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1. Bevezetés

A modern gyo6gyszerkutatds soran a leggyakoribb gyodgyszercélpontok
enzimek, receptorok, ioncsatornak, transzporterek, ezért a fehérjék 3D
szerkezetének és oldatbeli mozgasainak ismerete kulcsfontossagii a fehérje-
kismolekula,  fehérje-fehérje, illetve  fehérje-membran  kdlcsonhatasok
szempontjabol.

A Protein Data Bank (PDB) adatbazisban talalhato t6bb, mint 180 000
fehérje/fehérjekomplex, nukleinsav vagy oligoszacharid szerkezet 87,7%-at
rontgenkrisztallografia, 7,4% NMR  spektroszkopia és  4,8%  krio-
elektronmikroszkopia segitségével hataroztdk meg. Oldatfazisban, atomi szinten
egyedill az NMR spektroszképia ad informaciot a szerkezetrél és az oldatbeli
mozgasokrol is. Igy adatokat szerezhetiink a globuléris fehérjéken kiviil olyan
rendkiviill mozgékony biomolekuldkrol is mint a rendezetlen fehérjék és
fehérjeszakaszok (IDP/IDR, intrinsically disordered proteins/regions), melyeket a
PDB adatbazis nem tartalmaz.

A doktori munkdm soran modern és altalunk fejlesztett NMR
spektroszkopiai megkdzelitéseket alkalmaztam kiilonboz6 bioldgiai rendszerek
vizsgalatahoz. A vélasztott rendszerek biologiailag relevans fehérjék, melyek atfogd
jellemzése hozzajarul egyes betegségek kialakulasanak megértéséhez, illetve
potencialis hatdéanyag hordoz6 peptidek.

Tanulmanyoztam a tumorszupresszor p53 fehérje rendezetlen
transzaktivacios doménjét, és az NMR spektrumokon megjelené minor konformerek
vizsgalatara ij H*-detektalt méréseket is alkalmaztam. Vizsgéltam tovabba az
ERDI14 dehidrinb6l és a human S100A4 fehérjébdl szarmazo peptidek bicella
modellmembranokkal wvaldé kolcsonhatasat és fluoreszcens festékkel jelolt
konjugatumainak szerkezeti és in vitro biologiai aktivitasat, sejtpenetracios

mechanizmusat. Végiil a globularis, kanonikus szerin proteaz inhibitorok szerkezeti



és dinamikai jellemzését végeztem NMR spektroszkopia segitségével, kiemelve a

hurokrégié mutacidja kdvetkeztében kialakulo eltéréseket.



2. Célkitiizés

Munkam f6 célkitiizései a kovetkezOk voltak:

A) A rendezetlen p53 TAD fehérje vizsgalata NMR spektroszkopiaval:

1.

a prolin cisz-transz izomerizaci6 okozta minor konformerek azonositasa és
szerkezeti vizsgalata klasszikus HN-detektalt és 'H°-detektdlt mérések
segitségével.

Két, BASEREX valos idejli homo- és heteronuklearis lecsatolason alapuld
!He-detektalt pulzusszekvencia kidolgozasa a prolin  konforméci6
meghatarozasara.

A p53 TAD biokémiai folyamatainak szabalyozasaban szerepet jatszo a
foszforilacio hatasdnak kovetése *HN-detektalt és 'H®-detektalt NMR
mérésekkel a f6 komponensre és a minor konformerek esetén. Hogyan hat
a foszforilaci6é a masodlagos szerkezetre, illetve a cisz-prolinok aranyara.
Irodalmi adatok statisztikai elemzésével vizsgalom, milyen tényezoktol
(kornyez6 aminosav tipusa, hémérséklet) fiigg a cisz-prolin aranya

rendezetlen fehérjékben.

B) Fluoreszcens festék hatasanak vizsgalata a gyogyszerhordozo-jelolt, az ERD14

V4

peptidek szerkezeti hajlamaira és in vitro biologiai aktivitasara

1.

