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111 Bevezetés, irodalmi attekintés

A molekuldris biolégia egyik alapvetése szerint a fehérjék mikodésének
nélkiilozhetetlen feltétele a rendezett, j6l definidlhaté magasabb rendii térszerkezet. Az
utébbi években egyre tobb olyan fehérje valt ismertté melyek rendezett térszerkezet
hidnydban is jelentds bioaktivitist mutatnak. Az angolszdsz neviik alapjian ezeket a
biopolimereket az IUP/IDP (Intrinsically Unstructured/Dynamic Protein) névvel szoktak
illetni.

Sét sok esetben a rendezetlenség funkcidjuk elengedhetetlen feltétele is. Az elsddleges
vagy aminosavszekvencidn alapuld szerkezetjosl6 médszerekkel ramutattak arra, hogy a
kiilonb6z6 proteomokban az aminosavak akdr 20-30%-a is lehet rendezetlen konformécios
allapotd  {Dunker, A.K. és mts. 2002}, mely fehérjék igen gyakran jelatviteli
folyamatokban vesznek részt.

Téralkatukra jellemz6é a konformdcidk dinamikus egyensilya, ami leginkabb a
rendezett fehérjék denaturdlt dllapotdhoz hasonlithat6. Bizonyitott, hogy teljesen
rendezetlen dllapot nem létezhet {Dunker, A.K. és mts. 2002}, tovdbbd hogy sok esetben
akdr jelentds masodlagos szerkezeti elemek is felismerhetok ezekben az IUP/IDP
rendszerekben. Még a fokozott dinamikai tulajdonsdgok lesziikithetik ezen molekuldk
diffrakciés alapon nyugvé szerkezetvizsgdlati lehetéségét, addig az NMR atomszintii
informdciot szolgaltathat a rendezetlen fehérjék dinamika és szerkezeti tulajdonsdgairdl.

Dolgozatomban a kalpasztatin molekula vizsgalatan keresztiil mutatom be azokat a ma
hasznalatos és modern NMR eljardsokat, amelyekkel lehetové valt ezen uj és fokozottan
mozgékony molekulatipus vizsgalata. Bemutatom, hogy a jelhozzarendelés ismeretében
hogyan kovethetd egyszerti NMR kisérletekkel nyomon a fizikai és kémiai kornyezet
szerkezetbefolydsolé hatdsa az IUP/IDP molekuldk esetében. Részletezem tovabbd a
molekula szerkezeti és dinamikai jellemzdit, és végiil kitérek a kalpain-kalpasztatin
kotédés NMR vizsgdlatdra. A legfontosabb eredményeinket két nemzetkozi folydiratban

tettiik kozzé€. {Kiss, R. és mts. 2007; Kiss, R. és mts. 2008 }

1111 Kalpain-kalpasztatin rendszer

A kalpasztatin molekula vizsgélataval 2005-ben kezdtem foglalkozni doktori képzésem



keretében, mikor az MTA Enzimolégiai Intézetébdl Tompa Péter és Kovéacs Dénes kereste
meg csoportunkat, hogy a humdn kalpasztatin 1. domén 74 aminosavas C-termindlis
szakaszdanak (hCSD19"'*") szerkezetét vizsgdljuk NMR spektroszkdpiai médszerekkel. A
kezdeti eredményeken felbuzdulva késobb a teljes hCSD1 domén jelhozzarendelését és
NMR dinamikai jellemzését elvégeztiik, valamint a kalpainhoz valé kotddését vizsgaltuk.

A kalpain egy intracelluldris cisztein endo protedz (EC# 3.4.22.52 ill. 3.4.22.53)
melynek a gerincesek kozott szamtalan izoformdja ismert.{Goll, D.E. és mts. 2003} A p—
és m-kalpain dltaldnosan eléforduld, még pl. a p94 vagy p82, szovet specifikus fehérjék.
Két leggyakrabban el6fordulé formdja a p— illetve m-kalpain, aktivitdsat neutrdlis pH-n,
redukald kornyezetben megfeleld kalciumkoncentracié mellet fejti ki. A p— mikro az m—
kalpain mili moldris mennyiséget igényel megfelelé miikodéséhez. A két alegységbdl dllo
heterodimerben a 28 kDa kis alegység szabdlyoz6 funkcidt lat el és mindkét kalpain
tipusban azonos, még a 80 kDa nagy alegység, amely az aktiv centrumot tartalmazza a két
tipusban 55-56%-0s szekvencia homol6gidt mutat. Mindkét alegység tartalmaz egy
kalmodulinnal homolégidt mutaté kalcium-kot6 domént, mely kalcium kotésének
kulcsszerepe van az enzim aktivdléddsdban. Eukariétikban kozonséges és limitdlt
proteolizissel részt vesz tobbek kozott olyan alapvetd sejtfunkciok szabdlyozdsdban, mint
sejtosztodds, differencidlodds és sejtmozgds {Goll, D.E. és mts. 2003}. A kalpain
szabdlyozds hidnya tobbféle betegség kialakuldsdban jdtszik szerepet, mint catartact,
izomsorvadds és cukorbetegség.

A molekula tobb rontgenszerkezete ismert kiilonféle ligandumokkal, valamint kalcium
és kalciummentes formdban (1. dbra). {Moldoveau, T. és mts. 2008; Srtobl, S. és mts.

2000}.



1. abra. Az m-kalpain apo- és holo-formajanak rontgenszerkezete jelentés szerkezeti
eltéréseket mutat. A kis alegységet zold, a 80 kDa-os alegységet fehér, mig az apo
forma Ca’ ionjait piros szinnel jeloltem, tovdbba az aktiv centrum oldallancait
kiemeltem.

A kalpain egyetlen ismert specifikus endogén fehérje-inhibitora a kalpasztatin {Wendt,
A. és mts. 2004}. Ez egy nem szovet-specifikus rendezetlen fehérje, mennyisége lokalisan
legtobbszor meghaladja a kalpainét. {Farkas, A. és mts. 2004 }. Takashi Musachi 1979-ben
izoldlta izom extraktumokbdl a kalpainnal egyiitt és nevezte el kalpasztatinnak. A
kalpasztatint Tompa P. a rendezetlen fehérjéken beliil az effekrorok csoportjaba sorolja
{Tompa, P. és mts. 2002}. Az effektorok esetében a nagy feliileten vald kotédés képessége
valamint a tobb kotdhely a reakcid specificitdsat noveli és csokkenti a kotéserdsség
befolyasat a kotédésre. A rendezetlen fehérjék esetében a kotddés sebességét jelentdsen
befolyasolja, hogy a molekula milyen gyorsan taldlja meg a kotddéshez sziikséges
térszerkezetet. A rendezetlenségbdl ad6dé nagy mozgékonysdg biztositja, hogy rovid ido
alatt a konformadcids tér tobb pontjat bejarhassa. Tovabbd a hatékony szabdlyozdsét is
lehet6vé teszi a nytjtott konformaciébodl adodo proteolizis érzékenység.

A kalpasztatin funkciondlis szempontbdl 5 doménre oszthaté. Az L-domén szerepe
még kevéssé ismert, az ezt kovetd 4 (I, II, 111, IV) homoldg gatlé domén egy-egy kalpain
molekula gatlasara képes {Emori, Y. s mts. 1988; MA, H. és mts. 1994; Maki, M. és mts.
1989}. Munkdnk nagy részében a kalpasztatin 1 gdtldé doménjével dolgoztunk és a

tovdbbiakban hCSD1-ként fogok rd hivatkozni (2. dbra).
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| |A B C |ABC |ABC |ABC |

1 137 278 427 564 708
i A B C

hCSD1
1 12-30 50-70 87-105 1M

2. abra. A human kalpasztatinban 5 kiilonb6z6é domént kiilonithetiink el. Az L. domén
funkciéja még nem ismert, mig a I. IL. IIL. IV. domének Kkiilon-kiilon is képesek
gatolni egy-egy Kkalpaint. Mind a négy inhibitordomén harom szekvencialisan
konzervalt régiot tartalmaz. Az A- ill. C-alegységek a molekula kalpainhoz valé
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kotédéséért felelosek, még a B-szubdomén fejti ki a gatlo hatast.

A gitl6 doméneken belil hdarom szekvencidlisan konzervalt rovidebb szakasz
azonosithaté (A, B, C funkciondlis alegység vagy szubdomén). Részletes biokémiai
vizsgdlatok alapjan tudjuk, hogy elsésorban ezek a szakaszok feleldsek a kalpasztatin
kalpainhoz val6 kotédéséért és az enzim gatlasaért.{ Yang, H.Q. és mts. 1994} A hdrom
szubdomén koziil az A(Slz—Gm) és a C(SS7—C105) (szamozds az 2. abra kiemelt szakasza
alapjan) Ca®*—fiiggd médon kapcsolédik a kalpainhoz és feltehetben a molekula
lehorgonyzasaért felelés. {Goll, D.E. és mts. 2003} A gatlé hatdst a BM™’-
R™)-szubdomén fejti ki gy, hogy az enzim aktiv centrumédhoz kotédve kompetitiven
gdtolja a szubsztratok hozzaférését. {Branca, D. és mts. 2004} Az egyes funkcionalis
alegységek szerepét pont mutdciés kisérletekkel bizonyitottak (1. tdblazat). {Crawford, C.

és mts. 1993; Croall, D.E. és mts. 1994}



1. tablazat. Néhany az irodalombél ismert hCSD1 mutins bioaktivitis és a
kalpainhoz valé kotodési/gatlasi képesség megvaltozasanak szazalékos értéke. A
kontrollmolekula a huméan kalpasztatin 1-es doménje (hCSD1).

