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1. Bevezetés

A modern gyogyszerkutatds {6 irdnya a célzott terapia, melynek fontos eleme a
mellékhatasok csokkentése a megfeleld szelektivitas és specificitds elérésével. A
leggyakoribb gyodgyszercélpontok fehérjék, melyek lehetnek enzimek, receptorok,
ioncsatorndk, transzporterek. Ezen biomolekulak 3D szerkezetének ¢és oldatbeli
mozgasainak ismerete kulcsfontossagu a fehérje-kismolekula, fehérje-fehérje, illetve
fehérje-membran kolesonhatasok szempontjabol.

A biomolekulak szerkezeteit tartalmazé adatbazis, a Protein Data Bank (PDB)
(Burley és mtsai 2021) jelenleg tobb, mint 180 000 fehérje/fehérjekomplex, nukleinsav
vagy oligoszacharid szerkezetet tartalmaz, melyek 87,7%-at rontgenkrisztallografia,
7,4%-at NMR spektroszkopia ¢és 4,8%-at krio-elektronmikroszkopia segitségével
hataroztdk meg. Az esetek <1%-ban tobb moddszer 6tvozetét vagy egyéb moddszert
hasznaltak. A felsoroltak koziil oldatfdzisban, atomi szinten egyediill az NMR
spektroszkopia ad informéciot a szerkezetrdl és az oldatbeli mozgasokrol is. Igy adatokat
szerezhetiink a globuléris fehérjéken kiviil olyan rendkiviil mozgékony biomolekulakrol
IS, mint a rendezetlen fehérjék és fehérjeszakaszok (IDP/IDR, intrinsically disordered
proteins/regions), melyeket a PDB adatbazis nem tartalmaz.

A doktori munkdm soran modern NMR spektroszkopiai megkdzelitéseket
alkalmaztam kiilonb6zd bioldgiai rendszerek vizsgalatdhoz. A valasztott rendszerek
biologiailag relevans fehérjek, melyek atfogd jellemzése hozzdjarul egyes betegségek
Kialakulasanak megértéséhez, illetve potencialis hatdanyag hordozo peptidek.

A dolgozatom elsé részében a tumorszupresszor p53 fehérje rendezetlen
transzaktivacios doménjének szerkezeti hajlamait és az NMR spektrumokon megjelend
minor konformerek vizsgalatat ismertetem, melyekhez 1j, altalunk fejlesztett HO-
detektalt méréseket is alkalmaztam. A kovetkezd részben a rendezetlen ERD14
dehidrinbdl és a human S100A4 fehérjébdl szarmazo 12-15 aminosav hosszu peptidek és
fluoreszcens festékkel jelolt konjugatumainak szerkezeti €és sejtpenetracids vizsgalatait
targyalom. Az irodalomban a sejtpenetrald peptidek szerkezeti vizsgalatait
membranmimetikumok jelenlétében végzik, oldatfazisi NMR vizsgalatokban a
leggyakrabban bicelldkat alkalmaznak. A fehérjékkel/peptidekkel valdo kolcsonhatas

valtozast okozhat a bicella globalis (méret, alak) paramétereiben, amely jellemzéséhez a



PFG-NMR moddszer nyujt segitséget. Végiil mutacido okozta szerkezeti és dinamikai

valtozasokat mutatom be kis, globularis szerin proteaz inhibitorok példajan keresztiil.

1.1. Rendezetlen fehérjék

A jol ismert, jol definialt 3D szerkezettel rendelkezd, globularis fehérjék mellett
rendezetlen fehérjék, illetve rendezetlen fehérje régiok is eléfordulnak. Az eukaridta
fajokban a fehérjék 35-51%-ban, a prokariota proteom 16-45%-ban tartalmaz legalabb
1 db, 50 aminosavnal hosszabb rendezetlen szakaszt (Dunker és mtsai 2002, Dunker és
mtsai 2000, Oldfield és mtsai 2005, Uversky 2015). Az IDP-ket tartalmaz6 adatbazis, a
DisProt tobb, mint 2000 fehérjét nevesit (Hatos és mtsai 2020). Sok IDP kulcsfontossag
biokémiai folyamatokat szabalyoz, ezaltal meghatdrozo szerepiik van kiilonb6zo
betegségek kialakuldsaban, igy a neurodegenerativ betegségek, Parkinson-kornal az o-
szinuklein (Marsh ¢és mtsai 2006, Meade és mtsai 2019), a tau fehérje a taupatiak,
Alzheimer-kor esetén (Busche és Hyman 2020, Igbal és mtsai 2010) felelds az amiloid
plakkok létrejottéért, a pS3 transzaktivacios doménjének koros miikddése a sejtciklus és
apoptozis  szabalyozésaval daganatos betegségek (karcinomdk, szarkomak)
kialakuldsédhoz vezethet (Olivier és mtsai 2003, Saha és mtsai 2015).

A rendezetlen fehérjék jellegzetessége, hogy a globularis fehérjékkel szemben
nem rendelkeznek stabil masodlagos ill. harmadlagos szerkezeti elemekkel. Az IDP-k az
oldatban sokféle konformacios allapotban lehetnek jelen. Ez a nagyfokt szerkezeti
heterogenitas hozzajarul ahhoz, hogy tobb, kiilonboz6 célponthoz is tudnak kotdédni. A
stabil szerkezet helyett gyakran megjelennek benniik révid, naszcens helikalis vagy rovid
turn szakaszok. Sok esetben a kotddés hatdsara létrejon az un. ,,disorder-to-order”
atmenet, ami azt jelenti, hogy a rendezetlen szakasz ,,rendezddik”, €s stabil szerkezeti
elemek alakulnak ki (Feng és mtsai 2009, Kussie és mtsai 1996, Lee és mtsai 2010). Az
igy létrejott szerkezeti elemek kotdpartnertdl fiiggden kiillonbozdek lehetnek. Jo példa
erre a p53 transzaktivacios domén (TAD), amelyben hélix alakul ki az S46-E51 régioban
a HMGB1 (high mobility group B1) fehérjéhez kotddve (Rowell és mtsai 2012). A
transzkripcios faktor IIH fehérjéhez kotddve hosszabb a helikalis régio (S46-E56) (Di
Lello ¢és mtsai 2006), mig a p300 fehérjével kdlcsonhatasban az eldbb felsoroltakkal
ellentétben a stabil hélix a TADI1 régioban alakul ki (Q16-L25) (Feng és mtsai 2009).



A rendezetlenség alapja a globularis fehérjéktdl eltéré aminosav Osszetétel:
gyakori a ,szerkezettord” prolin, glutaminsav, lizin, szerin, glutamin, mig ritkdk a
masodlagos szerkezet kialakitasaban fontos szerepet jatszo aromas (Trp, Phe, Tyr) és a
hosszu alifds oldallanct aminosavak (Leu, lle, Val), ezenfelil a diszulfidhidakat
l1étrehozo6 cisztein, tovabba az aszparagin (Theillet és mtsai 2013, Tompa 2002). A
globularis fehérjékhez képest az IDP-k altaldban kis hidrofobicitassal (Kyte és Doolittle
1982) és nagy atlagos netto toltéssel rendelkeznek (1. abra) (Dunker és mtsai 2008,
Uversky 2002).
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Atlagos hidrofohicitds

1. abra A PONDR CH-Plot algoritmuséaval késziilt egy aminosavra jutod atlagos nettd

toltés-hidrofobicitas 0sszefiiggés globularis (kék) és rendezetlen (piros) fehérjék esetén.

A rendezetlen fehérjék 0 jellegzetessége, hogy prolin aminosavakban gazdagok.
A nagy mennyiségii prolin miatt poliprolin II (PPII) és turn szerkezeti elemek jelennek
meg. Ezen feliil a prolin az egyetlen a 20 természetben eléfordulé aminosav koziil, ahol
a cisz-izomer is el6fordul. Mivel a cisz-transz atalakulas lasst folyamat (Reimer és mtsai
1998), a sejtben peptidil-prolil-cisz-transz izomerazok (PPI, peptidil-prolil izomeraz)
katalizaljak ezt a folyamatot (Anchal és mtsai 2021, Fagiani és mtsai 2021, Olejnik és
mtsai 2021). A leggyakrabban vizsgalt izomeraz a Pinl, amely a cisz-transz konformacios
egyensulyt szabalyozza kulcsfontossdgu biokémiai utvonalakban. Ezaltal szerepet jatszik
az Oregedési folyamatokban, tumorok és neurodegenerativ betegségek kialakuldsaban
(Fujimoto ¢és mtsai 2010, Lee és mtsai 2011, Magli és mtsai 2010, Pang és mtsai 2007,
Stukenberg ¢s Kirschner 2001).

Az Alzheimer-kérban cisz-p-tau a betegség korai fazisaban jelenik meg,

felhalmozodik a neuronokban és hozzajarul a betegség progresszidjahoz. Pinl a cisz-



transz-prolin  atalakulast gyorsitva gatolja a patologias folyamatok kialakulasat
(Nakamura és mtsai 2012).

Az irodalomban leirtdk a cisz-transz konformacios egyensuly szabalyozd
funkciojat DNS karositd folyamatokban. Az ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-
related) fehérjében a P429 transz és cisz allapotban is el6fordul (Makinwa és mtsai 2020).
A transz-ATR a sejtmagban ATRIP fehérjéhez kotve talalhatd, a citoplazmdban szabad
formaban cisz és transz P429 is eléfordul. DNS karosodas esetén a cisz-ATR feldusul a
mitokondriumban, és anti-apoptotikus hatasaval feladata a sejt életben tartasa, amig a
DNS javitas befejez6dik (Hilton és mtsai 2015, Makinwa ¢s mtsai 2020).

A cisz-prolin a fehérje-fehérje kolesonhatasokban is szerepet jatszik: a p5S3 TAD
E3 ubiquitin ligaz MDM2 (mouse double minute-2) fehérjével alkotott komplexének
stabilitasa csokken, ha a P27 cisz-konformerként van jelen (Zhan és Ytreberg 2015),
illetve a BMAL TAD (brain and muscle ARNT-like 1) fehérje P625 cisz-transz
atalakuldsa szerepet jatszik a cirkadian ritmus szabalyozéasaban (Gustafson és mtsai
2017).

Mivel a prolin cisz-transz izomerizaci6 kiemelt fontossagu biologiai folyamatokat
szabalyoz, ezért elengedhetetlen a pontos konformerek ismerete és oldatbeli eloszlasuk,

ami atomi szintli vizsgalatokkal derithetd fel.
1.1.1. Rendezetlen fehérjék szerkezetvizsgalo modszerei

Az IDP-k szerkezeti jellemzése torténhet globalis, a teljes molekulat leir6d (méret,
alak stb.), illetve atomi szintli paraméterekrdl informaciot adé6 modszerekkel. Globalis
paraméterek meghatarozhatok kisszogli rontgenszoras (SAXS), kisszogli neutronszoras
(SANS) cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia, méretkizardsos kromatografia
(Brusotti és mtsai 2018), SDS-PAGE gélelektroforézis (Ord és Loog 2020) vagy PFG-
NMR (Dudas és Bodor 2019) médszerekkel. Az IDP-k mozgékonysaga kovetkeztében a
lokalis, atomi szintli szerkezetvizsgald modszerek gyakran nehézségekbe iitkoznek: a
rontgenkrisztallografia esetén a rendezetlen fehérjék nem, vagy nehezen (példaul
chaperon jelenlétében) kristalyosithatok (Ecsédi és mtsai 2020, Tompa 2002). Az utobbi
években jelentds fejlddést mutatd krio-elektronmikroszkopia szamara is a rendezetlenség
okozza a legnagyobb problémat (Nwanochie és Uversky 2019), ezért az IDP-k atomi

szinten kizarolag oldatfazisi NMR spektroszkopia segitségével vizsgalhatok.
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Az NMR spektroszkdpia hasznalataval a rovid fehérjeszakaszok jellemezhetdk
homonukleéris *H,'H-TOCSY, H,'H-NOESY mérésekkel, a hosszabb szakaszok esetén
a jelentés jelatfedés miatt sziikséges °N, illetve *C/*®N-jelolt mintat hasznalni. A
leggyakrabban klasszikus, *HN-detektalt méréseket végziink, azonban az IDP-k esetén
nehézségeket tapasztalunk: a rendezetlen fehérjék gyakran nagy mennyiségli prolint
tartalmaznak, amelyek nem rendelkeznek amid protonnal, ezért nem detektalhatok.
Tovabba az amid jelek kiszélesedhetnek a protoncsere folyamatok miatt. Ez a folyamat
nemcsak IDP-k esetén jelentds a fiziologias koriilmények kozt (37°C, pH=7.,4) végzett
mérések esetén.

Napjainkban elérhetdk mas tipusa detektalasi modszerek, melyekkel az *HN
detektalasnal tapasztalt problémak elkeriilhetok. Ezek a *C (Bermel és mtsai 2006a,
Bermel és mtsai 2006b, Murrali és mtsai 2018), 1°N (Chhabra és mtsai 2018, Gal és mtsai
2011, Gibbs és Kriwacki 2018) ill. 'H* detektalt mérések (Bottomley és mtsai 1999,
Kanelis és mtsai 2000, Mantylahti és mtsai 2010). Mindharom megkdzelités elénye, hogy
az amid protonnal nem rendelkezd prolinokat is tudjuk detektalni. Tovabba a felsorolt
atomok nem vesznek részt protoncserében, ezért a méréseket fiziologias koriilmények
kozt is végezhetjiik. Leggyakrabban hasznalt 2D °C vagy °N-detektalt mérés a CON,
amely az i-edik aminosav amid nitrogénjét korrelaltaja az (i-1)-edik aminosav karbonil
szén atomjaval. A CON kedvez6 tulajdonsaga a széles jeldiszperzio, a karbonil szén kb.
5 ppm (173-178 ppm), a nitrogén kb. 30 ppm (110-140 ppm) kémiai eltolodas tartomanyt
olel fel, ezért a jelatfedés ritka. Ezzel ellentétben, a klasszikus *HN detektalasnal a
jeldiszperzio rendezetlen fehérjék esetében kb. 1 ppm. Mindkét modszer hatranya, hogy
rendkiviil érzéketlenek, ezért a megfeleld jel/zaj arany eléréséhez a tranziensek szdmat
emelni kell, amely a mérési id6 jelent6s novekedésével jar. Léteznek specialis szénre,
illetve nitrogénre érzékeny mérdfejek, de ezek koltségesek és Magyarorszdgon nem,
illetve vilagszerte is csak néhdny NMR laboratoriumban érhetdek el.

A korabban emlitett *H* detektalt mérések elénye, hogy érzékenyebb, mint a *C
és °N detektalas. Hatranya, hogy a jeldiszperzié ~1 ppm hasonléan az amid protonhoz,
illetve a jelentds jelszélesedés, amelyet a H* kdrnyezetében 1évd atomokkal valo csatoléas
okoz. Ennek kikiiszobolésére kiilonb6zd lecsatolasi modszereket hasznalhatunk, melyek
soran a multiplettek szingulett jelekké alakithatok. Igy tiszta vagy valodi kémiai eltolodas

(Gn. ,,pure shift”) spektrumot kapunk. A dolgozatomban bemutatott 2D SHACA-HSQC
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szelektiv H®-13C® Kkorrelacios spektrumokban kiterjedt valds idejli homo- és
heteronuklearis lecsatolast valositunk meg, amivel jelentés felbontas- ¢és

érzékenységndvelés érhetd el (Bodor és mtsai 2020).
1.1.2. Prolin cisz-transz izoméria vizsgalata

Egy peptidkotésben az i-1-edik aminosav karbonilcsoportja és az i-edik aminosav
HN altal meghatarozott o szog térallasa kétféle lehet: 180° esetén a kotés transz, 0° esetén
cisz (2. abra). A cisz kotés kialakulasa energetikailag kedvezétlen az i-edik és i-1-edik
aminosav C“ atomjai k6zott kialakulo sztérikus gat miatt, ezért a legtobb aminosav esetén
kizarolag a transz konformer fordul el6. A prolin esetén az energiagat kisebb, mint a tobbi
aminosav esetén, ezért fehérjékben a cisz-kotés el6fordulasa ~ 0,03% (Dugave és
Demange 2003, Pal és Chakrabarti 1999, Weiss és mtsai 1998). A prolin globularis
fehérjékben szinte kizardlag a transz izomerként fordul eld, cisz-izomer leggyakrabban
loop régiokban taldlhatok (Merlino és mtsai 2012, Schultz és mtsai 2005, Svensson ¢€s

mtsai 1992).

Cy—CP C',-'—C:ﬁ
& tul P b tal P
q\Nf 0:1'[;/ -31\ P n_ﬁ{:/‘
| | !
A R|:41 :| Pf{}\x H[-r] :.
Rt o a Ri4)
tronsz cisz

2. abra A prolin cisz-transz izomerizacié. Rendezetlen fehérjékben egyenstlyi folyamat,

az egyensuly a transz izomer iranyaba mutat.

Rendezetlen fehérjék esetén a két izomer egyensulyban van, a cisz-izomer
altalaban 5-15% mennyiségben is jelen lehet (Alderson és mtsai 2018). A nagyobb
mennyiségii Cisz-izomer oka, hogy a sokkal mozgékonyabb IDP-k esetén a sztérikus gat
kisebb a Pro C® és a megelz6 aminosav C* atomja kozétt.

Rendezetlen fehérjékben az aminosavosszetétel szerint a prolin eléfordulasa
gyakoribb, és az egyensuly miatt oldatban mindkét konformer jelen lehet (N db prolin
esetén elméletben 2N db konformer van az oldatban). Ebben az esetben az NMR
spektrumokon (*H,*N-HSQC, *H,C-HSQC, H,'H-TOCSY stb.) jelkettézédést
figyelhetlink meg a prolin és a kornyezé aminosavak esetén: egy nagy intenzitasu fo jelet,

amely a transz-prolin és kornyezetében 1évé aminosavakhoz tartozik, és egy kis
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intenzitast minor jelet, amely a CiSz-prolin jelenlétére utal. Ennek oka, hogy a prolin cisz-
transz izoméria lassu iddéskaladju egyensulyi folyamat, a sebességi allando
szobahémérsékleten 102 -10 s-1 (Reimer és mtsai 1998). Sok esetben a f6 konformer
melletti minor formak detektaldsa és azonositasa nehézségekbe iitkozik a valasztott
megkozelités érzékenysége vagy jelatfedések miatt. Peptidek, kisméretii fehérjék esetén,
a konformerek azonositdsa 2D homonukledris spektrumok alapjan elvégezhetd, mivel a
cisz és transz izomer esetén a szekvencialis H*-H?, illetve H%-H® NOE keresztcsucsok
intenzitasa eltér (Wiithrich 1986).

Nagyobb fehérjék esetén a jelatfedések miatt sziikséges izotopjeldlt mintat
hasznalni (N ill. 3C/*°N), a jelkett6zddést leggyakrabban *H,">N-HSQC spektrumon
detektaljak. A megjelend minor jelek asszignacidja altalaban *HN detektdlason alapuld
mérésekkel nem lehetséges, mivel a prolinnak nincs detektalhatd amid protonja, ezért a
prolint megel6z6 és kdvetd aminosavak minor jeleit nem lehetséges 0sszekotni. Erre a
problémara megoldas lehet 4D HCOCANH spektrum (Wong és mtsai 2018), azonban ez
Pro motivumok esetén nem alkalmazhato.

Mivel az Osszekotés gyakran nem lehetséges (prolinok nem detektalhatok, csak
kozvetve lehet informaci6 szerezni roluk), ezért alternativ technikakat alkalmaznak. Ilyen
a prolin mutacidja alaninra, ahol az adott Cisz-prolinhoz tartozé minor jelek eltiinnek a
'H,®N-HSQC spektrumrél (Dujardin és mtsai 2019). A minorok azonositdsa torténhet
Gigy is, hogy a teljes fehérje helyett csak bizonyos aminosavakat jeldlnek *C izotéppal.
Ilyenkor 4ltalaban nem *H, ®N-HSQC, hanem H,3C-HSQC spektrumokat hasonlitanak
0ssze (Urbanek és mtsai 2020).

A minor prolinok direkt detektaldsa az utobbi években a korabban emlitett 2°C- és
'He-detektalt mérésekkel torténik (Ahuja és mtsai 2016, Chaves-Arquero és mtsai 2018,
Urbanek és mtsai 2020). A C detektalt mérések nem olyan érzékenyek, mint az H
detektaltak, de a szénre érzékenyitett mérdfejen kiviil a nagyobb fehérjekoncentracid és
a nagyobb térerén mérés (1,2 GHz) esetén a minor jelekre is jol alkalmazhatok.

A kis koncentracioban jelen levé minor konformerek detektalasat a prolin
konformécié meghatarozasa koveti. A prolin konformaci6 meghatarozhaté a kordbban
emlitett NOE keresztcsucsok mellett a CP és CY kémiai eltolodasok alapjan (Schubert és

mtsai 2002). A transz-prolin esetén J(CP) 31-32 ppm és 5(C") ~27 ppm, cisz-prolinnal
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5(CP) 33-34 ppm és 5(C") ~24 ppm. igy a transz izomernél §(CP)-6(C") ~5 ppm, a cisz-
Pro esetén ~10 ppm, ezért fontos, hogy a prolin oldallinc CP és C” atomjait detektalni
tudjuk.

A két izomer 2D 'H,*C-HSQC spektrumon is detektilhatd, de a kisméretii
peptidek kivételével az alifas tartomanyban a jelatfedés jelentds, ezért gyakran 3D
mérésekre van szikség. Az 'HN detektdlason alapulé mérések kozil CCCONH
(Montelione és mtsai 1992) spektrumon detektaljuk az i-1-edik aminosav oldallanc Gsszes
13C atomjat, tehat a prolin oldallancot is. Azonban meg kell jegyezni, hogy a Pro-Pro-X
motivumok esetén informéciot csak az X aminosavat kozvetleniil megelézé prolinrol
kapunk. A 3C-detektalas esetén az egyes prolin oldallanc *C atomok kémiai eltolodasat
direkt modon, 3D (H)CCCON mérés segitségével lehet meghatarozni (Bermel és mtsai
2006a, Mateos ¢és mtsai 2020).

A CP és CY kémiai eltolodas kiilonbségen kiviil in silico predikcidés modszerek is
alkalmazhatdk a prolin izomer meghatidrozdsahoz. Fontos megjegyezni, hogy ezek az
CISPEPred algoritmus BLAST keresést végez az aminosav szekvencia alapjan (Song és
mtsai 2006). Ennél pontosabb predikciot adnak azok a programok, melyek a szekvencia
mellett kiilonb6z6 atomok kémiai eltolodasait is figyelembe veszik. Ilyen algoritmusok a
POP (Schubert é¢s mtsai 2002), a PREDITOR (Berjanskii és mtsai 2006) ¢s a PROMEGA
(Shen és Bax 2010). A POP és a PREDITOR a korabban emlitett CP-C” atomok kémiai
eltolodas kiilonbségét felhaszndlva hatdrozzdk meg a prolin izomert. A PROMEGA a
prolin 6(CP) és J(CY) ismeretében 100% valoszintiséggel képes a cisz-prolin
valoszinliségét josolni, azonban a Pro és a kornyezd aminosavak H% C% N, HN kémiai

eltolodasok alapjan is jo becslést ad.

1.1.3. A p53 fehérje

A prolin cisz-transz izomerizacio jelenségét az egyik legismertebb rendezetlen
fehérjén, a p53 transzaktivacios doménjén vizsgaltam.

A human p53 (UniProt azonosit6: P04637) bioldgiai szerepe szerint egy
tumorszupresszor, kulcsfontossagi szereplé a sejtciklus szabélyozésaban, az

apoptozisban és a DNS javitd mechanizmusokban (Bulavin és mtsai 1999, Kruse és Gu
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2009, Oda és mtsai 2000). A p53-DNS komplex stabilizalasaban és a transzkripcidban a
CBP (CREB-k&t6 fehérje) és p300 fehérjék jatszanak fontos szerepet (Lee és mtsai 2010).
A p53 szerkezete szerint homotetramer, melyben a 393 aminosav hosszi
alegységeket kiillonboz6 szerkezeti egységre bonthatjuk (3. abra): a monomer all egy
rendezetlen N-terminalis transzaktivaciés doménbdl (TAD), egy prolin-gazdag régiobol
(PRR), ezt koveti a DNS-koté domén (DBD), a nuklearis lokalizaciés szignal (NLS), a
tetramerizacios domén (TET) és a C-terminalis szabalyoz6 domén (REG).

1 B0 393
[AD1 TAD2 | (210 MLS | TET | REG

99 ¢ 09 ¢ 9 0
GS MEEPQ SDPSV EPPLS OETFS DLWEL LPENN VLSPL PSOAM DDLML SPDDI EQWFT EDPGP
1 1 10 20 £l 40 a0 &0

3. abra: A p53 fehérje sematikus felépitése, alul a TAD régié aminosavszekvenciaja, ahol
a naszcens helikalis régiot sziirke téglalap jelzi. A foszforilacios helyeket kék kor, a

prolinokat piros betii jelzi.

Az N-terminalis TAD domén az egyik legismertebb rendezetlen fehérjeszakasz,
amely gazdag negativ toltésli aminosavakban és prolinokban. A 60 aminosav hosszt TAD
régiot két nagyobb egységre oszthatjuk: TAD (1-41. aminosav) és a TAD2 (42-60.
aminosav) (Raj és Attardi 2017). A F19-L26, L43-F54 régiok hidrofob és aromas
oldallanct aminosavakat tartalmaznak, illetve tranziens masodlagos szerkezeti elemek
kialakitasara képesek (F19-L25, P47-T53) (Borcherds és Daughdrill 2018, Lee és mtsai
2000, Wells és mtsai 2008).