A kereskedelmi forgalomban izomerkeverékként kaphatd, de munkam
soran kiilon vizsgalom az 5 — és 6-karboxifluoreszcein (Cf) festékkel jeldlt
peptidkonjugatumokat. A Cf szerkezetének és fluoreszcenciajanak
valtozasat a pH fliggvényében fluorimetriaval és NMR spektroszkopiaval
kovetem.

5- és 6-Cf-peptid konjugatumok in vitro sejtpenetracio jellemzése,
sejtbejutasi mechanizmus és intracellularis lokalizaci6 vizsgélata
MonoMac6 monocita és A431 laphamrak sejtvonalakon

Az ERD és S100 peptidek és 5-, ill. 6-Cf konjugatumaik szerkezeti

hajlamainak vizsgalata NMR spektroszkopiaval



4. Az ERD ¢és S100 peptidek membrankotédésének vizsgalata PC bicellak
jelenlétében
C) SGPI-2 és SPINKI kanonikus szerin proteaz inhibitorok vazszerkezetének
szerepe a kimotripszin-inhibitor kélcsonhatasban
1. ahurokrégié mutacidjanak hatasa a kimotripszinhez vald affinitasra
2. az SGPI-2 és SPINKI1 kimotripszinhez optimalt, illetve hurokecserélt

variansok szerkezeti és dinamikai jellemzése



3. Médszerek

Minta eloallitas

A dolgozatomban vizsgalt fehérjéket eléallitasa bakterialis expresszioval, a

peptideket szilard fazisu peptidszintézissel tortént.
NMR mérések

A peptidek, fehérjék és bicellakat oldatfazisi NMR mérésekkel vizsgaltam,
a spektrumokat (*H, N, *3C) egy 16,4 T (*H: 700,05 MHz) Bruker Avance IlI
5 mm-es szobahdmérsékletli, z-gradienssel ellatott TXI méréfejjel, illetve egy
5mm-es Prodigy hiitétt TCI H&F-C/N-D z-gradienssel ellatott méréfejjel
rendelkez6 késziiléken vettem fel.

A jeldletlen peptidekrél és fehérjékrol 2D tH, *H-TOCSY, 'H, H NOESY,
1H, B¥C-HSQC és 'H, ®N-SOFAST-HMQC spektrumok, a ®N-jelslt fehérjék
esetében 2D H, ®N-HSQC, 3D H, ¥®N-HSQC-TOCSY és 'H, "N-HSQC-NOESY
mérések késziiltek. A 3C/*°N-jelolt fehérjék jelazonositasara *H,*>N-HSQC, BEST
tipusa 3D HNCA, HNCOCA, HNCACB, HNCOCACB, HNCO, HNCACO, illetve
klasszikus CCCONH és 3D HNHA spektrumokat vettem fel. A p53 TAD fehérjében
prolinokat és a minor konformereket *C- és 'H-detektalt mérésekkel (2D CON, 2D
CACO, 3D HCANCACO, 3D HACANCOCAH, illetve 2D SHACA-HSQC, 3D
HCAN, 3D HCACON, 3D HCANCO) vizsgaltam. A prolin konformacio
azonositasat 3D Pro-(HCA)NCACBHA és a 3D Pro-(H)CGCBCAHA spektrumok
segitségével végeztem.

A gerincdinamikai vizsgalatokat Ti, T, relaxdcios mérésekkel és
heteronuklearis NOE (HETNOE) mérésekkel végeztem. Az adatokat a Lipari-Szabo
modellfiiggetlen analizis segitségével értékeltem.

A peptidek és a bicella membranmimetikumok transzlacios diffuzids
egyiitthatéit PFG-NMR mérések alapjan a Stejskal-Tanner-egyenlet szerint

hataroztam meg.