Kalpain gatldsi képesség  Kalpain kotési

Muticick Mutdci6 helye a hCSD1-ben ?l;'éasnl’)l molekuldhoz l;éﬁ)cegslg’% moleks/i;gglz]
viszonyitva viszonyitva

Kontroll 137-272 -1-135 100 84

L>p L” (C szubdomén) 93 68

L'f'p L* (A szubdomén) 85 7

L'*'p/L>P L*, L” (A és C szubdomén) 65 0

AT*'RY T*R" (B szubdomén) 45 82

e e T o

AM'F7_ A1 M>-A™ (B szubdomén) 0 80

AT p?% T%-PY (B szubdomén) 46 -

AK %612 K*-L" (B szubdomén) 39 -

Szekvencia darab:D'®-A?"! 3;};‘3.:52 et B szubdomén) 50 0

Szekvenciadarab: $"”2-K'"  §"-K* 38 66

Mutici6 a B szubdoménben Maradék kalpain aktivitds 0,1 pM-ban haszndlva

G"°E G 71%

PT p* <2%

YL Y% 5%

R™Q R" 3%

A mutdciok dltal okozott funkcidvesztés modosuldsok jelentds patoldgiai

elvéltozasokat okoznak. {Branca, D. és mts. 2004, Zatz , M. és mts. 2005} A kotodés

hatékonysdga jellemzdéen az A- és C-alegység mutdcidjdval csokkenthetd, még a gatldsi

képességére f6képp a B-szubdomén muticié voltak hatdssal. Habdr a kot6dd szakaszok

fizikai szétvalasztdsa az enzimkot6dés erésodéséhez vezet, molekula egészének kotddése
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biztositja a folyamat specificitdsat.
Ismert tovdbbd, hogy az A- és C-szubdomének az enzimhez valé kotddés sordn

helikalis konformaciét vesznek fel (3. dbra).

3. abra. A kalpasztatin A (K'*-G* piros hélix jobbra) és C (S*-C'* piros hélix balra)
alegységei a kalpainhoz val6 kotédés soran helikalis konformaciot vesznek fel (pdb
kéd: 3NXO0). A Kkalpain nagy alegységét fehér, mig a kis alegységét zold szinnel
jeloltem.

A kalpasztatin eldzetes vizsgédlatok alapjan, erdsebben kotédik a kalpainhoz, mint
szubsztratja. Ez a tény egy igen gyors a feltekeredést feltételez a molekula részérél. A
molekula C- és A-alegységei kotott dllapotban helikdlis szerkezetiiek és szabad édllapotban
is bizonyos valészintiséggel o-helikdlis szerkezetet vesznek fel. CD mérésekkel
megdllapitottak, hogy szabad dllapotban az A- és C-szubdomén mar alacsony 16%-25%
TFE hatasara is helikélis konformaciét vesz fel. {Konno, T. és mts. 1997}

Ezek a mérések rdmutattak arra, hogy az elére kialakul6 szerkezeti elemeknek fontos
szerepe lehet a kotddési konformdcié gyors elérésében, valamint szerepe lehet a
felismerésben vagy felismeré motivumként vagy megelSlegezi a kotott allapotot.

{Fuxreiter, M. és mts. 2004}.

1112 Rendezetlen fehérjék

A Biokémia egyik fontos alapvetése a fehérje szerkezet-hatds Osszefiiggés alapjan a
fehérje szekvencia meghatdrozza a molekula magasabb rendii szerkezetét, valamint a
fehérje funkcio feltétele a 3D szerkezet. A Kulcs-Zdr hipotézist, 1893-ban kiilonboz6

fehérjéken végzett kisérletei alapjan, Emil Fisher irta le el6szor. Kisérletei sordn
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kiilosnbozd enzimekkel hasitott o illetve B glikozidos kotéseket. 1930-ig nyilvanvaléva vdlt,
hogy a globuldris fehérjék elveszitik bioldgiai aktivitdsukat, ha az oldatbeli kornyezetiik
megvaltozik (sékoncentrdcid, hémérséklet, stb). 1925-ben Anson és Mirsky sikeresen
renaturdltak denaturdlt hemoglobint ezzel megerdsitve, hogy a nativ és denaturdlt allapotok
termodinamikailag kiilonboznek. Ez a kisérlet vezetett oda, hogy kimondjdk a funkcid
feltétele a magasabb rendii fehérje szerkezet. Egész pontosan az a felismerés miszerint a
fehérjének van szerkezete, hisz azt le lehet rombolni. Amfinsen ribonukledz enzimmel
végzett denaturdcids kisérletei alapjan megéllapitotta, hogy adott kornyezetben a fehérje
szekvencia meghatdrozza a legkisebb energidju, nativ konformaciot. Merrifield és kollegai
szildrdfazison fehérjeszintézissel allitottak eld nativ ribonukledzt, ezzel is megerdsitve azt
a feltételezést, amely alapjdna fehérje szekvencia meghatdrozza a magasabb rendii
fehérjeszerkezetet. Hamarosan elterjedt az a feltételezés, hogy a legtobb fehérje nativ vagy
denaturdlt termodinamikai dllapotban létezhet. 1960 Kendrew és Perutz rontgen
krisztallogrifia segitségével meghatdroztdk a mioglobin és hemoglobin atomi szintii
szerkezetét. A kisérletek segitettek megérteni, hogy a kialakult €s ismert hélix €s redd
szerkezetek hogyan formdlnak nativ konformdciét. 1965-ben Philips megoldotta a lizozim
szerkezetét és az inhibitor pozici6jabol, meghatarozta az aktiv centrum pontos helyét és
konformacidjat. Kideriilt az oldallancok preciz orienticidja a katalizis kulcsa. Mindezeket
Osszevetve ugy tlint a kérdés lezarult: minden fehérje nativ dllapotban rendelkezik
bioldgiai aktivitdssal és stabil harmadlagos szerkezettel, ezért az aktivitds feltétele a
szerkezet. { Daughdrill, G.W. és mts. 2002}

Azonban koran felmeriiltek kétségek a tétellel kapcsolatban. Eléfordult, hogy a kristaly
szerkezetekben a funkcidhoz nélkiilozhetetlenek hitt loopok koordindtai hidnyoztak, és
NMR adatokbdl is ismertek voltak olyan fehérjék melyek bioldgiai aktivitdisdhoz nem
tarsul szerkezet.

A szerkezet-funkcié elméletet erdsitette az is, hogy sokaig elvdlasztasi nehézségek
miatt csak globuldris fehérjéket izoldltak expresszids rendszerekbdl és csak a 80-as évektol
sikertilt térszerkezettel nem rendelkez6 fehérjéket eléallitani { Williams, R.J. és mts. 1978}.
Ezek a fehérjék tilélték az vn. cellular soupot, azaz sikeriilt megakadalyozni a proteolizist
az elvalasztds korai szakaszaban. A humédn genom feltérképezése vildgitott ra igazdbdl a
rendezetlen fehérjék — Intrinsically unstructured protein (IUP) —bioldgiai jelentdségére.

Szerkezetjoslo moddszerekkel kimutattdk, hogy az ismert rendezetlen vagy részben
rendezetlen fehérjeszakaszok el6forduldsa a fejlettebb él6lényekben meghaladja a 30 %-ot.

{Uversky, V.N., 2002; Tompa, P., 2002 Trends Biochem. Sci.} Sokszor a bioldgiai
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funkcié kozvetlentil a rendezetlen részhez kapcsolodik, mds esetekben kozvetett
Osszefliggés tapasztalhaté. {Lacy, E.R. és mts. 2004}

A ,rendezetlen szerkezet” megértéséhez el kell mondanunk, hogy még a rendezettség
szerkezeti és termodinamikai dallapot egyben, addig a rendezetlenség kizardlag
termodinamikai dllapot. A rendezett fehérje mintdban minden egyes molekula, kisseb
fluktuacioktdl eltekintve, azonos egyenstlyi szerkezettel rendelkezik. Ellenben a nativ
rendezetlen fehérjemolekuldk dinamikusan valtozé konformer egyiittesek idében véltozé
Ramachandram szogekkel equriblium értékek nélkiil. {Dyson, H.J. és mts. 2002}

Az IUP-kat sokszor random coil szerkezetekkel jellemzik, habar ilyen szerkezetet még
erds denaturdcids koriilmények kozott sem tudtak elddllitani. Szdmos példa bizonyitja,
hogy rendezetlen molekuldk nem jarjak be a teljes konformdcié teret, st egyes szerkezeti
elemeket preferdlhatnak. Ezt a képet az o-synuclein esetében kisérletek, valamint MD
szamitdsok eredményeként kapott hidrodinamikai sugdrértékek Osszevetésével is
alatamasztottdk. {Eliezer, D. és mts. 2001} IUP-kban a masodlagos szerkezeti elemek
1étezését tobbszor bizonyitottak szerkezetj6slé moédszerekkel és cirkuldris dikroizmus (CD)
mérésekkel {Mucsi, Z. és mts. 2003 }.

Az irodalomban a rendezetlen szakaszok szdmos elnevezése taldlhaté meg, mint
felxibile, mobile, partially folded, natively denaturated, nativelly unfolded, intrinsically
unstructured és intrinsically disordered.

