebben az
esetben viszont felvetddik a kérdés, hogy vajon miért nem latjuk a minor
konformacio jeleit az NMR spektrumokon? Erre tobbféle magyarazat is adodhat.
(1.) Eléfordulhat, hogy ezeken a hémérsékleteken nem egy, hanem tobb minor
konformacid is létre jon, melyek egyenként olyan alacsony populécioban vannak

rom

jelen, hogy jeliik nem megfigyelhetd'® (mint késébb latni fogjuk, eredményeink a
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"o

tobbhelyli csere lehet0ségét erdsitik meg). (2.) A cserepartner NMR jele akkor is
rejtve maradhat, ha a f6 konformacidval vald cseresebessége akar a 'H, akar a "N
kémiai eltolodas idoskalan a kozepes tartomanyba esik. Ennek eredményeképpen a
cserepartner széles €s alacsony intenzitasu jelet ad, ami beleolvad az alapvonalba. A
két magyarazat kombinaciojaként példaul haromhelyli csere is okozhatja az egyik
cserepartner jelének rejtve maraddsat, amit az aldbbi szimulalt™ spektrumok
szemléltetnek (19. abra).

r T T T T T T T T 1
11.0 10.3 10.0 9.5 9.0 8.3 8.0 7.5 7.0 €.5 PPm

19. Abra’: A hdromhelyii csere egy esetének szimuldcidja. A szimuldlt
spektrumok azt az esetet szemléltetik, mikor a megfeleld cseresebesség és
populacio-aranyok fennallasakor minor (de nem elhanyagolhato
mennyisegii) allapotok NMR jele nem emelkedik ki az alapvonalbol. A
szimuldcio soran hasznalt parameéterek: #1 és #2, ill. #1 és #3 kozott
1-30 s (a spektrum jobb szélén valé jelzés szerint), mig a két minor
populaciéo (#2 és #3) cseresebessége 850 s'. LB=20 Hz (line
broadening). Az egyes dllapotok kémiai eltoléddsa és populacioja:
#1: 9,5 ppm, X;=0,60; #2: 8,0 ppm, X>=0,25; #3: 7,0 ppm, X;=0,15. A
#3 dllapot jele ebben az esetben teljesen eltiinik a spektrumokrol, ami az
NMR mdodszer szamdara lathatatlan dllapotot eredményez.

IV. 2. 3. A PAF Kkitekeredésének termodinamikai modellezése

A HSQC keresztcsucsok integraljainak termodinamikai modellel vald
illesztése meglepd eredményeket hozott. Az integralok hdmérsékletfiiggése minden
aminosav esetében hasonld lefutasi harang alaki gorbét adott (18. ébra), de az
egyes egységek integraljanak maximumai eltértek egymastol és ez alapjan két jol
elkiiloniild csoportot képeztek. Ugyanez a tendencia az illesztés alapjan kapott AG,

* A szimulalt spektrumok Dr. Rohonczy Janos szdmitdsainak eredményei, melyet a disszerticio alapjdul
szolgalo (Fizil et al. Chemistry, 2015) publikdcio kiegészité anyagdaban kozoltiink
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értekek hémérséklet €s aminosav egység fliggvényében vald abrazoldsakor is
latvanyos (20. dbra). A "N-'"H HSQC spektrumon a maximalis intenzitasok alapjan
az elsd csoportba a K2, S10, K11, D19, K30, F31°, D32, N33 és Y48 egységek
keriiltek. A masodik csoportba az sszes tobbi értékelhetd™ egységet soroltuk (a
szekvencia mentén 3,4, 5,7, 8,9, 13, 14, 16, 18, 20, 21, 24, 25, 26, 27, 34, 36, 37,
38, 39, 40, 42, 44, 47, 50, 51, 54, 55 aminosavakat). Az illesztés sordn kapott
termodinamikai paraméterek atlagos értékei alapjan ugyanezt a két csoport lehetett
elkiiloniteni: Tiowi = 27124 K; Tiowz= 28144 K, Traxt = 28917 K; Traxe = 3064 K.

AG, (kKI/M)

4\0\" ~ / 360
i ~ o 340
’?7100391/ 2; - o — am \
~~ — 300 \u
) < etV
rs?ém T 280 rse\‘\e
@ 0 260

20. Abra: A AG, hémérsékletfiiggése aminosavanként a
ketallapotu  kitekeredési modell szerint. Az 55-nél nagyobb
sorszamok az Asn NH, oldallancokra vonatkoznak. A lapos AG,-T
értékek a nem értékelhets egységekhez rendelhetok.

A két csoport elkiiloniilését legmarkansabban az mutatta, hogy
fehérjekitekeredés a szakirodalomban elfogadott kétallapota
Becktel-Schelmann-féle termodinamikai modellje® alapjan csak az els6 csoportba
tartozd egységeket lehetett elfogadhaté hibahatar alatt (6nkényesen 6%-ot
hatdroztuk meg toleralhatd hibahatdrnak) illeszteni. A két csoportot a PAF

* A K30 és F31 aminosavak az eredeti publikdcioban (Fizil et al. Chemistry, 2015) kézoltek szerint az 1.
csoportba sorolhatok. A publikacios folyamat soran az értékelés paraméterein a birdalo javaslatara kis
mértékben valtoztattunk, ennek kévetkeztében az illesztés hibdja ezekben az esetekben valamivel 6% folé keriilt,
ennek ellenére a két emlitett aminosavat tovabbra is az 1. csoportba soroltuk. Az egységesség kedvéért a
dolgozatban is ezt kévetem.

** Egyes esetekben eldfordult, hogy adott homérsékleteken két jel dtfedése miatt a térfogati integralok nem
adhatéak meg pontosan, ezeket az egységeket az értékelés sordn nem vettiik figyelembe. Ertékelhetd egység
alatt azokat a jeleket értem, melyek térfogati integradljai a teljes hdmérsékleti tartomanyban megszakitas nélkiil
értékelhetéek voltak.

75



IV, Eredmények és értékelésiik

térszerkezetén szinekkel jelolve azt az eredményt kaptuk, hogy az 1. csoportot
alkotd aminosavak a fehérje nem-konzervalt hurok régidiban helyezkednek el, mig
a 2. csoport tagjai jellemzden a konzervalt régioknak felelnek meg, melyek
tobbsége H-hidakkal stabilizalt -szélat alkot (21. 4bra).

PAF (2KCN) ANYTGKCTKERVECK YKNEAGKDTF IKCPEEMMK KCTKDNNKCTVD TRNNAVDCD -~ -
AFP (1AFP) ATYNGKCYKKDNICKYKAQSGKTAICKC---YVKKCPRDGAKCEFDSYKGKCYC----
XP_001262586 LEYKGECFTKDNTCKYKID-GKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH
XP_384921 LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY - - -
EP526293 SKYGGECNLKTNACRYTKG-GKSVFVPCGTAANKRCKSDRHHCEYDEHHKRVDCQ TPV
XP_001391221 SKYGGECSVEHNTCTYLKG-GKDHIVSCPSAANLRCKTERHHCEYDEHHKTVDCQTPV

21. Abra.: Feliil: a PAF szalagos megjelenitése a kétallapotii modell illesztési
hibahatarainak jelélésével. Piros: kétallapotu modellel 6%-os hibahatar alatt
illesztheto régiok. Kék: haromdllapotu modellel illesztheté régiok. Sziirke:
nem megfigyelhetd régiok. Alul: a PAF szekvenciaillesztése néhany homolog
fehérje szekvencidjaval. Piros kiemeléssel a kétallapotu modellel illesztheto
egységek lathatok, melyek nem konzervalt hurok régiokban helyezkednek el.

A kétallapotti modellel valo illesztés hibajat tekintve nem meglepd, hogy a
két csoport tagjaira kapott atlagos termodinamikai paraméterek is eltérnek. Ez
alapjan gy tlnik, hogy a PAF kitekeredése (az 1. csoport tagjait leszdmitva) nem
magyarazhatd két (egy feltekeredett és egy kitekeredett, /' és U) konformacios
allapottal, hanem legalabb egy harmadik (/ vagy U,) allapot feltételezése
sziikséges. A haromallapoti modell bevezetése szignifikansan csokkentette az
illesztés hibajat minden megfigyelhetd egységre nézve (illesztés hibdja < 5%),
beleértve az 1. csoport tagjait is (1. h. < 2,5%). A 2. csoport egy reprezentativ
példajanak” kétféle modell szerint illesztését a 22. dbra szemlélteti.

* Az Osszes megfigyelhetd aminosav egység mindkét-féle modellel torténd illesztése grafikusan abrazolva
megtalalhato az eredeti publikacio kiegészité anyagaban (9-25 oldal), mely az alabbi linken érheto el:
http://onlinelibrary.wiley.com/store/10.1002/chem.201404879/asset/supinfo/chem 201404879 sm_miscellaneo
us_information.pdf?v=1&s=d5dd97617bb99596b527c3880454882fcd1ca683
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22. Abra: A 14. cisztein amid NH keresztcsiics hémérséklettdl fiiggd
terfogati integraljanak illesztése a két és haromallapotu modellel. Baloldalt:
kétallapotu  kitekeredési modell, az illesztés hibdja 11 %. Piros o:
feltekeredett (F), kék : kitekeredett (U) frakcio populacidja a homérséklet
fiiggvényében. Jobboldalt: illesztés a haromdllapotu modellel, az illesztés
hibdja 1,77%. Piros o: F, z6ld +: I, zéld *: U, kék 0. I és U populaciojanak
osszege.