A p53 TAD funkcidjanak betoltésében fontos szerepet kap a nagyfokt szerkezeti
heterogenitds, amely altal tobbféle célfehérjéhez képes kotddni (Anil és mtsai 2013,
Bochkareva és mtsai 2005, Feng és mtsai 2009, Krois és mtsai 2016, Kussie és mtsai
1996, Lee ¢s Chen 2016, Okuda és Nishimura 2014, Popowicz és mtsai 2007, Rowell és
mtsai 2012). A fehérje-fehérje komplexek koziil leggyakrabban a p53-MDM-2 komplexet

crer

crer

kontrollalatlan tumor proliferacidhoz vezetnek (Grigorian és mtsai 2001, Orre és mtsai

2013).
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A p53 TAD tovabba képes kolcsonhatasba 1épni a metasztazisban részt vevo
S100A4 fehérjével is (Garrett és mtsai 2006, Grigorian és mtsai 2001, Van Dieck és mtsai
2009). Az S100A4 az S100 fehérjék csaladjaba tartozik, melyek k6zos tulajdonsaga, hogy
jol oldodnak telitett ammonium-szulfat-oldatban és Ca®" iont kdtnek. Szerkezetiik szerint
homodimerek, és alegységeik egy pszeudo-EF-hand és egy EF-hand motivumbdl allnak.
kapcsolddni.

A kiilonbozd fehérje-fehérje kolcsonhatasokat tobbek kozt poszttranszlacios
modositasokkal lehet szabalyozni. A 7 darab szerint és 2 treonint tartalmazo p53 TAD
esetén a foszforilacid a f6 szabalyoz6 mechanizmus, az irodalomban leirtak kiilonb6z6
kinazok (HIPK4 mouse homeodomain-interacting protein kinase) (Arai és mtsai 2007),
CDKS5 (ciklin dependens kinaz 5) (Lee és mtsai 2007), protein kinaz C (Yoshida és mtsai
2006), AMPK-AMP-aktivalt protein kinaz (Jones és mtsai 2005) szerepét.

Enyhe DNS karosodas esetén S15 és S20 aminosavak foszforilaloédnak, amely p53
stabilizaciojat kovetve célgének transzkripcidjat okozza. Az S15 és S20 foszforilacid
kinetik4ja gyors, ellenben a sejtben az S46 foszforilacidja orakkal a genotoxikus stressz
utan kovetkezik be (Oda és mtsai 2000). Az S46 foszforilacidjat okozza a stilyos DNS
karosodas, melynek kovetkeztében sejthalal stimulalo célgének keriilnek atirasra (BAX,

pS3AIP1, pS3INP1, NOXA), illetve a mitokondrium kiils6 membranjanak

crer

1.2. Sejtpenetralo peptidek

A célzott hatdanyag-szallitds kiemelt fontossdgi a toxikus, tumorterapidban
hasznalt hatéanyagok célba juttatasahoz. A molekularis gyogyszertechnoldgia kiilonb6z6
nanohordozokat alkalmaznak a célszovet elérése érdekében: leggyakrabban
liposzomakat, de kiillonb6zé polimerek, dendrimerek, micelldk, fémtartalmt
nanorészecskék (nanodot, magneses fémkomplexek stb.) is alkalmasak a feladatra
(Yetisgin és mtsai 2020, Zhao ¢és mtsai 2020). Kutatasok folynak ezeken kiviil
sejtpenetrald peptidek felhasznalhatosagarol is (Kurrikoff és mtsai 2021, Xie és mtsai
2020).

A sejtpenetrald peptidek (CPP, cell penetrating peptide) rovidek, altaldban

kevesebb mint 30 aminosavbdl allnak. Az aminosavszekvencia alapjan harom nagy
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csoportra oszthatok: kationos, amfipatikus és hidrofob. A CPP-k legnagyobb része, tobb
mint 83%-a kationos (Milletti 2012), tobbek kozt ide tartoznak az elséként azonositott és
leggyakrabban vizsgalt sejtpenetrald peptidek, a HIV-1 TAT (Green és Loewenstein
1988, Vives és mtsai 1997) és a penetratin (Derossi €és mtsai 1996, Joliot és mtsai 1991).
A kationos peptidek argininben és/vagy lizinben gazdagok, a pozitiv toltéseket gyakran
hidrofob aminosavak valasztjak el.

Az in Vvitro sejtpenetracios vizsgalatok (aramlasi citometria, konfokalis
mikroszkopia) soran a peptidekhez fluoreszcens kismolekulat kapcsolnak, amely
elésegiti a fluorofor-peptid konjugatum detektalasat (Sabnis 2015). A fluoroforok
altalaban kiterjedt m-elektronrendszerrel rendelkeznek, gyakran tobb aromas gytirit
tartalmaznak (4. abra). A megfelel6 fluoreszcens festék kivalasztasanal fontos

szempontok a fotofizikai tulajdonsagok: a gerjesztd és emisszios hullimhossz.

HO‘;SOH
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5(6)-karboxifluoreszcein © ©
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4. abra In vitro sejtpenetracios vizsgalatok soran hasznalt leggyakoribb fluoroforok

szerkezeti képletei

Doktori munkdm sordn az 5(6)-karboxifluoreszceint hasznaltam, melynek
elényos tulajdonsaga a kis citotoxicitas, illetve, hogy Onmagaban nem jut at a
sejtmembranon. Hatranya az alacsony intracellularis fluoreszcencia intenzités, tovabba a

pH-fiiggd fluoreszcencia (Cavaco és mtsai 2020).
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A dolgozatomban 4, az ERD14 dehidrinbdl és az S100A4 fehérjébdl szarmazo

s

kovetkezo fejezetben ezen fehérjéket és funkcidjat mutatom be.

1.2.1. Az ERD14 dehidrin fehérje

A dehidrinek a novényi stressz fehérjék kozé tartoznak, melyek a LEA (Late
Embryogenesis Abundant) fehérjecsalad részei. Fontos szerepiik van a ndvényi mag
fejlodésében ¢€és a novény abiotikus stressz (hideg, sotartalom, szarazsag) elleni
védekezésben.

A dehidrinek szamos evolacidsan konzervalt szegmenst tartalmaznak, ezek koziil
a leggyakoribb a lizin-gazdag K-szegmens, amely minden dehidrinben legalabb egyszer
megtalalhato. A K-szegmens egy 15 aminosavbol felépiil konzervalt szakasz, melynek
aminosavszekvencidgja EKKGI MDKIK EKLPG (Close 1996, Graether és Boddington
2014) Az eléforduld pontmutaciok leginkabb az N- és C-terminalis szakaszt érintik, a
KIKE szekvencia részlet a leginkdbb konzervalt (Graether és Boddington 2014).

Irodalmi adatok alapjan a dehidrinek képesek membranokkal koélcsonhatasba
Iépni: a homoki babbdl izolalt (Ismail és mtsai 1999), illetve a kukoricabol szdrmazo
ZmDHN1 dehidrin (Koag és mtsai 2009) SDS micellakhoz kotddve helikalis
szerkezetlivé valik, ellenben a GmDHN1 (Soulages és mtsai 2003) DMPG liposzémahoz
kotddve nem mutat szerkezeti valtozast. A vizsgalatokat a teljes hossziisagi dehidrineken
és K-szegmens nélkiili konstrukciokon végezték, melyek alapjan a membranokhoz
kotodéshez a K-szegmensek jelenléte sziikséges. Munkam soran ezért a K-szegmensek
membrankdlcsonhatasat és in vitro sejtbejutasat vizsgaltam.

Dolgozatomban a valasztott lizin-gazdag peptidek a ludfii (Arabidopsis thaliana)
novényben talalhatdé ERD14 dehidrinbdl szarmaznak (Kovacs és mtsai 2008).

Az ERD14 (UniProt azonosito: P42763) egy 185 aminosav hosszu, rendezetlen
fehérje, amely chaperone-ként hozzdjarul a sejt életképességének fenntartasdhoz stressz
koriilmények kozt. 3 K-szegmenst tartalmaz, melyekre a tovabbiakban a kdvetkezdként
fogok hivatkozni: ERD-A (DRGLF DFLGK KK), ERD-B (EKKGF MEKLK EKLPG)
és ERD-C (EKKGI LEKIK EKLPG). Korabbi in-cell NMR mérések soran a régiohoz
tartozo jelek kiszélesednek, ez a jelenség a lehetséges membrankolcsonhatasra utalhat

(Murvai és mtsai 2021, Murvai és mtsai 2020)
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1.2.2. Az S100A4 fehérje

A dolgozatomban vizsgalt, gydgyszerhordozo-jelolt 4 peptid egyike a humén
S100A4 fehérjébdl (UniProt azonositd: P26447) szarmazik. Az S100A4 a
tumormetasztazisban résztvevé fehérje (Fei és mtsai 2017, Ismail és mtsai 2017). Eml6-
(Pedersen és mtsai 2002), vastagbél- (Taylor és mtsai 2002), maj- (Taylor €¢s mtsai 2002)
¢és hasnyalmirigy-daganatokban (Tsukamoto és mtsai 2013) és nem kissejtes tiidorak
(Stewart és mtsai 2016) esetén a sejtekben az expresszidja megndvekedett. Onmagaban
nem okoz tumort, azonban a metasztazis kialakuldsanak valdszinliségét noveli
(Ambartsumian ¢és mtsai 2005).

Szerkezete alapjan egy Ca?*-ion kotd homodimer, 1 homodimer 4 Ca®*-iont képes
megkotni (Bresnick és mtsai 2015). A monomer 101 aminosav hosszl, EF-hand (hélix—
hurok—hélix) motivumot tartalmaz. Globularis, szerkezetét 4 darab hélix épiti fel,
melyeket a rendezetlen C-terminalis farokrégio kovet. Dolgozatomban ezen régiod
sejtpenetracios képességét vizsgaltam. A teljes hossziasag S100A4 képes atjutni a
sejtmembranon energiafiiggd endocitozissal, de kordbban nem vizsgaltdk melyik régi6 a
felelds a sejtbejutasért. Irodalmi adatok a C-terminalis farokrégio szerepét tamasztjak ala
a metasztazis kialakulasaért és a sejtmigracioért (Malashkevich és mtsai 2008, Zhang és

mtsai 2005).

1.3. Membranmimetikumok

A sejtmembran Osszetett rendszer, mely lipideket és fehérjéket tartalmaz. A
membranfehérjék részt vesznek kiillonb6z6 biokémiai folyamatokban pl. szabalyozas,
jelatvitel stb. Szerkezeti vizsgalatuk kiemelt fontossagu, azonban membranmentes
kozegben szerkezetvizsgalatuk gyakran nem lehetséges, mert membranmentes kozegben
nem veszik fel a nativ térszerkezetiiket. Ezért fontos a membranok viselkedésének
megértése, mert elkeriilhetetlen a membranfehérjék vizsgalatdhoz. A fehérje (peptid)-
membran kolcsonhatdsok gyakran a membran fizikai-kémiai paramétereinek
(folyékonysag, gorbiilet, méret- és alak) valtozasaval jar. Mivel a sejtmembran komplex
Osszetételll, ezért biofizikai-biokémiai vizsgalatoknal modellmembranokat hasznalnak. A
leggyakrabban hasznalt membranmimetikumok a micelldk, bicelldk, vezikulumok,

liposzomak, nanodiszkek (Warschawski és mtsai 2011). Az oldatfazisu NMR vizsgalatok
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esetén figyelembe kell venni a részecskék méretét, igy a felsoroltak koziil a micelldk,
bicelldk és nanodiszkeket lehet vizsgalni.

A legkisebbek ¢s legegyszeriibben eldallithatok a micelldk. F6 hatranyuk, hogy
alakjuk eltér a sejtmembranétol, ugyanis a gorbiiletiik nagy. Elénydsebbek a bicelldk,
amelyek egy vizoldhatd, rovid szénlanct és egy vizoldhatatlan, hosszu szénlancu lipid
keverékébdl allnak. A hosszi szénlancu lipid a kettosréteget alkotja, a rovid szénlanct
lipid pedig a korongalaku alakt bicella szegélyét. A bicella fiziko-kémiai tulajdonsagait
szénlancu lipid]/[rovid szénlancu lipid]). g>2 esetén keletkezd, elnyujtott, korongszeri
bicellak szilard NMR segitségével vizsgalhatok. Oldatfazisi NMR vizsgalatokhoz a q<1
bicellak alkalmasak, ezek kisméretliek és gyors bukdacsold mozgast végeznek. A
leggyakrabban g=0,5 bicellakat hasznalnak, melyek DHPC és DMPC molekulakbol
allnak (tovabbiakban PC bicella). Ebben az 0Osszetételben a bicella vastagsaga
megegyezik a sejtmembran lipidkettdsréteg vastagsagaval (Dudas €s mtsai 2020, Diirr és
mtsai 2013).

A szakirodalomban a bicelldk méretének meghatarozasa kiilonbozd technikékkal
lehetséges: SAXS, DLS, PFG-NMR. A DLS ¢és PFG-NMR a részecskék transzlacios
diffuzidos egyiitthatojarol ad informaciot, amelybdl a Stokes-Einstein egyenlet szerint
merev, tokéletes gomb részecskékre folytonos kozegben a hidrodinamikai sugér

kiszamithato:

kT
D=
6mnry f

ahol D a transzlacioés diffazios egyiitthatd, ks a Boltzmann-allando, T a hémérséklet K-
ben,  a kozeg viszkozitasa, ry a hidrodinamikai sugar, f az alakfaktor, ami gombszer
részecskékre 1. Gyakorlatban a micellék és bicellakra nem teljesiilnek ezek a feltételek.
A bicellak méretét korabban SAXS, MD, illetve NMR és SAXS mérések
Otvozetével vizsgaltak. Az irodalomban a bicella molekularis Osszetételében nincs
egyetértés: q~0,5 PC bicellak (50 MM DMPC-100 mM DHPC) esetén az aggregacios
szam N(DMPC)=15-68 ¢és N(DHPC)=30-115 kozott valtozik. A csoportunk korabbi
kutatasa alapjan a PFG-NMR-SAXS modszer 6tvozetével — Dbicella-peptid
modellrendszereken kovették a globalis paraméterek valtozasat (Dudas és mtsai 2020).

Ez alapjan a korabban hasznalt re/ry alakfaktor nem alkalmazhato bicellak esetén, hanem
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az ry ¢€s a bicella ellipszoid alakjat jellemzé (b+tp) paraméterek jellemzik a globalis
tulajdonsagok megvaltozasat.

Doktori munkdm soran az ERDI14 és S100A4 fehérjékbdl szarmazo peptidek
okozta lokalis és globalis paraméterek valtozasat vizsgaltam g=0,5 PC bicellak esetében.

1.4. Szerin proteaz inhibitorok

A szerin protedzok a hidrolazok csoportjaba tartoz6 enzimek, neviiket a katalitikus
centrumban taldlhatd kulcsfontossagi szerin aminosavrol kaptak. Peptidkotések
hidrolizisével szdmos élettani folyamatban jatszanak szerepet (emésztés, véralvadas,
immunvalasz stb.). A legismertebb szerin protedzok a tripszin, amely pozitiv toltésii
oldallanci aminosavak utan hasit, illetve a kimotripszin, amely a hidrofob, aromas
aminosavak karboxilcsoportja utan hidrolizalja a peptidkotést.

Dolgozatomban a Schechter-Berger nevezéktant hasznalom, amely szerint P1-t61
szamozzuk az enzim altal elhasitott kotéstdl N-termindlis, P1°-t6] C-terminalis iranyban

talalhat6 aminosavakat (5. abra).

Inhibitor vagy szubsztrat
M-terminalis C-termindlis

s

TN TN
| P4 —{ P3 —
T e

P2 —i Pl\-'i\”#._ P | P2" ) P3' — P4

ey .,

&

iy

5. abra A Schechter-Berger nevezéktan. A szubsztrat vagy inhibitor aminosavait a hasitas
helyétdl N-terminalis irdnyban P1-t6l, C-terminalis iranyba P1°-t6] kezdve szamozzuk.
Az enzim kotdzsebeit S jeloli, sorszdma megegyezik a szubsztrat/inhibitor megfeleld

aminosavanak szamozasaval.

A szerin protedzok tulzott aktivitasa stlyos betegségeket idézhet eld, ezért fontos
miikodésiik pontos szabdlyozasa. A szabalyozas leggyakrabban gatlomolekulakkal,
inhibitorokkal torténik.

A szerin protedz inhibitorokat 3 f6 csoportra oszthatjuk: a kanonikus, a nem-
kanonikus inhibitorokra és szerpinekre. Dolgozatomban kanonikus inhibitorokat
vizsgéltam. A kanonikus inhibitorok konvergens evolucidval jottek 1étre. Szerkezetiik
altalanosan két részre oszthatd: vazra és az enzimhez kotédd hurokra. Valtozatos

vazszerkezetiik alapjan 18 inhibitorcsaladba sorolhatok (Otlewski és mtsai 2005). A
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kiilonboz6 vazszerkezet ellenére az inhibitorok k6zos jellemzdje, hogy szubsztratszertien
reverzibilisen kotddnek az enzimhez, ahol a hurok konformécioja megegyezik minden
inhibitor esetén. A kanonikus inhibitorok miikodési mechanizmusat széleskdrten
vizsgaltak Laskowski és munkatarsai (Laskowski és Qasim 2000). Az enzim
specificitasat elsdsorban a P1 aminosavnak tulajdonitottak, késobbi kutatdsok alapjan
hosszabb régio (P3-P3’) is részt vesz a kolcsonhatas kialakitasaban. Eredményeik alapjan
létrehoztak a vazszerkezet fliggetlensége modellt, amely szerint az optimalis
hurokszekvencidk affinitdsvesztés nélkiil felcserélhetd a kiilonb6zd vazak kozott.

A vazszerkezet fliggetlensége modell ellendrzésére a dolgozatomban vizsgalt
inhibitorok hurokrégioit kimotripszin kotddésre optimaltak. A kimotripszint 2 darab, 6 [3-
szalbol allo B-hordo épiti fel, melyek kozti drokba képesek a szubsztratok €s inhibitorok
kotddni. A peptidkotés hidrolizise az enzim aktiv centrumaban zajlik, kimotripszin esetén
a katalitikus triddot harom, szekvenciaban tavol talalhat6 aminosav alkotja: szarvasmarha
a-kimotripszin (PDB-kéd: 1YPH, P00766 Uniprot azonositd alapjan szamozva) esetén
S195, H57 és D102.

A kimotripszin esetén a P4-P5 pozicié nem jarul hozza a kolcsonhatashoz. A P3
pozicioban k6tddé aminosav amidcsoportja H-hidat alakit ki a kimotripszin G216 oxigén
atomjaval, ezért prolin jelenléte ebben a pozicioban jelentdsen csokkenti az
enzimaffinitast. A P2 pozicid szerepe hasonlo, itt a hidrogénhid az enzim G216 amid- és
a szubsztrat (inhibitor) karbonilcsoportja kozott alakul ki. Elénydsebbek a nagy
térkitoltésti oldallincok ebben a pozicioban. A kimotripszin esetén a legfontosabb
kotdzsebbe, az S1 pozicioba aromds (Phe, Tyr, Trp) illetve nagy térkitoltésti alifas
oldallanct aminosavak képesek kotdédni (Leu, Ile). A C-termindlis fel¢ haladva a
kimotripszin esetén eldényt élveznek a pozitiv toltésii oldallanci aminosavak, melyek az
enzim D64 oldallancaval ionos kdlcsonhatasban lehetnek.

A kimotripszinhez valo vazfliggést és kotédést az SGPI-2 (Schistocerca gregaria
protease inhibitor 1) és SPINKI1 (Serine protease inhibitor Kazal-type 1) vazakon
vizsgaltuk. Az SGPI-2 a sivatagi vandorsaska (Schistocerca gregaria) hemolimfajabol
izolalt inhibitor. A 35 aminosav hosszu minifehérje szerkezetét NMR spektroszkopia
segitségével hataroztadk meg (Gaspari és mtsai 2002). A vazszerkezetet 3 darab
antiparallel B-szal alkotja, melyet 3 darab diszulfidhid merevit. A kanonikus hurok a C-

terminalison talalhatd.
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A SPINK 1 humén eredetii inhibitor, a hasnyalmirigyben termel6dd szerin
protedzokat gatolja. A rontgenkrisztallografiaval meghatarozott szerkezete szerint az N-
terminalis régid rendezetlen, melyet egy a-hélix és 3 rovid B-szal kovet. A vaz szerkezetét

3 darab diszulfidhid stabilizalja (Hecht és mtsai 1992).
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2. Célkitiizések

A) Doktori munkéam elsd részének célja a rendezetlen p53 TAD fehérje szerkezeti
hajlamainak vizsgalata NMR spektroszkopiaval, tovabba a prolin cisz-transz
izomerizacié okozta minor konformerek azonositasa €s szerkezeti vizsgalata klasszikus
'HN-detektalt és H®-detektalt mérések segitségével. Ezen modszereknél a prolinok
egyértelmii azonositdsa nehézkes, ennek megkonnyitésére célom 1j, BASEREX valos
idejii homo- ¢és heteronukledris lecsatolason alapuldé H®-detektalt pulzusszekvencia
kidolgozasa.

A p53 TAD biokémiai folyamatainak szabalyozasaban poszttranszlacios
modositasok jatszanak fOszerepet. Dolgozatomban a CK2 kindz (kazein kindz) altali
foszforilacid hatasat kovetem a f6 komponens és a prolin izomerizacid miatt megjelend
minor konformerek esetén. A foszforilacié hatdsat a masodlagos szerkezetre, illetve a
cisz-prolinok mennyiségére HN és H%-detektalt NMR mérésekkel kdvetem.

Rendezetlen fehérjékben a cisz-prolin aranya valtoz6 (5-20 % kozott), ezért
irodalmi adatok statisztikai elemzésével vizsgalom milyen tényezoktél (kornyezd

aminosav tipusa, hdmérséklet) fiigg a cisz-prolin aranya.

B) Dolgozatom masodik részében gyogyszerhordozo-jelolt, az ERD14 dehidirin
fluoreszcens festék konjugatumainak szerkezeti hajlamait jellemzem NMR
spektroszkopiai mérésekkel, tovabba vizsgalom a peptidek in vitro biologiai aktivitasat.
Részletesen tanulmanyozom a kereskedelmi forgalomban izomerkeverékként kaphat6 5—
¢s 6-karboxifluoreszcein festékkel jelolt peptidkonjugatumok és a Cf szerkezetének és
fluoreszcencidjanak valtozasat a pH fliggvényében fluorimetridval ¢és NMR
spektroszkopiaval. Vizsgalom, okoz-e valtozasokat a sejtpenetracios tulajdonsagokban és
szerkezetben a peptidekhez kapcsolt fluoreszcens festék. Célom tovabba a hordozo jeldlt
Cf-peptidek in vitro biologiai aktivitas jellemzése citotoxicitas, citosztazis szempontjabol
MonoMac6 monocita és A431 laphamrak sejtvonalakon. Vizsgalom a fluoreszcens
festékkel jelolt peptidek sejten beliili lokalizaciojat mindkét sejtvonalon, illetve arra is
keresem a valaszt, hogy a Cf-konjugatumok milyen mechanizmussal jutnak a sejtekbe.

Az ERD ¢és S100 peptidek membrankstddését PC bicellak jelenlétében

tanulmanyozom.
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C) Doktori munkam része tovabba globuléris, kanonikus, SGPI-2 és SPINKI-
vazu szerin protedz inhibitorok szerkezetvizsgalata. A Laskowski és munkatdrsai altal
l1étrehozott vazszerkezet-fiiggetlenség-modell alkalmazhatdsagat vizsgalom az SGPI-2 és
SPINK1 variansok esetében. Vizsgalom, hogy a hurokrégio cseréje hogyan valtoztatja
meg a kimotripszinhez val¢ affinitast, illetve van-e véltozas a vazszerkezetben. Az utobbi
kérdések megvalaszolasdhoz az SGPI-2 ¢és SPINKI1 kimotripszinhez optimalt ¢és

hurokcserélt variansok szerkezeti €¢s dinamikai jellemzését végzem.
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3. Mdédszerek
3.1. Fehérjeexpresszio és mintaelokészités

A tanulmanyozott fehérjék és peptidek eldallitasa tudomanyos egyiittmiikdések
keretében tortént, ezek a feladatok nem képezték doktori munkam részét, ezért a
kovetkezd fejezetben csak roviden ismertetem leirdsukat. A részletes eldallitasi

protokollok megtalalhatok a hivatkozasként megadott kozleményekben.
3.1.1 p53 TADY® el¢allitasa és foszforilacioja

A rendezetlen p53 TAD®0 és a CK2 fehérjéket Dr. Ecsédi Péter éllitotta el Dr.
Nyitray Laszl6 laboratéoriumdban az ELTE Biokémia Tanszékén. A fehérjék bakterilis
expresszioval, E. coli BL21 (DE3) sejtekben késziiltek. A transzformalt kultarak 100 pg
ml~ ampicillin tartalma Luria-Bertani (LB) tapoldatban 37°C voltak nvesztve, amig az
optikai denzitas elérte 600 nm hulldmhosszon a 0,8 értéket. Az izotopjeldlt (*°N ill.
13C/15N) p53 TAD fragmensek eléallitasahoz a sejteket minimal tapoldatba helyezték at.
A tapoldat osszetétele a kovetkezd volt: 50 mM NazHPO4, 20 mM KH2PO4, 8,5 mM
NaCl, 1 mM CaClz, 2 mM MgSOsa, 18,7 mM BNH4CI és 22,2 mM gliikoz a °N-jelslt,
illetve 22,2 mM 3C-jelslt gliikoz a 3C/*°N-jelslt fehérjékhez. A sejteket 0,5 mM IPTG
hozzaadasaval indukaltak 18°C-on 16 oran keresztiil. A sejtpelleteket 20 mM Tris,
300 mM NaCl, 0,1 mM TCEP, 1 mM PMSF tartalmt, pH=8 oldattal vagy 20 mM Tris,
500 mM NaCl, 0,1 mM TCEP ¢és 100ug/ml DNaz tartalmt, pH=7,5 oldatban
ujraszuszpendaltak, majd feltartak. A sejtlizatumokat centrifugaltak (48 000 g, 20 perc,
4°C), majd GST-affinitas kromatografias oszlopon tisztitottak. A CK2 fehérjét dializaltak
50 mM Tris, 100 mM NaCl és 0,1 mM TCEP tartalmt oldatbdl, majd felhasznalasig -
80°C-on taroltak. A p53 TAD esetén a GST-tag eltavolitasa TEV protedzzal 16 ora alatt,
szobahOmérsékleten tortént, majd a forditott fazisut HPLC segitségével (Jupiter 300 C5
oszlop (Phenomenex)) tisztitottak, és -20°C-on taroltak.