A rendezetlenségbdl szarmazé elonyok és tulajdonsagok tobbek kozott a proteolizis
érzékenység, multipartneritds, nagy feliileti kotodés, specifikus és gyenge kotddés.
{Tompa, P., 2002 Trends Biochem. Sci.}. Szerkezeti adottsdgaikbdl kifolydlag, az IUP-k a
fehérje-kolcsonhatdsi halézatok tin. HUB pozicidiban nagy gyakorisdggal fordulnak eld (4.

dbra). {Uversky V.N., 2002}
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4. abra. Az élesztégomba fehérje-kolcsonhatasi halézataban a teljes fehérjeallomany
majd 30%-a rendezetlen. A rendezetlen fehérjeszakaszok gyakoriak, az un. ,,HUB”
vagy csomoponti-fehérjék kozott, amelyek egyszerre akar tobb partnermolekulaval is
képesek kolcsonhatasba lépni. {Uversky V.N., 2002}

Az [UP-kra jellemz§ fizikai-kémiai tulajdonsdg a nagy hdstabilitasa, SDS-PAGE
(sodium-dodecil-sulfate polyacrilamide gel electrophoresis) mutatott mozgékonysiga és
proteolizis érzékenysége. Az IUP-k gazdagok rendezetlenséget generdl6 (A, R, G, Q, S, P,
E, K) és szegények szerkezetstabilizalé aminosavakban (W, C, F, I, Y, V, L, N), ami alapul
szolgdl a szekvencidlis informdcidkbol dolgozd, rendezetlenséget joslé programok
miikodéséhez {Oldfield, C.J. és mts. 2005; Fuxreiter, M. és mts. 2004}.

Szerkezeti tulajdonsagokbol adéddan, és az eukaridtikban meghatarozé mennyiségiik
alapjan, a jelatviteli és szabdlyozasi folyamatokban az JUP-k szerepe jelentds. A jelatviteli
folyamatokban résztvevd fehérjék 66%-a, a szabdlyozasban résztvevok 82%-a tartalmaz
hosszabb rendezetlen szakaszokat. {Cheng, Y. és mts. 2006}

Szerepiik a human betegségben is jelent6s. A rakbetegséghez kothetd fehérjék 1,7-
6,5-sz0r nagyobb mennyiségben tartalmaznak rendezetlen szakaszokat, mint az egyéb
ismert proteinek.{lakoucheva, L.M. és mts. 2002} A kardiovaszkularis betegségekhez
kothetd kb. 480 fehérje, tobb mint 60%-a tartalmaz hosszabb rendezetlen szakaszokat. Az
atlagtdl valo eltérés foleg a jeldtadasi folyamatokban résztvevd fehérjékre korlatozodik. Az
autoimmun betegségekben, nagy mennyiségben el6fordulé autoantigének feltiinden
gazdagok rendezetlen régidkban.

A rendezetlen fehérjék a kotddési kolcsonhatds sordn részben vagy egészben rendezett
szerkezetet vesznek fel. A molekuldris felismerésben egy rovid szakasz vesz részt, ritkdbb

a két kotodo régio.
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113 Rendezetlen fehérjék spektroszkopiai vizsgalata

A rendezetlen fehérjék dinamikai és szerkezeti vizsgalata fehérjekémiai szempontb6l
érdekes kérdésekre adhat valaszt. Az JUP-k felismerésére és jellemzésére hasznalt
modszerek koziil a CD spektroszkdpidban az U tipust spektrumok nydjtanak informdaciét a
rendezetlenség mértékérdl {Fassman, G.D., 1996}. Emellett meg kell emliteni a kisszogii
rontgenszordst (SAXS), a hidrodinamikai méréseket, IR spektroszkopidt, fluorescens
modszereket, konformacids stabilitdsvizsgdlatokat, a tomegspektroszkopiat (MS), protedz
érzékenység vizsgalatokat valamint a kiilonféle szekvencia alapi predikciés médszereket
{Ward, J.J. és mts. 2004}. A fenti médszerekre jellemzd, hogy a molekuldra globdlisan
jellemzé szerkezeti informaciét nyujtanak. Atomi vagy aminosav szinti informéciot a

rontgenkrisztallografia, elektronmikroszk6pos médszerek valamint az NMR adhatnak.
1.3.1 Fehérje szerkezet meghatdrozds

A fehérjék szerkezet-meghatdrozasdnak egyértelmiien legelterjedtebb mddszere a
rontgenkrisztallografia. A Brookhaven Protein Data Bank (PDB)-ban elhelyezett
fehérjeszerkezetek kozel 90%-at ezzel a mddszerrel hataroztdk meg 2009-ig. Ezzel
szemben az NMR-rel meghatdrozott szerkezetek szama az dsszes szerkezet kevesebb, mint
10%-a. (5. dbra) Az eltérés egyik oka lehet, hogy még az NMR szerkezet-meghatarozast
iddigényes és méretbeli korlatai vannak, addig amennyiben sikeriilt a fehérjét

kristalyositani a szerkezet meghatdrozasa ,,rutinszert” feladat.

mRorkgen
m MR
O Bk mibros shiop

a0

5. abra. A Brookhaven Protein Data Bank-ba (PDB) feltoltott és Kkiilonbozo
moédszerekkel meghatarozott fehérjeszerkezetek szamanak alakulasa napjainkig. A
rendezett fehérjeszerkezetek meghatarozasanak legfontosabb eszkoze még ma is a
rontgenkrisztallografia és nem az NMR-spektroszkopia. (A fenti abran az értékek
kizarolag a rendezett vagy részben rendezett szerkezetekre vonatkoznak.)
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Az interferogramm felépiilésének és a rontgen szerkezet-meghatdrozdsnak az
eléfeltétele a megfeleld mindségii kristdly, melyben a fehérjemolekuldk azonos atomjai az
egyes elemi celldk azonos koordindtdju pontjaiban helyezkednek el. Ez a feltétel nem
teljestil, amikor rendezett fehérje egy szerkezeti egysége (domén) a molekuldn beliil végez
domén mozgdsokat csukld-szerii régidk segitségével. A fehérje rontgenszerkezetekben a
hidnyzé elektronsiirliség oka, a nativ rendezetlenség mellet, un wobling domain-ek
statikus-, illetve dinamikus rendezetlensége lehet. A statikus rendezetlenség sordn az adott
régié mas-mds konformdcidoban rogziill a kristdlyositds sordn, még a dinamikus
rendezetlenségben az adott régié folyamatosan mozog a kristalyban. A statikus
rendezetlenség nem fiigg a hdmérséklettdl, még a dinamikus rendezetlenség a hémérséklet
csokkentésével ,,megfagyhat” egy adott konformdciéban. Az IUP-k szempontjabdl fontos,
hogy mindkét esetben az elektronhidnyos szakaszok ,merev”’ konformécidval
rendelkeznek, és un csuklé (hinge) régié segitségével viltozatjak a relativ pozicidikat a
kristdlycelldan belil (wobbling domain). A fent leirtak alapjan a rontgenkrisztallogafia
onmagdban nem képes megkiilonboztetni a nativ rendezetlen régidkat a wobbling domain-
t6l. Fehérjemolekuldk rendezetlen régii €s a teljesen rendezetlen fehérjék, hasonléan az
eléz6 példahoz nem ldtszanak az elektronsiirliség eloszldsi térképen, mivel elemi
cellanként kiilonb6zé konformaciéban kristalyosodnak. A  rontgenkrisztallografidra
jellemzé tovabbd, hogy a kristdlyokban a molekuldk az oldatfdzistdl jelentésen eltérd
modon ,fagyott” dllapotban vannak, ekkor a kisebb molekulamozgdsokat a B faktorral
jellemezhetjiik. Ezzel szemben az NMR méréseket oldatfazisban a nativ dllapothoz
hasonlé koriilmények kozott végezhetjikk, és lehetéségiink van a molekula dinamikai

tulajdonsdgait is atomi szinten vizsgdlni. {Daughdrill, G.W. és mts. 2002}
11.3.2 NMR jel-hozzdrendelési stratégidk

A rontgenkrisztallografia mellet a fehérjeszerkezet vizsgdlatinak legelterjedtebb
eszkoze az NMR spektroszkopia. Az NMR spektroszkdpia elénye az elébbivel szemben,
hogy oldatfazisban a természeteshez nagyon hasonlé kornyezetben vizsgdlhaték a
molekuldk, tovdbbd azok dinamika tulajdonsdgai j6l kovethetéek mért paraméterek
alapjan. Az elényok mellett a hdtranya a jelentés mintaigény és a molekulaméretbeli
korlatok. Jelenleg ismert NMR mddszerekkel a legnagyobb vizsgalt fehérjeméret ~30 kDa
{Yu, H. 1999}. Ez a korldt a molekulaméret miatti jelszélesedés miatt 1ép fel, és az NMR
hardver fejlodésével ez a hatar csak kismértékben tolhato ki.

Mivel az IUP-k szerkezetét kiilonboz6 iddskdldji mozgdsokkal, dinamikusan
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egymdsba alakuld konformdécidkkal irhatjuk le, azok rontgenkrisztallografidval csak
korldtozottan vizsgdlhatéak. Az NMR azonban a mérhetd dinamikai paramétereken
keresztiil atomi szintli informdciét szolgédltathat a rendezetlen fehérjék szerkezei és
dinamikai jellemzdir6l. Ahhoz azonban hogy a nagymennyiségli szerkezeti és dinamikai
informéciéhoz hozzdjuthassunk, mindenek el6tt el kell végezniink az NMR spektrum
jeleinek azonositdsat. A jelhozzdrendelés vagy asszigndcio sordn, az egyes NMR aktiv
magok kémiaieltolodds-értékeit hatdrozzunk meg.

A ma ismert fehérje-jelhozzarendelési stratégidk kidolgozdsaért Kurt Wiitrich kapott
2002-ben Nobel-dijat. Tobbféle asszigndcios és szerkezet meghatdrozdsi modszert
fejlesztett rovidebb peptidek €s nagyobb fehérjék vizsgédlatara. Dolgozatomban harom
méréstechnikai alapon elkiiloniildé moddszert emlitek meg: a homonukledris, az BN
jelolésen alapul6, valamint az "N és B¢ jelolésen alapulé technikdkat. Bévebben az utobbi
kettd ismertetésére térek ki. A szdmunkra megfeleld jelhozzarendelési stratégia
kivélasztdsdban elsdsorban a molekula méret és a szerkezetbdl ad6dé6 NMR relaxdcios

tulajdonsdgok €s a rendelkezésre dll6 mérésidé a meghatdrozoak.