A harom konformaciés allapot kozotti atalakulds elméletileg kétféle
utvonalon is torténhet: vagy egy atmeneti forman keresztiil: * — I — U (rdviden
»~FIU” modell), vagy két egymastol fliggetlen konformacidvaltozas torténik:
F— U és F — U, (réviden FU; modell). Adataink mindkét modell segitségével
jol illeszthetdk; az illesztés hibajanak kiilonbsége nem utal az egyik vagy masik
modell nagyobb valosziniiségére. Mivel a kitekeredett konformaciokrél nem
rendelkeziink direkt informacidval, az adatok interpretalasakor dnkényesen a FIU
modell mellett dontottiink. Ebben az esetben a két atalakuldsi esemény miatt
megkétszerezddik a kiszdmithatd termodinamikai paraméterek szama és az igy
kapott eredmények konforméciovaltozasi eseményenként hasonlithatoak Ossze a
kétallapoth modell eredményeivel. A haromallapoti modell F-I atmenetére
energetikailag hasonld paraméterek szamolhatok ki az 1. csoport tagjaira, mint amit
a kétallapota modellel kapunk: AH, = 6513 vs. 66+9 kIM™, AC, = 1,8+1,1 vs.
3,7+ 1,1 KKM'K™! (és ez a kétallapoti modellel rosszabbul illeszthetd 2. csoportra
is igaz). Ezzel szemben az [-U atmenetre mindkét csoport esetében joval nagyobb
AH,; értékeket kaptunk (melyeknek szorasa is nagyobb volt). A két esemény kozotti
kiilonbség a 2. csoportndl volt nagyobb, ami arra utalhat, hogy a 2. csoport
esetében az /-U atmenet termodinamikailag jobban gétolt folyamat mint az 1.
csoportndl. Ez 6sszhangban van azzal, hogy a 2. csoportot alkotd6 aminosavak zéme
hidrogénhidakkal és diszulfidhidakkal stabilizalt régioban helyezkedik el. Abban az

esetben, mikor az elemzéshez a “C.H., magok jeleit hasznaltuk, az intermedier
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forma okozta jellegzetes lefutasu gorbéket (vagyis az integralok csokkenését a
fehérje-stabilitis szempontjabdl extrém hdmérsékleteken) az amid "N-'"H magokon
vald detektalashoz hasonléan itt is ki lehetett mutatni, de az igy kapott
termodinamikai paraméterek némileg eltértek a korabbiaktdl (hiszen a fehérjén
beliil is eltérd lokalizacioju ,,megfigyelé” magokat alkalmaztunk). Tovabba az
illesztések hibaja alapjan nem lehetett hatdrozott kiilonbséget tenni az 1. és 2.
csoport kozott, az illesztési hibak dsszességében is magasabbak voltak.

AHu Thigh Tlow Tmaxstab ACp AGu_max Hiba
(kM) (K) (K) (K)  (KIMK) (KIMK) (%)
15N-TH 1.csoport 669 307+10 271+4 289+7 37111 19202 412
2.csoport 46+5 331+5 281+4 306+4 18102 18+0,2 15+3
ERIT 1.csoport 35+11 329+5 290+10 309+15 18104 1,105 11+2

2.csoport 36+10 330+16 292+5 310+21 20+x05 1,1+05 10+2
5. Tablazat: a kétallapotu kitekeredési modellel szamolt termodinamikai paraméterek dtlaga.

AH T T T Ac AG Hiba

u high low maxstab u_max

(kJ/M) (Kg) (K) (K) (kJ/l\/T/K) (KJIMIK) (%)
1.csoport 65+13 353+39 271+5 312+44 18+11 38+16 21+06
2.csoport 343 393+12 284+5 338+16 05+02 27+04 2606
1.csoport 176 +196 334 +37 246+35 290+72 26+25 286+1,1 1606
2.csoport 273+78 334+30 218+48 276+51 3,7+30 249+02 29+0,8
6. Tabldazat: a haromallapotu kitekeredési modellel szamolt termodinamikai paraméterek atlaga a
FIU modell esetében kiilon F-I és I-U atalakulasi eseményekre.

F—1

|- U

A hoémérsékleti kitekeredés modellezése soran az illesztések teljes
rendszerre vonatkoztatott hibajanak minimalizaldsa alapjan igy becsiiltiik, hogy a
PAF esetében az NMR-rel megfigyelhetd formahoz képest a rejtett konformaciok
aranya elérheti a 30%-ot még szobahdmérsékleten is, ahol a lathaté konformaciod
aranya a legnagyobb. Ez az adat meglepd lehet, de a szakirodalomban nem teljesen
példa nélkiili. A kitekeredett frakcio aranyat 8%-ra becsiilték egy hdsokk fehérje
esetében'®, és 37%-ra az élesztd frataxin fehérjénél®. A teljes rendszerre
vonatkoztatott illesztési hiba a modellvalasztastol fliggetleniil (FU, FIU vagy FU>)
akkor volt a legalacsonyabb, amikor a modellezés soran a maximalis stabilitast
hémérsékleten a feltekeredett frakcid populaciojat 0,6-0,7 kozotti értékekre
allitottuk (23. 4bra), ahol a teljes fehérjekoncentracio = 1).
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23. Abra: Az illesztés teljes rendszerre vonatkoztatott hibdja
a lathato konformdcio maximalis stabilitasu populdacidja
fiiggvényében a "N-'"H HSQC spektrumok alapjdan. Modell
jelélések: piros = FU, zold = FIU, kék: FU,.

Hogy megerdsitsiik a fenti modellezésbdl kovetkezd feltételezést, a rejtett
konforméciok™ a lathatdakhoz viszonyitott aranyat fiiggetlen kvantitative NMR
mérésekkel is megbecsiiltiikk. Referencia vegyliletként harmadlagos szerkezettel
nem rendelkez8™ '"N-jelzett alanin felhasznalasaval szintetizalt RAQI (azaz
arginin-("°N)alanin-glutamin-izoleucin) szekvencidju tetrapeptidet hasznaltunk,
mely a "N-'H HSQC spektrumon egyetlen jelet ad (a "N-Ala amid nitrogén és
hidrogén korrelaciojaként). ElsOként az ismert koncentracioju tetrapeptid és PAF
D,0O-ban feloldott oldatan preszaturacios vizelnymas mellett (zgpr) mért 1D 'H
NMR spektrumain kivalasztottunk egy-egy alacsony kémiai eltolodasu metil jelet
(mivel a vizelnyomasnak ebben a régioban mar nincsen jelintenzitast torzito
hatasa). Az 1D spektrumok integraljai alapjan a vart koncentraciok kozotti eltérést
az 1D NMR elvarhatdo kvantitativitdsanak megfeleléen 2%-on beliil volt, ezt

* Az NMR modszerrel kozvetleniil nem megfigyelhet6 konformaciokra publikaciokban és eléadasokon idénkeént
a kozismert kozmologiai sétét anyag elmélettel analog modon ,, NMR sétét anyag ’-ként hivatkozunk. Az ilyen
elnevezés népszeriisité irodalomra emlékeztetd jellege miatt a dolgozatban tovdabbra is a ,, rejtett”, illetve ,,nem
megfigyelhetd” kifejezéseket haszndlom.

** 4 RAQI szekvenciaju tetrapeptid szerkezetét azonos oldatkériilmények kozott elokészitett mintan eldzetesen
vizsgdltam. A vdrhaté aminosavegységen beliili és szekvencidalis NOE-kon kiviil (pl. H",-H"..;) a peptid
NOESY spektruman nem lathatok szekvencidlisan tavol esé atomoktol szarmazo keresztcsucsok, ami arra utal,
hogy a peptid a vizsgalt idoskalan rendezetlen szerkezetii. A kisméretii peptid azért alkalmas referencia
molekula, mert ha rendelkezik is harmadlagos szerkezettel akkor az a peptid olyan konformdciok sokasdgaként
jon létre, melyek kozott az atalakulas gyors, ezaltal a mért spektrum lehet kvantitativ, ellentétben a PAF rejtett
konformdcioi dltal okozott jelenségekkel.
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crer