A p53 TAD foszforilacidja 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, 2 mM MgClz, 0,5 mM
TCEP tartalmu, pH=7,5-es oldatban tortént. Az ATP-t 6tszords, a CK2 kinazt huszszoros
feleslegben adtuk a fehérjéhez, majd 12-36 oran keresztiil inkubaltuk. A minta forditott

fazisu HPLC felhasznalasaval lett tisztitva.
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Az NMR mérésekhez a kovetkezé Osszetételti mintakat készitettem: 1 mM °N-
vagy BC/®N-jelslt p53 TAD¥, 20 mM MES, 20 mM NaCl, 10 mM TCEP, 10 mM
CaClz, 3 mM NaN3, 10% D0, 1% DSS, pH=6,0.

3.1.2. Lizin gazdag peptidek eléallitasa

A peptideket Dr. Toéth Gébor és munkatarsai allitottdk elé a Szegedi
Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetben szilardfazisu peptidszintézissel, automata

peptidszintetizatorral. Az eléallitott peptidek adatait az 1. tablazat tartalmazza.

1.tablazat A vizsgalt peptidek és 5-, ill. 6- karboxifluoreszcein-jel6lt konjugatumok
adatai. A tablazat tartalmazza a szamitott monoizotopos és mért molekulatomeget és a

RP-HPLC-n mért retencios 1d6t.

Kod Szekvencia M szimitott(mono) Mmert R; /min
ERD-A DRGLF DFLGK KK 1422,787 1422,650 | 15,1
ERD-B EKKGF MEKLK EKLPG 1760,975 1760,933 | 144
ERD-C EKKGI LEKIK EKLPG 1709,035 1709,060 | 14,9

S100 FFEGF PDKQP RKK 1622,846 1622,400 | 13,0

6-Cf-ERD-A | 6-Cf-DRGLF DFLGK KK 1781,107 1781,013 18,1
6-Cf-ERD-B |6-Cf-EKKGF MEKLK EKLPG| 2119,295 2119,155 16,7
6-Cf-ERD-C | 6-Cf-EKKGI LEKIK EKLPG | 2067,355 2067,307 | 17,0

6-C£-S100 6-C{-FFEGF PDKQP RKK 1981,166 1981,277 | 17,9
5-Cf-ERD-A | 5-Cf-DRGLF DFLGK KK 1781,107 1780,943 18,3
5-Cf-ERD-B |5-Cf-EKKGF MEKLK EKLPG| 2119,295 2119,500 16,9
5-Cf-ERD-C | 5-Cf-EKKGI LEKIK EKLPG | 2067,355 2067,453 17,2

5-Cf-S100 5-Cf-FFEGF PDKQP RKK 1981,166 1981,100 18,3

A kapcsolashoz TentaGel S Ram gyantdt hasznaltak. Az 5(6)-
karboxifluoreszceint (3 ekvivalens, 0,15 mmol, 56 mg) manualisan a peptidek
(0,05 mmol peptid, 297 mg gyanta) N-terminalis végéhez kapcsoltaik HOBT (3
ekvivalens, 0,15 mmol, 22,9 mg) é DCC (3 ekvivalens, 0,15 mmol, 30,9 mg)
felhasznalasaval DMF olddszerben. A peptideket a gyantarol 90% TFA, 5% viz, 2,5%
DTT, 2,5% TIS eleggyel hasitottak le. A nyers Cf-peptideket forditott fazisi HPLC
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segitségével tisztitottak PerfectSil 100 ODS-3 Sum (C18, 250 x10 mm) gradiens elticids
modszerrel acetonitril-viz 0,1%-0s TFA-tartalmu elegyét hasznalva. Az eltci6 sorén az
5- ¢és  6-Cf-peptideket elvalasztottak, liofilizalast  kovetve  tisztasagukat
tomegspektrométerrel €s NMR segitségével ellendriztiik. A tomegspektrumok és a HPLC
kromatogramok minden peptid esetén megtalalhatok a doktori értekezés alapjat képezo
publikacioban. Az NMR mérések alapjan az ERD-A, C és S100 peptidek 100%-ban az
adott Cf-izomert tartalmazzak, mig az ERD-B esetén 4:1 keresztszennyezés mutathato ki

mindkét Cf izomer esetén.
3.1.3. Szerin proteaz inhibitorok eldallitasa

Az SGPI-2 ¢és SPINKI1 variansok expresszidjat, stabilitasvizsgalatait Dr. Boros
Eszter végezte Dr. P4l Gabor laboratoriumaban, az ELTE Biokémia Tanszékén. A CD
spektroszkopiai méréseket és értékeléseit Dr. Kardos Jozsef, az MD szimulacidkat és
értékelésiiket Dr. Micsonai Andras (ELTE Biokémia Tanszék) végezte.

Az el6allitott fehérjék adatait a 2. tablazatban tiintettem fel. Az inhibitorok
eldallitasanak {6 1épései megegyeznek a pS3 TAD fehérje esetében leirtakkal. Eltérés,
hogy az expressziohoz mas tipusu E. coli sejteket (SHuffle T7 Express) hasznaltak.

Az NMR méréseket az természetes izotop eléfordulastt SGPI-2 fehérje mintakon
végeztem. A mintak Osszetétele a kovetkez6 volt: 1 mM SG4, ill. SG5, 10 mM MES,
50 mM NaCl, 5 ul DSS. Az oldatok pH-ja 6,5 volt.

A BN-jelslt SPINK 1 varianst tartalmazé mintak sszetétele szintén 1 mM fehérje,
10 mM MES, 50 mM NacCl, 5 ul DSS, 90% H>0-10% D>0 volt. A vizsgalt oldatok pH-
ja 3,0 volt, mivel ennél magasabb pH-n a fehérje jelei kiszélesedtek. A *C,*°N-jelslt SP5
és jeldletlen vadtipusu SPINK1 fehérjét 50 mM foszfatpufferben vizsgaltam pH=3,0 ill.
3,5 oldatban. A végtérfogat 500 pul volt, az oldészer 90% H20-10% DO volt.
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2. tablazat A vizsgalt szerin protedz inhibitorok. A fagbemutatdssal késziilt mutansok
koziil a kimotripszinhez k&tddd variansok esetén a konszenzus hurok az adott vaz P4-P4’
pozicioban a leggyakrabban el6forduld aminosavakat tartalmazza. A hurokcserélt varians
a masik vazra jellemzd konszenzus szekvenciat tartalmazza. Mindegyik inhibitor az N-

termindlison GSG klonozasi terméket tartalmaz. A hurokrégiot félkovér betiivel jeloltem.

Minta Kod | Izotopjelolés Aminosav szekvencia
SGPI-2 vaz,
természetes | GSGEVTCEPGTTFKDKCNTCRCGS
konszenzus SG4
el6fordulas DGKSACTMKMCKQ
hurokszekvenciaval
SGPI-2 vaz, G5 természetes GSGEVTCEPGTTFKDKCNTCRCGS
hurokcserélt varians elofordulas DGKSAGCTFILCPQ
SPINK 1 véaz, 15N ¢ GSGDSLGREAKCYNELNGCTFILK
és
konszenzus SP5 PVCGTDGNTYPNECVLCFENRKRQ
) 13C, BN-jelolt
hurokszekvencia TSILIQKSGPC
GSGDSLGREAKCYNELNDCTMKM
SPINK 1 vaz,
SP6 N-jelslt AKVCGTDGNTYPNECVLCFENRKR
hurokcserélt varians
QTSILIQKSGPC

GSGDSLGREAKCYNELNGCTKIYD
természetes
vad tipust SPINK 1 PVCGTDGNTYPNECVLCFENRKRQ
elofordulas
TSILIQKSGPC

3.1.4. Membranmimetikumok eloallitasa

A lipideket (DHPC, 1,2- dihexanoil-sn-glicero-3-foszfokolin, DMPC, 1,2-
dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfokolin) >99%-os tisztasagi por formaban szereztiik be
kereskedelmi forgalombol (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA), és tovabbi tisztitas
nélkiil kertiltek felhasznalasra.

A bicella mintakban a lipidek aranya q=[DMPC]/[DHPC]=0,5 volt, a DHPC
koncentracié 300 mM, a DMPC koncentracié 150 mM volt.

A bicella eldallitas elsd 1épésében minden mintdhoz kiilon DHPC oldatot
készitettem desztillalt vizzel. Egy centrifuga cs6be bemértem a megfeleld mennyiségi

DMPC-t, majd desztillalt vizzel vortex-keverd segitségével szuszpenziot hoztam 1étre. A
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szuszpenzidhoz részletekben, folyamatos razatds kozben hozzdadtam a DHPC-
torzsoldatot. A DHPC hozz4adasara szintelen oldatot kaptam. A mintit néhany percre
allni hagytam, a habzas befejez6dése utan a minta végtérfogatat desztillalt vizzel 500 ul
térfogatra allitottam be. NMR mintak esetén a pontos térfogatra allitas soran 50 pl D2O-t
is adtam az oldathoz. Ezt kdvetden a mintakat 5 percre 70°C-os szaritdszekrénybe tettem.
Ezutan az oldatot 5 percet jeges vizben hiitottem. A folyamatot (melegités-hiités)
haromszor ismételtem, majd a mintat szobahdémérsékleten legalabb 12 o6ran at allni
hagytam az egyensuly beéllasaig.

A mintak reprodukalhatosdgat *H és 3'P NMR mérésekkel ellendriztem.
3.2. NMR mérések

A dolgozatomban bemutatott *H, *N, 3C NMR méréseket egy 16,4 T (H:
700,05 MHz) Bruker Avance Ill 5mm-es szobahémérsékletii, z-gradienssel ellatott TXI
mérofejjel, illetve egy Smm-es Prodigy hiitott TCI H&F-C/N-D z-gradienssel ellatott
mérétejjel rendelkezé késziiléken végeztem. A 3P méréseket egy 5.872 T (*H: 250,130
MHz, 3!P: 101,25 MHz) Bruker Avance késziiléken végeztem.

A kiértékelések soran a jeldletlen fehérjékrdl és peptidekrdl (SG4, SGS, vadtipust
SPINK1, ERD-A, ERD-B, ERD-C, S100) 2D *H,'H-TOCSY, H,'H-NOESY, illetve
'H,’N-SOFAST-HMQC, 'H,*C-HSQC spektrumokat vettem fel. Az *H-'H
homonukledris spektrumok tipikusan 2048 x 512 felbontas mellett késziiltek. A TOCSY
felvételeket 80 ms keverési idével, a NOESY felvételeket 120-300 ms keverési id6vel
futtattam, a tranziensek szama mintatol fiiggéen 8, 16 vagy 32 volt. A jeldletlen

fehérjékrdl a H,’>N-SOFAST-HMQC spektrumok tipikusan 1024 x 256 felbontéssal,

HSQC spektrumokat altalaban 1024 x 256 felbontassal, 8, 16, 32 vagy 64 tranzienssel
vettem fel, egy mérés hossza tipikusan 1,5-5 ora volt.

A BN-jelolt fehérjék (SP5, SP6 és p53 TAD) esetén 2D *H,°N-SOFAST-HMQC,
'H,®N-HSQC, 3D ®N-HSQC-TOCSY, 3D ®N-HSQC-NOESY mérések késziiltek. A
2D mérések altalaban 1024 vagy 2048 x 256 felbontasuak, a tranziensek szama ‘H,°N-
SOFAST-HMQC 2, *H,'®>N-HSQC spektrumok esetén 8 vagy 16 volt. A 3D N-HSQC-
TOCSY esetén 70 ms, 3D N-HSQC-NOESY mérésnél 120 ms volt a keverési id6. Az

utobbi két esetben 8, 16 vagy 24 ismétléssel futtattam a méréseket.
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BC/PN-jelslt SP5 és p53 TAD esetén H,®®N-HSQC, BEST tipusi 3D HNCA,
HNCOCA, HNCACB, HNCOCACB, HNCO, HNCACO, illetve klasszikus CCCONH
¢és 3D HNHA spektrumokat vettem fel. A rendezetlen, prolin-gazdag p53 TAD esetén
13C- &s H%-detektalt mérések segitették a jelhozzarendelést. A H% és 3C-detektalt

mérések adatait az 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat 'H®- és 13C-detektalt mérések paraméterei

Felbontas ;
Mérés tranziensek | o ido
F3 | F2 | F1 | Srama

4096 | 1024 2 36 min
(HY) | (CY) 8 2 h 25 min

2048 | 80 | 64
(H) | (C) | (N)

2048 | 128 | 80 :
3D HCACON . . 8 21
(H) | (C9) | (N)
2048 | 128 | 64 :
3D HCANCO . ) , 16 37
(H) | (C%) | (©)

4096 | 128 | 64

2D SHACA-HSQC -

3D HCAN 8 14 h

3D Pro-(HCAJNCACBHA 8 29h
(HCA) (Had) | (©) | (©)
4096 512 16 A
3D Pro-(H)CGCBCAHA B ., 4 15
) H) | €| ©
4096 | 1024
2D CACO* . ' : 32 8 h
€ | ©)
2048 80 128
3D HCANCACO* . , 16 50 h
€ | ©) | (N
2048 | 512 ]
2D CON~* - , 32 6 h 20 min
©) | v
3D HACANCOCAH | 2048 | 64 | 80 8 14 h 30 min

(H) | (N) | (C)

* 13C_detektalt mérések

A BN-jeldlt SP5 szerin proteaz inhibitor esetében a gerincdinamikai vizsgalatokat
T1, T2 relaxaciés mérésekkel és heteronuklearis NOE (HETNOE) mérésekkel végeztem.
A T1 mérések esetén a késleltetési id6t 11 1épésben valtoztattam 0,1 és 4,0 s kozott, mig
a T2 mérésnél 12 1épésben 0,017 és 1,018 s kozott. A jelintenzitas-késleltetési 1do
Osszefiiggésekre exponencialis gorbe illesztésével a Ti, Tz relaxaciés 1dok

meghatarozhatok az egyes aminosavakra. A HETNOE mérés esetén a peptidgerinc
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dinamikajar6l az amid proton telitésével ¢és anélkili felvett spektrumok az
intenzitasaranya ad informdéciot. Ebben az esetben a spektrumok kozott 7 s hosszu volt a
varakozasi 1d0.

Munkém soran a bicelldk és peptidek transzlacios diffuzios egyiitthatéit PFG-
NMR mérések alapjan a Stejskal-Tanner-egyenlet szerint hatdroztam meg. Az egyenlet

szerint a jelintenzitas (I) a gradienserdsség (G) filiggvényében csokken
)
I = Iyexp [-Dy?58%G*? (A — §>]

ahol lo a kezdeti jelintenzitas, D a transzlacios diffazios egyiitthato, y a
giromagneses egyiitthatd, J gradiens idétartama, G gradienserdsség, 4 a diffuzids idd. A
mérés soran a o és A paramétereket allandoé értéken tartjuk, a gradienserdsséget tobb
1épésben valtoztatjuk.

A mérések soran a standard stimulalt echo pulzusszekvenciat hasznaltam bipolaris
gradiens pulzusokkal, WATERGATE vizelnyomas alkalmazasaval. A gradiens pulzus
hosszat ¢s a diffuziéos i1dot minden mintara kilon-kiilon optimalizaltam. A
gradienserdsséget 5-95% kozott 16 vagy 64 pontban linearisan valtoztattam. A megfeleld
jel/zaj viszony eléréséhez az ismétlések szama tipikusan 8 volt. A bicella
lipidkomponenseire optimalt paraméterek 0=4 ms, 4=250-600 ms voltak, az ismétlések
kozti varakozasi id6 (D1) 1,5 s volt.

Az NMR mérések soran a processzalast, az 1D és a PFG-NMR mérések
kiértékelését TopSpin 3.6.0 programmal végeztem. A 2D spektrumokat a Sparky, a 3D
spektrumokat a CARA 1.8.4.2 programmal értékeltem. A Ti, T2 és HETNOE mérések

elemzését a Bruker Dynamics Center programmal végeztem.
3.3. Jelhozzarendelés menete 3D spektrumokban

Az 'HN-detektalt mérések esetén a 2D alapspektrum egy H,°N-HSQC volt,
minta esetén az adott amidhoz rendelhetd *C kornyezeteket detektalhatjuk. A
leggyakrabban hasznalt spektrumok és komplementer méréseik (HNCA és komplementer
mérése a HNCOCA, a HNCACB ¢és a HNCOCACSB, illetve a HNCO ¢s HNCACO)
segitségével a spinrendszerek azonosithatok (6. dbra)

'H*-detektalt NMR mérések esetén a 2D alapspektrum SHACA-HSQC volt,
amely a H®C* korrelaciokat mutatja. A jelazonositashoz a 3D HCAN, HCANCO,
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HCACON spektrumokat hasznaltam. HCAN esetén a 3. dimenzidban adott aminosavhoz
tartozo N és az (i+1)-edik N jeleit, a komplementer HCACON esetén csak (i+1)-edik N
jelét detektaljuk. A HCANCO spektrumon az i-edik ¢és (i-1)-edik C’ jelek azonosithatok
(6. abra).

A széndetektalt 2D CON spektrum az i-edik aminosavhoz tartozo N és az (i-1)-
edik C” atomok korrelacidjat mutatja. A 3D HACANCOCAH esetén az i-edik H* atomot
detektaljuk (6.abra)

A szintén széndetektalt 2D CACO mérés esetén az dsszetartozd Ca és C’ atomok
korrelacidjat detektaljuk. A szekvencialis sorba rendezést 3D HCANCACO spektrum
segitségével végeztem, ahol a 3. dimenzidban az i-edik és az (i+1)-edik atomhoz tartozo

N atomokat detektaljuk (6.abra)

-1 i i+1

20 'H-15N HSOC-alapl mérések:
30 HNCO (esak i-1), 3D HNCACO
C%: 30 HNCA, 3D HNCOCA (csak i-1)
2, CP: HNCACE, HNCOCACB (csak i-1)

20 HACA-alapi mérések:
30 HCANCO

3D HCAN

3D HCACON ([csak i+1)

i-1 i i+1
b M ] i cf M
20 COM-alapl mérés: ' iOH 0 '
30 HACANCOCAH \f? i ”E \}?
§““"N""""Eu : EJ_._._._,_,.;,___‘_;_‘_'N'_._,_,_,_C“-—-.._._,_E___..-%
i i |
I (R
20 CACO-alapu mérés: i=1 i i+1

3D HCANCACO

6. abra A jelhozzéarendelés menete az eltérd detektaldsi modszerek esetén.
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3.4 Fluorimetrias mérések

A fluorimetrias méréseket Dr. Bdsze Szilvia és Horvath Lilla segitségével a
ELKH-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoportban végeztiik.

Az 5- és 6-Cf-peptid konjugatumokat DMSO-ban oldottuk, majd desztillalt vizzel
higitva 625 uM koncentracidju térzsoldatot készitettiink. Parhuzamosan 0,1 M citromsav
¢s 0,2 M NaHPOs-oldatok felhasznélasaval a kovetkez6 pH-ji puffereket allitottuk elo:
4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 7,6. A Cf-peptid-torzsoldatokbol 30 pl-t adtunk 2970 ul pufferoldathoz,
igy a végso peptidkoncentracid 6,25 uM lett.

A fluoreszcencia intenzitast Varian Cary Eclipse spektrofluoriméteren (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) mértiikk. A gerjeszté hullamhossz 488 nm volt, a
detektalt emisszios spektrumot 490-700 nm kozott vettiik fel. A detektor fesziiltség 450 V
volt (6-Cf-ERD-C esetén 400 V volt).

3.5. In vitro sejtpenetracios mérések

A lizin-gazdag peptidek és Cf-peptid-konjugatumok in vitro sejtbejutasi
vizsgélatait Dr. Bdsze Szilvia és Horvath Lilla segitségével a ELKH-ELTE Peptidkémiai
Kutatdcsoportban végeztiik, ebben a munkaban én is aktivan részt vettem. A konfokalis
lézer-pasztazd mikroszkop felvételeit Babiczky Akos a ELKH-TTK, Kognitiv
Idegtudomanyi és Pszicholdgiai Intézetbdl készitette.

A vizsgalatokhoz MonoMac6 human monocita leukémia (Ziegler-Heitbrock és
mtsai 1988) és A431 human lapham karcindma sejtvonalakat (Giard és mtsai 1973)
hasznaltam.

Az in vitro sejtpenetracios hatas meghatarozasahoz az A431 és MonoMac6 sejtek
az exponencialis novekedési fazisban 24-lyuka szovettenyésztd lemezre keriiltek, a
sejtszam 10° sejt/l ml/lyuk volt. A peptidekbdl szérummentes RPMI-1640 médium
(ICM) és 10% desztillalt viz vagy DMEM felhasznalasaval higitasi sort készitettiink 6,25
- 50 vagy 0,2 — 25 uM koncentraciotartomanyban. A sejteket 0,5, 1,5 és 3 6ran at kezeltiik
a peptidtartalmu oldatokkal. Kontrollként a peptidet nem tartalmazo6 olddszert hasznaltuk.
A membrankotott és nem internalizalodott peptidek eltavolitdsara a sejteket 100 pl
tripszinnek kezeltiik. A tripszin aktivitasat 800 ul 10% FBS tartalmi HPMI segitségével
allitottuk meg. A sejtek FACS csovekbe tettilk at, centrifugaltuk (5 perc, 1000
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fordulat/perc), majd a feliiliszo eltavolitasa utan 300 pl HPMI-t adtunk a sejtekhez. Az
intracellularis fluoreszcencia intenzitdst BD LSR II aramlasi citométerrel mértiik meg.
A mikroszkopos mérésekhez a sejtek 24-lyuka szovettenyésztd lemezre osztasa
24 6raval a kezelés eldtt tortént (10° sejt/lyuk). Masnap a sejteket a peptidek 25 pM-0s
oldataval (oldészer: 90 V/V% DMEM ICM-10 V/V % desztillalt viz) 90 percig kezeltiik.
A lizoszémakat LysoTracker Deep Red festékkel, a sejtmagot Hoechst 33342 festékkel
festettiik, majd a festések utdn a sejteket ICM oldattal mostuk. A sejteket 4 %-0s
paraformaldehid oldattal 20 percen keresztiil fixaltuk. Ezt kdvetéen haromszor PBS
oldattal mostuk Oket. Végiil Mowiol 4-88 oldattal rogzitettiik ket a targylemezekre. A
felvételek egy Zeiss LSM-710 konfokalis mikroszkoppal (40x/1.4 Plan-Apochromat

olajimmerzids objektiv) késziiltek.
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4. Eredmények
4.1 p53TADY % NMR spektroszkopiai vizsgalata
4.1.1. Minor konformerek detektalasa a pS3TADY% fehérjében

A prolin cisz-transz izomerizacié jelenség tanulmanyozasahoz a modellrendszer
a rendezetlen p53 TAD® fehérje volt. A TAD domén 60 aminosav hossza, 10 darab
prolint tartalmaz (3. 4bra). A ®C/®N-jelslt mintan a fokomponens esetén (a nem
detektalhato prolinok kivételével) a jelhozzarendelés 100%-ban megvalosult *HN-
detektalt mérésekkel. A *H, °N-HSQC spektrumon, a f8jelek mellett 30 darab minor jelet
detektaltam, melyek koziil 20 darabot azonositottam (7. abra). A 3D spektrumok
analizisével megallapitottam, hogy a minor jelek a prolinok kdrnyezetében talalhatd
aminosavakhoz tartoztak. Azokban a régiokban, ahol a prolinok egymdshoz kozel
talalhatok, egy aminosavhoz tobb minor jel is rendelhetd. Példaul a G59-hez (P58, P60)
2 darab, az E13-hoz (P8, P12, P13) pedig 3 darab kis intenzitasu jel tartozik. A
legnagyobb nehézséget az okozza az amid detektalads esetén, hogy a prolinok nem
jelennek meg, ezért a kiilonb6zé minorok nem kothetdk dssze sem a tobbi minorral, sem

a fékomponenssel.