Homonuklearis médszerek

20 aminosavndl rovidebb fehérjék esetében, j6 eredménnyel haszndlhatéak a 2D
homonukledris technikdk. A mddszer legfontosabb kisérletei a homonukledris COSY,
TOCSY, NOESY mérések. A COSY valamint a TOCSY mérésekkel meghatdrozhatjuk a
spinrendszereket, még a NOESY spektrumokbdl a szekvencidlis NOE csicsok
felhasznadldsaval, elvégezhetjiik a szekvencidlis jelhozzdrendelést.

A kizdrélag a "H magok mérésén alapulé technikdk, azaz homonukledris médszerek
kisérleti alapja az, hogy a hidrogén leggyakoribb izotépja maga is NMR aktiv mag. A
fehérjékben leggyakrabban eléfordulé atomok (nitrogén és szén) természetes izot6p
eléfordulds mellett NMR vizsgalatra korldtozottan alkalmasak.

A rekombindns fehérjekifejeztetési modszerek fejlédésével lehetévé valt, természetes
izotéposszetétel mellett nehezen vizsgalhaté °C és '*N magok kiilon-kiilon vagy egyiittes
beépitése a molekuldkba. A 20 aminosavndl hosszabb fehérjelancok esetében a jelek nagy
szama, a jelszélesedés és a jelatfedések miatt, a 2D-homonukledris spektrumok az
jelhozzarendelésre nem alkalmasak. A molekuldk szén és nitrogénatomjainak NMR-aktiv
N és '*C magokra cserélésével a spektrumok kiterjesztheték tovabbi dimenzidkba,

kihasznalva ezen rezonancidk jobb jeldiszperzidjat €s vonalszélességét.
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'H-5N Heteronuclear Single Quantum Correlation (IH-ISN HSQC) spektrum

Az izotdp jelolésen alapuld jelhozzarendelési stratégia alapvetd eszkoze a 'H-"N
HSQC spektrum {Piotto, M. és mts. 1992}, melyben a fehérje egyes amind- vagy amin
csoportjdhoz, egy-egy csucs rendelheté (6. abra). Az amid-protonok a fehérjegerinc
mentén helyezkednek el ezért az kémiaieltolodas-értékeik igen érzékenyek a fehérje
konformdcidjara. A legtobb kémiai vagy bioldgiai folyamatban az aktiv centrum
amidcsoportjainak hidrogén és nitrogén atomjai is érintettek, ezért a 'H-"N HSQC
spektrumok felhaszndlhaték fehérje kolcsonhatdsi kisérletekben. A fehérjekémidban
gyorsasdga valamint egyszerlisége miatt elterjedt moddszer adja az alapjait a 3D

heteronukledris technikdk jelentds részének.
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6. dbra. A hCSD1 molekula "H-*N HSQC spektruménak egy kiemelt részlete. A
spektrumban minden egyes csiics egy-egy aminosav amidcsoportjahoz rendelheté. A
fiiggleges tengelyrél a °N-, mig a vizszintes tengelyrél a '"H NMR kémiaieltoldas-
értékek olvashatok le.

3D {'H, N, 'H}-HSQC-TOCSY mérések

Spinrendszerekbe az egymadssal skaldris csatoldsok halézatan keresztiil kapcsolatban
1évé protonokat soroljuk. A fehérjeldncban jellemzdéen a peptidkotés karbonilcsoportjai
hatdrolnak egy-egy aminosavhoz tartozé spinrendszert (7. dbra). A legtobb aminosavra
elmondhat6, hogy az amid-, Ha- illetve HB-hidrogének egy spinrendszerbe tartoznak. A

prolin és glicin kivétel ez aldl, mivel az eldbbinél az H™, az utébbindl a Hp-protonok
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hidnyoznak. A tobbi aminosav tovdbbi két csoportra oszthatd asszerint, hogy a

v-szénatomhoz kapcsolédik-e hidrogénatom.
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7. abra. Az eltéré szinekkel jelolt hidrogénatomok azonos spinrendszerbe tartoznak
és a 3D {'H, N, 'H}-HSQC-TOCSY spektrumokban a spinrendszerhez tartozo
amid-proton kémiaieltolodas-értékénél jelennek meg. A glicin B-protonok hidnyaban
konnyen felismerheté, mig a prolin amid-proton hianya miatt nem azonosithaté. A
vonalak a szekvencidlis NOE kolcsonhatasokat jelolik, ezek segitségével a
spinrendszerek sorba allithatok és a primer szekvenciaval dsszevetve azonosithatok.

BN izotép  dusitott  mintdkat  haszndlva  rogzithetink 3  dimenzids

3D {'H, "N, 'H}-HSQC-TOCSY spektrumokat {Mori, S. és mts. 1995}.
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8. abra. Egy 3D {IH, ISN, 'H}-HSQC-TOCSY tipikus pulzusszekvencia sematikus
rajza.

Ezekben a spektrumokban, a magnesezettséget az amid-hidrogénrél az amid-nitrogénre
visszilkk, majd korreldltatjuk a spinrendszerhez tartozé hidrogénrezonancidkkal.
Szemléletesen a 'H-""N HSQC spektrum, amid-cstcsainak poziciéjdban a 3. dimenziéban
keresztcsucsok jelennek meg az adott aminosav spinrendszeren beliili hidrogénjeinek
kémiaieltolodas-értékeinél. Az  egyes aminosavakra meghatdrozott  empirikus

kémiaieltolodas-értékek felhaszndldsaval, gyakran a primer fehérjeszekvencia egyes tagjai

-19-



a fenti mérés alapjdn azonosithatéak vagy az esetek nagy részében csoportokba
sorolhatéak. Ezzel az informdcidval a HSQC spektrum megfeleld cstcsait osztalyozhatjuk

a spinrendszerek alapjan.

3D {'H, N, 'H}-HSQC-NOESY mérések

A peptidkotés sajatossdga, hogy egy aminosav HN illetve az 6t megeléz6 szomszédja
Ho magjai egymdst6l minden konformacid esetén a karakterisztikus NOE tavolsdgon
(=5 A) beliil vannak. Ezek az ugynevezett szekvencidlis NOE-k a jelhozzarendelésben
fontos szerepet jatszanak. A 3D{1H, 15N, 1H}—HSQC—NOESY mérések soran az
amid-hidrogénekre szelektiv tranziens NOESY spektrumot vesziink fel dgy, hogy az
amid-protonokat besugdrozzuk, majd korreldltatjuk a kapcsol6dé amid-nitrogénekkel.

{Talluri, S., és mts 1996}

9. abra. Egy tipikus 3D {'H, N, lH}-HSQC-NOESY pulzusszekvencia sematikus
rajza.

Szemléletesen a 'H-""N HSQC csticsok poziciéjdban a 3. dimeziéban keresztcsticsok
jelennek meg az amid-hidrogénektdl SA tavolsdgon beliili '"H magok kémiaieltolédds-
értékeinél. A peptidkotés tulajdonsagdbdl adédik, hogy a spektrumokban az egyes
aminosavak amidcsicsainak pozicidjdban keresztcsics jelenik meg az Oket megeldzd
aminosav Ho kémiai rezonanciafrekvencidjandl. (10. dbra)

Ha a 3D {'H, N, 'H}-HSQC-TOCSY mérésekbél ismerjiik a spinrendszereket és
azok Ho kémiaieltol6dds-értékeit, segitségiikkel a szekvencidlis hozzdrendelést a 3D {'H,
N, 'H}-HSQC-NOESY spektrumok alapjan elvégezhetjiik. A 3D {'H, N, 'H}-HSQC-
TOCSY mérésekbdl szdrmazé — kémiaieltolodds-értékek  és  a 3D {'H, N,
'H}-HSQC-NOESY-bél gytijtitt szekvencialis NOE-k alapjén a spinrendszerek hosszabb
rovidebb szakaszokba rendezhetéek ezeket, a szakaszokat a primer szekvencidhoz
illeszthetjiik és igy az egyes 'H-'>N HSQC-csiicsok az aminosavakhoz rendelhetdek (10.

abra).
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10. abra. A spinrendszerek azonositisahoz hasznalt szalagok, melyek a 3D {'H, N,
'H}-HSQC-TOCSY és 3D {'H, N, 'H}-HSQC-NOESY spektrumok szuperponalasa
soran nyerheték. A ,,vetiiletek” a N™ rezonanciafrekvenciai alapjan az elsédleges
szekvencia szerint vannak sorbarakva. Az amid-protonokhoz tartozé spinrendszerek
kémiaieltolodas-értékei leolvashatéak és a spinrendszerek csoportosithatok a
» TOCSY szalagok” alapjan. A NOESY spektrumok tartalmazzak azt a szekvencialis
informaciot (piros vonalak), amelyek alapjan a spinrendszerek sorba rendezhetéek.

A 3D {'H, PN, 'H}-HSQC-TOCSY és 3D {'H, "N, 'H}-HSQC-NOESY méréseken

alapulé mddszerek jol alkalmazhatéak rendezett fehérjék esetében, ahol a hidrogének

221 -



rezonanciafrekvencidi  jelentés eltéréseket mutatnak, és a szekvencidlis NOE
keresztcsucsok mellett tavoli-NOE-k is segitik az jelhozzarendelést.