Ezzel az egyszerli mddszerrel azt zartuk ki, hogy a PAF tomegbemérés ¢s UV
abszorbancia alapjan vald koncentrdci® meghatdrozds esetleges hibdja lenne
Osszefiiggésbe hozhaté a hianyzo6 jelintenzitassal. Ezzel szemben, amikor a
konnylivizes oldatban feloldott minta “"N-"H-HSQC jeleinek térfogati integralja
képest, a szaraz liofilizatum tomegbemérése ¢és UV abszorbancidja alapjan
varhatonal szobahémérsékleten is 20-27%-kal kisebb koncentracidt kaptunk attol
figgden, hogy a PAF mely keresztcsucsanak térfogati integral értéke alapjan
szamoltunk. Ez a jelenség a IV. 2. 2. fejezet elején mar kifejtett, nagy
valoszinliséggel kizarhatd potencialis hibaforrasokon kiviil tovabbi harom
jelenséggel magyarazhato: (1.) a PAF-ban valoban vannak az adott HSQC technika
koriilményei kozott nem megfigyelhetd konformerek. (2.) Rovid 'H T, relaxéacios
idok esetében homérséklettdl fiiggd jelveszteség 1éphet fel. Utobbi azzal
magyarazhat6, hogy a globalis korrelacios 1d6 (z.) a viz viszkozitdsvaltozasatol és
azzal Osszefiiggésben hdmérséklettdl is fiigg'”®, és ennek leginkabb alacsony
homérsékleten lehet a jelintenzitast torzitd hatasa. A valdsagban valdsziniileg
mindkét jelenség egyszerre fejti ki hatdsat, és ez tovabb bonyolitja a nem
megfigyelhetdé konformacié mennyiségének meghatarozasat. Mivel magas
hémérsékleten (330-347K) a varhatd T,-relaxacids jelveszteség kevésbé jelentds
mint alacsony hémérsékleten, a ténylegesen mért jelveszteség viszont nagyobb
mértéki (73. oldal, 18. dbra) mint a vizsgalt legalacsonyabb hdmérsékleti ponton
(265K), az wvaloszintsithetd, hogy magas homérsékleten a jelveszteséghez a
lathatatlan konformaciok is jelentésen hozzajarulhatnak. Végil, (3.) magas
hémérsékleten a 'H T, relaxacios id6 novekedésének hatasa is csokkentheti a
detektalt jelintenzitast, amennyiben a HSQC spektrumok paraméterezésénél
minden hOmérsékleten egyforma repeticios id6t hasznalunk®, mert jeltelités
kovetkezhet be. Mivel legnagyobb részben ez a paraméter hatdrozza meg az NMR
mérések hosszat, az indokolatlanul hosszl repeticids id6 sem jelenthet megoldast,
ezért a (D1) kisérleti paraméter optimalizaldsa leginkabb tapasztalati uton torténhet,
mivel a szakirodalomban jelenleg nem taldlhatdé megfeleld adat fehérjék
hémérséklettd] fiiggd elméleti 'H T, relaxacios idd értékeire. Ugyan kisérleteinkben
allandé (D1 = 2.5 s) repeticios 1d6t alkalmaztunk, a III. 2. 5. fejezetben kifejtett
kontroll kisérletekkel kizartuk annak a lehetdségét, hogy ez az effektus jelentds
hatéssal lehet a detektalt jelek intenzitasara.

*A HSQC kisérletek paraméterezését a Ill. 2. 5. fejezetben fejtettem ki
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IV. 2. 4. A rejtett konformaciok jellemzése

Az el6z0 fejezetekben leirt okfejtés alapjan azzal a meglepd ténnyel talaljuk
szemben magunkat, hogy az oldatfazisi NMR moddszerekkel vizsgalt fehérjeminta
szamottevd mennyiségben tartalmazhat olyan konformacios allapotokat, melyekrdl
azon kiviil hogy az oldatban valamilyen ardnyban jelen vannak a lathat6 forma
mellett, nem tudunk semmit. Ahhoz, hogy a minor konformaciok szerkezetérdl
informacidt szerezziink, haromféle megkozelitést alkalmaztunk. Elséként a "N-'"H
kémiai eltolodasokat elemeztiikk a fenti modellek alapjan feltételezett populacidok
figyelembevételével, majd a rejtett cserepartnerek egy kisebb hanyadat kozvetlentil
is azonositottuk a "N-CEST modszer segitségével. Végiil, a kisérleti iton nyert
adatokkal —megkotott sokasagon alapuldé molekuladinamikai  szimuldciok
segitségével alkottunk modelleket a rejtett cserepartnerek szerkezetérdl.

Els6 megkozelitésként a hdémérséklet fiiggvényében mért kémiai
eltolédasokat elemeztiik azzal a feltételezéssel, hogy minden konformacio
hozzéjarul a megfigyelhetd kémiai eltolodashoz, és a hozzajarulds ardnyban all a
alapjan allitottunk be). Ez a fenomenologikus megkdzelités a konformacios drift
modellen alapszik, mely szerint azt feltételezziik, hogy minden konformdacios
allapot kémiai eltolédasa linearisan fligghet a hdomérséklettdl. Kétallapotu
kitekeredés esetében tehat azt feltételezziik, hogy a megfigyelhetd kémiai eltolodas
az I és az U allapotok stlyozott atlagaként adodik, igy a kémiai eltolodés valtozasa
kiszamithatd. Ezzel a modszerrel az U éllapot kémiai eltolédasa ugyan nem
szamolhaté ki, de arrdl szerezhetiink szamszeri informdaciot, hogy F és U
szerkezete milyen mértékben kiilonbozik egymastol a kémiai eltolodasok
kiillonbsége alapjan. Ezzel a szamitassal a legnagyobb "N kémiai eltolodas
kiilonbségeket a 3, 47, 54 és 55. aminosavakra kaptuk, melyek mind a PAF
termindlis régioihoz esnek kozel (késébb latni fogjuk, hogy a CEST kisérletek
sordn is ezek a régiok adtak mérhetd effektust). Fontos megemliteni, hogy a PAF
esetében sem a N, sem a '"N-'H kombinalt kémiai eltolodasokat nem lehetett
megfelelden illeszteni olyan kozelitéssel®, mely soran U és F kozott gyors cserét
feltételeziink, és a kémiai eltolodast homérsékletté]l fiiggetlen mennyiségként
kezeljiik.
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24. Abra: A Cys7 “N kémiai eltoléddsainak illesztése F és U
populdciok alapjan. Baloldalt a piros karikdk a kisérleti pontokat, a
fekete vonal az illesztést jeloli. Jobboldalt F (zélddel) és U (kékkel)
feltételezett N kémiai eltolédas valtozdsat, pirossal pedig a kettd
kiilonbsegét abrazoltuk.

N-CEST Kkisérletek segitségével a PAF oldataban 1étrejovo, lasst cserében
résztvevd minor konformaciok jelenlétét mutattuk ki. A kisérleti koriilmények
optimalizalasa utan 298 K-n és pH = 6.0-n a PAF rejtett konformacidinak jelenlétét
mutattuk ki a polipeptidlanc mindkét terminalisanak kozelében: CEST effektust
mutatott a Tyr 3, Thr 47, Ala 51, Asp 53 és a Cys 54 N". A CEST-profilok
illesztésével'™  kinetikai és a rejtett konformaciok aranyara vonatkozd
paramétereket is meg lehetett hatarozni. Szimultan illesztést kovetden az 6t érintett
egységre vonatkoztatva a csere atlagos sebességi allandoja Kex = 165+62 s, a
minor konformaciok populacidja pedig ps = 0,15+0,02%-nak adoédott. Ami a CEST
eredmények kapcsan igazan meglepd volt, hogy a minor és major konforméciok
kémiai eltoloddsanak kiilonbsége akar a 11 ppm-et is elérte (az Asp53 esetében),
ami a f6 formahoz viszonyitva igen jelentds mértékii szerkezeti kiilonbségre utal.
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25. Abra: Négy kémiai csere effektust mutaté egység CEST profilja. Az iires karikik a
kiserleti pontokat, a folytonos vonal azok illesztését jeloli.

A major konformaciotol valé relativ kémiai eltolodasbeli eltérés
(ppm egységben kifejezve) Tyr 3 = -6,7+0,3; Thr 47 = -5,9+0.2; Ala 51 = +5,0+0,2;
Asp 53 = -11,3£0.4 és Cys 54 = -4,4+03 volt. Erdekes modon a CEST
kisérletekben effektust mutatéd 6t egység koziil harom azok koz¢ tartozott, melyekre
az U kémiai eltoloddsanak becslése alapjan a legnagyobb eltérést mutatta a
feltekeredett formatol.

"o

Molekuladinamikai szimulacidval® eldallitott konformacids sokasagbol
szelektalt, a CEST kémiai eltolodasoknak leginkabb megfeleld6 modellek olyan
szerkezet jelenlétére utaltak, melyben a fehérje C-terminalisahoz legkdzelebb es6
B—szal sériil az antiparallel szaltol torténd eltdvolodasa révén. (A szelekcid soran

*A molekuladinamikai szimuldciokat Dr. Gaspari Zoltan (PPK) tervezte, kivitelezte és értékelte, melyek rovid
technikai leirasat és értelmezését a fejezet végeén targyalom részletesebben.
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azt feltételezték, hogy a CEST effektust nem mutaté aminosavak esetében a kémiai
eltoloddas nem valtozott a mérhetd konformerhez képest.) Erre a nagyfoku
konformaciovaltozasra az Asp 53 "N" (CEST modszerrel kimutathato) minor
formajanak nagy kémiai eltolédas kiilonbsége (-11,3 ppm) utal, és az 54.
ciszteinhez kozeli pozicidja miatt felveti akdr a  diszulfidmintazat
atrendezddésének'” lehetdségét is (26. abra). Hasonlo jelenséget mar korabban is
megfigyeltek a BPTI fehérje esetében.'”