- -
A 110 G59 B 110 59
T18
37 @ s15 @ s33
115 P 55 115 - é -
€ - 515 520 * £ 5;2 <
a % ® g s6 e -
~ sa ® 533 ~ --0 o
= * D29 =
=z e =038 w23 = 29030 82%
4 pg NOGMA0  \3 e 3 - - 319
© 120 ® o D42A'144239"22 VL%SO K24 Q 120 448 < ‘3;,‘ & o
L e
MitL & @019, e s e28 QE‘-’ 8 Vv10= = ;s -
e 038Dl &7 ysi® ® b—_’ - 2 {24
ais @ TOWEIS 2D =d7 .25
D57 135 _“- o
Bse ® L6 -
b7 E5l135 © 14 239 = ell_3
125 A32.L32 125 = " -ell 2
Ellg ell__l - -
86 84 82 80 78 76 74 86 B4 82 80 78 76
6(*H) / ppm 6(*H) / ppm

7. abra A p53 TAD fehérje *H,°>N-HSQC spektruma: a fékomponens jelei (A) és a minor

konformerek jelei ugyanezen spektrumrészleten nagyitva (B).
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A prolinok jelei azonositasahoz és szekvenciélis sorba rendezéséhez *C és TH®-
detektalt megkozelitéseket alkalmaztam. A 3C-detektalt 2D CON és 2D CACO alapt
spektrumokat vettem fel (8. abra). A f6 komponens esetén a jelhozzarendelés 100%-0s
volt mindkét megkdzelités esetén. A minor konformerek esetén a széndetektalt
mérésekkel a P4, P8, P12, P13, P34 és P60 aminosavakhoz tartozé minor jeleket sikertilt
detektalni. A jelhozzéarendelés azonban nem volt lehetséges kizarolag a szén-detektalt
spektrumok alapjan. Ennek f6 okai azok voltak, hogy a CON és CACO mérések (8. abra)
esetén a megfeleld jel/zaj eléréséhez a mérési idd jelentdsen megndtt. Egyes 3D mérések
esetén tobbnapos mérési id0 sem szolgaltatott megfeleld jel/zaj viszonyt. Tovabba a
minor jelek azonositasat nehezitette, hogy a CON spektrumon a nem tokéletes virtualis

IPAP lecsatolas miatt kis jelek jelentek meg.

A B «
P12 155

134

£ P13 E & 150 V10 [ ®
T18

Q - a [
Q 136 P3.B P27 o V31'
~ . %o ;egPss . P34 ~ 62 paE‘Flz Y . '
= pe ’ P47 - T pEA) !
Z 13 Pde  p12 @ O o p27 Pa
= - P60 o rst '
L) - 3

140 64 Pa7

-

176 175 174

5(C’) / ppm

175 174 173 177

8(**C’) / ppm
8. abra A prolin régi6 a 2D CON (A) és a 2D CACO (B) spektrumok részletein. A 2D

CON spektrumon a keresztcsucs az i-edik aminosav °N és az (i-1)-edik aminosav *C’

172

atomjanak kémiai eltolodasat mutatja.

A H* detektalt SHACA spektrumon a f& komponensre nézve a jelazonositas
100%-os volt. Ezen feliil 13 minor prolin jelét azonositottam (9. abra). Néhany prolinhoz

(P8, P12, P13) tobb minor jel is tartozott.

Rlf . — 51 v
A el P12 | B - :
| o . | :
N . & i
[ - - ¥} k]
£ " il z-
a8 P13 a :
1 - |
= aP3d | = 3
IS 1 Pd:p36 | S t
B P:g er27 | =
S e Spa7 W oga
: - ;‘l" &
| = | b o
| &0 | | i
T — | By
5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 5.0 18 L a4 4.2
&1*Ha) / ppm &{*Ha) / ppm

9. abra A SHACA-HSQC spektrum prolin régioja a f6 komponens (A) és a minor

komponens esetén (B).
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4.2. Prolin izomerek azonositasa IDP-ben

4.2.1 Prolin szelektiv pulzusszekvenciak

crer

A kis koncentracidban el6forduld6 minor prolinok konformacidjanak
meghatarozasahoz két darab prolin szelektiv, *H*-detektalt pulzusszekvenciat dolgoztunk
ki. A pulzusszekvencidk a Pro oldallinc CP és CY atomjainak szelektiv detektdlasan
alapulnak. Mindkét pulzusszekvenciat a pS3 TAD fehérjén teszteltiik.

A Pro-(HCA)NCACBHA pulzusszekvencia sematikus abrazolasa az 10. abran
lathato. A HACAN szekvencia modositasaval létrehozott szekvencidban a

magnesezettség utja a kovetkezo:

JHc JeN JecJen Jcc JHaC
1HOL/1H6 - 13C(1/13cé3 N 15NPr0; tl N 13C(x/1308’ 13cj3/13cy; t2_> 13C(1/13c6 « 0;

1Ha/1H6; t3

A al y vy vy Yy ([ 5 BASEREX H H "
1H‘P’esa‘|§|—lil \"IWALTz-wsll WALTZ-16 | | WALTZ-16 1 IE 2 |l \ / o
. " 6B
13 S LY. S | (\2a /O
C rla) el rfa) € I ea) ra) 2” 3)e’( . 2r 3) e 17) r{ap) € r. He/ \\' e \‘C/
() (@) (uu o) rfa B “l)r(CO) v(uA?CO)u,[, {ap) €a) ria) N \ \
1 Lo |"| I M
°N 15 3 1l Ri)
Pro) nPro) R O

®
(9]
) f—

10. abra A Pro-(HCA)NCACBHA pulzusszekvencia sematikus abrazolasa. Jobb oldalon
a magnesezettség utjat tiintettem fel. A pulzusszekvenciaban a vékony, fekete téglalapok
a 90°, a széles, fehér téglalapok a 180°-os kemény pulzusokat jelolik. Az impulzusok
fazisai: ¢1=X, -X; ¢2=X, X, -X -X; ¢3=X, -X, X, =X, =X, X, =X, X; @rec1=X, -X, =X, X, =X, X, X, -X.
A pulzusok kézti iddintervallumok: A=1/(2 *Jcn), 47=1/(3 Ydcn); d=1/(2 "Jen); 6=1/(2
Lce).

A H¢ illetve a hasonld kémiai eltolodast H® atomrol indulva a magnesezettséget
savszelektiv pulzusokkal a C°€ illetve a C® atomokra, majd a N atomra vissziik at. A
szekvencia prolin szelektivitisinak alapja, hogy kizarolag a prolin °N atomja
detektalhatd a 130-145 ppm tartomanyban. A t1 evolicios idot kdvetve a magnesezettség
visszakeriil a C%, illetve a C® atomra, valamint ezutan atvissziik a CP, illetve a C* atomra.
A t; evolicios id6 alatt a két **C atompar (C*-CP, illetve C°-C") kozti korrelacio fejlédik

ki. Ezt koveti a mignesezettség atvitele a H®, illetve H® atomra, melyet detektalas kovet.
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Valoés idejii BASEREX lecsatolas soran a FID-et 12 darabra csonkoljuk, egy csonk
tipikus hossza 10 ms. A két csonk kozé beépitett szelektiv inverziés elem a BIRDY. A
BASEREX homonuklearis lecsatolds eredményeképpen a jelintenzitas ~1,8-szorosara né

(11/A. &bra).

A Pro-(HCA)NCACBHA spektrum 2D alapja *H és 1°N dimenziét tartalmaz, ahol
a proton dimenzioban egy prolin esetén (egy °N kémiai eltolodasnal) a HY, illetve H®
atomok kémiai eltolodasanal az osszetartozd C*-CP illetve C3>-C' atomokhoz tartozo
cstcsok jelennek meg (11/B. abra). Az Uj szekvencia segitségével nemcsak a

fokomponenshez, hanem a minor forméakhoz tartozo jelek is detektalhatok.

A B P8 p8 1
136.6 137.1
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11. abra A Pro-(HCA)NCACBHA mérés elsé 2D sikja (A) homonuklearis lecsatolas
nélkiil (kék) és BASEREX beépitésével (piros, 2 ppm-mel elcstisztatva) és a kivalasztott
cstics 1D szelete (A, jobb) illetve a 3D spektrum részlete egy major (P8) és minor (p8_1)

prolin esetén (B).

A Pro-(HCA)NCACBHA mérés egyik hatranya, hogy a °N atomra torténd
magnesezettség-atviteli 1épés hosszu, ezért a relaxdcios folyamatok miatt
magnesezettségvesztés kovetkezik be, illetve a prolin konformécié meghatarozasahoz
sziikséges CP és C? kémiai eltolédasok kiilonbsége csak kdzvetetten meghatarozhato.
Ezek a problémak kikiiszobolheték a Pro-(H)CBCGCAHA kisérlet hasznalataval.

A Pro-(HICBCGCAHA pulzusszekvencia minimalis magnesezettségatviteli
1épést tartalmaz, és direkt korrelaciot hoz létre a prolin CP és C¥ atomjai kozott. A

magnesezettség atviteli [épések a kovetkezdk:
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1HB/1HY11C> 13CB/13Cy t Jic) 1B3Ce, ZJH“C‘} THY t3

A prolin oldallanc HP, HY atomok szelektiv besugarzasat kovetden a magnesezettség
atvitele torténik a CP és C atomokra. Konstans idejii #1 evoluciés id6 utin a
magnesezettséget optimalizalt pulzusokkal a C* atomra vissziik at. Ha ©=45°, akkor a CP
és C¥ atomokat detektaljuk. Amennyiben ©=0° csak CP, @=90° esetén pedig csak CY
detektalhatd. A > evoltcids id6 alatt C* kémiai eltolddas evolucid torténik. Ez a szakasz
gyakorlatilag egy SHACA-HSQC, és elonye, hogy nagy felbontassal futtathatd. Ezt
koveti a magnesezettség atvitele a H® atomra, majd a valds ideji BASEREX

homonukledaris lecsatolast tartalmazo6 adatgytjtés (12. abra).

BASEREX
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12. abra A Pro-(H)ICBCGCAHA pulzusszekvencia a magnesezettség utvonaldnak
jelolésével. A pulzusszekvencidban a vékony, fekete téglalapok a 90°, a széles, fehér
téglalapok a 180°-0s kemény pulzusokat jelolik. Az impulzusok fazisai: ¢1=X, -X; ¢4=y,
Y, =Y -Y; dreca=X, -X, -X, X. A pulzusok kozti idéintervallumok: A=1/(2 Xcn), 4’=1/(4 Ycn),
0=1/(2 Ycc).

A Pro-(HICBCGCAHA mérés prolinra szelektiv, a 2D alapja SHACA-HSQC
(H*-C* korrelacio), a 3. dimenzidban a prolin CP és C atomjat detektaljuk, ellentétes
elgjellel (13/A. abra). A pulzusszekvencia érzékeny, a kb. 40-150 uM koncentracidoban
jelen 1évd minor konformerek is detektalhatok.

A Pro-(H)CBCGCAHA nem tartalmaz magnesezettség-atviteli 1épést a N atomra,
ezért érzékenyebb és gyorsabb. Hatranya, hogy tobb aminosav oldallanca is tartalmaz
atomokat a gerjesztett régioban (ezek a Glu, Gln, lle, Leu, Lys, Met, Trp, Val). A prolintol
eltér6 aminosavak oldallanc jelei kis intenzitdsu, torzult jelként megjelenhetnek a
prolinoktol eltéréd H*-C® tartoméanyban (13/B, C. abra). Ez a prolin CP, C* azonositasat

nem zavarja.
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13. abra Sematikus Pro-(H)YCBCGCAHA spektrumrészlet transz és cisz-prolin esetén
(A). Szelektivitas Pro-(H)CBCGCAHA spektrumon: elsé 2D sik (B) és az itt megjelend
aminosavak a 3D spektrum részletei (C). A C dbran csak olyan aminosavak szerepelnek,

ahol a 3. dimenzioban detektalhato jel.
4.2.2 Prolin izomerek azonositasa a pS3TADY esetén

A SHACA-HSQC spektrumon tobb minor prolin jelet azonositottam, a
jelazonositds a HCAN és HCANCO spektrumok alapjan tortént. A minor konformer
arAnyanak meghatdrozaséhoz a SHACA-HSQC és a *H,"®*N-HSQC spektrumbol
szarmaz6 major és minor jelek integralasat a TopSpin programmal végeztem. A 2D sikbol
szarmazo 1D spektrumbol integraltam a prolin és nem prolin aminosavakhoz tartozé
fokomponenshez és minor konformerhez tartoz6 csticsokat. A minor konformer aranyat
a minor(%)=[cisz]/([cisz]+ [transz])-100% egyenletbol hataroztam meg. Az
eredményeket a 4. tablazatban tiintettem fel. Az eredményeket Osszevetve azt
tapasztaljuk, hogy a prolin, illetve a kdrnyezé aminosavak minor jelei kdzt nincs jelentds

eltérés, és a Ccisz-prolin hatasa a prolintdl tavolodva csokken.
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4. tablazat A detektalt minor jelek kémiai eltolddasa és a minor konformer aranya.

Aminosay Kémiai eltolodas Minor%
ce He SHACA-HSQC 1H,5N-HSQC
E3 53,78 4,43 7,3
P4 62,48 4,77 11,7
Q5 56,13 4,33 9,2
S6 57,54 4,18 10,8
D7 51,89 4,7 8,7
P8 1 62,92 4,88 8,9
2 62,63 4,56 9,7
S9 58,57 4,53 11,1*
V10 61,79 4,19 5,4
E1l 1 53,01 4,43 8,9 7,1
2 53,67 4,69 4,5* 8,6
3 53,88 4,61 * 7,0
P12 1 61,69 4,96 13,1
2 62,75 4,55 8,1
P13 1 62,93 4,42 «
2 61,93 4,40
L14 55,73 7,6
K24 56,63 4,13 8,9
L25 54,86 4,20
L26 52,58 4,37 7,0
P27 62,54 4,51 5,4
E28 57,03 4,25 6,7
N29 52,98 4,63 7,8
N30 53,23 4,42 4.8
V31l 61,34 4,04 7,8
L32 55,53 4,32 13,7
S33 55,81 4,37 8,6
P34 62,68 4,75 12,4
L35 53,39 17,9*
P36 nem detektalhato
A39 52,60 4,29 6,4
P47 63,11 4,78 4,7
D48 54,56 4,6
P58 1 63,56 4,84 6,8
2 63,66 4,82 57
G59 1 44,49 4,03 6,6
2 44,19 3,75 3,2
P60 64,43 4,43 34,4
“jelatfedés

42



A prolin cisz-transz izomerek azonositasahoz a f6 komponensben és a minor
formak esetén a 2 0j pulzusszekvenciat hasznaltam (Pro-(HCA)NCACBHA ¢és Pro-
(H)CBCGCAHA). Az adott prolinokhoz tartozé spektrumrészletek az 14. abran lathatok,
a CP és C atomok kémiai eltolodas kﬁlénbsége (ABy) alapjan hatdroztam meg a prolinok
megfelelden transz térallastiak, mig a 13 detektalt minor prolinbdl 11 cisz és 2 transz. A
transz-prolinok a P12-P13 esetén jelennek meg, a 3D HCAN és 3D HCANCO
spektrumok alapjan a minor cisz-P12-transz-P13 (p12_1 és p13_1) és transz-P12-cisz-

P13 (p12_2 és p13_2) aminosavak kothet6k dssze.

A P4 PE P12 P13 P17 P34 PI5 PAT PSE PEOD pd pE_1wE 2pli 1pll 2pll3 1 pld_2p27 pld pd7 oS8 1 pSE_32 phd
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14. abra A p53 TAD prolin jeleihez tartozé 3D Pro-(H)CBCGCAHA spektrumrészletek:
f6 komponens (A) és a minor konformerek esetén (B). A spektrumszeletek az

osszetartozd CP és C atomokat mutatjak.

5. tablazat Prolin izomerek a p53 TAD fékomponensében és a minor konformerek
esetén. A prolin konformaciét APy alapjan hataroztam meg, a minor konformerek aranyat

0,5%-ra kerekitve adtam meg.

Prolin Major Minor
ABy / ppm  prolin konformacié |ABy / ppm | prolin konformacié Minor %
P4 4.7 transz 9.6 cisz 11,5
94 cisz 9,0
P8 5,0 transz 9.7 cisz 10,0
8,2 cisz 13,0
P12 3,1 transz 2.9 ransz 8.0
4,6 transz *
P13 4.7 transz 9.7 cisz "
P27 4,6 transz 10,0 cisz 5.5
P34 5 transz 9,5 cisz 12,5
P36 4.7 transz nem detektalhato
P47 4.7 transz 9.6 cisz 4,5
9.6 cisz 7,0
P58 53 transz 9.5 cisz 6.0
P60 5,1 transz 9,1 cisz 34,5
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*jelatfedés
4.2.3. A pS3 TAD {6 komponensének és a minor konformerek szerkezeti jellemzése

A p53 TAD szerkezeti hajlamainak jellemzéséhez masodlagos kémiai

eltolodésokat (SCS, secondary chemical shift) szamoltam a kdvetkezd egyenlet alapjan:
SCS=0mért-orc

ahol Jrc a random coil allapothoz tartozé kémiai eltolodas. A szamolasokhoz a
Kjaergaard és munkatarsai altal meghatdrozott random coil kémiai eltolédasokat
hasznaltam (Kjaergaard és mtsai 2011, Kjaergaard és Poulsen 2011), amelyek a
szekvencia-korrekcid mellett figyelembe veszik a pH és a hémérséklet hatasat is.
Dolgozatomban a C* és CP SCS értékeinek kiilonbségét szamoltam, ahol a pozitiv
tendencia helikalis hajlamra, a negativ értékek B-turn jelenlétére utalnak.

A 15. dbrén lathato, hogy a f6 komponens rendezetlen, de gyenge helikalis hajlam
detektalhaté a TADI1 régioban (19-25). Ez megegyezik az irodalomi megfigyelésekkel
(Wells és mtsai 2008). A minor komponensek SCS értékei szintén 0-hoz kozeliek, ezért
ebben az esetben sem alakulnak ki stabil masodlagos elemek. Az SCS értékek negativ
tendenciaja a Cisz-prolin okozta kanyarok megjelenésére utal.

A masodlagos kémiai eltolodas mellett a szerkezetre, illetve a H-hidak
megjelenésére kovetkeztethetink az HN homérsékletfiiggésébol. IDP-k esetén a
homérseklet novelésével az amid proton kisebb kémiai eltolodasok iranyaba tolodik el, a
kémiai eltolodasok a hémérséklet fliggvényében egy egyenesre esnek. Globularis
fehérjék esetén szerkezeti dtrendezédés, letekeredés kovetkezhet be, ilyenkor az *HN jelek
kémiai eltolodas-hdmérséklet fliggvényei ,,elgorbiilnek™.

A homérséklet-kémiai  eltolodas  fliggvény  meredeksége  alapjan
kovetkeztethetiink a H-hidak, illetve a masodlagos szerkezeti elemek jelenlétére. -4,5 és
-10 ppb/K kozott talalhatok a rendezetlen régidohoz tartozo értékek, -4,6 ppb/K-nél
nagyobb értékek hidrogénhid jelenlétére utalnak, -10 ppb/K-nél alacsonyabb értékek
esetén pedig altalaban nincs H-hid, de a protoncsere jelent6s (Baxter és Williamson
1997).

A p53 TAD esetén 278-328K tartomanyban vizsgaltam az amid *H

hémérsékletfiiggését. A p53 TAD régidoban a fokomponens hdmérsékleti koefficiensei
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nagyrészt az IDP-knek megfelelen a -4,5- (-10) ppb/K tartomanyba esnek. Kivétel a
naszcens helikalis régioba tartozo K24 és L25, N29, illetve M40 a TAD2 régiobol. A
gyors csere tartomanyban talalhaté E28 hémérsékleti egyiitthatoja (-11,2 ppb/K).

A minor jelek homérsékleti koefficiense hasonld volt, mint a megfeleld
aminosavnak a foékomponensben. Az értékek itt is a rendezetlen fehérjékhez tartozo
régioba keriiltek, ami arra utal, hogy a cisz-prolin kornyezetében kialakuld kanyarok

mozgékonyak, nem stabilak.
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15. abra A p53 TAD esetén szdmitott masodlagos kémiai eltolodasok (A) és a 278-323 K
kozott meghatarozott *HN kémiai eltolodasok hdmérsékletfiiggése (B). A f6 komponenst

fekete szin jeloli, mig a minor konformerek szinesek.

4.2.4. Foszforilacié hatasa a prolin cisz-transz egyensulyra

A poszttranszlacios modosulasok hatassal lehetnek a kdrnyezdé prolinok Cisz-
transz egyensulyara, mivel funkciondlisan fontos foszforilacio gyakran Ser/Thr-Pro
motivumok esetén kovetkezik be. A p5S3 TAD 7 szerint és 2 treonint tartalmaz (+1 szerin
a klonozési termékben is taldlhato), ezek koziil tobb (S9, S33, S37, S46) talalhato
kozvetleniil Pro mellett. Az apoptozisban jelentds szerepe miatt (Liebl és Hofmann 2019)
az S46 foszforilacigjat kovettiik.

A megfeleld kinaz kivalasztasdhoz a NetPhos 3.1 szervert hasznéltam (Blom és
mtsai 2004). A predikcio 4 féle kinazt talalt az S46 foszforilacidjahoz, ezek koziil a CK2
kinazt valasztottuk. A CK2 konszezus szekvencidja S/T-X-X-D/E, fontos pozici6 a +3-
as, ahol elénydsebb a glutaminsav, mint az aszparaginsav. Az ionos kolcsonhatas miatt
elénydsebb a tobb negativ toltésti aminosav. A foszforilacidt gatoljak a nagy, hidrofob

oldallanct aminosavak ¢és fleg a prolin. A CK2 kinaz a predikcio alapjan p53 TAD
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esetén a kovetkezd aminosavakat képes foszforilalni (csokkend valdszintiséggel): T55,
S46, S6.

A foszforilaciot elészor °N-jeldlt p5S3 TAD peptiden kovettiik (16. dbra). Az
'H,°N-HSQC spektrum alapjan a predikcionak megfeleléen, 12 orat kovetden
T55 100%-ban foszforilalodott. A tobbi szerin és treonin koziil S46 12 6ra utdn ~20%-
ban, 36 ora elteltével ~85%-ban, S6 12 6ra utan ~35%-ban, 36 ora elteltével ~40%-ban
foszforilalodott.
hatéssal. Az érintett régidban a 'H* kémiai eltoloddsok nem viéltoztak, tehat nem tortént
szerkezeti atalakulas, egyediil T55 esetén tapasztalhato eltérés a kémiai eltolédasokban
(40nn: 0,4 ppm a kevésbé arnyékolt iranyba, 4on: 0,6 ppm, Adua: 0,1 ppm, 401,:0,1 ppm).
Ez megegyezik az irodalomban leirt foszforilacid hatasara bekovetkezé random coil érték
valtozasaval (Conibear és mtsai 2019).

A S46 foszforilacidja 12 ora alatt nem kovetkezett be, ezért az inkubdacids 1d6t
noveltiik. 36 ora inkubdciés id6 utdn és tovabbi kindz hozzdadasara a kovetkezd

aminosavak foszforilalodtak: T55 100%, S46 85%, S6 45%, S20 <10%-ban.
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16. abra A foszforilacio kovetése *H, N-HSQC spektrumon (A) és a foszforilalodé
aminosavak jelintenzitds-valtozasa az id6 fiiggvényében (B). Szamolt Ao értékek 12 6ra
(C) és 36 ora elteltével (D). A B) abran relativ csticsintenzitas az adott idopontban és a

nem foszforilalt allapotban mért intenzitas hanyadosa.
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Az 'H, ®N-HSQC spektrum alapjan meghatarozott Ad értékekbél latszik, hogy a
foszforilacié a pS és pT +£3 aminosavas kornyezetében okoz valtozast. Tovabba a
SHACA-HSQC spektrumon az aminosavak H* és C* kornyezetei nem, vagy csak
kismértékben valtoztak. Az SCS értékek alapjan kimutathato, hogy a foszforilacio csak
lokalis kiillonbségeket eredményez, nincs hatassal a masodlagos szerkezetre (17/A. dbra).

A foszforilacié hatasat a SHACA-HSQC spektrumon kovettiik a foszforilalodod
szerin/treonin aminosavak kornyezetében 1évo prolinok esetén is (17/B. abra). A 6 jelek
esetén megfigyelhetd, hogy P47 és P8 esetén két-két jelet detektaltunk: a két jel ardnya a
foszforilacio aranyat tiikkrozi. Az S46 esetén 85%-o0s foszforilacio esetén a két jel koziil a
nagyobb intenzitasu jel (85%) pS46-P47, a kisebb (15%) a S46-P47 kornyezethez
tartozik. S6 kb. 45%-ban foszforilalodott, itt a két jel aranya: pS6-D7-P8 45%, S6-D7-P8
55%. A 100%-ban foszforilalodott T55-hoz legkdzelebbi prolin +3 pozicidban talalhato
(P58), itt nem figyelheté meg jelduplazodas.