Az IUP-k esetében az aminosavak kémiai kornyezete kidtlagolodik, gyakorlatilag a
fehérjelanc kiilonbozd részein elhelyezkedd azonos tipusti aminosavak szinte azonos Ha
kémiaieltolodas-értékeket mutatnak, tovdabbd a gyorsan vdltozé szerkezet miatt a
tavoli-NOE-k tobbnyire hidnyoznak. A jelhozzdrendelés sordn igy csak a szekvencidlis
NOE-kra hagyatkozhatunk, ami az alacsony eltoléddsérték kiilonbségek miatt
nehézségeket okozhat.

A fenti problémakat orvosolhatja, hogy a mintik "N és Bc egyiittes izotopjelolésével
lehetdségiink nyilik a szén rezonancidk vizsgalatdra is. A szénkorreldciés mérésekben az
amid-protonrdl a magnesezettséget elobb az amid-nitrogénre majd a kivdlasztott
szénatomra vagy atomokra vissziik, és a hidrogénrezonancidan detektdlunk. A skaldris
JHM.C) csatoldsi dllandok alapjan vdlaszthatok ki a mérendd szénatomok, melyek
példdaul C* (HNCO); Ca (HNCA) vagy Co/CPp (HNCACB) lehetnek. A kivélasztott
szénatom rezonanciafrekvencidjandl, a spektrum 3. dimenzidjaban keresztcsticsok jelennek
meg. A legelterjedtebb duplajelolt technikak kozott megemlithetjik a HNCO/HN(CA)CO,
HNCA/HN(CO)CA illetve HNCACB/HN(CO)CACB mddszereket.

HNCO, HN(CA)CO mérések

A HNCO mérések {Yamazaki, T. és mts. 1994} sordn az amid-protonrél a
magnesezettséget elobb az amid-nitrogénre, majd i illetve az i-1 aminosav
karbonilcsoportjara vissziik at. A mddszert kiegészité HN(CA)CO {Yamazaki, T. és mts.
1994} kisérletben a magnesezettséget az amid-nitrogén utdn csak az el6z6 aminosav (i-1)
karbonilcsoportjara vissziik at. A spektrum-parbdl igy leolvashat6 egy aminosav sajat €s a

szekvencidban 6t megel6z6 aminosav karbonilcsoportjanak kémiaieltolodas-értéke.

HNCA/NH(CO)CA és HNCACB/HN(CO)CACB moédszerek

A fentiekben leirtakhoz analég mdédon a HNCA illetve HNCACB
pulzusszekvencidkban {Yamazaki, T. és mts. 1994} az i. és i-1. aminosav Ca illetve
Co/CB atomjdra, még a megfelel6 komplementer mérésekben (HN(CO)CA illetve
HN(CO)CACB) csak az i-1. szomszédos aminosav megfelelé atomjaira keriil a
magnesezettség. A fenti mérések segitségével a BN-'"H HSQC csticsokhoz

hozzérendelhetdek az aminosav és 6t megel6z6 szomszédjanak megfelelé C’, Ca és CP
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rezonanciafrekvencidi, és ezek alapjan a HSQC csticsok sorba rendezhetdk. (11. dbra)
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11. abra. A kép bal oldali elsé szalagja a hCSD1 HN(CO)CACB spektrumanak
metszetét mutatja az A'” aminosavhoz tartozé N™™ kémiaieltolédas-érték mentén. A
megjelené csicsok az S'® Co és CB rezonanciafrekvencidinal jelentkeznek. A
kovetkezo szalagok a HNCACB spektrum megfelelé6 metszetei. Minden egyes szalag
megfeleltethetd egy-egy csicsnak a 'H-""N HSQC spektrumban. A csiicsok az adott és
az azt megel6z6 aminosav Ca- illetve CP- kémiaieltolodas-értékénél jelenik meg.

A fehérjékben taldlhat6 NMR aktiv magok rezonanciafrekvencidit az aminosav
kovalens szerkezete, a szomszédos aminosavak mindsége mellett az olddszer kolcsonhatds
és egyéb, az elektronstiriséget befolydsold hatdsok hatdrozzdk meg. Fontos szerepet
kapnak a feltekeredés kozben térbeli kozelségbe keriilé lokdlis médgneses tereket indukdld
csoportok is (aromds, erdsen dipoldris csoportok). A fehérje felgombolyoddsa
befolydsolhatja e hatdsok silydt a kémiaieltolédas-értékek alakuldsdban. A feltekeredett

fehérjék kozponti magjabol a vizmolekuldk kizdrédnak, még a molekula mds részein az
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oldészer konnyen hozzéaférhet a magokhoz. A feltekeredés sordn az aromds vagy dipoldris
csoportokat hordozé oldalldncok a szekvencidban tdvoli aminosavak kozelébe keriilhetnek.
A madsodlagos szerkezeti elemek jelentds rezonanciafrekvencidt befolydsolé hatdsa a
fehérjegerincben el6fordulé magokat érinti leginkdbb.

A fentiek alapjan a rendezett és rendezetlen fehérjékben a kémiaieltolodds-értékeket
befolydsold tényez6k koziil mds-mds sillyal jutnak az egyes hatdsok szerephez. Még a
rendezett fehérjékben a rezonanciafrekvencidkat az el6bbiekben felsorolt hatdsok mind
jelentésen befolydsoljdk, az IUP-k esetében a nyujtott konformdcié miatt a legtobb
aminosav kozvetleniil érintkezik az oldészerrel, a mozgékonysdg miatt a szerkezeti
tényezOk hatdsa kidtlagolodik ezért eltoloddsértékeik az tugynevezett random coil
értékekhez kozelitenek {Dyson, H.J., 2005}. Térszerkezet hidnya miatt az azonos
aminosavak kémiaieltolodds-értékeit leginkdbb a kovalens szerkezet hatdrozza meg, amit
egyrészt az aminosav tipusa, masrészt a szomszédos aminosavak mindsége definidl. A
fentiek kovetkezménye, hogy a rendezett fehérjék 'H-""N HSQC spektrumdban a jelek
szélesebb tartomdnyt fednek le, mint a hasonlé méretii rendezetlen fehérjék esetében, ezért

a "H-""N HSQC spektrum a rendezetlenség egyszerti indiktorai. (12. dbra)
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12. abra. Mig a rendezett fehérjéké (pl. CCP2 baloldali abra) tagabb, addig az olyan
rendezetlen fehérjék mint a hCSD1 H™ é N Keresztesicsai  sziikebb
'H-frekvenciatartomanyban  talalhaték. A  fentick alapjan egy fehérje
rendezetlenségének jé indikatora lehet a molekula "H-'"N HSQC spektruma.

A magok rezonanciafrekvencidit egy rendezetlen fehérje esetében leginkabb a
szekvencidlis szomszédok befolyasoljdk, és ez a hatds a fehérjegerinc atomja, a NN, H'
illetve a karbonil-szén (C’) rezonanciafrekvencidk esetében érvényesiil leginkdbb. A Ho
rezonanciafrekvencidk az azonos tipusi aminosavakban kevésbé jelentds eltéréseket
mutatnak. Ez nehézséget jelent a HSQC-NOESY mdédszer haszndlataban, mivel a

spinrendszerek sorbarendezését csak a szomszédos aminosavak kozotti, tgynevezett
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szekvencidlis-NOE-k, (Houi-1)-H""(i)) alapjan végezhetjik. A HNCA és HNCACB
spektrumok alkalmazésakor is hasonlé problémaval keriiliink szembe, mivel a Ca és CP
kémiaieltolédds-értékek egy aminosav tipuson beliill kis eltéréseket mutatnak. A fenti
modszerekkel mérhetd rezonanciafrekvencidk koziil a legnagyobb jeldiszperziét a NN g

C’ értékek mutatjdk.(13. dbra)
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13. 4bra. A Kkalpasztatin glicinjeinek “Ca kémiaieltolodas-értékei csak csekély
mértékben térnek el (fent), mig ugyanezen aminosavak C’ kémiaieltolodas-érték
jeldiszperzidja jelentés mértékii.

Gyakorlati tapasztalat azt mutatja, hogy a C’ rezonanciafrekvencidk jeldiszperzidja
miatt a HNCO/HN(CA)CO spektrumok kiemelt szerepet kapnak a rendezetlen fehérjék

jelhozzarendelése sordn.
111.3.3 Szerkezeti informdciok mdsodlagos kémiaieltolodds-értékekbdl

Az NMR spektrumokbdl kiolvashatd egyik elsddleges informdcié a kémiaieltolodds-
érték, mely szoros Osszefiiggésben van a fehérje szerkezettel. A térszerkezettdl fiiggetlen,
ugynevezett random coil (RC) eltolodasértékeinek meghatarozasaval

{Wishart, D.S. és mts. 1991; Braun, D. és mts. 1994; Merutka, G. és mts. 1995} méd nyilt
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az egyes masodlagos szerkezeti elemek és a kémiaieltolédds-értékek kozotti osszefiiggések
vizsgélatara.

A mért kémiaieltolédds-értékek és a kisérletileg meghatdrozott RC értékék kiilonbsége
adja a masodlagos kémiai eltoléddds értéket (Secondary Chemical Shift SCS). Ismert, hogy
a Ca, Ha és CP magok jeldiszperzi6jét érinti leginkdbb a mdsodlagos szerkezeti elemek
tipusa. Pozitiv Ca és C” valamint negativ Ho SCS értékek a-hélixekre, még a forditottja a
B-redékre utal {Wishart, D.S. ésmts. 1991}. A minél magasabb SCS értékek
(SCS_Ca >2 ppm) a masodlagos szerkezeti elem stabilitdsdnak jelei. A IUP-k szerkezete
tobb konformécié silyozott dinamikus egyensilydval irhaté le, ahol az egyes allapotok
kozotti dtmenet az NMR iddskdldjan gyors és a mért rezonanciafrekvencidk a
konformdciés  dllapotokhoz  tartozé  kémiaieltolodds-értékek  sulyozott  dtlaga.
Kémiaieltolodds-értékeik a RC értékekhez kozelitenek, igy SCS értékeik alacsonyabbak
rendezett tarsaikéndl.