Thr47

» Ala51
Asp53

26. Abra: A PAF (z6ld) és CEST (kék) a mért
kémiai eltolodasok alapjan varhato  folanc
konformacidja. A jelentdsebb eltérést mutato
helyeken az oldallancot is kirajzoltuk.

A fentiek alapjan valosziniisithetd, hogy a PAF a térszerkezetének a
valosagot megfelelden fedd leirdsa az NMR szadmara lathato és lathatatlan formak
egymastol eltérd dinamikdju konformacids sokasdgok jellemzésével adhatdé meg.
Azért, hogy ezekhez a sokasdgokhoz konkrét szerkezeteteket is rendelhessiink, a
hémérséklettél fliggd NMR mérések termodinamikai modellezését partneriink”
segitségével olyan molekuladinamikai szimulaciokkal egészitettiik ki, melyekben
kisérleti adatainkat bemeneti adatként hasznaltak fel.

A kisérleti adatokkal Osszeegyeztethetd konformacidés sokasagok
létrehozasahoz kétféle modszert alkalmaztak. Amikor a jol meghatarozott atlagos
térszerkezethez képest a ps-ns iddskalan valo kisebb mértékii elmozdulasok leirasa
volt a cél, melyek az NMR modszerrel kozvetleniil megfigyelhetd térszerkezet
valtozasait tiikrozik, akkor az 1j, pontositott térszerkezetbdl (pdb kod: 2MHYV)
kiindulva bemeneti adatként hasznaltdk fel a rendparamétereket'®. Ezen
szimulaciok soran a molekuldk bels¢ mozgéasait az S? rendparamétereknek

*4,,MUMO” MD szimulaciokat Dr. Gaspari Zoltan (PPK) tervezte, kivitelezte és értékelte.
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megfelelden korlatoztak, a konformécios valtozasokat ilyen médon feleltették meg
a kisérleti adatoknak. Ezt tgy érték el, hogy egyidejiileg tobb molekulat
szimuléltak és a paramétereket az egyes replikakon egyidejiileg értelmezték. '

A maésik modszert a nagyobb konformdcidos teret bejard valtozasok
jellemzésére alkalmaztdk: azt kivantdk vizsgalni, hogy mennyire térnek el
egymastol a magas és alacsony homérsékleten megjelend, részlegesen kitekeredett
formak. Ekkor — az el6zdekkel szemben — nem a szimuldcidt futtattak
megkotésekkel, hanem egy megkdtéseket nem alkalmazo szimuldcié soran
1étrejovo nagyszamu konformacio koziil valasztottak ki azokat, amelyek a kisérleti
adatoknak, ebben az esetben az adott homérsékleteken (265 és 347 K-n) mért
kémiai eltolédasoknak leginkabb megfeleltek. A kivalasztasi eljaras azon alapult,
hogy a kiindulasi sokasag egyes szerkezetei egyenként hanyszor keriilnek bele a
kétféle homérsékletet jellemzo szelektalt sokasagba, és az igy kapott adatok alapjan
azokat valasztottdk ki, melyek kozt a legnagyobb kiilonbség mutatkozott a két
sz€ls6 homérsékletet jellemzé sokasagba vald bekeriilés gyakorisagdban. Ez
biztositotta, hogy az igy létrehozott sokasagok az adott homérsékletre jellemzd
térszerkezet-beli jellegzetességekben a lehetd legnagyobb kiilonbségeket mutassak.
Az igy kapott modellek — mivel kevés adatra tdmaszkodnak — nem tekinthetok
olyan mértekben megbizhatonak mint az kisebb fluktudciokat reprezentalod
szimulaciok, de ezekre alapozva annyi megallapithatd, hogy a varakozasoknak
megfelelden a PAF nem tekeredik ki teljesen; a szerzeti valtozasok leginkabb a
hurokrégiokat érintik, és a valtozds mindségileg eltér a hideg és a meleg
tartomanyban (27. abra”).

Kisérleti eredményeink a molekuladinamikai szimuldcidokkal 6sszhangban
arra engednek kovetkeztetni, hogy a PAF fehérje térszerkezete még a maximalis
stabilitdsi  hémérsékleten is egymasba atalakulo, NMR spektroszkopiaval
kozvetleniil megfigyelhetd és nem megfigyelhetd allapotok sokasagaként irhato le.
A hoémérséklet emelkedésével vagy csokkenésével ez az egyensuly a nem
megfigyelhetd allapotok irdnydba tolhato el, az extrém hOmérsékleten létrejovo
formak pedig nem csak a megfigyelhet6tdl, de egymastol is kiilonboznek
térszerkezetiiket tekintve (27. abra).

*A 26. és 27. dbrdkt szerzétarsunk Dr. Gaspari Zoltan (PPK) készitette, ezeket a disszerticiohoz az 6
engedélyével hasznaltam fel.
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27. Abra: A generdlt PAF konformdciés sokasigok félancanak megjelenitése.

Cian: a ps-ns dinamikdt reprezentdlo sokasdg. Piros: a meleg- kék: és hideg

homeérséklethez tartozo konformaciok. Alul a modellek aminosavszekvencia

fliggvényében abrazolt lokalis RMSD értékek lathatok.

A kozvetleniil mérhetd fizikai mennyiségek és a fenti megkdzelitésekkel
nyert modellek illesztése arra utal, hogy azok a tényezdk, melyek a kémiai
eltolédasok homérsékletvaltozas hatasara torténd valtozasat okozzak, a vizsgalt
tartomanyon belill linedrisan valtoznak a hdémérséklettel. Ezen befolyasolo
tényezOk koz¢ a lokalis geometria, a hidrogénhidak, szolvatacios hatdsok ¢és a kis-
populacidju allapotokkal valo csere sorolhatd. Ezért a hdmérsékleti stressz hatasara
1étrejove  szerkezetvéltozasok leginkdbb az Un. ,konformdacios drift” modell
segitségével irhatok le. A fentieket Osszefoglalva, a ,lathatatlan” konformaciok
létének figyelembe vételével olyan cserepartnerre bukkantunk, mellyel valo
cserefolyamat idéskalaja a milliszekundum iddskalara tehetd. Ez a felismerés
megvaltoztatjia a PAF szerkezetérdl alkotott képiinket: az oldatfazisu szerkezet
egészét tekintve nem csupan egy a ps-ns iddskalan kis mobilitdsi merev
molekularol van szd. Feltételezéseink szerint a PAF ennél joval Osszetettebb
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konformacids teret jar be: az NMR modszer szamara lathatd éles "N-'H jeleket a
1étez6 konforméciok {6 tomege, kb. 70-80%-a adja, melynek detektaldsaval a
fehérje nativ allapotarol szerezhetiink informaciot. A maradék kb. 20-30% nagyobb
részt a kozepes cseresebesség tartomdnyaba esik, ezért kozvetleniil nem
megfigyelhetd, kisebb részben pedig a nativ konformacidval vald lasst csere révén
CEST moddszerrel kimutathat6 és jellemezhetd.

IV. 2. 6. A rejtett cserepartnerek jelentésége az NMR-alapu
szerkezetmodellezésben és a fehérjeanalitikaban

Ahogy kordbban mar utaltam ra, a kisméretli, sok toltott oldallanccal
rendelkezé fehérjék (mely tulajdonsagok 4&ltaldban az antimikrobidlis hatasu
fehérjeéket jellemzik) a globularis fehérjék kozott kivételesnek tekinthetdk, mert
csupan primer szekvencidjukat tekintve (a diszulfidhidak nélkiil) spontan nem
tekeredhetnének fel, inkabb a rendezetlen fehérjékre hasonlitandnak'’, ahogy azt az
IV. 1. 2. fejezetben leirt kisérletsorozat is jol példazza. A szakirodalomban a
fehérjék kitekeredett frakcidinak aranyarol kevés kisérleti adat talalhato, ezért nem
zarhatdo ki az a lehetdség, hogy a globularis fehérjék vildgaban altaldnosnak
tekinthetd, hogy dinamikai szempontb6l valtozatos de az elérhetd
mérOdmodszerekkel nem megfigyelhetd szignifikans mennyiségli konformacios
izomer — mint esetiinkben is — még szobahdmérsékleten is szamottevo
mennyiségben alakulhat ki az oldatban. Az olyan esetekben, mikor a kdzvetleniil
nem-detektalhato formdk aranya jelentés a megfigyelhetével szemben, a
spektroszkopiai paraméterek fehérjeszerkezet vonatkozasaban torténd értelmezése
igen Osszetetté valhat, mivel bizonyos NMR paraméterek (pl. a "N-spinrelaxacio)
csak a detektalt konforméciora vonatkoznak, mds paraméterek viszont a teljes
rendszert jellemzik (pl. skalaris csatolasok, vagy gyors csere esetében® a kémiai
eltolodasok). Madas szavakkal Kkifejezve: minél nagyobb a ,lathatatlan”
konforméacidk ardnya a lathatd(ak)hoz képest, a spektroszkdpiailag mérhetd fizikai
mennyiségek molekulamodellezéshez vald felhasznalhatésaga annal nagyobb
mértékben fiigg attél, hogy a minor forméak adnak-e jarulékot a mért mennyiséghez.