A minor jelek esetén (17/C. abra) a foszforilacidos helyt6l tavolsag tobb
aminosavnyi tdvolsagra 1évo prolinok jeleinél (P4, P8 és P58) nem tapasztalhat6 valtozas,
a cisz-transz izomerek aranyara nincs hatassal a foszforilaci6. Az S46 mellett talalhato
P47 esetén azonban sem a p47 minor jelet nem tudtuk detektalni a SHACA-HSQC, sem
d48 jelét az H, ®'N-HSQC spektrumokon. Ez arra utal, hogy a foszforilaciét kovetéen a
cisz-transz egyensuly eltolodott a transz izomer iranyaba. Ennek oka a megndvekedett
szamu negativ toltés megjelenése az adott régidban, amely energetikailag és sztérikusan

kedvezotlen a cisz-izomer kialakulasdnak.
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17. abra A foszforilacio hatdsara 36 ora elteltével bekovetkezd kémiai eltolodas-valtozas
(A), valamint a SHACA-HSQC prolin régioja a major (B) és a minor prolinok esetén (C)
(nativ p53 TAD: fekete, foszforilalt: piros). Az A. abran a kiilonbséget Hz-ben adtam
megd, 700 MHz-es késziiléken mért spektrumok esetén 1 ppm ~176 Hz.
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4.2.5. Minoradatbazis

Korabbi irodalmi adatok alapjan rendezetlen fehérjékben a cisz-prolin
el6fordulasa altalaban 5-20 % kozott valtozik (Ahuja és mtsai 2016, Alderson és mtsai
2018, Dujardin és mtsai 2019, Gégl €s mtsai 2018, Mateos ¢és mtsai 2020). Mateos ¢és
munkatarsai kimutattak, hogy a cisz-prolin aranya jelentdsen nagyobb (>10%), ha a
prolint megelézé (i-1), illetve az 6t kovetd (i+1) pozicioban aromas aminosav
(leggyakrabban triptofan) talalhat6 (Mateos és mtsai 2020). A p53 TAD esetében tobb
helyen 10%-nal tobb a cisz-prolin aranya, de a kornyezé régiokban nem talalhatd aromas
aminosav. Annak vizsgalatara, hogy a prolinok kérnyezetében 1évd aminosavak hogyan
befolyasoljak a cisz-prolin mennyiségét, 1étrehoztam egy adatbazist az irodalomban

talalhatd adatokbol (6. tablazat).
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6. tablazat Igazoltan cisz-prolint tartalmaz6 IDP-k az irodalomban*

Aminosav ] ) Prolinok
IDP Aminosav szekvencia Mérés tipusa
tagszam szama

53 TAD 50 MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPD 10 IH* detektalt

P DIEQWFTEDPGP IHN- detektalt
RSK1CTT

(Gogl és 40 GAMAATYSALNSSKPTPQLKPIESSILAQRRVRKLPSTTL 4 YHN- detektalt
mtsai 2018)

MDAERIKTPPKRPGGRRRGRLPNNSSRPSTPTINVLESKDTDSDREAGT
EZH2 hurok| 106 ETGGENNDKEEEEKKDETSSSSEANSRCQTPIKMKPNIEPPENVEWSG 10 1H*detektalt

ALEHHHHHH
Tau F4 SRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKN
(Ahuja és 117 VKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHVPGG 14 1He- detektalt
mtsai 2016) GSVOQIVYKPVDLSKVTSKSGS
NS5A-D2
NTYDVDMVDANLLMEGGVAQTEPESRVPVLDFLEPMAEEESDLEPSIP
16 |*HM- detektalt

(Dujardin és 95
 2019) SECMLPRSGFPRALPAWARPDYNPPLVESWRRPDYQPPTVAGCALPP
mtsal




MHQDHVDSQSQEHLQQTQNDLASLQQTHYSSEENADVPEQPDFPDVP

OPN SKSQETVDDDDDDDNDSNDTDESDEVFTDFPTEAPVAPENRGDNAGR
(Mateos ¢€s 220 GDSVAYGFRAKAHVVKASKIRKAARKLIEDDATTEDGDSQPAGLWW 12 13C- detektalt
mtsai 2020) PKESREQNSRELPQHQSVENDSRPKFDSREVDGGDSKASAGVDSRESQ
GSVPAVDASNQTLESAEDAEDRHSIENNEVTR
e MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTK
a-szinuklein
EGVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAA
(Alderson ¢és 140 5 IHN- detektalt
) TGFVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEP
mtsai 2018)
EA
hiszton H1.0
MDEPKRSVAFKKTKKEVKKVATPKKAAKPKKAASKAPSKKPKATPV
(Chaves- IHN- detektalt
97 KKAKKKPAATPKKAKKPKVVKVKPVKASKPKKAKTVKPKAKSSAKR| 12
Arquero és 13C- detektalt
_ ASKKK
mtsai 2018)
EspFU
(Aitio ¢és 47 LPDVAQRLMQHLAEHGIQPARNMAEHIPPAPNWPAPTPPVQNEQSRP 10 TN detektalt
mtsai 2012)
huntingtin
exon 1 MATLEKLMKAFESLKSF(Q)16P(P)10QLPQPPPQAQPLLPQPQP(P)sGPA
83 (QiP(PloQLPQ QAQ QPQP(P) 31** | 13C- detektalt
(Urbanek és VAEEPLHRP

mtsai 2020)
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KKT4*** TAVCANNVGGGNSVSTTSGQPLSNTVNHTRGLTTTSSGSGPNQPYTLP
(Ludzia és 110 HPDGNAWMSATTSDDRSAPVTTKNSHSVKREREGTVSTTPTRPLKKR 10  |*HN- detektalt
mtsai 2020) NPRTPSYTVADRISE

* Az 5% feletti cisz-izomert mutatd prolinokat félkovér betiivel jeloltem. Abban az esetben, ahol nincs detektalhatd cisz-izomer vagy az
aranya 5% alatt van, dolt betiivel emeltem ki.

**A huntingtin exon 1 esetén csak 9 Pro kornyezetet hasznaltam fel az adatbazisban, a repetitiv, poliprolin szekvencia torzitja az
eredményeket.

***Ludzia és mtsai 231 aminosav hosszu szekvencidt vizsgéltak, azonban az N-terminalis régioban jelszélesedés miatt csak a 110 aminosav

hossz C-terminalis régiot vizsgaltuk (BMRB azonositd: 50229)
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Mivel az irodalomban a rendezetlen fehérjéket kiilonboz6 detektalasi
modszerekkel, ¢és eltérd koriilmények kozott vizsgaltak, ezért az eredmények
OsszevethetOsége érdekében megvizsgaltam valtozik-e a minor konformerek aranya
eltér6 homérséklet és detektalas mod esetén a pS3 TAD fehérjében. Azt tapasztaltam,
hogy nincs jelentds kiilonbség az *H,">N-HSQC spektrumon detektalt minor jelek és a
veliilk Osszekdthetd prolinok aranydban a SHACA-HSQC spektrumon, az eltérés
altalaban 2% alatti (4. tdblazat).

A hémérséklet hatasat a 1H,15N-HSQC spektrumon kovettem, mivel a SHACA-
HSQC spektrumon a hdmérséklet valtoztatdsaval a minor prolinok jelei gyakran
dtfedésbe keriilnek a vizjellel (a viz H kémiai eltolédasa jobban valtozik a
hémérséklettel, mint a peptid jelei). Azt tapasztaltam, hogy az eltérés itt is 2% alatti, a
Ccisz-izomer aranya nem valtozik 278 és 328 K kozott (4. tablazat). Hasonlo
megfigyeléseket irtak le Ahuja és munkatarsai a Tau F4 fragmens esetében (Ahuja és
mtsai 2016). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a kiilonb6z6 hémérsékleten mért
adatok dsszevethetdek.

Az adatbazis elkészitésénél figyelembe vettem azt a megfigyelést, hogy a cisz-Pro
hatasa tavolsagfiiggé: jelkett6z6dés 0koz 2-4 aminosav tavolsagon beliil detektalhato,
nagyobb tavolsag esetén a Cisz-prolin hatasa nem érvényesiil. Ezért a tovabbiakban a
prolin kdrnyezetében 1évé aminosavakat (i+3, ahol i a Pro pozicidja) vizsgaltam.

A létrehozott adatbazisban talalhato IDP-kbSl (6. tablazat) N™©'=101
szekvenciarészletet és N'*'=595 aminosavat vizsgaltam. A 101 szekvencidbol néhany az
N- vagy C-termindlis régidhoz tartozik, ezért n'*'=595 kisebb, mint az elméleti maximum
(101-6=606). Az aminosavakat az oldallanc tipusa alapjan 7 csoportra osztottam:

1. Gly
2. alifas oldallancu (Ala, lle, Leu, Met, Val)
3. polaris oldallancu (Ser, Thr, Cys, Asn, GIn)
4. pozitiv toltésii oldallanc (Arg, Lys, His)
5. negativ toltési oldallanc (Asp, Glu)
6. aromas (Phe, Tyr, Trp)
7. Pro.
Az aminosavtipusok szdzalékos el6forduldsa az adatkészletben és a DisProt

adatbazisban az 18/A. éabran lathatd. A statisztikai analizis soran az egyes



aminosavtipusok el6fordulasi gyakorisagaira binomialis probat végeztem. Ennek soran a
tapasztalt eléfordulasi gyakorisagokat olyan p valosziniliség paraméteri binomialis
eloszlasokhoz hasonlitottam, amelyekre p az adott aminosavtipus DisProt-beli
eléfordulasi gyakorisaga. A szignifikanciaszintet 0,1-nek valasztottam. A 6. tablazatban
szerepld IDP-k prolin kornyezd (£3) aminosavainak eléforduldsi gyakorisagai a
kovetkezd esetekben térnek el a DisProt adatbazistol (7.tdblazat): szignifikdansan
kevesebb glicin, negativ oldallancu, illetve aromés aminosavat tartalmaznak, ellenben a

prolin mennyisége szignifikdnsan tobb.

7. tablazat i+£3 prolin kornyezetek aminosavtipus darabszamainak Gsszehasonlitasa a

DisProt adatbazissal (binomialis eloszlas, 0,1 szignifikanciaszint)

Aminosay- Eléfordulas a Osszes aminosa\: (nt°t=595)
] DisProt varhato eléfordulas | Osszehasonlitas DisProt
tipus adatbazisban |értéktartomany,  (db) adatbazissal

Glicin 7,7 38-54 22 szignifikansan kevesebb
Alifas 24,8 134-161 144 nincs szignifikéns eltérés
Poléris 24,1 130-157 157 nincs szignifikans eltérés
Pozitiv toltési 14,6 76-98 98 nincs szignifikans eltérés
Negativ toltésti 15,7 82-105 64 szignifikansan kevesebb
Aromas 5,2 24-38 20 szignifikansan kevesebb

Prolin 8,1 40-57 90 szignifikansan tobb

A 6. tablazatban talalhato IDP-k 7 aminosavas szekvenciait (i-3...Pro...i+3)
csoportositottam aszerint, hogy hany szazalék a cisz-prolin el6fordulasa. Az Gsszesen
101 db szekvenciat 3 csoportra oszthatjuk: a) >5% (N=51), b) >10% (N=23) és <5%
(N=50). Az aminosavtipus-el6fordulast mindharom kategoria esetén Osszevetettem a
referenciaval (8-10. tablazat).

Megfigyelhetd, hogy az aminosavtipusok eléfordulasa alapjan csak néhany helyen
tapasztalunk eltérést: leggyakrabban a glicinek €s a prolinok szama tér el, illetve az 6sszes
kategoriat figyelembe véve a negativ toltésli €és aromas aminosavakbol is kevesebb
talalhat6 az adatkészletben. Ha ezeket az aminosavakat nem vessziik figyelembe, akkor

>5% feletti cisz-prolin eldfordulasnal szignifikansan tobb polaris, >10% felett
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szignifikdnsan kevesebb pozitiv toltést, illetve <5% cisz-prolin esetén szignifikansan

tobb pozitiv toltésii aminosavat taladlunk.

8. tablazat Aminosavtipus el6fordulas >5% cisz-prolin tartalmu szekvenciak esetén.

A statisztikai elemzés binomialis eloszlast feltételezve 0,1 szignifikanciaszinten tortént.

A referencia a DisProt adatbazisban megfelel6 aminosavtipus el6fordulasa volt.

>5% cisz-prolin tartalmu szekvenciak

. Eléfordulas a (N=51; n=296)
Aminosav- DisProt 3
tipus adatbazisban varhato eléfordulas | Osszehasonlitas DisProt
értéktartomany (db) adatbazissal
Gly 1,7 17-29 13 szignifikansan kevesebb
Alifas 24.8 64-83 68 nincs szignifikans eltérés
Polaris 24,1 62-81 85 szignifikansan tobb
Pozitiv toltésu 14,6 35-51 30 szignifikansan kevesebb
N.?g?tl,,v 15,7 39-55 33 szignifikansan kevesebb
toltésl
Aromas 5,2 11-21 14 nincs szignifikans eltérés
Pro 8,1 18-30 53 szignifikansan tobb

9. tablazat Aminosavtipus el6fordulas >10% cisz-prolin tartalmu szekvenciak esetén.

A statisztikai elemzés binomidlist feltételezve 0,1 szignifikanciaszinten tortént. A

referencia a DisProt adatbazisban megfeleld aminosavtipus el6fordulésa volt.

>10% cisz-prolin tartalmu szekvenciak

. El6fordulas a (N=23; n=137)
Aminosav- DisProt n
tipus adatbazisban varhato eléfordulas | Osszehasonlitas DisProt
értéktartomany (db) adatbazissal
Gly 7,7 7-15 4 szignifikansan kevesebb
Alifas 24,8 28-41 34 nincs szignifikans eltérés
Poléris 24,1 27-39 36 nincs szignifikans eltérés
Pozitiv toltésii 14,6 15-25 12 szignifikansan kevesebb
Negatly 157 16-27 19 | nines szignifikéns eltérés
toltési
Aromas 5,2 4-11 8 nincs szignifikans eltérés
Pro 8,1 7-15 24 szignifikansan t6bb
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10. tablazat Aminosavtipus el6fordulas <5% cisz-prolin tartalmu szekvenciak esetén.
A statisztikai elemzés binomidlis eloszlast feltételezve 0,1 szignifikanciaszinten tortént.

A referenciael6fordulas a DisProt adatbazisban megfeleld aminosavtipus eléfordulasa

volt.
<5% cisz-prolin tartalmi szekvenciak
. Eléfordulas a (N=50; n=299)
Aminosav- DisProt N
tipus adatbazisban varhato el6fordulas | Osszehasonlitas DisProt
értéktartomany (db) adatbazissal
Gly 7,7 17-29 9 szignifikansan kevesebb
Alifas 24,8 65-84 76 nincs szignifikans eltérés
Polaris 24,1 63-82 72 nincs szignifikans eltérés
Pozitiv toltést 14,6 36-51 68 szignifikansan tobb
N..eg?tl,,v 15,7 39-55 31 szignifikansan kevesebb
toltésu
Aromas 5,2 11-21 6 szignifikansan kevesebb
Pro 8,1 18-30 37 szignifikansan tobb

A tovabbiakban binomidlis probat végeztem az aminosavtipus-eléfordulési
gyakorisagaira az egyes poziciokban (i-3-tol i+3-ig) a kiilonb6z6 mennyiségl cisz-Pro
kategoridk esetén (18/B-D. abra). Ennek soran a ,,binomidlis kisérletek™ szdma az egy
pozicidkban 1év0 aminosavak szama volt, a viszonyitasi eloszlds valdszinliség
paraméterének pedig az adott aminosavnak a teljes adatkészletbeli eléfordulési
gyakorisagat tekintettiik, a szignifikanciaszint 0,1 volt. A kordbban emlitett eltérések
miatt az egyes aminosavtipusok esetén a referencia az adatkészletemben 1év0 Gsszes
szekvenciabol szarmazo szazalékos elofordulas volt, nem a DisProt el6fordulas.

>5% cisz-prolint tartalmazé szekvenciakban (N=51 esetben) prolin gyakorisaga
szignifikdnsan nagyobb i-3, I+2 és i+3 poziciokban (18/B. abra). Ez azzal magyarazhato,
hogy poliprolin 11 szerkezeti elemekben gyakoriak a P-X-X-P és P-X-P motivumok, tehat
a +3 poziciokban 1év6 prolinok stabilizaljak a PPII struktarakat. A prolinok mellett az
elektronban gazdag oldallancok gyakorisaga szignifikansan nagyobb: i-2 pozicidban a
negativ, i-1-ben a polaris és az aromas, i+2-ben szintén az aromas oldallancok, ellenben
a pozitiv toltésh oldallancu aminosavakbol szignifikansan kevesebb talalhato i-1, i+1 és

I+3 poziciokban.
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>10% cisz-prolin tartalmt szekvenciakban (N=23) az elektronban gazdag
oldallancok jelentdsége szintén megfigyelhetd: a negativ toltésli aszparaginsavak és
glutaminsavak szignifikdnsabban t6bbszor fordulnak el6 az i-2, i-1 és i+3 pozicidkban,
az aromasok az i-1 és i+1 pozicidkban szignifikansan gyakoribbak. Ennek megfeleléen a
pozitiv aminosavak eléfordulasa az i-3 és i-1 poziciokban szignifikansan kisebb. Az
arginin ¢s lizin aminosavak ellenben szignifikansan tobbszor fordulnak el6 (i-3, i-1, i+1
és I+2 pozicidkban), ha a cisz-Pro tartalom <5%. Ebben a kategdériaban mas

aminosavtipusok eléfordulas nem tér el a referenciatol 0,1 szignifikanciaszinten.

Cm

Elafordules [

18. abra A kiilonb6z6 aminosavtipusok eléfordulasa a DisProt és a sajat adatkészletben
(A), illetve a prolint kornyez6 poziciokban: >5% cisz-Pro (B), >10% cisz-Pro (C), illetve
<5% cisz-Pro tartalmu szekvenciak esetén (D). (Gly: sziirke, alifas: fekete, polaris: zold,

pozitiv toltésii: keék, negativ toltésii: piros, aromas oldallancu: sarga, Pro: sotétkek)

4.3. Lizin-gazdag peptidek

4.3.1. Lizin-gazdag peptidek és modellmembranok kélcsonhatasanak jellemzése

oldatfazisu NMR mérésekkel

Az ERD14 és S100A4 fehérjébdl szarmazo peptidek (11. tablazat) kdlcsonhatasat
g=0,5 PC bicella modellmembranok jelenlétében elemeztem. A peptiddel valod
kolcsonhatas eltéréseket okozhat a bicella és a peptid globalis és lokélis paramétereiben,
ezért elsd 1épésben a peptidet nem tartalmazd bicellat vizsgaltam oldatfazisi NMR
mérésekkel.

A 150 mM DMPC- 300 mM DHPC tartalmu bicella oldat 1D *H és 1D 3!P
spektrumat a 19/A-B. &bran tlintettem fel. A bicella esetében a DHPC és DMPC jelei a
metilrégio kivételével nem megkiilonboztethetok. A két lipid metil-jelei egymastol jol

elkiilontilo kémiai eltolodasoknal jelennek meg, és megfigyelhetd, hogy a multiplicitasuk
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nem egy triplett (a szomszédos metilén protonok miatti felhasadas miatt), hanem két,
kissé 4tfedd triplett, és mindkét esetben a 3Jun értékek azonosak (~7 Hz). Ez arra utal,
hogy bicellaban egy DHPC, (ill. egy DMPC) molekulan beliil a két zsirsavoldallanc nem
egyenértéki.

11. tablazat A vizsgalt peptidek adatai: kod, pl és toltés adott pH értékeknél.

. , . Toltés adott pH-n
Peptid Kod Szekvencia pl
3050170
ERD KA ERD-A DRGLF DFLGK KK 9,7 |+45|+2,4 | +1,9
ERD KB ERD-B | EKKGF MEKLK EKLPG |94 [+5/4|+2,6 |+1,9
ERDKC ERD-C| EKKGI LEKIK EKLPG 94 (+54|+2,6|+1,9
S100A4 C-terminalis | S100 FFEGF PDKQP RKK 9,7 |+45|+24|+19

Az H spektrumok mellett a bicella dsszetételére és a minta allapotara a 3'P
spektrumokbol kovetkeztethetiink (19/B. abra). Az 1D 3P spektrumban 2 jel
detektalhato, ezek a DMPC és a DHPC lipid fejcsoporthoz tartozo foszfor kornyezetéhez
rendelhetéek. A két jel integraljanak aranya ([DHPC]/[DMPC]=2:1=1/q), amely a minta
lipidkomponenseinek dsszetételét és az oldat helyes elkészitését jellemzi.

A peptidek és bicellak kdlcsonhatdsara utal a transzlacios diffiizids egylitthato
megvaltozasa is, melyet PFG-NMR mérésekkel kovettem.

A 700 MHz-es NMR késziiléken a két lipid komponens, a DHPC és a DMPC
komponens transzlacios diffuzids egyiitthatoja kiilon értékelhetd, mivel metil-jeleik
megkiilonbdztethetdk az 1D 'H spektrumokon (19/C-D. 4bra). A DMPC vizben
oldhatatlan, DHPC jelenlétében kizarolag a bicellaban talalhaté meg, ezért j6 kozelitéssel
mondhatjuk, hogy Dompc=Dbicella.

A DHPC vizoldhaté, DMPC jelenlétében szabad, monomer és bicella-asszocialt
formaban van jelen az oldatban (Bjorneras és mtsai 2015, Dudas és mtsai 2020). Ennek
(critical micelle concentration, kritikus micellaképzddési koncentracio), akkor nincs
micella az oldatban. A szabad DHPC mennyisége a kovetkezd egyenlet alapjan
szamithato (Bjornerés és mtsai 2015):

Dpiipc = Xszabad(Dizabad — Dbicelia) + Dbicelia
ahol Dprec a DHPC mért transzlacios diffuzios egyiitthatoja, DB . a szabad

DHPC difftuzios egyiitthatdja, melyet egy parhuzamos mérésbdl hataroztam meg, ahol
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DHPC monomerként van jelen, Dpiceila a bicella diffuzios egytitthatoja, és Xszanad & Szabad

DHPC moltortje:

CDHPC
szabad

Xszabad = CDHPC "

A fenti egyenletek alapjan a bicella-oldatban a szabad DHPC koncentracio
8,7 mM. Ez az érték kisebb, mint a DHPC kritikus micellaképzddési koncentracidja
(14mM) (Chou és mtsai 2004), ezért az oldatban a DHPC monomerként és bicella-

asszocialt formaban van jelen.
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19. abra 150 mM DHPC és 300 mM DMPC tartalmu bicella-oldat 1D *H (A) és 1D 3P
NMR spektruma (B), illetve a PFG-NMR mérések értékelésénél illesztett lecsengd gorbe
a DHPC ¢és a DMPC metil-jelintenzitdsaira a gradienserdsség fliggvényében. A DHPC és
DMPC metil-jelei megkiilonbdztethetdk az 1D H spektrumon, ezért kiilén szamithato a

transzlacios diffuzios egyiitthato a Stejskal-Tanner egyenlet alapjan.

A lizinben gazdag peptidekkel valo kolcsonhatas vizsgalatanal fontos volt, hogy
a bicellak mennyisége feleslegben legyen a peptidhez képest. A dolgozatomban
bemutatott méréseknél a lipidkoncentraciohoz (6sszesen 450 mM) képest a
peptidkoncentracio kicsi (1 mM), ezért a bicella *H spektrumain nem okoz jelentds
valtozast a peptid jelenléte. Az 'H spektrumok mellett 3P mérések alkalmasak a
bicelldkban talalhato foszfolipidek fejcsoportjaban torténd valtozasok kovetésére. Az 1D
31p spektrumokon jelszélesedést tapasztalunk, ami arra utal, hogy a foszforatomok kémiai
kornyezetében valtozas kovetkezik be. A peptidek jelenléte els6sorban a DMPC

fejcsoportra van hatassal, itt a jelszélesség-valtozas ~1 Hz (2,9 Hz-r61 4,0 Hz-re nd), a
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DHPC 3P jele esetén ~0,5 Hz (2,1 Hz-r8l 2,6 Hz-re) a kiilonbség. Ez arra utal, hogy az
ERD ¢és S100 peptidek elsdsorban a bicella lipidkettdsrétegének fejcsoportjainak
kornyezetére vannak hatassal.

A peptid-bicella kolcsonhatas soran a transzlacios diffuzids egyiitthatok is
megvaltozhatnak. A peptidet tartalmazo bicella-minték a peptidek transzlacios diffuzios
egyltthatoja kisebb lesz a szabad peptidhez képest, megkozeliti Dyicella értékét. Ez arra

2

utal, hogy az oldatban ,,egyiitt mozognak™, a peptid kotédik a bicellahoz. Tovabba a
szabad DHPC koncentracidja is megnd: az ERD-B és S100 esetén 12,4, illetve 13,1 mM,
tehat a peptidek DHPC molekuldkat szoritanak ki a bicellabol. Az eredmények arra
utalnak, hogy az ERD ¢s S100 peptidek képesek kolcsonhatasba 1épni PC bicellakkal.

Az interakciot a peptidek oldalar6l 2D homo- és heteronuklearis NMR mérésekkel
jellemeztem. A homonuklearis 2D H, H-TOCSY és 'H, *H-NOESY spektrumokban a
jelhozzarendelést nehezitették a nagy feleslegben 1évo lipid jelek, melyek az alifas
régioban a peptid jeleivel is atfedtek, ezért a peptidek jelazonositdsa nem kivitelezhetd,
¢s nem lehetett a masodlagos szerkezeti valtozasokra fényt deriteni.