Fluorimetria

A Cf-peptid konjugatumok fluoreszcencia intenzitast Varian Cary Eclipse

spektrofluorométeren (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) mértiik.
In vitro sejtpenetracié

Az ERD és S100 peptidek in vitro sejtpenetracidjat MonoMac6 és A431
sejtvonalakon vizsgaltuk. A Cf-peptidekkel kezelt sejteket BD LSR II aramlasi

citométerrel vizsgaltuk.
Intracellularis lokalizacio

A konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkdpos vizsgalatokat egy Zeiss LSM
710 késziilékkel végeztiik.



4. Eredmények

A) A doktori munkam elsé részében a rendezetlen p53 TAD fehérje szerkezeti

hajlamait vizsgéltam. Az irodalomban el6sz6r mutattam ki és azonositottam a prolin

cisz-transz

izoméria kovetkeztében kialakuld minor konformercket ebben a

rendezetlen fehérjeszakaszban (1/A.abra). A minor formék detektéldsara *HN és 1H®-

detektalt NMR méréseket hasznaltam.

A prolin izomerek azonositasara 2 j, BASEREX valos idejii homo- és

heteronuklearis lecsatolason alapuld

IHe-detektalt pulzusszekvenciat dolgoztuk ki

(3D Pro-(HCA)NCACBHA és a 3D Pro-(H)CGCBCAHA), melyek a f6 komponens

mellett a kis koncentracioban jelen 1é

vO minor konformerek esetén is alkalmazhatok.

A detektalt 13 minor prolin kozil 11 cisz-, 2 esetén transz térallas jellemzd

(1/B.abra).
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1. abra Prolin régié a SHACA-HSQC spektrumon (A) a f6 komponens (balra) és a

minorok esetén. Az azonositott

spektrumrészletei (B).

minor prolinok 3D Pro-(H)CGCBCAHA



A p53 TAD minor konformerei esetén igazoltam, hogy tipikus NMR mérési
homérsékleteken, 278 és 328 K kozott az egyes prolinok esetén Cisz-izomer aranya
a detektalas és integralas hibajan beliil nem valtozik.

A p53 TAD biokémiai folyamatainak szabalyozasdban poszttranszlacios
modositasok jatszanak foszerepet. A CK2 kinaz altali foszforilaciot vizsgalva
azonositottam a foszforilacios helyeket (T55, S46, S6). A TAD2 régidba tartozé T55
12 ora alatt 100%-ban foszforilalodott, a CK2 kinaz szamara kevésbé idealis,
prolinhoz kozeli aminosavak (S46, S6) esetén 36 ora elteltével sem ment végbe
100%-ban a folyamat (85%, ill. 45%). A foszforilacio csak a lokalis, elektrosztatikus
valtozasokat okozott T55 és S46 f6 komponensében, jelentds szerkezeti valtozas
nem kovetkezett be. Az S46 aminosavat kovetd P47 esetén a foszforilacio
kovetkeztében a cisz-transz egyensuly eltolodott: a nem foszforilalt mintaban 4,5%-
ban jelenlévo cisz-prolint nem lehetett detektalni. A foszforilacio helyétdl taivolodva
a bevitt foszfatcsoport nem volt hatassal a prolin cisz-transz egyensulyra.

A foszforilacio hatasa mellett vizsgaltam a prolin kdrnyezetében 1évo
aminosavak hatasat a cisz-prolin aranyara. A rendezetlen fehérjékben jelenlév cisz-
prolin aranya 5-20 %, 10 % feletti cisz-prolin izomert aromas aminosavak (féleg
triptofan) kornyezetében detektaltak. A p53 TAD fehérjeszakaszban tobb prolin
esetében is >10 % a cisz-prolin aranya, de a kornyezetiikben nem talalhaté aromas
aminosav, ezért irodalmi adatok statisztikai elemzését végeztem. Megallapitottam,
hogy a prolin kérnyezetében, i-3 és i+3 kozotti poziciokban milyen tipust oldallanca
aminosavak vannak hatassal a cisz-prolin aranyra. A >10% cisz-prolin tartalmazo
szekvenciak esetén az aromas (i-1 és i+1 poziciokban) és negativ toltésii oldallancok
(i-2, i-1, i+3 poziciokban) el6fordulasi gyakorisaga szignifikansan nagyobb, tovabba
a cisz-konformer kialakulasat gatoljak a pozitiv toltésii lizin és arginin aminosavak

(2.4bra).
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2. abra Az oldallanc tipusa szerinti aminosavcsoportok eléfordulasi gyakorisaga
rendezetlen fehérjékben: a DisProt adatbazisban, a 1étrehozott adatbazisban és a

>10 % cisz-minort tartalmazo6 prolin kornyezetekben.