A rejtett konformaciok tovabba hiba forrasat jelenthetik az NMR modszerrel
torténd peptid- ill. fehérjekoncentracio mérésekor is, és magyarazatot adhat azokra
az esetekre, mikor a mas modszerekkel (pl. UV spektrofotometriaval) mért
peptidkoncentracié nem egyezik az egyébként abszolut modszernek tekintett
kvantitativ NMR mérések eredményeivel.'*'”
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A spontén kialakul6 de adott analitikai mdodszerrel nem detektalhat6 allapotok
1éte egy sor egyéb kérdést is felvet mind a kutatas, mind az alkalmazas szintjén.
Elébbire példa a fehérje és a kolcsonhatd partner interakcidjdnak vizsgalata
(kiilondsen ha a partner is fehérje), mely soran az abszolut fehérjekoncentracio és a
a kotddésre ténylegesen képes, ,,aktiv’ koncentracio eltérhet egymadstol, ami az
interakci6 sztochiometridjdnak és a kotddés termodinamikai paramétereinek
meghatarozasakor okozhat nehézséget, pl. izotermikus titracidos kalorimetria
hasznalatakor. Az alkalmazas szintjén pedig kiemelkedden fontos a fehérjealapu
hatoanyagok esetében a bioldgiailag aktiv- ¢és esetleges inaktiv izoformak
koncentracio-aranyanak meghatarozasa.'”

IV. 3. A rejtett konformaciok lehetséges szerepe a bioldgiai
funkcidéban: a PAF"'"® szerkezetének, dinamikajanak és rejtett
konformacidinak vizsgalata

A fent leirt eredményeket tekintve bioldgiai szempontbdl az a legfontosabb
kérdés, hogy vajon van-e szerepe a PAF hatasmechanizmusdban annak, hogy
ennyire diverz konformacios sokasdg jellemzi. Valdszinlileg addig, amig nem
azonositjak a PAF-fal kézvetleniil kolcsonhatdé molekulét és nem ismerjiik az ahhoz
valo kotddésekor kialakuld konformdciot és a kotddés kinetikdjat, erre a kérdésre
nem kaphatunk egyértelmii valaszt. A szakirodalomban talalunk arra példat'’”’, hogy
a ms-s iddskalan torténd fehérjemozgésok a biologiai funkcid szempontjabol
kritikus konformacidvaltozdsokkal hozhatok 0Osszefliiggésbe. Ezért nem lehet
kizarni azt a lehetdséget, hogy a PAF funkciondlis formaja a hdomérsékleti
kitekeredés soran létrejové, vagy akar a CEST moddszerrel kimutathato
konforméciokhoz hasonlo.

A PAF szerkezet-hatds 0sszefliggéseinek felderitése soran szamos, egy vagy
két aminosav cserét tartalmazd pontmutaciot hordozé fehérjevaltozatot hoztunk
létre. Az egyik ilyen fehérjevaltozat esetében melynél a 19. pozicioban talalhato
aszparaginsavat szerin aminosavra cseréltiik (jelolése: PAF®'®®) azt talaltuk, hogy
amig az antimikrobidlis hataserdsség tobb nagysagrenddel csokkent a mutécio
hatdsara, a PAF”'" spektralis és szerkezeti tulajdonsagai az elOzetes
szerkezetvizsgalat alapjan nem valtoztak (28. és 30. abra). A PAF®'S ezért alkalmas
modellnek tint az olyan szerkezet-hatds Osszefliggések tisztazasara, melyek nem
magyarazhatdak kozvetleniil a lathaté konformacié valtozasaival. Ezért szerkezetét
részletesebben is vizsgaltuk, majd Osszehasonlitottuk a nativ PAF szerkezetével,
cserefolyamataival, dinamikai tulajdonsagaival, és homérsékleti kitekeredésével.
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A PN-jelzett PAF®"S mintan a korabbival azonos oldatkoriilmények kozott
felvettilk a jelhozzéarendeléshez ¢és szerkezetmeghatarozashoz sziikséges NMR
spektrumokat. A 3D "N-TOCSY, “"N-NOESY és 2D "C- illetve "N-'H HSQC
spektrumok egyiittes értékelésével megadtam a A PAFP'"S 'H, "N és részleges C
jelhozzéarendelését. A kémiai eltolodas listat és a kisérleti koriilményeket ebben az
esetben is a BMRB adatbazis bioinformatikai eszkoztaraval validaltam, és kozzé
tettem az adatbazisban (ID: 25957). A félanc konforméaciojara igen érzékeny C, €s
N" kémiai eltolodasok Osszevetése egyértelmiien jelzi a PAFP' és a modositast
félanc N" kémiai eltolédasok maximalis kiilonbsége a mutacio helyénél és annak
kozvetlen szomszédsagaban, az A20 esetében A8 = 2,4 ppm volt a "N kémiai
eltolodas skalan, az dsszes tobbi esetben 0,2 ppm-en beliil volt.”
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28. Abra: A PAF (kék) és a PAF"' C, (feliil) és NH (alul) kémiai eltoléddsainak
osszehasonlitasa.

A BC jelzés hianyaban az egyértelmilien azonosithato 'H rezonanciajelek
aranya a nativ PAF-hoz képest 87%-r6l 77%-ra csokkent. A hidnyzo
hozzarendelések a legtobb esetben az alifas oldallancok y €s o protonjait érintették,
melyek jellemzden nagy szdmu NOE keresztcsucsot adnak a tavolsagalapu

*https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5224997/bin/pone.0169920.s003.pdf
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szerkezetmodellezés soran. Ezek hidnyaban a modellezett szerkezetekhez is joval
kisebb szamu korlat allt rendelkezésre: a 7. iteracios ciklusban 573 NOE-t sikertilt
azonositani abban az esetben, ha az abcabc diszulfidmintazat és a korabbi
modellezéssel azonos mdédon a kémiai eltolodasbol levezetett diéderes szog jellegli
korlatokat is figyelembe vettem. Osszességében elmondhatd, hogy a PAFP!*
térszerkezeti modellje a PAF-éndl kevésbé jol definialt, de a modell mindsége a két
szerkezet kvalitativ 6sszehasonlitdsahoz elegendd (pdb azonositok: PAF: 2MHYV,
PAFP'S: 2NBO0).

A két modellt dsszehasonlitva a PAF és a PAF®'® f8lanc konformacidja
koz6tt nem figyelheté meg jelentds eltérés, tovabba a '"N-spinrelaxdcios mérések
eredményei szerint a ps-ns 1ddskalan torténd mozgasokban globalisan értékelve
hibahatiron beliil nem mutathato ki valtozas (atlagos S* = PAF: 0,81+0,05;
PAF"'5: 0,7840,05.). Ugyanakkor torténtek kisebb mértékii lokalis dinamikai
valtozasok: a rendparaméter értékekben néhany esetben a mutdcié helyétdl
szekvencidban és térben is tdvol esdé aminosavak esetén is kis mértékli eltérés
mutathato ki. A korabbiakkal azonos modon végzett Lipari-Szabd analizis alapjan
az eredeti fehérjéhez képest 0,02-0,1 S? érték-beli csokkenést tapasztaltunk, ami a
ps-ns i1ddskalan torténd fluktuacid lokalis ndvekedésére utal (29. abra). A f6lanc
mobilitdsdnak valtozasa a mutacié helyét és néhany tdvolabbi régiot érintett: a
legnagyobb valtozas a 19, 12, 16, 26, 40, 36, 37 aminosavaknal tapasztaltunk.

crer

tulajdonsagaiban nem tért el jelentdsen, a két fehérje felszini toltéseloszlasaban a
vartnal nagyobb kiilonbségek mutatkoztak. A negativ toltésti 19. aszparaginsav —
mely a fehérje felszinén helyezkedik el (30. abra) — semleges t6ltésti szerinre vald
cseréje nem meglepd modon valtozast idézett eld a PAFP'™S felszini toltésben a
megvaltozott aminosav koOrnyezetében, a mutacid azonban tavolabbi régiok
toltéseloszlasara is hatassal volt: szamos a PAF-ban negativ toltésti régio a PAF'"S
esetében semleges vagy pozitiv toltésii felszint mutatott.
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29. Abra: A PAF (cidn) és a PAF"'™ (lila) S rendparamétereinek
osszehasonlitasa a szekvencia mentén.