A jelatfedésbdl eredd problémak ellenére természetes izotop-eléfordulas mellett a
szabad és a bicellaval kolcsonhatd peptidek esetén a H, N-SOFAST-HMQC
spektrumon azonositani tudtam a bicellaval kdlcsonhato régidkat, amiket az amid jelek
jelentds eltolodésa €s kiszélesedése jelzett. Az ERD-A esetén a peptid hidrofob G3-K10
régid amid jeleinek kémiai eltolodasa valtozott meg. Az aminosav szekvencidban hasonlo
ERD-B és C esetén jelentés kiilonbséget okoz a bicella a peptidek *H, °N-SOFAST-
HMQC spektruman. Ezekben az esetekben a kolcsonhatdsban az N- és C-terminalis
aminosavak kivételével a teljes peptid érintett. Az S100 esetén az F5-Q9 régié amid

kornyezetei valtoztak meg jelentdsen (20.4bra).
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20.4bra Bicellak hatasa a peptidek amid régiojara: a peptidek *H, °N- SOFAST-HMQC
spektrumai vizes oldatban (kék) és bicella tartalma oldatban (piros) az ERD-A (A) és

ERD-B (B) esetén. Az asszignaci6 a vizes oldatban mért spektrumra vonatkozik.

Osszefoglalva a mérési eredményeket, elmondhaté, hogy az ERD és S100
peptidek képesek kolcsonhatasba 1épni bicella modellmembranokkal és azonositottam az
interakcidban résztvevo kornyezeteket a bicella és a peptidek részérdl is. A bicelldk esetén
a kizarolag lipidfejcsoportok atomjainak kémiai kornyezete valtozik, ez arra utal, hogy a
peptidek a bicella felszinéhez kotddnek. A peptidek esetén a terminalis aminosavak
kivételével a tobbi aminosav vesz részt a kélcsonhatasban. Ahhoz, hogy a peptid-bicella
rendszerben a peptidrdl szerkezeti informdciokat nyerjiink, legalabb °N-jelslt mintara
lett volna sziikség, azonban a kolcsonhatas tényét természetes izotopeloszlas mellett is
igazolni lehetett.

A bicella membranmimetikum egy leegyszertsitett modell, ezért azt is vizsgaltuk,
hogy ez a kolcsonhatas 1étezik-e valodi membranok esetében, mi tobb, torténik-e és ha
igen, akkor milyen médon valosul meg ezen peptidek sejtpenetracidja. Ezenfeliil, azt is
tanulmanyozni akartuk, hogy ezek a joO vizoldhatésagu peptidek Ilehetnek-e

gyogyszerhordozo jeloltek.
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4.3.2. Karbonsav-lakton atalakulas vizsgalata fluorimetriaval és NMR

spektroszkopiaval

A sejtpenetralo peptidek alkalmasak arra, hogy kismolekulakat a célszovetekbe
juttassanak. A megfeleld szelektivitas és toxicitas elérésnek érdekében sziikség van Uj
peptidekre. Dolgozatomban 4 lizin gazdag peptidet vizsgaltam, melyek az irodalomban
vizsgalt penetratinhoz és TAT-hoz hasonldan fiziologids koriilmények kozott pozitiv
toltéssel rendelkeznek. A kisérletekben hasznalt peptideket adatait a 11. tablazatban
tiintettem fel.

A fluorforként hasznalt 5(6)-karboxifluoreszcein legnagyobb hatranya a pH-
fiiggd fluoreszcencia, melynek oka a lakton-karbonsav atalakulas (21/A. abra). Savas és
aprotikus kozegben a nemfluoreszcens lakton, mig semleges és lugos kozegben a
karbonsav forma a dominans. A karbonsav esetén a kiterjedt n-elektron rendszer okozza
a megndvekedett fluoreszcencia intenzitast. A pH, illetve a Cf-hez kapcsolt peptid is
hatassal van a tautomer egyensulyra, igy ennek kovetkeztében a fluoreszcencia
intenzitasra is. Ezért érdemes a fluoreszcens tulajdonsagok vizsgalatat elvégezni a
peptidek sejtbejutdsdnak 0Osszehasonlitasahoz, az intracellularis fluoreszcencia
intenzitasok szerkezeti okainak felderitésére. In-cell kornyezetek modellezésére a
fluoreszcencia pH fiiggését fluorimetriaval és az atomi szinten NMR spektroszkopiaval
vizsgaltuk. Az osszefoglalod fluorimetrias eredmények az 21/B és C abran lathatok.

A Cf-konjugatumok esetén (a 21. abran az 6-Cf-ERD-A példajan) az emisszids
spektrumokon megfigyelhetd, hogy az irodalmi adatoknak megfeleléen a pH ndvelésével
a fluoreszcencia intenzitas nd, illetve adott pH-n nincs jelentds eltérés az egyes peptidek,
illetve az 5- és 6-Cf-konjugatumok kozott (21/C. abra).

A fluoreszcencia szerkezeti magyarazatdhoz a lakton-karbonsav 4talakulas atomi
szintll jellemzését NMR spektroszkopidval végeztem. A tautomer forma modellezéséhez
a szabad 5(6)-karboxifluoreszceint vizsgaltam. A lakton detektalasahoz aprotikus
kozegként a DMSO-ds oldoszert alkalmaztunk, a karbonsav azonositasahoz az 5(6)-Cf
keveréket 25mM NaOH-ban oldottuk.

A lakton-karbonsav atalakulas soran a gytiri felnyilik, ezért az atomok szamozasa
az [UPAC nevezéktan szerint megvaltozik, a kovethetdség érdekében 21/A.dbran lathato

nevezéktant kovettem.
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21. abra Lakton-karbonsav atalakulas 5- és 6-Cf esetén (A). Semleges és gyengén liigos
kozegben a foként karbonsav forma van jelen az oldatban. A Cf-peptid konjugatumok
fluoreszcens emisszios spektrumai: 6-Cf-ERD-A pH fiiggd spektruma (B) és az 5- és 6-
Cf-konjugatumok spektrumai pH=7.6 esetén (C) (Gerjesztési hullamhossz: 4 = 488 nm,
emisszid: 4 = 490-700 nm, detektor fesziiltség: 450 V, peptid koncentracio: 6.25 pM).

A lakton-karbonsav atalakulasra a C*, C12 és C13 atomok a legérzékenyebbek.
C* a lakton forma esetén sp°® hibridizaciés allapotban van. Ennek megfeleléen DMSO-
de-ban 86,6 ppm kémiai eltolodasnal detektalhaté H11-C* korrelacioban az *H,3C-
HMBC spektrumon az 5- és 6-Cf izomerek esetén. 25mM NaOH kozegben ez a jel nem
detektalhat6, ugyanis a karbonsav esetén C* sp? hibridizaciéjii és az aromas régioban
talalhato. Az aromads régioban a jelatfedés jelentds, ezért egyértelmii asszignacidt nem
lehet megadni.

Jelentés kémiai eltolodas kiilonbség figyelhetd meg a DMSO-d6 és a 25mM
NaOH oldatok kézt a C13 (H11-C13 korrelacié az *H,*C-HMBC spektrumon) és a C12
atom (H12-C12 korrelacio *H,**C-HSQC spektrumon). DMSO-ban a C13 kdérnyezet
162 ppm eltolodasndl jelenik meg, ez lugos kozegben 184 ppm-nél detektalhato.
Ugyanakkor a C12 jele a gytiri felnyilasaval 115,0 ppm-rél 125,6 ppm-re toloédik. Ugyan

a C12 ¢és C13 atomok nem kozvetleniil a gytriifelnyilasnal helyezkednek el, viszont a
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C13-hoz a lakton esetén egy fenolos -OH, mig a karbonsav esetén egy karbonil-csoport
kapcsolodik.

A kovetkez6 1épésben vizsgaltam a Cf viselkedését a Cf-peptid-
konjugatumokban. A peptidek esetén az 5(6)-Cf izomer keveréket szétvalasztottuk. A
karbonsav-lakton tautomerizaciot a jeloletlen ERD-A és B peptidek esetén kovettem a
pH=3,0 — 7,0 tartomanyban. Mivel a C* detektalasdhoz H,*C-HMBC spektrum
atfedne az aromads oldallancok jeleivel, ezért az 1H,13C-HSQC spektrumon a H12-C12
korrelacid segitségével (22. dbra) hataroztam meg a Cf-peptid konjugatumok esetén a
lakton és a felnyilt gytiriis forma aranyat.

A tisztan lakton ¢és karbonsav format tartalmazd spektrumok C12 kémiai
eltol6dasabol meghataroztam a karbonsav ardnyét az egyes pH-kon. Az atalakulas gyors
egyensulyi folyamat, ezért

8(C12) ey = x* 8(C12)Naon + (1 — x)8(C12)puso
egyenletbol meghatarozhato6 az egyes formak aranya.

A pH novelésével a 6(C12) a 25mM NaOH-ban detektalt csucs iranyaba tolodik
(22/A. ébra), ennek megfelelden a felnyilt gytiriis forma mennyisége n6 (22/B. abra). Kis
pH-n a lakton és a karbonsav aranya kozel 1:1. Fiziologias, az in Vitro sejtpenetracios
méréseknek megfelelé pH értékeken gyakorlatilag csak a karbonsav forma van jelen az
oldatban mind az ERD-A és B esetében. A legtobb pH-n nincs jelentds kiilonbség a két
Cf-izomer kozott (kivéve ERD-B pH=3,0 oldatban).

6-Cf-ERD-A 5-Cf-ERD-A&
1 °
115 116 -
09
118 118 [
E E z 08 Y.
& 120 % 120 E
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o n}.H-% . o ¢ pH=3 ] E
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22. abra Karbonsav-lakton egyensuly Cf-peptid konjugatumok esetén: H12-C12
keresztcsucs kovetése 5- és 6-Cf-ERD-A esetén *H, 1*C-HSQC spektrumon (A). Az 5(6)-
Cf keverék aprotikus kdzegben (DMSO-d6, sarga) felvett spektruman lakton formahoz
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tartozo jel 116 ppm-nél, mig a tisztan karbonsav a 25mM NaOH-ban (vildgoszold)
125,6 ppm-nél detektalhatd. A Cf-ERD-A konjugadtumok H12-C12 jelei a kiilonb6z6 pH
értékeken a kettd kozott helyezkednek el (piros, kék, sotétzold). Szamolt karbonsav
mennyiség d(C12) alapjan (B). (6-Cf-ERD-A: bordo, 5-Cf-ERD-A: rozsaszin, 6-Cf-
ERD-B: barna, 5-Cf-ERD-B: sarga)

4.3.3. ERD és S100 peptidek sejtbejutasanak vizsgalata aramlasi citometriaval

Az ERD ¢és S100 peptidek in vitro sejtpenetracios vizsgalatait kétféle modellrendszeren,
A431 human laphamrdk és MonoMac6 huméan monocita sejtvonalakon aramlési citométerrel
végeztik. Az eldvizsgalatok  soran  mindkét  sejtvonal  esetén  6,25-50 uM
koncentraciotartomanyban kezeltiik a sejteket a 6-Cf-peptid konjugatumokkal 3 6ran keresztiil. A
membranhoz ko6t6d6, nem internalizalodd peptidek eltavolitasdhoz sziikséges megfeleld
tripszinez¢ési id6 meghatarozasahoz 2-2 parhuzamos mérést végeztiink: a MonoMac6 esetén 2 ill. 4
perc, az A431 sejtvonal esetén 4 ill. 8 perc. Minden kisérletbdl 3 parhuzamos mérést végeztiink.
Mindkét sejtvonal esetén a sejten beliili lokalizacid vizsgélatdhoz konfokalis 1ézer pésztazd
mikroszkopos mintakat készitettiink, ahol a sejtmagot Hoechst 33342 festékkel kékre festettiik. Az
eredmények a 23 és 24. abran lathatok:
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23. abra Cf-peptidek in vitro sejtpenetracié vizsgalata MonoMac6 sejtekben kiilonb6z6
tripszinezési 1d6 esetén (2 perc: vilagos szin, 4 perc sotét szin) dramlasi citométerrel és

intracellularis lokalizacioja konfokalis 1ézer-pasztdzo mikroszkoppal.
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24. abra Cf-peptidek in vitro sejtpenetracio vizsgalata A431 sejtvonal esetén aramlasi
citométerrel kiillonb6z6 tripszinezési id6 esetén (4 perc: vilagos szin, 8 perc sotét szin) és
intracellularis lokalizacido konfokalis lézer-pasztazdo mikroszképpal. A mikroszkopos
képeken a sejtmagot Hoechst 33342 festékkel kékre festettiik, a Cf-peptid konjugatum

z0ld szinl.

A tripszinezési 1d6 valtoztatdsdval a membrankotott peptidek jelenlétére
kovetkeztethetiink. Megfigyelhetd, hogy a MonoMac6 sejtek esetén a Cf-pozitiv sejtek
aranya nem valtozik a tripszinezési 1d0 novelésével. Az A431 sejtvonal esetén jelentds
csokkenést tapasztaltunk a fluoreszcencia intenzitast tekintve. A sejtmembranhoz kotott
Cf-peptidekre kovetkeztethetiink a tripankék festék alkalmazasaval, mivel képes az
extracellularis fluoreszcencia kioltasara, illetve a tripdnkék segitségével a sejtek
¢letképességére kovetkeztethetiink, ugyanis ez a festék az €16 sejtek membranjadn nem,
kizarolag az elpusztult sejtek membranjan jut at és a citoplazmaban talalhato fehérjékhez
kotédik (Nuutila és Lilius 2005). Az A431 sejtvonal esetén, a tripszinezési idovel jelentds
fluoreszcencia intenzitast tapasztaltunk, a tripankékkel valo kezelés csak kis mértékben
csOkkentette a fluoreszcencia intenzitast az ERD és S100 peptidek esetében (25. dbra). A
MonoMac6 sejtek esetén nincs kiilonbség a tripankék-oldattal kezelt és kezeletlen Cf-
pozitiv sejtek szdma kozott, ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a peptidek foleg a sejten
beliil helyezkedtek el.
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25. abra Tripankék-oldatos kezelés hatasa a MonoMac6 (A) ¢és az A431 (B)
sejtvonalakra. A peptidek szinkddja a kovetkez6: ERD-A: rozsaszin, ERD-B: barna,
ERD-C: kék, S100: zold. A tripankék oldattal kezelt Cf-pozitiv sejteket vilagosabb

szinnel jeloltem.

Az ERD és S100 peptidek esetén koncentraciofiiggd sejtbejutast mutattak a MonoMac6 és
A431 sejtvonal esetén (26. abra): minden koncentracio esetén a legalacsonyabb sejtbejutas az S100
peptidek esetén figyelhetd meg. 1 és 5 uM esetén az ERD-C, 25 uM esetén az ERD-B mutatja a
legnagyobb sejtbejutast. A tendenciat alatdmasztja a Cf-pozitiv sejtek szama és az intracellularis
fluoreszcencia intenzitas is.

Az 5-Cf és 6-Cf konjugatumok tobb peptid esetén sejtbejutast tekintve jelentds eltérést
mutatnak: altalanosan elmondhatd, hogy a 6-Cf konjugatumok nagyobb aranyban jutnak be a
Kb. 2-szer tobb peptid jut be a sejtbe, mint a 5-CFERD-A konjugatumbol 25uM
peptidkoncentracional. Jelentds kiilonbség figyelhetd meg 6- és 5-Cf-S100 esetén. ERD-B az 5- és
6-Cf izomer sejtbejutasa kozott kisebb kiilonbség figyelheté meg. Az ERD-C peptid esetén nincs
kiilonbség az intracellularis fluoreszcencia intenzitdsban a két izomer kozt egyik vizsgalt
koncentracio esetén sem.

A kiilonb6zd konjugatumok sejtbejutdsanak Osszehasonlitdsdhoz UCso értéket
hataroztunk meg (26/D. abra), amely annak a peptidkoncentracionak felel meg, ahol a
sejtek 50%-a Cf pozitiv. Megfigyelhetd, hogy a 6-Cf izomerek esetén az UCsp érték
minden esetben kisebb, mint az 5-Cf-konjugatumok esetén, tehat a sejtbejutas nagyobb
mértékli. A peptideket Osszehasonlitva lathat6, hogy a legkisebb UCso értékkel
rendelkezik az ERD-B peptid mindkét Cf-konformer esetén. A sorrendben ERD-A és C
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kovetkezik, hasonlo sejtpenetracios képességekkel. A legnagyobb UCsg értékekkel az
S100 peptidek rendelkeznek az A431 sejtek esetén.

Az eredmények tiikrében elmondhato, hogy a vizsgalt peptidek képesek bejutni
az A431 ¢és MonoMac6 sejtekbe. Kozepesen jol penetralnak a membrdnon, €s a

szekvenciaban 1évo kisebb eltérések miatt a peptidek penetracioja eltéro.
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26. abra In vitro sejtpenetracio A431 sejtvonalon: €16 sejtek aranya (A), Cf-pozitiv sejtek
aranya (B), intracellularis fluoreszcencia intenzitas (C) és UCsg értékek (D). A peptidek

szinkddja a B.4abran lathato.

Az in vitro sejtpenetracios vizsgalatok soran ellenériztik az 5- és 6-Cf-
konjugatumok citotoxikus és citosztatikus hatasat. Az adramlési citométerrel mért €16
sejtek szama alapjan az A431 sejtekre nézve sem az 5-, sem a 6-Cf-peptid konjugatumok
nem voltak toxikusak a vizsgalt koncentracidtartomanyban, a relativ életképesség minden
konjugatum esetén hasonlo a kezeletlen sejtekhez. A relativ életképesség minden esetben
meghaladta a 80%-ot (26/A. abra).

A Cf-peptidek in vitro citosztatikus és citotoxikus hatasat tovabba kolorimetrias
tetrazolium (MTT) moddszerrel is vizsgaltuk a fluoroférral nem jelolt peptideken. A

modszer alapja, hogy az MTT-t (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium)-
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bromid, amely egy sarga vizoldhato tertazolium sd, az €16 sejtek mitokondrialis szukcinat
dehidrogenaz enzimje atalakitja formazan szarmazékka. A formazéan szarmazék lila szinti
csapadék. A keletkezett kristalyok kolormetriasan mérhetdk, az abszorbancia €16 sejtek
szamaval aranyosan kisebb. Az MTT-teszt elonye, hogy gyors, konnyen kivitelezhetd, jol
reprodukalhaté és nagy ateresztoképességii (Fotakis és Timbrell 2006). A mérés soran az
A431 sejteket 20-24 6ran kezeltiik az ERD és S100 peptidekkel (1,28-10° — 100 pM
koncentracio tartomanyban). A sejteket mosas utan 72 oran keresztiil inkubaltuk az MTT-
tesztet megel6zéen. Méréseink alapjan sem az ERD, sem az S100 peptidek nem toxikusak

a sejtekre a vizsgalt koncentraciotartomanyban (27. abra).
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27. abra Citosztazis vizsgalat MTT-teszt alapjan A431 sejtvonalon. Az ERD és S100
peptidek ICso értéke nagyobb, mint 100uM.

4.3.4. ERD és S100 peptidek intracellularis lokalizacidja

A sejten beliili lokalizacio felderitését konfokalis lézer-pasztazd mikroszkop
(confocal laser scanning microscopy, CLSM) segitségével végeztiik. 25uM Cf-jelolt
peptidekkel A431 sejteket 90 percen keresztiill inkubaltuk. A Hoechst 33342
sejtmagfestést és LysoTracker Deep Red lizoszomafestést alkalmaztunk. A mikroszkopos
képek a 28. abran lathatok. Megfigyelhetd, hogy a peptidek nem jutnak a sejtmagba, nem
mutatnak kolokalizaciét a sejtmagfestéssel. 6-Cf-ERD-A f6leg a citoplazmaban, 6-Cf-
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ERD-B és 6-Cf-S100 részben a citoplazmaban ¢és részben lizoszomakban, 6-Cf-ERD-C
foleg lizoszomakban lokalizalodik. Az 5-Cf-peptidek lokalizacidja megegyezik a 6-Cf
konjugatumokéval. A lizoszoma festéssel valo ko-lokalizacio a Cf-peptidek vezikularis

transzporttal vald felvételére utalhat.

Hoechst LysoTracker

6-Cf-ERD-A

6-Cf-ERD-B

6-Cf-ERD-C

6-Cf-5100

28. abra Konfokalis 1ézer-pasztazdé mikroszkopos képek 6-Cf-peptid konjugatumok
esetén. A sejtmagot Hoechst 33342 festékkel kékre, a lizoszoméakat LysoTracker
DeepRed festékkel pirosra festettiik.

4.3.5. ERD és S100 peptidek sejtbejutasi mechanizmusanak vizsgalata

A sejtbejutés altalanosan két f6 utvonalon valosulhat meg: endocitdzis és direkt
transzlokacié. A Cf-konjugatumok internalizaciés mechanizmusanak felderitéséhez
kiilonbozé  gatloszereket, ill. inkubacidés korilményt alkalmaztunk: ATP deplécio,
endocitozis inhibitorok €s alacsony hémérséklet. Az inkubdcios hémérséklet 4°C-ra
csokkentésével eldtérbe kertil az alternativ utvonal, a direkt transzlokacio, amely példaul
a penetratin feltételezett internalizacids mechanizmusa (Conner és Schmid 2003, Trabulo

¢s mtsai 2010).



Az ATP deplécio az energiafiiggd utvonalakat gatolja, ehhez az antimetabolit 2-
deoxigliikozt és az oxidativ foszforilaciot gatld natrium-azidot hasznaltunk (Schwoebel
¢és mtsai 2002). Tovabba a kdvetkezé inhibitorokat alkalmaztuk:

a) 5-(N-etil-N-izopropil)-amilorid (EIPA), amely egy amilorid analdg
makropinocitdzis inhibitor (Meier és mtsai 2002, Swanson és Watts 1995).

b) B-metilciklodextrin (BMCD), amely a kaveola és lipid raft internalizacios
utvonalakat gatolja, azaltal, hogy szelektiven kivonja a koleszterint a
plazma membranbol (Rodal és mtsai 1999).

Az alacsony inkubacidos hémérséklet jelentdés csokkenést okozott a peptid-
konjugatumok fluoreszcencia intenzitdsdban, amely arra utal, hogy a direkt transzlokacid
nem jelentds az 6-Cf-ERD és 6-Cf-S100 peptidek bejutasaban (29/A abra).

Az inhibitorokkal végzett kisérletekben (EIPA, PMCD, ATP deplécid) a Ct-
pozitiv sejtek szamanak jelentds csokkenését tapasztaltuk (29/B-D. abra). Ez alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy a vizsgalt peptidek endocitdzis és makropinocitozis itjan jutnak az
intracellularis térbe, nem direkt transzlokacidval mint a penetratin.
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29. abra Alacsony hémérséklet (4°C, A abra) és gatloszerek (B) hatasa a sejtpenetraciora.

4.3.6. Peptidek és Cf-jelolt peptidek szerkezeti vizsgalata

Az in vitro sejtpenetracios vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy az 5- és 6-Cf-
jelolt peptidek sejtbejutasa eltérd. Ennek szerkezeti okait és a Cf-jelolés esetleges
kolcsonhatasat a peptiddel NMR spektroszkopia segitségével vizsgaltam. Az atomi szintli
jellemzéshez homo- és heteronukledris méréseket végeztem kiilonbozé pH értékeknél
(tipikusan pH 3,0; 5,0 és 7,0) természetes izotdpeloszlasu peptidek €s Cf-konjugatumok
esetén.

A Cf hatasat az amid kornyezetekre 'H,55N-SOFAST-HMQC spektrumon
kovettem (30. abra) A valtozéds kvantitativ jellemzésére 40 értékeket szamitottam az

egyes aminosavakra a kovetkezd egyenlet alapjan:
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AS = \/(6H1 — 84,)2 + (0.1(8n, — Sn,))?

ahol 1-es indexszel a peptid, 2-es indexszel a Cf-konjugatumhoz tartozé kémiai
eltolodasokat jeldltem (30. abra).
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30. abra ERD-A és Cf-konjugatumainak *H,’*N-SOFAST-HMQC spektruma (pH=3,0),
A értékek pH=3,0-on (B) (ERD-A: kék, 5-Cf-ERD-A: z51d, 6-Cf-ERD-A: piros)

Megfigyelhet6 az 5- és 6-Cf-konjugatumok esetén, hogy a f6 valtozasok a peptid
terminalis fel¢ haladva a Cf hatdsa csokken, de minimum 5-7 aminosav NH kornyezetét
jelentdsen megvaltoztatja (40>0,1). A peptideket Osszehasonlitva lathatjuk, hogy az
ERD-A peptid esetén a tendencia eltér a tobbi peptidhez képest: az N-terminalis
aminosavak 40 értékei nem kiugroan nagyok, ellenben jelentdsen eltér az F5 aminosav
esetén, amely kolcsonhatésra utal a fluorofor és az aromas oldallanc kozt.

Altalanosan elmondhaté, hogy a 6-Cf nagyobb perturbaciét okoz az egyes
aminosav NH kornyezeteire, mint az 5-Cf.

A H, BC és N atomok kémiai eltolodasai alapjan kovetkeztethetiink a
szerkezetben bekdvetkezd valtozasokra. A H® és °C* atomokra masodlagos kémiai
eltolodast szamoltam (31. abra):

SCS =0mert-drc,
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ahol Jrc az adott atom random coil szerkezethez tartozé kémiai eltolodasa. Ebben
az esetben a random coil kémiai eltoloddsok meghatarozdsdhoz a POTENCI webszervert
(Nielsen ¢s Mulder 2018) hasznaltam, amely figyelembe veszi a pH, hdmérséklet és a
kornyez6é aminosavak hatasat az adott atomra.