A madsodlagos kémiai eltolédasok (SCS: Secondary Chemical Shift) vizsgédlata sordn
kisérletileg meghatdrozott kémiai eltolodasértékeket vetjilk Ossze az irodalomban leirt
random coil (RC) értékekkel, szekvencidlis korrekciok figyelembevételével. Az
irodalomb6l ismert RC érték tobbnyire a denaturdci6 moédjdban és az alkalmazott
modellpeptidekben térnek el. Alkalmazasukkor fontos figyelembe venni, hogy a mérési
koriilményeink és a RC meghatdrozdsdnak koriilményei lehet6leg minél jobban
hasonlitsanak.

Ahhoz, hogy az értékek tisztan a szerkezeti viszonyokat tiikrozzék, meg kell szabadulni
a szekvencidlis szomszédok kémiaieltolodas-értéket befolydsold hatdsaitél. Ilyen
szekvencia korrekcidés probléma példdul a prolinok el6tti aminosavat jellemzd jelentds
pozitiv Ho és Co eltol6dds. A szekvencia korrekcidra két elterjedt moédszert ismeriink
{Schwarzinger, S. és mts. 2000, Wishart D., S. és mts. 1994}. A Wishart dltal kidolgozott
modszer csak a szomszédos prolinok kémiaieltolodds-értékeket befolydsold hatdsat veszi
figyelembe, még Schwarczinger munkdja az adott aminosavat megel6z6 és kovetd 2-2
aminosav hatdsaval is szamol.

A Ca, CB, C’, HNH, NN Hq Hp magok a legtobb aminosavban eléfordulnak, ezek mért
kémiaieltolédds-értékeinek a RC értéktdl valo eltérését vizsgaljuk a SCS analizis sordn. Az
SCS értekekbdl szarmaztathaté az Chemical-shift index (CSI), amivel a térszerkezet becslés
megbizhatésagat javithatjuk. { Wishart, D., S. és mts. 1994}

Ismertek olyan [UP-k, melyek konformdciés dllapotai kozott vannak a funkciéhoz
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nélkiilozhetetlen, ismert mdsodlagos szerkezeti elemek {Csizmok, V. és mts. 2005}.
Ezeket a szerkezeteket a mdsodlagos kémiaieltol6dds-értékeken keresztiil vizsgdlhatjuk
{Dyson, H., J. 1988}. Az [UP-k jellemzd mdsodlagos kémiaieltolédds-értékei az Oket
generdlé  szerkezeti elemek statisztika silydnak megfeleléen  alacsonyabbak
(SCS_Hoa: ~0,5 ppm), mint a rendezett fehérjékben (SCS_Ha: ~3 ppm).

Mivel a kémiaieltolodés-értékek fiiggenek a molekula térszerkezetétdl, a molekuldt érd
fizikai és kémiai vdltozdsok kovethetdek rajtuk keresztiil. Ilyen valtozdsok lehetnek a pH
vagy a hémérséklet viltozasa, de akdr a molekulakotddés is. A "H-">N HSQC spektrumban
minden cstics egy amid (vagy amin) csoporthoz tartozik és ,,vandorldsuk a spektrumban” a

fehérjegerincet érintd valtozasok indikatora.
I1.3.4  IUP-k dinamikai tulajdonsdgainak vizsgdlata NMR spektroszkopidval

Az NMR mérések sordn az atommagok spindllapotai kozotti dtmeneteket gerjesztjiik.
Relaxdcionak nevezziik azt a folyamatot, amikor a magspinek a gerjesztett dllapotbdl
visszajutnak az egyensulyi dllapotba. A spontdn relaxdcié lassi folyamat, valdsziniisége
W=10%"'s™". A Va-spinii magok relaxdcidjdt elsésorban a By térre merdlegesen oszcillalé
lokdlis magneses terek okozzdk. Oldatfazisban a fehérjéket felépitd atommagok
kornyezetében mikroszkopikus €s vdltoz6 madgneses tereket hoznak létre a dipol-dipol
kolesonhatdsok (DD), a kémia eltolodds anizotropidjdnak jelensége (CSA), valamint a
spin-forgdsok. A fenti kolcsonhatdsok az atommagokhoz kotottek, ezért azok a valtozd
mozgdsok, amelyek a magok egymdshoz vagy a By térhez viszonyitott helyzetét
megvaltoztatjdk, és idoskaldjuk osszevethetd a Larmor-iddskdldval relaxdciot okoznak. Az
Larmor-frekvencidkkal osszevethetdé idéskdldji mozgdsokra igaz, hogy a mozgasra
jellemzé korreldcidsido (t) és az érintett mag Larmor-frekvencidja () nagysagrendileg

osszevethetd.

|,z =1
Protonok relaxacidja esetében, 500 MHz-en ez jellemzéen 0,27-0,33 ns idéskaldju
mozgéasokat jelent. Ebbe a tartomdnyba esnek a kémiai csere (ns-ms), a rotacios diffizié

(ps-ns) és a vibracids belsé mozgdsok (ps). (14. dbra)
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Kémiai csere
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Larmor idoskala
14. abra. A relaxaciot befolyasolo mozgasok és az NMR idéskalak viszonyanak
sematikus kapcsolata. A Larmor-frekvencidkkal osszevetheté idoskalaju mozgasok a
kémiai csere (ns-ms), a rotaciés diffazié (ps-ns) és a vibraciés belsémozgasok (ps)
befolyasoljak a relaxacios folyamatok sebességét.

A relaxdciot befolydsol6 mozgasok By térre merdleges komponenseinek frekvencia
eloszlasat a spektrdlis striiségfiiggvény (J(w)) irja le. A fehérjék NMR dinamikai
jellemzése soran mérhetd relaxdcios paraméterek (T, T,, het-NOE) felhasznalasaval
meghatarozzuk a spektralis stiriségfiiggvényt, majd mozgasi modellek felhaszndldsaval a
molekula bels6 és kiilsé mozgdsait jellemzé korrelacids idoket. {Lipari, G. és mts. 1982}

A spektralis striiség fliggvény megmutatja azon mozgasok frekvencia eloszlasat,
amelyek hatdssal vannak a relaxdciéra. Merev kismolekuldk relaxdciéjat tobbnyire a
forgdsi diffiizié hatdrozza meg és a spektralis stiriségfiiggvény egyetlen korreldcids idével
irhat6 le. Ekkor az tn. single motion kritérium teljesiil és a spektrélis stirliségfiiggvény a

kovetkez6 formdra egyszeriisodik:

T

J(w)= 3 H—(T)Z
ahol 7 a forgdsi diffizié korrelacids ideje. Gyors mozgasokat (kismolekuldk forgési
diffizidja, belsé mozgdsok) rovidebb, még lassabb mozgdsokat (nagyobb molekuldk
forgasi diffizidja, kémiai csere) hosszabb t érték jellemez. A korrelaciés id6 befolydsolja a
spektralis stirtiségfiiggvény alakjat is. (15. abra) Rovidebb korreldcids idével a J(w) a
frekvencia tartomdny nagy részében egyenletes eloszldst mutat, még novekedd korreldcids

id6vel a lassabb mozgdsok gyakorisdga jelentdsen megnd.
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15. abra. Amenyiben a spektralis siiriiség fiiggvényt egyetlen korrelaciésidével
jellemezhetjiik, a molekulaméret és forgasi korrelacios idé (=5 ns) novekedésével az
alacsonyabb frekvenciaji mozgasok dominancidja jellemzo, mig kismolekulak
(t=0,5 ns) esetében az eloszlas a spektrumban egyenletesebb.

Fehérjékben az amidcsoportok mozgasa Osszetett, a forgasi diffizié mellett ,,belsd
mozgasok” is  befolyasoljak, ezért esetikben J(w) Lorentz-gorbék linedris

kombindcidjaként irhat6 fel. {Ishima, R. és mts. 1995}

J=25a
) =— a, ——
59 ' 1+(wr))’

m=1
2a;=1
j=0
A globuldris fehérjékre feldllitott Lipari-Szabo féle ,.Modelfree” formalizmus
{Lipari, G. és mts. 1982} alapjdn spektrdlis striiségfiiggvényt a molekula forgdsi
diffizi6jat jellemzé T, és amidcsoportok belsd mozgésit jellemzé 1. illetve S* paraméterek

segitségével irjuk fel.

j(w):g( s’z Z+(1—S )1;]
S\ U+ (awr,) 1+ (wr)
1 1 1
—_ = — 4 —

T T T

Az egyenlet elsO tagja a molekula forgdsi diffiziéjahoz kothetd, még a masodik tag az
amidcsoport molekulan beliili mozgdsét irja le izotrép rendezett molekuldk esetében. A
fehérjék dinamikai jellemzésének célja, hogy a mérhetd relaxdcids paramétekebdl
kiszamoljuk a spektralis stiriség fiiggvényt vagy egyes pontjait; majd megfeleld mozgasi
modell segitségével meghatdrozzuk a relaxdciét befolydsolé korreldcids iddket és a
rendparamétert (S2).