50 50

Feltételezésiink szerint ezt az ,.elektrosztatikius allosztériat” az okozza,
hogy a negativ toltésli 19. aszparaginsav hidnya miatt a PAF"'-ben a 19.
pozicidhoz térben kozeli pozitiv toltésii lizin oldallancok (K17, K22) mas negativ
toltésti oldallanc (D23) irdnyadba orientalodtak, ami mintegy dominé-effektusként
tovabbi toltésbeli valtozasokat okozott a fehérje tavolabbi részein is. A 3. hurokrol
(K27-K42) — mely felszini toltéseloszlas megvaltozadsaban szintén jelentOsen
érintett — korabbi funkcionélis pontmutacié vizsgalatok'®'” alapjan mar ismert,
hogy tartalmaz az antifungalis hatds szempontjabol mutaciéra érzékeny egységeket.
Ugyanez igaz a konzervalt 1. hurokra is, melyben a 9. lizin részt vesz a
célmolekuldhoz  valé kotddés szempontjabol  kritikus  pozitiv  toltési
molekularészlet kialakitasaban. Mindezek alapjan igen valoszinii, hogy a felszini
toltéseloszlasban bekovetkezd ilyen mértékii valtozds bdségesen elegendd a
ligandumhoz val6 kotédés megsziinéséhez, ami Onmagaban is kielégitd
magyarazatot adhat PAF"'  varidns PAF-hoz viszonyitott antifungalis
hatdserdsségének ¢és a megtamadott gombasejtekbe vald internalizalodas
képességének csokkenésére.”
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30. Abra: fent: a PAF (baloldalt) és a PAFP'S (jobboldalt)
szalagos megjelenitése. Piros szinnel a 19. pozicioban Ilévé
aminosavat emeltem ki. Lent: reprezentativ konformdcio felszini
toltéseloszlasa vakuumban. Piros: negativ, fehér: semleges, kek:
porzitiv toltés.

A PAF és PAFP'S térszerkezetének osszehasonlitasaval a fehérje felszini
toltéseloszlasanak jelentds valtozédsait mutathatjuk ki (30. abra). Hogy kizarjuk
annak lehetOségét, hogy a lathatd toltéseloszlas-kiilonbséget esetleg a PAFP'S
térszerkezetének a PAF-¢hoz képest valod alulhatirozottsaga okoznd, a félanc
amidprotonok oldoszerrel valo cseréjének CLEANEX-PM'® modszerrel vald
mérésével kozvetlen kisérleti adatokkal is megerdsitettiik a fenti megfigyelést. A
CLEANEX mérések eredményei alapjan a PAF esetében a HY-H,O cseresebesség a
hurok régiokban a keovwmo a 0,1-50 s tartomanyba esett. A 2. hurokban
elhelyezkedd 19. szerin (keonmmo = 19 £ 3 s) az aszparaginra vald csere utan
(kexntmzo = 28 £ 3 87 is az olddszerhez hozzaférd régiohoz sorolhatd. Ahogy a 31.
abrarol leolvashatd, a HM-H,O cseresebesség és ezzel Osszefliggésben az
oldészerhez vald hozzaférhetéség a PAFP™-nél minden CLEANEX-PM
modszerrel mérheté HY esetében csokkent a PAF-hoz képest mind a félanc amid-,
mind az aszparagin oldallanc karboxamid-protonok esetében. A csokkenés az
aszparaginsav-szerin csere révén a fehérje (+6,06-r6l +5,07-re vald) ossztdltésének
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csokkenésével, illetve a feliileti toltéseloszlas ¢€s ezzel Osszefiiggésben a
hidratburok atrendezddésével magyarazhato.
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31. Abra: Az amid H" — viz csere sebesség (s”) a PAF (z6ld) és a PAF”' esetében
(kék). A [-szalakat alkoto protonok a lassu csere miatt CLEANEX modszerrel
nem mérhetdek, mig a gyors tartomanyba esé csere csak nagyobb hibaval
hatarozhato meg, amit a hibavonalak is mutatnak. A karboxamid oldallanc

protonok cseresebessége a szaggatott vonaltol jobbra a kovetkezé sorrendben
olvashatok le: N18, N33, N40, N49, N50.

kex [s7]

50

A fenti vizsgélatokon til a hdmérséklet hatasara torténd fehérjekitekeredést
és a CEST kisérleteket is megismételtik a PAFP" valtozattal. A PAF-hoz
hasonldan a CEST mddszerrel kimutathaté lassu cserében allo (kex~ 150 s™) minor
konformaciok a PAFP'™® termindlis régioiban is megjelennek a kordbbival kozel
azonos frekvencidkndl és intenzitas értékekkel (32. abra), ami azt jelzi, hogy a
CEST modszerrel kimutathatd konformaciok Iétrejottét nem befolyésolta az
aszparagin-szerin csere. A bioldgiai hatasvizsgalatok eredményeinek tiikrében® ez
ugyanakkor arra is utal, hogy ezek a kis populacidban eléfordulé konformaciok
valoszinlileg nem kritikusak az antifungélis mechanizmus szempontjabol.
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32. Abra. A PAF (bal oszlopban) és a PAFP'™S (jobb oszlopban) négy CEST
effektust mutato egységének CEST profilia. A jobb vizudlis 0Osszehasonlitas
kedvéert nem modellel illesztett adatsort, hanem a telitési frekvencia fiiggvényében
a telitettség mértékét mutato adatpontokat jeléltem folytonos vonallal sszekotott
iires karikakkal. Az y-tengelyen a “N-telités relativ egységeként szerepel, ahol az 1

"*N teltési frekvencia (ppm)

értek felel meg a maximalis telitésnek.

"ENtelitési frekvencia (ppm)
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A homérséklettdl fiiggdé HSQC kisérletek eredményei ezzel szemben
jelentds valtozast mutattak a PAF®'® esetében a PAF-hoz képest. Mig a PAF-ban a
detektalhatd "N-H keresztcsucsok koziil csupan az ,,1. csoportba” tartozd kilenc
aminosav térfogati integraljat lehetett illeszteni a kétallapotu kitekeredést
feltételez6 modellel 6%-o0s hibahatar alatt (76. oldal, 21. 4abra), addig a PAF®'*-nél
azonos paraméterek mellett a hibahataron beliil illeszthetd egységek szama 23-ra
emelkedett. Az illesztés hibdja a modellezés soran figyelembe vett egységek
zOménél csokkent, vagy a korabbival azonos maradt (33. ébra).

hiba %

10 20 30 40 50
aminosav sorszama

33. Abra: A két dllapotot feltételezd letekeredési modell
illesztési  hibai aminosavankent. Zold: PAF, kék:
PAFP'™,

A PAFP"™ hémérsékleti letekeredését a I11. 2. 5 fejezetben leirtak szerint, a
korabbiakkal azonos paraméterezéssel elemeztem. A két és haromallapota modellel
valo illesztésekbdl kapott atlagos termodinamikai paramétereket a PAF-ra szamitott
értékekkel 6sszehasonlitva a 7. és 8. tablazatban foglalom Gssze.

Mivel az 1. és 2. csoportba sorolas a hibaszazalék kritérium alapjan tortént,
a PAF esetében a két csoport nem ugyanazon NH keresztcsucsok csoportjat jeldli,
mint a PAF”'-nél, ezért a paraméterek szamszerli Osszehasonlitisa ennek
figyelembe vételével kezelendd. A termodinamikai paraméterek tobbségének
atlagos értéke a szoérasokat és hibahatdrokat figyelembe véve nem mutatott
szignifikans valtozast a PAF-hoz képest.
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AH T T Ac AG Hiba
U high low p u_max
(kJ/M) (K) (K) (kJ/M/K)  (kI/M/K) (%)
A 1. csoport 66 £9 307 £10 271 +4 3,7+1,1 1,9+0,2 4+2
PAF
2. csoport 46 £5 331 £5 281 +4 1,8+0,2 1,802 15=+3
s 1. csoport 76,3 £27 318 £26 277 £5 52+4,5 19+0,1 3,5+0,1
PAF

2. csoport 63,1 £12 324,9 £ 10 281,9+3,8 3,0+1,6 2,1+0,1 10,1 £3,1

7. Tablazat: A PAF (feliil) és PAF""™ (alul) hémérsékleti letekeredésének termodinamikai
paraméterei a kétallapotu modell szerint, az NH keresztcsucsok terfogati integralja alapjan.

AHU T T Ac AG Hiba

(kI/M) (I?;h (Ig (kJ/Mp/K) (kJ/li;In};x() (%)
FoI 1. csoport 65 +13 353 £39 271 +£5 1.8+1,1 38+1,6 2,1+0,6
(PAF) 2. csoport 34+3 393 +£12 284 +5 0,5+0,2 2,7+0,4 2,6+0,6
I—>U l.csoport 176 +196 334+37 246+£35 2,625 286+1,1 1,6+0,6
(PAF) 2. csoport 273 +78 334+£30 218+48 3,7+3,0 2,49+£0,2 2,9+0,8
F—1 1.és2.
(PAF™)  csoport
I-U 1.¢és2.

bi9s. 221 + 1+£24 249+ d1+31 23+0,2 11,
(PAF™)  csoport 98 33 9+36 3,1+3 3+0 3 0

8. Tablazat: A PAF (feliil) és PAF"" (alul) hémérsékleti letekeredésének termodinamikai
paraméterei a haromdllapotu modell szerint, az NH keresztcsicsok térfogati integralja alapjan.

Mivel a PAF""S esetében az illesztési hiba kritérium (6%) minden egységre teljesiilt, az dtlag és
szoras értékeket a teljes adatkészletre értelmezve szamitottam ki.