A Cf-konjugacio hatasara minden esetben a szerkezeti hajlam enyhén helikalis
lesz, de az SCS értékek minden esetben O koriiliek, ezért csupan helikalis hajlamrol

beszélhetiink. A legnagyobb valtozas 5- ill. 6-Cf-ERD-A esetén tapasztalhato.
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31. abra Az ERD és S100 peptidek masodlagos kémiai eltolodasai: peptid (kék), 6-Cf-
konjugatum (piros), 5-Cf-konjugatum (zold)

A sejten beliili krnyezetek modellezésére kiilonb6zo pH értékeknél (pH=5,0; 7,0)
is megvizsgaltam az 5- ill. 6-Cf-jelolés szerkezetre gyakorolt hatasat. Az ERD-A és B
peptideket vizsgaltam, amelyeknél 5- és 6-Cf konjugatumok jelentés sejtpenetracios
kiilonbségeket mutattak. A *H,®>N-SOFAST-HMQC spektrumokon a jelek szélesedtek a
gyors protoncsere folyamatok miatt az amid NH és a viz molekulak kozott. A legtobb
aminosav esetén az amid régio kémiai eltolodasai nem valtoznak a pH-val, kivéve a pH-

ra érzékeny glutaminsavak esetén, ahol az oldallanc pKa=4,07.
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Az SCS értékek alapjan sem az 5- és 6-Cf-ERD-A, sem az 5- és 6-Cf-ERD-B
peptidek szerkezeti hajlamai nem valtoznak, pH=5,0 és 7,0 oldatban rendezetlenek

maradnak (32. abra).
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32. abra A pH hatdsa a masodlagos kémiai eltolodasra ERD-A ¢és B konjugatumok esetén

(6-Cf-: piros, 5-Cf-konjugatumok: zold)

A térben kozeli (< 5 A) atomok azonositasat 'H-'H NOESY spektrum segitségével
végeztem. Mivel a peptidek rendezetlenek, ezért féleg szekvencialis (i, i-1) NOE jeleket
detektaltam. A Kkarboxifluoreszcein féleg az N-terminalison talalhatd elsé és masodik
aminosavval ad keresztcsucsot, azonban néhany esetben a Cf és a tdvolabbi aminosavak
kozott is azonosithatok NOE keresztcsticsok: 6-Cf-ERD-A esetén Cf H7 és H14
keresztcsticsot adnak F5 oldallanc HD és HE, illetve Cf H7 F7 HZ protonnal. Hasonlo
tendencia figyelhetdé meg 5-Cf-ERD-A, az 5- és 6-Cf-ERD-B esetén: gyenge NOE
detektalhatd F5 aromads oldalldnca és az 5/6-Cf protonjai kozott. F6 kiilonbség az 5- és 6-
Cf-konjugatumok kozt, hogy a 6-Cf nagyobb intenzitaisi NOE keresztcstcsot a
fenilalanin oldallanccal, amely arra utal, hogy térben kézelebb vannak egymashoz, mint
az 5-Cf az F5 aromas gyiriijéhez. Az F5 aromas oldallanca ezért ,,eltemetettebb” a 6-Cf-
varidnsok esetében, amely hidrofobicitas csokkenéssel jar. A hidrofobicitasbeli eltérés

megfigyelheté a HPLC-kromatogramokon tapasztalt retencios idokben, ahol a 6-Cf
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variansok a forditott fazisi HPLC-s oszlopon kisebb retencios id6vel rendelkeznek, mint
az 5-Cf-variansok. Példaul ty(ERD-A)= 15,1 perc, t(6-Cf-ERD-A)= 18,1 perc, t-(5-Cf-
ERD-A)=18,3 perc.

Az S100 peptidek esetében fontos megjegyezni, hogy aminosavisszetételben
hasonlit ERD-A peptidhez: 4 pozitiv toltésii aminosav, 2 negativ, az aminosaveloszlas
eltérd. Ezenfeliil az S100 két darab prolint tartalmaz: 6. és 10. pozicidoban. A prolinok
korabbiak mar targyalt Cisz-transz izomériaja (33. abra) az S100 peptidnél is detektalhato:
25%-ban a cisz-konformer is eléfordul az oldatban. A cisz-izomer azonositasa az *H, 1°C-
HQSC spektrumon detektalt prolin oldallanchoz tartozoé jelek alapjan tortént (33. dbra) A
minor prolin oldallinchoz tartozé CP, C kémiai eltolodas kiilonbség a cisz-izomerre
jellemzé, 10 ppm koriili (6(CP)=33,93 ppm, 6(C")=24,18 ppm). A prolin szerkezeti
valtozasokat okoz: hélix-tor6 sajatsagu, ezenfeliil a cisz-konformer esetén a konformacios
sokasag egy részében egy merev turn alakul ki, amely hatranyos lehet a receptor-
/membrankotédés szempontjabol. ERD-B és C esetén a prolin a C-terminalis végen

talalhat6, amely kevésbé befolyasolhatja a sejtpenetracios tulajdonsagokat.
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33. abra A cisz-transz prolin izoméria detektalasa az S100 peptid esetén a 13C, 1°N-HSQC
spektrumon (1mM 6-Cf-S100, pH=7,0, NS=120)
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4.4. Szerin proteaz inhibitorok vizsgalata
4.4.1. Konszenzus hurokszekvencia meghatarozasa

Doktori munkam az SGPI-2 és SPINKI inhibitorok esetén vizsgaltam a
Laskowski és munkatarsai munkdja nyoman létrehozott vazszerkezet-fliggetlenség
modell alkalmazhatosagat. Az elmélet szerint az optimalt enzimhez ko6tédé hurok
felcserélhetd a két vaz kozott, és a hurokcserélt variansok jelentds affinitasvesztés nélkiil
tudnak az enzimhez kotédni. Az optimalis hurokszekvencia l1étrehozasara Pal Gabor és
kutatocsoportja fagbemutatassal eldallitotta az Gsszes lehetséges hurokszekvencidju
varianst. Ehhez elsd 1épésben egy inhibitor konyvtar késziilt, ahol a P4-P4’ pozicidkban
randomizaltdk az aminosavakat. Az inhibitorok funkcidjanak megtartdsdhoz bizonyos
poziciok véltozatlanok maradtak: az SGPI-2 esetén a P3 ¢és P3’ pozicidkban
diszulfidhidakat kialakito ciszteinek talalhatok, melyek sziikségesek az inhibitor stabil
szerkezetének kialakitasaban, ezért ezeket nem valtoztattdk. Tehat az SGPI-2
hurokszekvencidja a P4, P2, P1, P1°, P2’ és P4’ pozicidkban valtozott. A SPINK1 esetén
a P3 pozicioban hasonléan SGPI-2-hoz cisztein talalhatd, ennek megvaltoztatdsa a
szerkezet szétesésével jar, ezért P2-P4’ poziciokat randomizaltak. Mindkét vaz esetén
fagbemutatassal elkésziilt az Osszes lehetséges hurokszekvenciat tartalmazo
inhibitorvarians, amely dsszesen 7,00-108 SGPI-2 és 6,25-108 SPINK 1 klont jelent.

A kovetkezd 1épés a kimotripszinhez kotddni képes variansok kivalogatasa volt a
konyvtarakbol. A gyengén, illetve nem kétddo klonok moséssal eltavolitasra keriiltek. A
tobbi, nagy affinitassal kotddd klonokat baktériumsejtekben felszaporitottak. Ezt
kovetden, meghataroztak a kimotripszinhez k6tddd klonok szekvencidit. Az 52 db SGPI-
2 és 56 db SPINK1 klon DNS-ének szekvenaldsaval megallapithato, hogy a kotéhurok
melyik pozicidban milyen aminosavakat tartalmaz. Az aminosavak gyakorisdgat a
WebLogo programmal éabrazoltak. (34. abra) Az egyes poziciokban 1évé aminosav
gyakorisagok alapjan az SGPI-2 vaz esetén a P4-P4’ poziciokban a DCTMKMCK, a
SPINK1 esetén a GCTFYILKP az ,,idealis”, azaz konszenzus szekvencia.

Megfigyelhetd, hogy a két vaz esetében a konszenzus hurokszekvencia jelentdsen
eltér. SPINK1 vaz esetén kimotripszin szubsztrat specificitdsanak megfeleléen a P1
pozicioban aromds aminosavak taldlhatok, mig az SGPI-2 vaz esetén a térkitoltésii

oldallanccal rendelkezé metionin a gyakori. P2 pozicidban mindkét vaz esetén treonin

75



fordul el6 legtobbszor, azonban mig az SGPI-2 vaz esetében ez kizarolagos, addig a
SPINK1-nél mas, kis térkitoltésti oldallinci aminosavak (alanin, prolin, szerin) is
eléfordulnak. A hasitasi helytél C-terminalis iranyban 1év6 poziciokban mindkét vazon
megfigyelhetd a pozitiv toltésii aminosav megjelenése: az SGPI-2 esetén P1°, P2’, illetve
P4’ pozicioban is eléfordulhatnak, SPINK1 esetén kizardlag P3’ pozicidban talalhato
lizin és/vagy arginin. SPINK1 P4’ helyzetben a Kazal tipust inhibitor csalddra jellemz6

prolin all.

34. abra A kimotripszinen szelektalt SGPI-2 (A) és SPINK1 (B) szekvencialogoi. Sziirke
szinliek a nem randomizalt poziciok. Az aminosavak egy betlis kodjaiban a betlik

magassaga az adott pozicidban valo gyakorisagra utal.

A vazszerkezet fiiggetlenségi modell ellenérzéséhez mindkét vaz esetén a
kovetkezd variansokat allitottak eld: az idealis, konszenzus szekvenciat tartalmazo,
illetve hurokcserélt varidansokat. A hurokcserélt varidns a masik vaz konszenzus
szekvenciajat tartalmazza. Az elnevezéseket és szekvencidkat a 12. tdblazat tartalmazza.

A kiilonb6zd varidnsok esetén az inhibicios allando (12. tablazat) alapjan
megallapithato, hogy a hurokcsere mindkét vaz esetén csokkentette az enzimaffinitast: az
SGPI-2 esetén kb. Otszords, mig a SPINKI1 vaznal tobb nagysagrendi valtozést

tapasztaltunk. Ez a megfigyelés cafolja, hogy az idedlis hurokrégié fliggetlen a vaztol.
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12. tablazat. Az eldallitott SGPI-2 és SPINK1 vazas variansok szekvenciai és inhibicios

allandoi.
Szekvencia
Varians P4-P3-P2-P1-P1'-P2'-P3'-P4’ K1 /M
wt SGPI-2 vad tipusa SGPI-2 A-C-T-L-K-A-C-P 0,027
SG4 konszenzus szekvencia D-C-T-M-K-M-C-K 0,022
SG5H hurokcserélt varians G-C-T-F-I-L-C-P 0,101
wt SPINK1 vad tipusu SPINK1 G-C-T-K-I-Y-D-P nincs adat
SP5 konszenzus szekvencia G-C-T-F-I-L-K-P 0,0005
SP6 hurokcserélt varians D-C-T-M-K-M-A-K 15

4.4.2. Szerin proteaz inhibitorok szerkezetvizsgalata

A kimotripszin kotédéshez optimalt hurokszekvenciaval rendelkezé és a
hurokcser¢lt varidnsok szerkezetvizsgalatait NMR spektroszkopidval kdvettem. Doktori
munkam soran 5 varians (SG4, SGS5, SP5, SP6 ¢és vad tipusi SPINK 1) esetén végeztem
el a jelhozzarendelést. A természetes izotopeloszlasi SGPI-2 vézas variansok
assignacidja homonukledris spektrumok alapjan késziilt. A SPINK1 mutansok esetén
rendelkezésre 4llt 1°N, illetve az SP5 esetében B*C/°N jeldlt fehérje is. A meghatérozott
kémiai eltolodasok a kovetkez6 BMRB azonositok alatt érhetok el: 27491 (SG4), 27492
(SGS), 27500 (SP5), 27501 (SP6) és 12020 (vadtipustt SPINK1).

Az inhibitorok masodlagos szerkezetének jellemzéséhez a H® kémiai
eltolédasokbol SSP (Secondary structure propensity) értékeket szdmoltam (35. dbra). Az
SSP értékek esetén a 0,5 feletti pozitiv tendencia helikalis régiokra utal, -0,5-nél kisebb
értekeknél B-szalak, O koriil rendezetlen régidk talalhatok. Az irodalomban publikalt
SGCI inhibitor szerkezete (PDB ID: 1IKGM) (Gaspari és mtsai 2002) 3 rovid B-szalbol és
az Oket Osszekotd loopokbdl 4ll, a C-termindlison taldlhatdé hurok rendezetlen. A
szerkezetet 3 diszulfidhid mereviti (C4-C19, C14-C33, C17-C28). A B-szalak az F10-
K11, T16-C19 és A26-C28 régidkban taldlhatok. A konszenzus varians SG4 szerkezete
jelentésen nem tér el az irodalmi SGCI varianstol. Az SG4 szerkezetében megtalalhato a
3 B-szal (G7-D12, T16-R18, K24-T29) és az ket 0sszekotd turn-ok (K13-N15, S21-
G23). A SPINKL1 konszenzus szekvencia az SGPI-2 vazon a masodlagos szerkezet
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valtozasat okozza. A hurokcserélt SG5 varians esetében a huroktol tavolabb esé, N-
terminalis 2 B-szal nem valtozik, azonban C-terminalis 3. B-szal rendezetlenné valik.
(35. 4bra) Az S25-T29 régi6 gyenge, naszcens P-hajlamot mutat. Az NMR
spektroszkopiai eredmények ramutatnak arra, hogy az SGPI-2 inhibitorok esetén
tapasztalt hurokcsere okozta szerkezeti valtozds a kimotripszinhez val6 affinitas

csokkenését vonja maga utan.

-2 01 10 20 30 35
5G4 GSG EVTCE PGTTF KDKCN TCRCG SDGKS ADCTM KMCKQ,

5G5 GSG EVTCE PGTTF KDKCN TCRCG SDGKS AGCTF ILCPQ

A 10-

B
r“:H S

SSP

0,04

0,54

-1,0 1 T T T T T T T L T r T T T

35. abra A vizsgalt SGPI-2 vézas inhibitorok SSP értékei (A) és az értékek alapjan josolt
szerkezetek (B). A hurokrégiot pirossal jeldltem a szekvenciaban. (vilagos kék: SG4, lila:

SG5)

Az SPINK1 véazas varidnsok 56 aminosavbol allnak, a jelentds jelatfedések miatt
az NMR spektroszképiai vizsgilatokhoz N, ill. BC/P®N jelslt fehérjemintakat
hasznaltam. A jelhozzarendelést pH=3,0 kozegben felvett spektrumokon végeztem,
ugyanis az SGPI-2 vazas variansok esetében hasznalt kozel semleges pH-n a jelek
nagyrésze kiszélesedett (36. abra). Korabbi CD spektroszkopiai vizsgalatok soran
megallapitottuk, hogy a SPINKI1 varidnsok szerkezete stabil pH=3 és 7 kozott
(36/B. abra). Az alacsonyabb pH-n a protoncsere lassu, igy a vadtipusu és az SP5 varians
esetében a jelazonositast el lehetett végezni. Az SP6 varians esetében a hurok amid jelei

alacsony pH-n is kiszélesedtek, a jelhozzarendelés ~80%-ban volt elvégezhetd.
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36. abra Az SP6 varians 'H,”>°N-HSQC spektruma pH=6,5-6s kozegben (A). A vad tipusti
SPINK1 CD spektruma eltéré6 pH-ji oldatokban (pH=3,0: kék, pH=4,0 rozsaszin,
pH=5,0: sarga)

A SPINKI1 mutansok *H,”®N-HSQC spektrumain megfigyelhetd, hogy a harom
varians esetén a vdz amid jelei hasonlé kémiai eltoloddsnal jelennek meg. Eltérés a
hurokrégio amid kdrnyezeteiben mutatkozik (37. dbra). Ez a megfigyelés dsszhangban
van a harom varians (vad tipusa SPINK 1, az SP5 és SP6) esetén szdmolt SSP értékekkel,
melyek nem mutatnak eltérést a masodlagos szerkezeti elemekben (37/B. 4bra).
Mindharom varians N-terminalis régioja rendezetlen (D1-P22), melyben L3-A7 esetén
enyhe turn hajlam jelentkezik. A rendezetlen régiot 2 darab rovid B-szal (V23-G25, N29-
T30) és egy a-hélix (N33-N41) koveti A hurokcserélt SP6 varians esetén a jelszélesedés
miatt a jelhozzarendelés nem teljes, azonban nincs jelentds kiilonbség a masodlagos
szerkezetben a vadtipushoz és konszenzus SP5 varidnshoz képest. A rendezetlen N-
terminalist P22-V23 régidban egy B-szal koveti, amely utan egy rovid loop taldlhato. A
2. B-széal a G28-Y31 régioban van. V36-N41 régio helikalis.
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37. abra SPINK1 variansok H,°N-HSQC spektrumai (A) és SSP értékek az
aminosavszekvencia mentén (B): vadtipus (piros), SP5 (lila), SP6 (kék). A spektrumon
az SP5 mutanshoz tartozo asszignacio van feltiintetve. Az N-terminalison 1év6 klonozasi

termék (GSG) aminosavait -2, -1, 0 sorszammal jeldltem.

A vizsgalt inhibitorok szerkezeteit Gsszevetettem az irodalomban mar publikalt
adatokkal. Az irodalomban két SPINK1 fehérje szerkezetét irtak le: a PSTI-3 variansét
rontgenkrisztallografia (Hecht és mtsai 1992) és PSTI-7 variansét NMR spektroszkopia
segitségével (Klaus és Schomburg 1993). Ezekben a szerkezetekben egy tovabbi, 3. -
szal jelenlétét is leirjak 150-S53 régioban. Ez a régid6 mobilis, amire a PSTI-3
rontgenszerkezetében a Kicsi elektronsiiriiség utal. Az NMR segitségével meghatarozott
PSTI-7 varians a kémiai eltolodasaibol is szamoltam SSP értékeket. Az adatok szintén
arra utalnak, hogy szerint ez a régi6 gyenge p-hajlammal rendelkezik, azonban a 3. B-szal
figyelhetd meg. Osszességében megallapithatd, hogy a hurokcsere nem okoz jelentds

valtozast a szerkezetben a SPINK 1 vaz esetében.

4.4.3. SPINKI1 vazas variansok dinamikai jellemzése

A SPINKI varidnsok esetén a hurokcsere nem okoz szerkezeti valtozast, amely
alatamasztand a jelentds enzimaffinitas-csokkenést, ezért vizsgaltam, hogy torténik-e
véltozas az inhibitorok dinamikai tulajdonsagaiban. Ezt H,®N gerincdinamikai
mérésekkel valositottam meg, ahol a T1 és hetNOE mérések a gyors (ps-ns) mozgéasokrol

adnak informéciot, mig a T2 mérések a lassi konformacios mozgasokat jellemzi.
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A konszenzus hurokszekvenciat tartalmazo SP5 inhibitor esetén az egyes
aminosavak T: relaxacios idejei hasonloak (38/A. abra), az atlaguk 0,52 s. Ennek oka,
hogy a SPINK vazat 3 diszulfidhid mereviti. A T relaxacios id6kben eltérések egyediil a
mozgékony N-terminalis régidban megfigyelhetok. Hasonl6 tendencidk figyelhetok meg
a T2 ¢és hetNOE mérések esetén is (38/B-C. abra). A hetNOE értékekben a hurokrégioban
csokkenést tapasztalunk a vazhoz képest, amely a hurok mozgékonysagara utal. A
mozgasi anizotropia kikiiszobolésére a Ti/T2 relaxacios id6k aranyat vizsgalva
(38/D. abra) két régié mutat jelentds eltérést az atlagértéktdl: a kotéhurok és az a-hélix

K43-S47 kozti szakasza. Ez az eltérés kémiai vagy konforméacios cserét jelez az adott

régiokban.
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38. abra Az SP5 inhibitor relaxacidos méréseinek eredményei. A szekvencidban (feliil)

pirossal jeloltem a hurokrégiot.

A mért relaxacios paraméterekbOl Lipari-Szabé modellfiiggetlen analizist
végeztem axialisan anizotrop megkozelitéssel. Az S? rendparaméter meghatarozasahoz az
IHPT PDB azonositoji SPINKI1 rontgenszerkezetet hasznaltam, mivel a SPINKI1

variansok szerkezetében nincs jelentds eltérés.
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Az illesztett S? rendparaméterek a globularis fehérjének megfeleléen 0,8
kortli/feletti értékek (39/A. ébra), ami arra utal, hogy a legtobb N-H kotésvektor mozgasa
korrelal az inhibitor globalis mozgésaval. Egyediil az N-termindlis aminosavak esetén 0
korilli az érték, ami a globalistol fiiggetlen mozgasokra jellemz6. A kotShurok S2
rendparaméterei 0,7 koriiliek, tehat a hurokrégio is merev, ellenben a kdrnyezd régiokhoz
képest kisebb, ami a hurok viszonylagos mozgékonysagara utal.

A rendparaméterek mellett Lipari-Szabé modellfiiggetlen analizis soran illesztett
Rex (1/s) paraméterek lassi konformécios mozgasok jelenlétét jelzi a hurokrégioban (17-
23), illetve az a-hélix C-termindlis szakaszan (39/B. 4bra).

Az SP5 varians gerincdinamikai vizsgalatai soran a hurokrégio esetén lassu
konformécios mozgésok detektalhatok, melyek magyardzatul szolgilnak a
jelszélesedésnek pH=3,0-n4l magasabb értékeknél. Mivel az SP6 varians esetén a
hurokrégio pH=3,0 kdzegben sem volt detektalhatd, ezért gerincdinamikai mérések nem
késziiltek.

A két SPINKI1 véazas varians kozti dinamikai eltéréseket a tovabbiakban
molekuladinamikai szimulaciokkal vizsgaltuk. A SPINK1 variansok molekuladinamikai
szimulacioit és a kapott adatok kiértékelését Micsonai Andras és Kardos Jozsef végezte.
Az MD szimuldci6 eredményei Osszhangban vannak az NMR relaxacios mérések
eredményeivel. A konszenzus €s a hurokcserélt varidns esetén is a hurokrégio és a hélix
mozgékonysaga nagyobb, mint a kornyezd régioké. A kotdhurok a két varians esetén
eltérden viselkedik. Az SP6 esetén a hurokrégio torzult, a P1 az ideélishoz képest térben
tavol, a PI1’ pozicioba keriil. Ez a valtozds okozhatja a tobb nagysagrendi

affinitascsokkenést.
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39. abra A Lipari-Szabé modellfiiggetlen analizis soran illesztett S? rendparaméter (A)
¢s a lasst konformécios mozgasokat jellemzd Rex értékek (B) az SPS varidns esetében,
illetve a SPINK varidnsok szerkezete az MD szimulaciok alapjan (C). (SP5: kék, SP6:
lila, a tobbi szin a dolgozatomban nem vizsgalt variansokat jelol) Az Rex értékeket az
IHPT PDB azonositoja SPINK1 szerkezeten dbrazoltam, a hurokrégiot sziirke hattérrel

jeloltem. A C. abrat Micsonai Andras készitette.
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5. Megbeszélés

A modern gyogyszerkutatas soran elengedhetetlen a gydgyszercélpont fehérjék
szerkezetének atomi szintli ismerete, illetve gyakran a fehérjék belsé mozgasai is szerepet
jatszanak a gyogyszerhatoanyag-fehérje vagy fehérje-fehérje kolcsonhatasokban.

A rendezetlen fehérjék a gydgyszerkutatds szempontjabol még kiaknazatlan
teriilet, annak ellenére, hogy ezek a fehérjék fontos biokémiai utvonalakat szabalyoznak.
Szerkezetiik nativ formaban €s a kdlcsonhatasban nehezen vizsgalhat6 a megfeleld, nagy
érzékenységli, atomi szinti mérési modszerek hidnydban. Az NMR spektroszkopia
alkalmas IDP-k jellemzésére, de a jelenleg hasznalt *HN-detektalds sordn a protoncsere
nem teszi lehetdvé, hogy fiziologias homérsékleten és pH-n is informacidt szerezziink a
szerkezeti hajlamaikr6l, vagy az IDP-kben kiemelt fontossagii prolinokrol. A
dolgozatomban bemutatott *H*-detektalt modszerek érzékenyek (2D SHACA-HSQC, 3D
3D Pro-(H)CGCBCAHA, 3D Pro-(HCA)NCACBHA). Osszehasonlitva C-
detektalassal, a 'H%-detektalt mérések (‘Hstart,"Haetektar) 8-szor érzékenyebbek, mint a
YHetart, *Coetektatr megkozelitések (ystart (Yaetekiat)™? alapjan). Elonyiik, hogy 7-10% D0
alkalmazaséaval a viz jele nem zavarja a H*-C* tartomanyt. Tovabba alkalmasak kis
koncentracioban jelen 1évo fehérjek vagy konformerek kimutatasara.