B) A dolgozatom masodik részében a gyodgyszerhordozd-jelolt ERD14 és S100
peptidek NMR spektroszkopiai és in Vvitro sejtpenetracids vizsgalatai soran
megallapitottam, hogy a vizsgalt koncentraciotartomanyban mind a négy peptid
képes atjutni az A431 és MonoMac6 sejtek membranjan, tovabba nem toxikusak a
vizsgalt sejtvonalakra nézve. Az inhibitorokkal végzett kisérletek alapjan a bejutas
energiafliggd, endocitozissal és makropinocitdzissal valosul meg. A bejutast kdvetve
az ERD-A citoplazma, ERD-B és S100 citoplazma és lizoszoma, ERD-C féleg
lizoszomalis lokalizaciot mutat. Az intracellularis fluoreszcencia intenzitds ERD-B
> ERD-A >ERD-C >S100 sorrendben csokken. In vitro sejtpenetracios profil alapjan
az ERD-A, B és C jo6 hordozojeldltek lehetnek célzott hatdanyag-szallitashoz.

Az aramlési citometria és mikroszkopos vizsgalatok sziikséges 5- és 6-
karboxifluoreszcein jelentés kiilonbségeket okoz az ERD-A, ERD-B és S100
peptidek internalizaciojaban: a 6-Cf peptidek nagyobb aranyban jutottak be a
sejtekbe. Az 5- és 6-Cf-peptid-konjugatumok szerkezetét NMR spektroszkdpiai

mérésekkel vizsgaltam. Megallapitottam, hogy a fluorofor hatasira a rendezetlen



peptidek szerkezetében nem kovetkezik be jelentds valtozas, azonban az aromas
aminosavak és a prolin szerepe kimutathatd. A NOE keresztcsucsok alapjan a 6-Cf-
peptid konjugatumok esetén az 5. pozicidban 1évé fenilalanin oldallanc protonok
térben kozelebb vannak Cf aromas protonjaihoz, mint az 5-Cf variansok esetén.
Ennek kovetkeztében a 6-Cf-konjugatumok esetén a F5 oldallanca ,,eltemetettebb”.

az eltérd hidrofilitas hozzajarul az eltérd sejtpenetracios tulajdonsdgokhoz.
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3. abra 5- (z61d) és 6-Cf (piros) hatasa a peptidek amid N és H kornyezetére (A) és
a Cf-pozitiv sejtek aranya A431 sejtvonal esetén (B)

Az ERD és S100 peptidek-membran kdlcsonhatasanak vizsgalata soran
megallapitottam, hogy a peptidek képesek PC bicellakhoz kotédni, melyre a
peptidek transzlacios diffizios egyiitthatdjanak megvaltozasa, illetve a lipid

fejcsoportban 3P atom jelszélesedése utal.

C) A mutacio szerkezeti hatasat, illetve a vazfiiggetlenség-modell érvényességét
vizsgaltam SGPI-2 és SPINK1 vazi szerin protedz inhibitorok esetén. A
fagbemutatassal létrehozott, kimotripszin kotédésre képes varidansok DNS
szekvenalasaval megallapitott konszenzus hurokszekvencia a két vaz esetén eltérd.
A konszenzus szekvencia athelyezése a masik vazra jelent6sen csokkenti az inhibitor
affinitasat a Kimotripszinhez. Ez arra utal, hogy a vaz befolyasolja az inhibitor
specificitasat, az enzimkotddésben a Laskowski-modellel ellentétben aktiv szerepet

jatszik.