55.8+29 344 £25 277+9 1,7+1,2 2,6+1,7 3,2+1,0

A valtozésok koziil a legszembeszokdbb kiilonbség az egyes csoport
kétallapoti modell alapjan ad6dd6 magas homérsékleten mért olvadaspontjaban
(Thign) fedezhetd fel: az egyes csoport atlagos Thign értéke a PAF®'S esetében kilenc
fokkal magasabb mint a PAF-nal. Ennek részben az lehet a magyarazata, hogy a
PAFP'S esetében joval tobb egységre illett ez a modell, tovabba a PAF'S esetében
ehhez az atlaghoz azonban joval nagyobb szoras tartozik. Ha eltekintiink a
csoportonkénti értékeléstol €s az Osszes értékelhetd egységet atlagoljuk, a két
atlagos érték (Ty(PAF) = 319K és Ty(PAF”'S) = 321 K) bOven a szorason beliil
marad a kétallapotii modell esetében: globalisan értékelve tehat nem fedezhetd fel
szignifikdns kiilonbség a két fehérje olvadaspontja kozott. A  hoémérséklet
fiiggvényében mért térfogati integral valtozasok vizsgalataval tehat a két fehérje
kozti legfobb kiilonbség az, hogy az egyes egységek a két fehérjeforméaban eltérd
lefutdst mutatnak. Ez alapjan elmondhatd, hogy a PAF inkabb jellemezheto a
haromallapott letekeredési modellel, a PAF"'*S-re pedig inkabb a kétallapoti
letekeredés jellemzo.
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34. Abra: Abra: A PAF és a PAFP'™S hémérsékleti kitekeredésének modellezése. (A-C) Egy
reprezentativ amid N-H (A20) keresztesiics térfogati integrdal homérsékletfiiggésének
illesztése. A: a PAE, C: A PAFP"™ illesztése kétallapoti modellel. B: illesztés haromallapoti
modellel a PAF esetében. Mig a PAF esetében az Ala20 nem illesztheté 6%-os illesztési
hibahatar alatt kétallapotu modellel (A, hiba = 10,01%, F: o, U: 0), egy koztes dallapot
feltételezése jelentosen csokkenti a hibat (B: hiba = 1,96%, F: e, Ul: o, U2: o, UI+U2:0).
A PAF'™ esetében az Ala20 jele jol illeszthetd a kétallapotii modellel is (C, hiba = 3,37%).
D: A hibahatdrok dbrdzolasa PAF (bal) és a PAF”'® (jobb) szalagos megjelenitésén. Piros:
6% hiba alatt kétallapotu modellel illeszthetd régiok; zéld: 6% alatti hibaval kétallapotu
modellel nem illeszthetd régiok. Sziirke: jelatfedés miatt nem vizsgalhato régiok. A
pdlcikaval kirajzolt rész a mutdcio helyét (D/S 19.) jeldli.

A rejtett konformaciok biologiai jelent6sége a PAF és PAFPYS
szerkezetének, dinamikdjanak kitekeredésének ¢és feliileti toltéseloszlasanak
Osszehasonlitdsa alapjan sem hatdrozhatdé meg egyértelmiien, de valamelyest
lesziikiti az ezzel kapcsolatos hipotézisek korét. Ha az Anfinsen dogmat ugy
értelmezziik, hogy fehérjeszerkezetbe a konformacidés dinamikat is beleértjiik,
akkor a szabaly alol az altalunk vizsgalt fehérje sem szamit kivételnek: a primer
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aminosav-szekvencia ebben az esetben is meghatarozza az adott fizikokémiai
korilmények kozott kialakuld nativ szerkezetet €s ezen keresztiil a bioldgiai
funkciot. A szekvencia kritikus elemeinek megvaltoztatdsa pedig dramai hatassal
lehet akdr a harmadlagos szerkezetre ahogy a cisztein-szerin cseréknél, akar a
konformacids cserefolyamatokra, ahogy a 19. aszparaginsav-szerin csere esetében
lattuk, mely valtozasok az antifungalis aktivitast is jelentdsen befolyasoltdk. Az
utobbi esettel kapcsolatban két dontd kérdés meriil fel:

1. A mutaci6 hatdsira megvaltozott fehérjekitekeredés vajon a feliileti
toltéseloszlas-valtozas kovetkezménye vagy mas mechanizmus okozza?

2. Az antifungalis aktivitds elvesztésének oka vajon a megvaltozott
fehérjekitekeredés, vagy a toltéseloszlas-valtozas (esetleg mindkettd)?

A kérdés eldontése tovabbi vizsgalatot igényelne. A kérdések megvalaszolasaig
jelenlegi tudasunk alapjan a PAF rejtett konforméacidinak biologiai szerepére az
alabbi hipotézisek egyike sem zérhato ki teljes bizonyossaggal:

1. A rejtett konformacioknak nincs szerepe a biologiai hatasban, az aktiv forma
megfelel az NMR modszerrel megfigyelheté konformacidknak.

2. A bioldgiailag aktiv forma valamely olyan konformaci6 ami NMR modszerrel
kozvetleniil nem megfigyelhetd, és amely oldatban kialakulo egyensuly miatt
folytonosan képzddik a lathato allapotbdl.

Nyilvanvald, hogy a fenti hipotéziseknek csak az NMR spektroszkdpia
nézdpontjabol értelmezhetdk, hiszen az egyensulyi rendszerben ,lathaté és
lathatatlan” kategoridkba sorolas a megfigyelés moddszerétdl fligg, igy aztan a
konforméciok e szerint vald csoportositdsa is mesterségesnek tekinthetd. Tény
azonban, hogy a kiilonb6z6 NMR technikdk egyediilall6 modon kimutathatjak a
Ezért attdl fiiggetleniil hogy mi a valasz a fenti kérdésekre, illetve végiil melyik
hipotézis bizonyul igaznak, eredményeink azt erdsitik meg, hogy az aktiv forma a
PAF ms-s idéskalan valtozatos konformacids sokasagébol johet létre, melynek
1étrejottéhez a tobbi konformdacid cserefolyamatok révén forrasként szolgalhat. A
PAF célmolekuldjanak ismeretének hidnydban a fehérje-ligandum interakcid
természetérdl nem érdemes messzemend kovetkeztetéseket levonni, ugyanakkor a
fehérje oldatbeli viselkedését figyelembe véve a konformécids szelekcidos modell
val6sziniisithetd.
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V. Osszefoglalas

A sulyos gombas fertézések az immunhianyos éallapot gyakoribb megjelenése
miatt egyre nagyobb kihivast jelentenek az orvostudomany és a gyogyszeripar
szamara. A jelenleg haszndlt gyogyszerek korlatai és az alkalmazott
hatéanyagokkal szemben kialakulé rezisztencia nagy mértékben korlatozza a
megfeleld antifungélis terapia alkalmazasat. Ahogy a rak- és immunterapidban is,
az elmult évtizedekben az 0j antifungélis gydgyszerjelolt molekulak korében egyre
nagyobb szamban jelentek meg a fehérjealapu hatdanyagok, melyek eldallitdsa és
szerkezetvizsgalata a kismolekulds készitményektdl jelentdsen kiilonb6zo
szemléletet kivan. Doktori munkam sordn egy igéretes gyogyszerjelolt
makromolekula, a Penicillium antifungalis fehérje (PAF) szerkezetét ¢&s
hémérseklet hatasara torténd konformacios valtozasait vizsgaltam. A kutatdshoz
molekularis biologiai, €élesztd és fonalasgomba-alapt fehérjeexpresszios, preparativ
folyadékkromatografias eszkozoket, valamint szdmos NMR méromodszert
alkalmaztam.

Harmas rezonancia NMR kisérletek értétkelésével megadtam a C-""N jelzett
PAF kozel teljes 'H-"N-"C NMR jelhozzarendelését. A kémiai eltolodas listat
hozzaférhetévé tettem a ,Biological Magnetic Resonance Data Bank”
(http://www.bmrb.wisc.edu/) adatbazisban.

Pontmutacidok 1étrehozasaval ciszteinben szegényitett PAF valtozatokat
allitottam elé rekombinans fehérjeexpresszios technika segitségével, majd a
modositott fehérjéket NMR spektroszkopiaval vizsgaltam. A ciszteinek illetve
cisztein parok szisztematikus, szerin aminosavra vald cseréjével bizonyitottam,
hogy a PAF esetében a harmadlagos szerkezet kialakuldsahoz mind a hat cisztein
jelenléte elengedhetetlen.

NMR modszerek segitségével igazoltam, hogy a szintetikusan eldallitott PAF
térszerkezete azonos a mikrobidlis uton termelt PAF szerkezetével. Ezzel azt is
bizonyitottam, hogy a fliggetlen tomegspektrometriai eredményekkel 6sszhangban
a PAF helyes diszulfidmintizata az ,,abcabc”. '"H NMR kisérletek sorozataval
megerdsitettem, hogy a redukalt allapott linearis PAF oxidacié révén spontan
képes az eredetivel megegyez6 harmadlagos szerkezet kialakitasara.