A fehérjegerincben az amidcsoportok nitrogénjeinek relaxacigjat az HY'- N™ dipol-

dipol kolcsonhatdas (DD) és a kotés kémiai eltolodds anizotropidja (CSA) befolydsolja
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elsésorban. A mérheté NMR relaxéciés paraméterek értékeit 5N T, T, illetve ISNNH_TNH
hetero-nukledris steady-state NOE adatok, és az amidcsoportot jellemzd mozgdsokat leird
spektralis striiségfiiggvény kiemelt pontjai kozott az aldbbi egyenletek teremtenek
kapcsolatot {Peng J.W. és mts. 1992}.

dz{

Tlil :I J(wu _wN)+3‘I(wN)+6‘I(a)II +wN)}+CZ‘](wN)

7" =%2{4J(0)+ 6J (@, )+ J (@, —w,)+3J(0,)+6J (0, + o, )}+%2 {47(0)+3J (e, )}

2
N0E=1+d7y—”{6j(a)y +o,)-J(@, - o)

N

_ 2y -3 _
ahot 4=k /87 X’””>; c=m,80/3 (4 4 dipoldip] kolesonhatds

erésségét jellemzi, még ¢ a kémiai eltolddds anizotrépia hozzdjaruldsit. A h Planck
allandot, y a megfeleld giromdgneses dllandét, py a vdkuum permeabilitdst r a spinek
kozotti tdvolsdgot, Ac a kémiai eltolédds anizotrdpia kiilonbségét jeloli. A T; értékét a
magasabb frekvencidji mozgdsok J(n), J(0x-0n) €s J(0x+0y) befolydsoljdk, ugyanakkor
T, tartalmazza T, értékének a felét és az egyenletben megjelenek az alacsonyabb
frekvencidji mozgdsok is.

A fenti egyenletek felhaszndldsdval single motion feltételek teljesiilése esetén felirhato
a relaxdcios paraméterek (T»/T), het-NOE) fiiggése a mozgasok korreldcids idejétdl (tc).
Lathatd, hogy a rovidebb korreldciés idok (pl merev kismolekuldk) esetében a T; és T,
értéke kozel azonos a T,/T; hanyados 1 értéket vesz fel. A korreldcids idé novekedésével
T egy minimum utdn nd, még T, értékében a J(0) tagnak mind nagyobb szerep jut, értéke
folyamatosan csokken. A NOE értékére ugyanakkor igaz, hogy rovid korreldcids id6k

esetén negativ, lassabb mozgdsok esetén pozitiv (<1) lehet.
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16. abra. A magasabb forgasi korrelacios idével jellemezheté makromolekulak
amidcsoportjaira jellemzé T1/T, hanyados, a korrelaciés idé novekedésével csokken.
A heteronuklaris ,,steady state” NOE negativtol pozitiv iranyba halad, de értéke nem
nagyobb, mint 1. A gorbék By = 500 MHz-re vonatkoznak.

Rendezett fehérjék dinamikai jellemzése sordan a mért paraméterekbdl (T, T,
het-NOE), Lipari-Szabé féle modell alapjan a spektralis stirGségfiiggvény értékeit az
egyenletben szereplé pontokon kiszdmoljuk, majd a pontokbdl a korreldciés idoket (te, Tc)
és a rend paramétert (8% meghatdrozzuk. Az [UP-k molekulaformdja azonban nem
izotrép, {Elizer, D. és mts. 2001} ezért esetiikben a 3 mért paraméterbdl az tn. redukalt
spektralis stirlisségfiiggvény (reduced density function RDF) mdédszer haszndlatidval a
spektralis stiriségfiiggvény 3 kiemelt pontjat (J(0), J(@N), J(0,87®wH)) hatdrozzuk meg az
alabbi képletek alapjan {Lefevre, J., F. és mts. 1996}.

Joy—e R 3R 90y
4Ba% +c?) 20Bd% +c?) 10Bd* +c?)
R e
J(@.) = 1 _ NH
@) Bd?+c?) 5(3d%+c?)
J(087m,) = Zg’;
ahol
= R(NOE-1)1x
O-NH - l( )
H
és

d = phy, 7y 1167 ¢ = 0,Ac/3

A relaxaciot befolydsold folyamatok vizsgdlatira nyujt lehetdséget az adott
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aminosavakhoz tartozé J(0)/J(wy) illetve J(0)/J(wy) pontpdrok dbrazoldsa az un. single
motion gorbéhez viszonyitva. A single motion gorbe pontjai jelolik azokat a J(0)/J(wn)
értékpdrokat, amelyekre igaz, hogy egyetlen mozgdsformdval jellemezhetdek. Az egyetlen
korreldciés idével jellemezhetd spektralis striiségfiiggvény egyenletébe a ®w=0 értéket

helyettesitve a kovetkezd egyenlséghez jutunk {Krizova H. és mts. 2004 }:

2 5
J(O)—gr > T_Ej(o)

T értékét kifejezve (1=5/2*J(0)) az behelyettesithetd az eredeti képletbe, igy minden
J(0) értékhez kiszamolhat6 a megfeleld J(w) és J(wpy) értéke. (17. dbra) A gorbe balodali
kiemelt pontjdt a gyorsabb belsé mozgéasok (t=0,5 ns) dominaljdk, még a jobb oldali pontra
(t=15ns) a lassabb mozgdsok kombindcidja jellemz6. A fenti diagrammon a vizsgalt
fehérje J(0)/J(wn) pontpdrjait dbrdzolva képet kaphatunk az egyes amindsavak jellemzd
mozgdsar6l. Mivel a kémiai csere a J(0) értékét noveli, ezért a gorbe f6lé esé pontok

jellemzéden ilyen folyamatok jelenlétére utalnak.
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17. abra. A single motion gorbe (kék) pontjai azon J(0)/J(wn) parokhoz tartozak
amelyekre fennall, hogy mar egyetlen mozgasformaval is jellemezhetéek. A gorbe
balodali kiemelt pontjat gyorsabb belsé mozgasok (t=5/2 J(0)) dominaljak, még a
jobb oldali pontra a lassabb forgasi diffuzié a jellemzé. A korrelacios idével is
felirhat6 spektralis siiriiségfiiggvény J(0)/J(®wn) pontparjai a két Kkiemelt pontot
osszekoté szaggatott vonalon fekszenek és helyzetikket a rend S» paraméter
definialja. A folytonos vonalon kiviilre esé pontok jellemzien kémiai csere jelenségre
utalnak.

Egy fehérjemolekula forgdsi korreldcids idejét (t.) a fehérje aminosav szdma alapjan a

kovetkezd empirikus képlettel becsiilhetjiik: {Daragan, V.A. és mts. 1998}

7. =(0.18%107 /T )exp(2416/T)N"*

ahol T a hdmérsékletet Kelvinben mérve és, N az aminosavak szamat jeloli. A képlet

_32-



izotrép, globuldris molekuldkra érvényes.
A fenti médszerek felhaszndldsdval, a jelhozzarendelés ismeretében képet alkothatunk

a fehérje egyes aminosavainak és kornyezetilknek mozgékonysagi viszonyair6l.
111.3.5 Spin-jelolés

Egyes magok relaxdcidjat a kornyezetiikben eléforduld parositatlan elektronok jelentds
mértékben gyorsitjak. {Lietzow MA, és mts. 2002} A spin-jelolés (spin labelling) soran a
fehérje molekula egy cisztein oldallincdra pdrositatlan elektront tartalmazé
funkcidscsoportot kotiink, mely a ~25 A tavolsdgon beliili aminosavak T, relaxdci6jat
jelentésen gyorsitja. (18. dbra)

A mérések sordn felvessziik a spin-jelolt molekula 'H-SN HSQC spektrumat, majd
oxiddljuk a funkciés csoportot és igy vesszilk fel a referencia spetrumot. A két
spektrumbeli csucsintenzitds kiilonbségek megmutatjdk, hogy az adott aminosavak
térkozelségbe keriilnek-e a spin label-el.

Q
L
/%\\

Protein

18. abra. A spin-jelolés soran a cisztein oldallinchoz egy parositatlan elektront
tartalmazo csoportot kotiink. A parositatlan elektron jelentésen meggyorsitja a

hossziitavi kolcsonhatasokrol kaphatunk informaciot.
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v Célkitiizések

Funkciondlis vizsgalatok alapjan cafolhaté az az allitds, miszerint a rendezetlen
fehérjék mdsodlagos fehérje szerkezeti elemeket teljes mértékben nélkiiloznek. Ezen
molekuldk funkciéjuk hatékony elldtdsahoz feltehetéen preformadlt szerkezeti elemekkel
rendelkeznek. Célul tiiztiik ki, hogy a rendezetlen kalpasztatin molekula elsé funkcionalis
alegységét (hCSD1) NMR spektroszkopidval, nagyobb fehérjékre alkalmazhat6 jelenleg
ismert NMR jelhozzdrendelési stratégidkat alkalmazva vizsgdljuk. Célunk volt tovdbba
megismerni az jelhozzdrendelés ismeretében Osszegylijthetd dinamikai és szerkezeti
informdciokat és azok feldolgozdsdnak mddjait. Az igy Osszegytjtott adatok segitségével
szandékoztunk a molekula szerkezeti és dinamikai tulajdonsdgait feltérképezni és vizsgdlni
befolydsukat a kalpainnal valé kotédés folyamatdra. A mdsodlagos szerkezeti elemek
vizsgédlata mellet érdekelt a pH, homérséklet valamint a Ca**-ion hatdsa a kalpasztatin
konformdcids viszonyaira. Spin-jelolés médszerével szerettiik volna vizsgdlni a molekuldn
beliili hosszitdva kolcsonhatdsokat. Végiil célul tliztiik ki a kalpain-kalpasztatin 123 kDa

tomegl fehérjekomplex NMR spektroszkdpiai vizsgalatt.
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A% Alkalmazott modszerek

Munkdm sordn harom kalpasztatin varians hCSD19""*! hCSD1, hCSD1-2 és a kalpain
C'S  mutdnsanak vizsgdlatdval foglakoztunk részletesebben. Iddérendi sorrendben
legeldszor a hCSD1%7*! névvel hivatkozott kalpasztatin molekula részletet vizsgaltuk,
amely a humén kalpasztatin 1 doménjének a C-termindlis feloli P*~K'*! szakasza. (I4sd. 2.
abra) A humdn kalpasztatin 1 doménjének (hCSDI) és a hCSD1¢*! molekula
jelhozzarendeléséhez '"N- egyszeresen és e PN- dupldn jelolt mintdkat is
felhasznaltunk. A hCSD1-2 molekula a humdn kalpasztatin 1 és 2 doménjét tartalmazza, a
jelhozzdrendelést nem végeztiik el, pusztin NMR jellegzetességeit vizsgaltuk N jelslt
molekuldn.