A) Doktori munkam soran a p53 TAD fehérjén végzett vizsgalatok alapjan
egyértelmiien azonositottam 13 minor prolin jelet a SHACA-HSQC spektrumon. Az 0j
pulzusszekvenciak (3D  Pro-(H)CGCBCAHA, ¢és 3D Pro-(HCA)NCACBHA)
segitségével meghataroztam az adott izomert, tobbek kozt a p5S3 biologiai funkcidjaban
szerepet jatszo P47 esetében is. Irodalmi adatok alapjan a cisz-p47 képes kozvetleniil a
BAX fehérjéhez kotddni, ezaltal apoptozist indukalni (Follis és mtsai 2015). A tobbi cisz-
prolin bioldgiai szerepe egyeldre nem tisztazott, funkcioik feltdrdsahoz ezért tovabbi
kutatasok sziikségesek.

A SHACA-HSQC alapjan kovethetd poszttranszlaciés modosulds is, mely
gyakran a f6 szabalyozo6 1épés az IDP-k biokémiai feladatainak ellatdsara. Gibbs és
munkatarsai a CTD2 repetitiv motivumokat tartalmazo fehérje esetén igazoltak, hogy a
foszforilacié hatasara a kdrnyez6 prolin esetén a Cisz-transz egyensuly eltolodik (Gibbs
¢és mtsai 2017). A CTD2 fehérjében talalhatdé YSPTpSPC motivum esetén 3-Szoros, a

YSPTpSPN szakasz esetén 6-Szorosara not a Cisz-prolin aranya.
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A p53 TADY esetén a foszforilacio hatdsit a kdrnyezetében 1évé prolinok cisz-
transz egyensulyara a CK2 kinaz segitségével vizsgaltam. Elsé 1épésben a kindz
fokomponensben talalhatd foszforilacios helyeket azonositottam. A CK2 kinaz a T55,
S46 és S6 aminosavakat foszforilalta eltérd mértékben. A foszforilacié hatdséara
szerkezeti valtozds nem tortént, csak a lokdlis atomi kornyezetek valtoztak. A
foszforilacio helyétdl +£3 aminosav tdvolsdgban az NH régio érintett, illetve a foszforilalt
treonin kornyezetében 1évd prolinokat is. A foszforilaciotél +2, ill. +3 aminosav
tavolsagra 1évo prolinok esetén a C* és H* atomok kémiai eltolodésa valtozott, de a Cisz-
prolin aranya nem valtozott. A beépiilt foszfat csoport hatasara az S46 melletti P47
esetében a cisz-transz egyensuly eltolodik a transz-prolin iranyaba. Ennek oka az lehet,
hogy a P47-et szekvenciaban kdvetd tovabbi negativ toltésli aminosavak kovetik, és egy
plusz negativ toltés kedvezdtlen a cisz-prolin esetén. Az érintett régioban a cisz-prolin
hatasara egy merev turn alakul ki, ezaltal a negativ toltések térben kozelebb lesznek
egymashoz, mint az elnyujtott transz-prolin esetén.

A p53 TAD tobb prolin esetén a minor prolin mennyisége 4,5-13,0% kozott
valtozik, tobb cisz-prolin mennyisége is 10% feletti. Az irodalomban az i+1 kérnyezetben
talalhaté aromés aminosavakkal, kiemelten a triptofannal vald kdlcsonhatést teszik ezért
feleldsseé, mivel egy m-CH2 kolcsonhatés alakul ki a prolin €s a triptofan aromas gytrije
kozott (Mateos és mtsai 2020). Mivel a p53 TAD prolin kdrnyezetei nem tartalmaznak
aromas aminosavakat, ezért az irodalomban elérhetd adatok statisztikai elemzésével az
egyes aminosav tipusok hatdsat vizsgaltam, hogy melyik pozicibban milyen
gyakorisaggal fordulnak eld.

A statisztikai adatok elemzésével kapott kovetkezd megfigyelések segitséget
adhatnak ismeretlen szekvenciak cisz-prolin tartalmanak predikci¢jahoz:

a) >10%-nal tobb a cisz-Pro aranya, ha az i-1 vagy az i+l poziciokban aromas
oldallanci aminosav talalhat6. Ez megegyezik Mateos ¢és munkatarsai
megfigyelésével (Mateos és mtsai 2020). Ennek oka, hogy wn-CH: stacking
kolcsonhatas alakul ki, amely hatéséara egy rigid szerkezet alakul ki a prolin és az
aromas aminosav kozott. A tobbi pozicidban az aromdas aminosavak eléfordulasa
nem tér el szignifikdnsan a referencidtol, tehat feltételezhetden nem jarulnak

hozza a megndvekedett cisz-izomer tartalomhoz. Fontos megjegyezni, hogy a
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<5%-nal kisebb cisz-prolin aranynal nem talalhatd6 aromas aminosav az i+l

pozicidkban.

b) Negativ toltésii aminosavak szignifikansan gyakoribbak az i-2, i-1, i+3
poziciokban >10% cisz-prolin esetén. Irodalmi adatok alapjan az aromas és
elektronban gazdag (negativ t6ltésii €s polaris) aminosavak stabilizalhatjak a cisz-
prolin altal kialakitott kanyart, mig az elektronban szegény (pozitiv toltésii)
aminosavak destabilizaljak azt (Reimer és mtsai 1998).

c) Az el6z6 megfigyeléssel reflektal, hogy a pozitiv toltésti oldallancok csokkent
(<5%) cisz-prolin konformerre utalnak az i-3 és i-1 pozicidkban. A tobbi
pozicidban (féleg az i+1-i+3) az arginin és lizin eléfordulasa nem tér el a
referenciatdl az adott szignifikanciaszinten.

d) i+l pozicidban a Pro jelenléte >10% cisz-prolin aranyt jelez. Ez a megfigyelés
arra is utal, hogy a cisz-Pro-transz-Pro motivumok gyakoribbak IDP-k esetén,
mint a transz-Pro-cisz-Pro.

A kovetkezd megfigyelés nem minden esetben teljestil:

e) i-3 pozicioban 1év6 nagy térkitoltési alifas oldallancok (Val, Ile, Leu) esetén a
cisz-Pro tartalom >5%

A megfigyeléseket Osszevetettem a pS3TADY-ban taldlhaté cisz-prolin
tartalommal. A szekvenciaban talalhato 10 prolin koziil P4, P8, P12, P34 és P58 a >10%
cisz-izomert tartalmaznak. A kdrnyez6 aminosavakat nézve megallapithato, hogy a P34
kivételével mindegyik negativ t6ltésii aminosavat tartalmaz az i-1 pozicidban. P34 esetén
egy polaris aminosav talalhato az i-1 pozicioban. Ezen feliil t6bb esetben az i-2 vagy i+3
pozicioban is negativ t6ltésii aminosavakat talalunk (P4, P13, P58, ill. P4, P8). Az i-3
pozicidban P13 és P34 esetén is alifas oldallanct valin talalhatd. A prolin +3 régi6 P27
Kivételével nem tartalmaz pozitiv toltésii aminosavat. Azok a prolinok, ahol 5% alatti
vagy nem detektalhatd cisz-prolin (P27, P47 és P36) nem teljesiilnek sem a felsorolt
feltételek. P36 esetén a cisz-izomer kialakulasat sztérikusan gatolja a szekvenciaban kozel
1évé aminosavak hosszu oldalldncai. P27 és P47 a maésodlagos szerkezeti hajlammal
rendelkez6 régiok (TAD1 és TAD?2) terminalis részén talalhatok, ahol a cisz-prolin okozta

turn kialakulasa energetikailag kedvezotlen.
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B) Doktori munkdm részét képezték gyogyszerhordozd-jelolt sejtpenetrald
peptidek vizsgalata, melyek felhasznalhatok szelektiv célbajuttatds érdekében akar a
liposzomaba csomagolt hatoanyag esetén a kiilso lipidréteghez kototten, akar kdzvetlen
hatoanyagszallitd rendszerként. Tovabba a kis molekulatomegli hatdéanyagok jelentOs
része rosszul oldodik vizben, ezért a biofarmaciai osztalyozdsi rendszer II. és IV.
csoportjaba tartoznak (Amidon és mtsai 1995). Peptidhez kapcsolva a vizoldhatdsag is
novelhetd a szelektiv célba juttatas mellett. A peptidhez kapcsolt gyogyszerhatdéanyagok
hasonloan a fluoreszcens festékhez altalaban hidrofob kismolekuldk, ezért el6fordulhat
kolesonhatés a peptid aromas oldallancai €s a fluorofér vagy a hatdéanyag kozott.

A vizsgalt ERDI14 ¢és S100 peptidek NMR spektroszkopiai vizsgalatai
ravilagitottak arra, hogy az 4altaldnosan haszndlt 5- és 6-karboxifluoreszcein képes
kolcsonhatasba Iépni a peptidek aromas oldallancaival, és ezaltal befolyasolni az in vitro
sejtpenetraciot. A Cf hatasat kovettem az NH régid és a Ca kémiai eltolédasok alapjan,
tovabba a térben kozeli atomok kozelségét az NOE keresztcsucsok alapjan. A Ao értékek
hatésa jelentdsebb, nagyobb kémiai eltolodas-valtozast okoz. Az SCS értékek alapan nem
torténik jelentds szerkezeti valtozas egyik Cf-peptid konjugitum esetén sem. Az
aminosav szekvencia tervezésénél ligyelni kell a prolinokra az aromas aminosavakra. A
prolinok hélixtord sajatsdguknak koszonhetden nem teszik lehetdvé hélixek kialakulasat.
Az aromas aminosavak képesek n-m kolcsonhatast kialakitani a karboxifluoreszceinnel.
Az Uj, eldnydsebb fotokémiai tulajdonsagokkal rendelkezd fluoreszcens festékek
kiterjedt, tobb gylirlibol 4ll6 aromas rendszerek, ezért ott jelentdsebb lehet a kdlcsonhatas
a hordozo peptid aromas oldallancaival.

NMR spektroszkopia segitségével ERD ¢és S100 peptidek kolcsonhatasat
vizsgéltam g=0,5 PC bicellak jelenlétében. A peptidek amid jelei kiszélesedtek, ezaltal
megallapithat6 volt, hogy melyik aminosavak vesznek részt a membrankolcsonhatasban.
A peptid hatdsira a bicellaban 1évé DMPC 3P jele szélesedett, tovabba nétt a szabad
DHPC koncentracidja az oldatban.

In vitro sejtpenetracios mérésekkel igazoltam, hogy az ERD és S100 peptidek
képesek atjutni az A431 laphamrak és MonoMac6 monocita sejtek membranjan. In vitro
citotoxicitas vizsgalataik alapjan nem toxikusak a vizsgalt sejtvonalakra nézve. Az ERD

¢s S100 peptidek az irodalomban gyakran vizsgalt penetratinhoz képest kevésbé jutottak
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be a sejtekbe, ellenben a penetratin toxikus az A431 sejtvonalra nézve. 12,5 uM
penetratin koncentracioban a sejtek 50%-a elpusztult.

Az intracellularis lokalizacié nem kiilonbozott az 5- és 6-Cf-peptid-konjugatumok
esetétn. Az ERD-A a citoplazmaban, az ERD-B ¢és S100 a citoplazmaban ¢&s
lizoszoémakban, az ERD-C lizoszoémakba lokalizalodik.

A bejutds mechanizmusat gatloszerekkel vizsgéltuk. Az EIPA, a BMCD ¢és az
ATP-deplécio is csokkentette a Cf-pozitiv sejtek szamat mind a négy peptid esetén, ebbdl
arra kovetkeztethetlink, hogy a peptidek endocitozissal és makropinocitozissal jutnak be
a sejtekbe, nem direkt transzlokéaciéval mint a penetratin.

Az in vitro sejtpenetracios vizsgalatok alapjan az ERD14 K-szegmensei ¢és az
S100A4-bdl szarmazd peptidek képesek atjutni a sejtmembranon. Az UCso és a Cf-pozitiv
sejtek aranya alapjan az ERD peptidek alkalmasak gyogyszerhordozénak, az S100 peptid
a szekvenciajaban talalhat6 prolinok miatt a nehezebben jut 4t a sejtmembranon, ezért
nem jo hordozojelolt. Az ERD-B, ERD-A és ERD-C jo vizoldhatosaguknak
koszonhetoen kismolekuldk szallitasara is alkalmasak lehetnek, ezt tovabbi

vizsgalatokkal kell bizonyitani.

C) Kanonikus szerin protedz inhibitorok szerkezeti és dinamikai jellemzését
végeztem. A Laskowski-modell alapjan azonos/hasonld hurokrégio idealis a kiilonb6z6
vazszerkezetek esetén. 5 minifehérje (SGPI-2 konszenzus és hurokcserélt varians, illetve
SPINK1 konszenzus, hurokcserélt varians és vadtipus) szerkezetét vizsgaltam. A
konszenzus hurokrégiot tartalmazé SGPI-2 (SG4) szerkezete megegyezik a vadtipusu
varianséval (3 B-szal, koztiik rendezetlen szakaszok, a szerkezetet 3 diszulfidhid mereviti)
(Gaspari és mtsai 2002). A hurokcserélt SG5 varians esetén a 3. B-szal rendezetlenné
valik, ennek hatasara a kimotripszinhez val6 affinitasa csokken.

A SPINK1 véazas inhibitorok szerkezetében megtaladlhatok a rontgenszerkezetben
meghatarozott szerkezeti elemek (Hecht és mtsai 1992): a-hélix (T35-R44) és a 3 B-szél
(22-25, 28-30, 51-53) stabilabb, szerkezeti valtozas nem kovetkezik be a hurokcsere
hatasara.

Az SP5 (konszenzus) varians esetén a gerincdinamikai mérések a hurokrégio
mozgékony, és a Lipari-Szabé modellfiiggetlen analizis alapjan az S? rendparaméter

kisebb, mint a kdrnyez6 aminosavaké, hogy a hurokrégié a vazhoz képest fiiggetlen
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mozgast végez. Tovabba a lassu iddskalaji konformdacids mozgésokat jellemzd Rex
paraméterek megjelennek a hurokrégio6 és az a-hélix aminosavai esetén.

A hurokcserélt SP6 varians esetén a hurokrégio HN jelei még pH=3,0-as k6zegben
is kiszélesedtek. Ez arra utal, hogy a konformacidés mozgasok erdteljesebbé valnak az

SGPI-2 konszenzus hurok esetén, ezt MD szimulaciok is aldtdmasztjak.
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6. Kovetkeztetések

A) A doktori munkam elsé részében a rendezetlen p53 TADY fehérje szerkezeti
hajlamait vizsgaltam. Az irodalomban elész6r mutattam ki és azonositottam a prolin Cisz-
transz izoméria kovetkeztében kialakulé minor konformereket. A minor formak
detektalasara 'H-detektalt méréseket haszndltam. A prolin izomer meghatirozasahoz
két, 4j BASEREX valos idejii homo- és heteronuklearis lecsatoldson alapuld tH*-detektalt
pulzusszekvenciat dolgoztunk ki. Az j mérések lehetové teszik kis koncentracioban jelen
1év6 (40-150 uM) konformerek kimutatasat is.

A p53 TAD biokémiai folyamatainak szabalyozasaban poszttranszlacios
modositasok jatszanak fOszerepet. A CK2 kinaz altali foszforilaciot vizsgalva
azonositottam a foszforilacios helyeket (TS5, S46, S6). A TAD2 régioba tartozd T55
12 6ra alatt 100%-ban foszforilalédott, a CK2 kindz szamara kevésbé idealis, prolinhoz
kozeli aminosavak (S46, S6) esetén 36 ora elteltével sem ment végbe 100%-ban a
folyamat (85%, ill. 45%). A foszforilacié csak a lokalis, elektrosztatikus valtozasokat
okozott T55 és S46 fojeleiben, jelentds szerkezeti valtozas nem kovetkezett be. Az S46
aminosavat koveté P47 esetén a foszforilacio kovetkeztében a cisz-transz egyensuly
eltolodott, a nem foszforilalt mintaban 4,5%-ban jelenlévd cisz-prolint nem lehetett
detektalni. A foszforilacid helyétdl tdvolodva a bevitt foszfatcsoport nem volt hatdssal a
prolin cisz-transz egyensulyra.

A rendezetlen fehérjékben jelenlévé cisz-prolin aranya 5-20% kozott valtozik. A
p53 TAD esetén és irodalmi adatok alapjan igazoltam, hogy a tipikus NMR mérési
hémérsékleteken, 278 és 328 K kozott a cisz-prolin aranya a detektalas és integralas
hibajan beliil nem valtozik. Irodalmi adatok statisztikai elemzésével megéllapitottam,
hogy a prolin kornyezetében (i-3 és i+3 kozott) melyik pozicioban és milyen tipusu
aminosav van hatassal a cisz-prolin aranyra. A >10% cisz-prolin tartalmazo szekvenciak
esetén az aromas (i-1 és i+1 poziciokban) és negativ t6ltésti oldallancok (i-2, i-1, i+3
poziciokban) gyakorisaga nagyobb, illetve a pozitiv toltésii lizin €s arginin eléfordulasa

szignifikansan kisebb.

B) A dolgozatom masodik részében a gydgyszerhordozo-jeldlt ERD14 és S100
peptidek NMR spektroszkopiai és in  vitro sejtpenetracios vizsgalatai soran

megallapitottam, hogy a vizsgélt koncentracidtartomanyban mind a négy peptid képes
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atjutni az A431 és MonoMac6 sejtek membranjan, tovabba nem toxikusak a vizsgalt
sejtvonalakra nézve. Az inhibitorokkal végzett kisérletek alapjan a bejutas energiafiiggo,
endocitozissal és makropinocitdzissal valésul meg. A bejutast kévetve az ERD-A
citoplazma, ERD-B és S100 citoplazma és lizoszoma, ERD-C f6leg lizoszomalis
lokalizaciot mutat. In vitro sejtpenetracios profil alapjan az ERD-A, B és C jo
hordozdjeldltek lehetnek célzott hatdanyag-szallitashoz.

A fluoreszcens festék-peptid kdlcsonhatas jelentds kiillonbségeket 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 NMR spektroszkopiai
vizsgalatai soran megallapitottam, hogy a 6-Cf-peptid konjugatumok esetén az 5.
pozicidban 1évd fenilalanin oldallanc protonok és a Cf aromds protonjai kozott tobb és
intenzivebb NOE keresztcsucsok detektalhatok, melyek a térkozelségre utalnak.

Az ERD ¢és S100 peptidek képesek koldesonhatasba 1épni PC bicellakkal, melyet
oldatfazisu NMR vizsgalatokkal igazoltam.

C) A hurokrégio mutacidjanak szerkezeti hatasat, illetve a Laskowski-modell
érvényességét vizsgaltam SGPI-2 és SPINKI1 vazh szerin protedz inhibitorok esetén.
Elvégeztem 5 inhibitor esetén a 'H, ¥C, és N kornyezetekre a jelazonositast.
Megallapithato, hogy a két vaz sordn eltérd hurokszekvencia az idedlis, tovabba a
hurokcsere jelentdsen csokkenti a kimotripszinhez az affinitast. A kevésbé stabil SGPI-2
esetén a hurokcsere megvaltoztatja az inhibitorvaz szerkezetét. A 3. B-szal rendezetlenné
valik, ami eldnytelen az enzimkotddés létrejottéhez. A stabil SPINKI1 véaz esetén
hurokcsere esetén nem mutat szerkezeti valtozast. A Lipari-Szabd modellfiiggetlen
analizis alapjan a hurokra €s az a-hélixre lassu konformacidés mozgéasok jellemzok (Rex,
S?), melyek a hurokcsere hatdsara felerésddnek. Tovabba MD szimulaciok alapjan a

hurokrégid torzul, ami jelentds affinitasvesztéssel jar.
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7. Osszefoglalas

Doktori munkam sordn az NMR spektroszképia sokrétii alkalmazaséaval
kiilonb6zé rendszerek (rendezetlen fehérjék, peptidek, globularis fehérjék,
membranmimetikumok) szerkezeti €s dinamikai vizsgalatat végeztem.

A rendezetlen fehérjék nagy mennyiségben tartalmaznak prolin aminosavakat,
melyek oldatban transz és cisz izomerként is eléfordulhatnak. A p53 TAD
modellrendszeren a cisz-prolin hatasara létrejott minor konformereket, illetve a prolin
izomereket azonositottam a kidolgozott, nagy érzékenységii 'H%-detektalt modszerek
segitségével. A CK2 kindzzal tortént foszforilacio sordn a p5S3 TAD doménjében a P47
esetén a Cisz-transz egyensuly eltolodasat tapasztaltuk. A rendezetlen fehérjékben jelen
1évé cisz-prolin mennyisége a prolin kornyezetében 1évé aminosavak tipusatol fligg.
Statisztikai elemzés lehet6vé teszi a Cisz-transz egyenstly szabalyozasat pontmutaciok
beépitésével.

Az ERDI14 dehidrinbdl és az S100A4 fehérjébdl szarmazod peptidek esetén a
szerkezeti hajlamokat és fluoreszcens festék hatasat vizsgaltam NMR spektroszkopidval.
A peptidek rendezetlenek, a karboxifluoreszcein jelolés nem valtoztat jelentdsen a
szerkezeten, ellenben térkozelbe kertil a peptid fenilalanin oldallancdhoz, amely hatassal
van a sejtpenetracios képességére. A fenilalanint tartalmaz6 ERD-A, ERD-B és S100
esetén jelentOs eltérés van az 5- és 6-karboxifluoreszcein tartalmu peptidek intracellularis
fluoreszcencia intenzitasaban, mely az eltérd bejutasi képességre utal. A peptidek UCso
értékei alapjan a 6-Cf peptidek sejtbejutasi képessége jobb, illetve a peptidek kozt is
kiilonbség figyelheté meg, sorrend a kovetkezé: ERD-B> ERD-A>ERD-C>S100. A
sejtbejutds mellett a sejten beliili lokalizacid is eltér. A bejutds mechanizmusa a
gatloszerekkel végzett kisérletek alapjan endocitozis és makropinocitozis.

A dolgozatomban vizsgalt SGPI-2 és SPINKI1 vaza szerin protedz inhibitorok
esetén a Laskowski-modell altal feltételezett vazfiiggetlenség nem teljesiil. A két vaz
soran eltérd hurokszekvencia az idealis, tovabba a hurokcsere jelentésen csokkenti a
kimotripszinhez az affinitast. A kevésbé stabil SGPI-2 esetén a hurokcsere megvaltoztatja
az inhibitorvdz szerkezetét. A 3. B-szadl rendezetlenné valik, amely eldnytelen az
enzimkotddés 1étrejottéhez. A stabil SPINK1 véaz a hurokcsere esetén nem mutat

szerkezeti valtozast, ellenben a hurokrégid torzul, amely jelentds affinitasvesztést okoz.
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8. Summary

During my PhD | work, | performed the structural and dynamic analysis of
different biosystems (disordered proteins, peptides, globular proteins, membrane
mimetics) using NMR spectroscopy.

Disordered proteins contain large amounts of proline amino acids, which can
occur in solution as both trans and cis isomers. In the p53 TAD model system, minor
conformers were detected, and the proline isomers identified by the newly developed
high-sensitivity *H*-detected methods. During phosphorylation by CK2 kinase, a shift in
the cis-trans equilibrium in the TAD domain of p53 was observed for P47. The amount
of cis-proline present in disordered proteins depends on the type of amino acids in the
proline environment. Statistical analysis allows the regulation of cis-trans equilibrium by
incorporating point mutations.

For peptides derived from ERD14 dehydrin and S100A4 protein, structural
tendencies and the effect of fluorescent dye were examined by NMR spectroscopy. The
peptides are disordered, and the carboxyfluorescein labelling does not significantly
change the structure but is spatially close to the phenylalanine side chain of the peptide,
which affects its ability to penetrate the cell. For phenylalanine-containing ERD-A, ERD-
B, and S100, there is a significant difference in the intracellular fluorescence intensity of
5- and 6-carboxyfluorescein-containing peptides, suggesting different ability to enter.
Based on the UCs values of the peptides, the cell penetration ability of the 6-Cf peptides
is better and there is a difference between the peptides, the order is as follows: ERD-B >
ERD-A > ERD-C > S100. In addition to cell entry, intracellular localization also differs.
The mechanism of entry based on experiments with inhibitors is endocytosis and
macropinocytosis.

In the case of the SGPI-2 and SPINKZ1 skeletal serine protease inhibitors examined
in my dissertation, the skeletal independence assumed by the Laskowski model is not
satisfied. A different loop sequence between the two backbones is ideal, and loop
replacement significantly reduces the affinity for chymotrypsin. In the case of less stable
SGPI-2, loop replacement alters the structure of the inhibitor backbone. The 3rd -strand
becomes disordered, which is disadvantageous for the formation of enzyme binding. The
stable SPINK1 backbone shows no structural change in the case of loop replacement,

whereas the loop region is distorted, causing a significant loss of affinity.
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Tudomanyegyetemrdl Dr. Toth Gabor egyetemi tanarnak és Dr. Szolomdajer Janos
egyetemi adjunktusnak.

Szeretnék kdszonetet mondani Dr. Bota Attilanak és Dr. Wacha Andrasnak a
bicelldk szerkezeti jellemzése soran nyujtott segitségiikért.

Ko6szonom az ELTE Szerkezeti Kémia €s Biologia Kutatocsoport és az MTA
ELTE Fehérjemodellezd Kutatocsoport tagjainak a doktori munkdm sordn nyujtott
segitseget.

K&szondém a Semmelweis Egyetem Predoktori Oszténdij (EFOP-3.6.3-VEKOP-
16-2017-00009) és az Alapitvany a Magyar Peptid és Fehérjekutatasért anyagi
tamogatasat. Végiil, szeretnék koszonetet mondani a csaladomnak és a barataimnak, hogy

mindvégig mellettem alltak és tdimogattak.
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