A hurokcsere okozta valtozdsokat NMR spektroszkopiai mérésekkel
kovettem, a szerkezetvizsgalat sordn 5 inhibitor esetén a 'H, B¥C, és N
kornyezetekre a jelazonositast elvégeztem. Az SGPI-2 konszenzus és hurokcserélt
varians kozott kiillonbség detektalhatd a masodlagos szerkezetben (4/A. dbra). A
kevésbé stabil SGPI-2 vaz esetén a hurokcsere hatasara a 3. B-szal rendezetlenné
valik, ami elénytelen az enzimko6t6dés kialakulasdhoz. A stabilabb SPINKI1 vaz
esetén hurokcsere nem okoz szerkezeti valtozast (4/B. abra).

A konszenzus szekvenciat tartalmaz6 varians esetén vizsgaltam az inhibitor
gerincdinamikai paramétereit. A Lipari-Szabé modellfiiggetlen analizis és MD
szimulaciok alapjan a hurokra és az a-hélix terminalis régioira lassi konformacios
mozgasok jellemz8k (Rex, S?) (4/C.4bra), melyek a hurokcsere hatdsara
feler6sodnek. Tovabba a molekuladinamikai szimulaciok alapjan a hurokrégid
torzul, a P1 pozicio térben a P1° helyére keriil, amely az enzimko6tddésnél jelentds

affinitasvesztést okoz.
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4. abra Hurokcsere hatasa SGPI-2 (A) és SPINKI1 (B) variansok masodlagos
szerkezetére. A Lipari-Szab6é modell fiiggetlen analizis soran meghatarozott Rex
értékek: SPINKI variansok esetén a hurokrégioban lassi konformacios mozgasok

jellemzok.



5. Kovetkeztetések

A) A rendezetlen p53 TAD fehérje esetén az irodalomban el6szor mutattam ki és
azonositottam a prolin cisz-transz izoméria kovetkeztében kialakuld minor
konformereket. A minor formak detektalasara 'H®-detektalt méréseket hasznaltam,
illetve kidolgoztunk 2 uj, BASEREX valds idejii homo- és heteronuklearis
lecsatoldson alapuld *H*-detektalt pulzusszekvenciat (3D Pro-(HCA)NCACBHA és
a 3D Pro-(H)CGCBCAHA\). Ezek a mérések kivalo felbontas mellett lehetévé teszik
a rendeztelen fehérjék fiziologias hémérsékleten és pH-n valo vizsgalatat, tovabba
rovid mérési ido alatt kis koncentracioban jelen 1évo (40-150 uM) konformerek
kimutatasat is.

A p53 TAD CK2 kinaz altali foszforilaciot *HN és 'H*-detektalt NMR
mérésekkel kdvetve azonositottam a foszforilacios helyeket (T55, S46, S6). A
foszforilacié a f6 komponens masodlagos szerkezetében nem okozott jelentds
valtozast, csak a lokalis eltéréseket detektaltam T55 és S46 kornyezetében.
Kimutattam, hogy a foszforilacio hatassal lehet a foszforilalt aminosav
kornyezetében 1év6 prolinok cisz-transz egyensilyara: S46 aminosavat koveté P47
esetén az egyensuly a transz-izomer iranyaba tolodott el.

Irodalmi adatok statisztikai elemzésével megallapitottam, hogy a prolin 3
kornyezetében milyen tipusd aminosavak befolyasoljak a cisz-prolin aranyat.
Megnovekedett (10% feletti) cisz-prolin tartalmazo szekvenciak esetén az aromas és
negativ t6ltésli oldallancok el6fordulasi gyakorisaga szignifikansan nagyobb.
Ezenfeliill a cisz-konformer esetén kedvezétlen a pozitiv toltésii lizin és arginin
aminosavak jelenléte. Eredményeim alapjan a Cisz-prolin aranya pontmuticioval
tervezhetdvé valik, nem sziikséges szubsztitualt prolin-analégokat szintetikusan
beépiteni a fehérjébe.