A helyes diszulfidmintazat figyelembevételével meghataroztam a Penicillium
antifungalis fehérje (PAF) oldatfazisu térszerkezetét harmas-rezonancia NOESY
NMR mérésekbdl szarmaztatott tavolsag-jellegi kényszerfeltételek és folanc
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kémiai eltolédasokbol szamitott torzids szog-jellegli korlatok alapjan. Az yj
térszerkezeti modell (pdb: 2MHV) nem tér el lényegesen a kordbban javasolt
szerkezettdl, viszont tartalmazza a filiggetlen modszerrel meghatarozott explicit
diszulfidhid mintazatot, és a tobbféle (ill. nagyobb szamu) korlat alkalmazasa miatt
a korabbi modellnél jobban definialt.

Kimutattam, hogy a PAF oldatfazisu szerkezetében az NMR iddéskalan
direkt modszerekkel detektalhatd konforméciokon kiviil szamos kozvetleniil nem
megfigyelheté konformacids allapot Iétezik, melyek aranya homérséklet
valtoztatasaval eltolhatd. Kvantitativne NMR ¢és kétdimenzids sorozatmérések
analizisével megbecsiiltem az NMR modszer szamara kozvetleniil megtigyelhetd
és “lathatatlan” konformaciok aranyat, €s széles homérsékleti tartoméanyban
jellemeztem az egyensulyi folyamat termodinamikdjat. A kitekeredés paraméterei
figgenek a masodlagos szerkezettdl; amig a mozgékonyabb szerkezeti elemek
viselkedése (példaul terminalis és hurok régiok) kétallapoti kitekeredési modellel
is jol illeszthetok, addig a béta-redds szerkezeti elemek kitekeredésének
modellezéséhez legalabb harom konformacios allapot feltételezése sziikséges. A
minor konformacidk populécidja az illesztési modell valasztastol fiiggetleniil a
fehérje maximalis stabilitdisi  hOmérsékletén sem elhanyagolhato: a f6
konformaciohoz képest mintegy 20-30%-ot tesz ki, amit a kvantitativ '"H NMR
mérések is igazoltak. A kozvetleniil meg nem figyelhetd konformaciok
jellemzésének céljabol "N-CEST-NMR méréseket végeztiink, melyek eredményei
a f6 konformaciotdl lényegesen eltérd, amde igen kis populacioban jelenlévd
konforméacids allapotok jelenlétét bizonyitottak.

Végiil, a PAF rejtett konformacidinak szerepét vizsgéltam a fehérje egy olyan
pontmutéacioval 1étrehozott variansan (PAFP'"%), melynek antimikrobialis aktivitisa
tobb nagysagrenddel csokkent az eredeti molekuldhoz képest, ugyanakkor
harmadlagos szerkezete nagy mértékben hasonlit az eredeti formara. Amig kémiai
eltolodasok, a tavolsagalapt szerkezetmodellezés és a ""N-relaxaciobol levezetett
dinamikai paraméterek a két fehérjevaltozat nagyfoku hasonlosagat bizonyitottak, a
két fehérje felszini toltéseloszladsa és a homérsékleti kitekeredés soran létrejovo
nem megfigyelhetd konforméciok ardnya jelentdsen eltért. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a feliileti toltéseloszlas dramai valtozéasai erdsen befolyasoljak a
ligandumhoz valé kotodést, ezéltal az antifungdlis aktivitast, illetve hatassal
lehetnek a kitekeredés folyamatéra is. Nem zarhato ki az a lehetdség sem, hogy a
feliileti toltéseloszlas €s a kitekeredés megvaltozasa fliggetlen egymastol, ebben az
esetben pedig az is feltételezhetd, hogy az NMR modszerekkel koézvetleniil nem
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megfigyelhetd konformacidknak akar szerepe lehet az antifungalis hatas
mechanizmuséban.

V. Summary

The incident of serious fungal infections in humans become more frequent in
the last decades due to diseases causing immunodeficiency and to
immunosuppressive therapy. The currently available antifungal drugs often lack
proper specificity or efficiency. This generates an urgent need of new-type
antifungal strategies. As in case of the cancer- and immunotherapy, more and more
biotechnologically produced protein-based molecule appears among the newly
developed antifungal drug candidates as well. The emergence of these
biotechnologically produced, structurally complex macromolecules generates new
challenges in the (bio)analytical sciences. The presented research in the frame of
this dissertation focused on the structure investigation of a promising antifungal
protein (PAF) produced by Penicillium chrysogenum. To this end, I used the tools
of molecular biology, yeast- and filamentous fungi-based protein expression,
preparative liquid chromatography, a wide range of NMR techniques, and
computational de novo protein structure determination.

By the analysis of 3D triple resonance NMR spectra, nearly complete 'H-""N-
BC signal assignment of PAF was achieved. The chemical shift data was submitted
to the Biological Magnetic Resonance Data Bank.

In order to investigate the disulfide pattern of PAF, cysteine deficient versions
of the protein were designed and were expressed in the recombinant Pichia
pastoris expression system. Structure investigation of the produced protein forms
proved that the lack of any cysteine residue leads to the loss of tertiary structure
and therefore all the six cysteines are necessary for proper folding process of PAF.

We have proved by 'H and "C NMR that the tertiary structure of the
chemically synthesized PAF is completely identical with the native one (which is
produced by living organisms). The fact of this structural identity was the final
proof for the previously ambiguous disulfide pattern. The order of cysteine
connections was determined independently by mass spectrometry in case of the
synthetic PAF. By a series of 'H NMR experiments we have confirmed that
correctly folded PAF spontaneously forms from the linear reduced polypeptide
sequence by oxidation. This process results in identical disulfide pattern with the
native protein.
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In the knowledge of the unambiguous disulfide pattern and in possession of
uniform “C-"N enriched protein sample, a more accurate 3D structure of PAF was
determined as compared to the previously published model, which was further
refined by the peptide backbone torsion angle restrains derived from "“C backbone
chemical shifts. The resulting newly determined protein structure (pdb code: 2kcn)
does not differ significantly from the previously calculated one, (new pdb code:
2mhv, RCSB:10362) with respect to its backbone conformation and secondary
structure. However, during the newer structure determination, disulfides were
defined explicitly as covalent bonds, which was not contradictory with the majority
of the NOE the distance restraints as in case of other cysteine connection variants.
This computational approach also confirmed the ‘abcabc’ pattern (in which 7-36,
14-43, 28-54 cysteine residues are connected). Furthermore, during the new
calculation the backbone RMSD has decreased from 0.65+0.18 to 0.40+0.08 for the
20 conformer ensemble, as compared to the previously determined structure.

It was shown by our thermal protein unfolding experiments that the solution
structure of PAF contains a significant amount of conformer which is not directly
observable by conventional NMR methods and the proportion of the ,,visible” and
»invisible” fractions could be shifted by varying the temperature. We have
estimated the concentration of the unfolded fraction(s) by temperature-dependent
quantitative 2D NMR and by modeling of the temperature-induced reversible
protein unfolding. The modeling revealed that the local thermodynamic parameters
of the unfolding are dependent from the secondary structure elements: while
reversible thermal unfolding of the motile terminal and loop regions could be fitted
by two-state model, in case of residues which are positioned within beta-stranded
elements (at least) a third conformational state had to be supposed beyond the
folded and unfolded states (and this is called the “three state model”). According to
our results, the population of the minor ,,invisible” conformers are not negligible
even at room temperature: the ratio of the invisible fraction was around 20-30%
which was further supported by 1D 'H quantitative NMR measurements. Sensitive
PN-CEST-NMR experiments revealed further minor conformations with even
lower population (<1%). According to our results, these conformations are in slow
exchange with the major form and in case of some residues has significantly
different chemical shift which indicates major structural change at these sites.

Finally, the possible biological function of the “hidden” exchange partner was
investigated with the aid of a point-mutated inactive version of PAF (PAFP').
According to antifungal activity assays, exchange of one critical negatively charged
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V. Summary

aspartate to serine by point mutation at the position 19 almost completely
eliminated the antifungal activity of the protein. We have investigated the three
dimensional solution structure, ps-ns dynamics, amide HY-H,O exchange, CEST-
detectable conformers and thermal unfolding of PAF"'® at identical conditions as
our previous expreriments with PAF. While backbone chemical shifts, NOE-
derived structural ensembles at the level of overall protein fold and '"N-relaxiation
parameters showed high degree of similarity between the two protein forms, the
local parameters of thermal unfolding and distribution of protein surface charge
changed significantly in PAF®"S as compared to PAF due to reshuffling of charged
side-chains. The dramatic change of surface charges which relayed further from the
site of mutation is able to prevent PAF from binding to its primary target which
gives an acceptable explanation to the loss of antifungal activity. However, one can
not exclude the possibility that the altered surface charge is not the only factor in
the inactivation of PAF by this single residue exchange. According to thermal
unfolding experiments, PAF®'® proved to be a two-state folder while the thermal
unfolding of PAF is closer to the three-state unfolding model. Therefore it can not
be excluded that intermediate “invisible” conformations which are present in PAF
but not (or in a less extent) in PAF®'® contribute to the antifungal mechanism.
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