Az 1j mérések lehetdve teszik a kis koncentracioban jelen 1év0, de relevans
biokémiai folyamatokat szabalyozo cisz-prolin vizsgalatat, ezaltal hozzajarulhatnak

rendezetlen fehérjék mikodésének megértéséhez.



B) A dolgozatom masodik részében a gyogyszerhordozo-jelolt ERD14 és S100
peptidek NMR spektroszkopiai és in vitro sejtpenetracios vizsgalatait végeztem.
Megallapitottam, hogy a vizsgalt koncentracidtartomanyban egyik peptid sem
toxikus az A431 és MonoMac6 sejtvonalakra nézve, tovabba képesek atjutni a
sejtmembranokon. Az inhibitorokkal végzett kisérletek alapjan a bejutas
energiafliggd, endocitozissal és makropinocitdzissal valdsul meg. A bejutdst kdvetve
az ERD-A citoplazma, ERD-B és S100 citoplazma és lizoszoma, ERD-C f6leg
lizoszomalis lokalizaciot mutat.

Az in vitro sejtpenetracios vizsgalatok soran kiilon vizsgaltam az 5- és 6-
karboxifluoreszcein jel6lt peptideket, és azt tapasztaltam, hogy az ERD-A, ERD-B
és S100 peptidek esetén a 6-Cf peptidek nagyobb aranyban jutottak be a sejtekbe.
NMR spektroszkdpiai vizsgalatok soran megallapitottam, hogy a fluorofér hatasara
a rendezetlen peptidek szerkezetében nem kovetkezik be jelentés valtozas, azonban
az aromas aminosavak oldallancai térkozelbe keriilnek, ezaltal n-n kélcsonhatasba
léphetnek a Cf aromas gytriiivel. Ez a kolcsonhatas jelentdsebb a 6-Cf-peptid
konjugatumok esetén, a hidrofilitasi kiilonbség hozzajarul az eltérd sejtpenetracios
tulajdonsagokhoz.

Eredményeim alapjan az ERD-peptidek alkalmasak lehetnek kismolekulas
hatéanyagok sejtbe juttatdsara, tovabba megallapithatd, hogy a fluorofor-peptid
kolcsonhatas befolyasolhatja a sejtpenetraciot.

Az ERD és S100 peptidek-membran koélesonhatasanak vizsgalata soran
megallapitottam, hogy a peptidek képesek PC bicelldkhoz kotédni, melyre a
peptidek transzlacios diffuzios egyiitthatdjanak megvaltozasa, a kotédé aminosavak
amid és oldallanc 'H jeleinek, illetve a lipid fejcsoportban 3P atomok jeleinek
szélesedése utal.

C) SGPI-2 és SPINKI1 vazii kanonikus szerin protedz inhibitorok esetén a
megallapitott konszenzus hurokszekvencia eltér, amely arra utal, hogy a vaz is aktiv

szereppel bir az enzimkotédésben. Az eltérd vazon evolvalt hurok ezenfeliil



jelentésen csokkenti az enzimaffinitast. Ezaltal Laskowski és munkatarsai altal
létrehozott modell nem érvényesiil.

A hurokszekvencia mutacidja az SGPI-2 eltérést okoz a masodlagos
szerkezetben. A kevésbé stabil SGPI-2 vaz esetén a hurokcsere hatasara a 3. B-szal
rendezetlenné valik, ami el6nytelen az enzimkot6dés kialakuldsahoz. A stabil
SPINK1 vaz esetén hurokcsere esetén okoz szerkezeti valtozast. A Lipari-Szab6
modellfiiggetlen analizis és MD szimuldcidk alapjan a hurokra és az a-hélixre lassu
konformaciés mozgisok jellemzék (Rex, S?), melyek a hurokcsere hatdsara

feler6sodnek. Tovabba a hurokrégio torzul, ami jelentds affinitasvesztéssel jar.
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