A fenti fehérjepreparatumokat az enzimoldgiai intézetben Kovéacs Dénes fejeztette ki
rekombindns ~ fehérje-expressziéval E.coli BL21 torzsben, pEThCSDI1 vektor
felhasznaldsaval. Az izotdpjeloléshez a sejteket minimdl médiumban (5 g glikéz, 6 g
Na,HPOy, 3 g KH,PO4, 1 g NH4CL, 0,5 g NaCl, 0,12 g MgSOy, és 0,01 g CaCl,) 37°C —on
ODggo ~0,4-0,5 érték eléréséig novesztették. A kifejeztetést 0,5 mM IPTG-vel indukéltak
majd egy éjszakan at 30°C-on tartottak.

Saginé Hazy Eszter spin jelolés vizsgdlatokhoz fent leirt médon kifejeztette a
molekuldt, majd a C'% aminosavéhoz kovalensen egy nitrozo csoportot kotott.

Az NMR méréseket megel6zéen a mintdkat C-18 HPLC oszlopon tisztitottuk,
liofilizaltuk a mintdk tisztasdga 96-98% kozott volt. A tisztasigot ESI-MS mérésekkel
ellendriztiik Bruker Esquire 3000 PLus ioncsapdds tomegspektrométeren, folyamatos
minta injektdlas mellett (4uL/perc). A liofilizalt mintakat acetonitril/viz/ecetsav 50:50:0.01
elegyben oldottuk. A spektrumokat pozitiv médban vettiik fel m/z 200-1500 tartomanyban.

A kotddés vizsgdlatokhoz Bozdoky Zoltan fejeztette ki a jeloletlen és az autolizis
elkeriilése céljabol C'S inaktiv kalpain mutdnst. A fehérjét kédold vektort (amit Prof.
J.S., Elce bocsatot rendelkezésiinkre) BL21(DE3) E.coli torzsbe transzferdltuk. A sejteket
NZYM kozegben (1%N-Z-Case Plus I (Sigma), 0,5% élesztd kivonaton (Sigma), 0,5%
NaCl, 0,2% MgSOy, 50 ug/mL carbenicillin, 20 pg/mL kanamycin) novesztettiik 37°C-on
OD600 ~0,6-0,8-ig. A kifejeztetést IPTG-vel indukdltuk 30°C-on 3 6rdn keresztiil. A
sejteket lehiitottiik és centrifugdldssal (2500xg, 20 perc és 4°C) gyiijtottiik, majd lizis
pufferbe (50mM TRIS HCI pH:7,50; 300mM NaCl; 1 mM EDTA; SmM benzamidin;
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ImM fenil-metil szulfonil-fluorid; 10 mM B-merkaptoetanol) oldottuk. A mintdt
ultrahangos feltarasnak (6x15s) vetettiik ald, majd centrifugdltuk. (100000xg; 60 perc;
4°C) A fehérjét 5 ml feliilusz6b6l Ni-NTA oszlopon vilasztottuk el és mostuk 15 ml
pufferel (50 mM TRIS HCI pH:7,50; 300 mM NaCl; 15 mM imidazol; 5 mM benzamidin;
1 mM fenilmetilszulfonil-fluorid; 10 mM B-merkaptoetanol), majd 250mM imidazol
tartalmud pufferrel eludltuk. Ezutan kalpain puffrebe (50 mM TRIS HCI pH:7,50; 150 mM
NaCl; 1 mM EDTA; 5mM benzamidin; 1 mM fenilmetilszulfonil-fluorid; 10 mM B-
merkaptoetanol) vittikk at 4°C-on. 9 dm’ kozegb6l 17 mg fehérjét kaptunk. A mintdt
Amicon ultra-15 oszlopon koncentrdltuk és NMR pufferbe dializaltuk (9 mM PIPES
pH:6.18; 15 mM NaCl; 10 uM CaCl,; 0,5 mM benzamidin, és 1 mM fenilmetilszulfonil-
fluorid)

Az NMR mérésekhez a '*N-jelslt hCSD1°"'*! mintdk koncentréciGja ~ 0,5-1 mM volt,
H,O0/D,0 90:10 oldészer elegyben pH: 6,17 mellett. Stabilizdlé szerként 0,5 mM
benzamidint és 0,1 mM fenilmetilszulfonil-fluoridot hasznéltunk.

Az egyszeresen és duplan jelslt hCSD1 mintdk jelhozzarendelését a Ca®* koncentracié
szempontjabol kétféle oldatban végeztik. A Ca® mentes mérésekhez a 1-0,5 mM
liofilizalt fehérjét 15 mM NaCl, 9 mM PIPES és 0,5 mM benzamidin és 0,1 mM
phenylmethylsulphonyl-fluoride mellett 90% H,0/10% D,0-ban, még a kalciumfiiggdségi
és a kotédési vizsgalatokhoz a mintat 10 uM CaCl, és 15 mM NaCl mellet 90% H,0/10%
D,O-ban oldottuk. A tovdbbiakban a kalciumot, tartalmazé mintdkat az egyszerliség
kedvéért ,, Ca>*” kiterjesztéssel jelolom (pl: hCSD1_Ca®"). Mindkét oldatban elvégeztiik a
teljes jelhozzarendelést, pH 6,07 mellett.

Az NMR spektrumokat BRUKER DRX 500-MHz késziiléken rogzitettiik. A
'H-"N HSQC spektrumokban vizjel elnyomdsta 3-9-19 water gate vizelnyomdst

alkalmaztunk {Piotto M. és mts. 1992}.(19. dbra)

19. abra. A 3-9-19 watergate "H-"N HSQC mérés pulzusszekvencidja.
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Mindhiarom esetben a  hidrogén  kémiaieltolodas-értékek  meghatarozasat
3D {'H, N, 'H}-HSQC-TOCSY (~70ms spinlock time) {1024, 64 és 220 komplex pont}
és 3D {IH, ISN, 1H}-NOESYfHSQC (150 ms keverési id6 {1024, 64 és 220 komplex
pont} mérések alapjan végeztiik. >N °C jelslt HCSD1 és HCSD1_Ca®" mintdk esetében a
gerinc atomok rezonanciafrekvencidinak meghatdrozdsat 'H-N HSQC, HNCA,
HN(CO)CA, HNCACB, HN(CO)CACB ¢és C(CO)NH kisérletekbdl nyert informaciok
alapjan végeztiik. A direkt ("H) dimenziban legtobbszor 14 ppm spektrélis ablak mellett
2048, még az indirekt dimenziékban 32 (°N) illetve 75 ppm (°C a és P) ablakszélesség
mellet 128 (°N) illetve 64 (**C) komplex pontot gytijtéttiink. A karbonilcsoportot érint
mérések esetében az ablakszélesség az BC dimenziéban 32 ppm volt. Minden mérést
300K-en hajtottunk végre. A spektrumok feldolgozdsa sordn koszinusznégyzet
ablakfliggvényt, a BN dimenziékban a komplex pontok megdupldzdsaval linedris
predikciot alkalmaztunk. A spektrumok feldolgozdsidt az NMRPIPE programcsomaggal
végeztiik. {Delaglio, F. és mts. 1995} A jelhozzdrendelést az UCSF-SPARKY programmal
végeztem {Kneller, D.G. 1993}. Minden minta esetében a rezonanciafrekvencidkat DSS-
hez referencidltunk.

Az optimélis mérési koriilmények kivélasztasahoz, amellett hogy a fizioldgias
kornyezethez legjobban illeszkedé pH-n mérjiink, méréstechnikai szempontokat kellet
figyelembe venniink. ’N-'"H-HSQC spektrumokat vettiink fel kiilénboz6 pH (hCSD1%7 14!
4,3;5,23; 6,17 hCSD1: 3,85; 5,53; 6,07; 7,25), és hémérsékleti (hCSD1~*V: 280; 300 és
320 K) értékek mellet. A spektrumokat Osszehasonlitva, a mérési koriilményeket 300 K
illetve pH 6,07 (hCSD1¢7") &5 pH 6,17 (hCSD1) értékek mellett talaltuk optimalisnak.

A hCSD1 és hCSD1%"! kozotti a hasitasbol ad6dé szerkezeti kiilonbségeket az
'H-""N HSQC spektrumokbdl gytijtott, amid-nitrogén és az amid-proton kémiaieltolodas-
értékek felhaszndldsdval vizsgdltuk az aldbbi képlet segitségével {Wishart D.S. és mts

1991}:

AAS = J(5CH) e = SCH) sespiigs 1) + 0TGN s = N cspios 1)
ahol S(IH)hcsm és 6('H)hCSD1(67_141) a mért rezonancia értékek (pH=6,07 és 298 K) a két
molekuldra.
A spin label vizsgilatok soran a C'® jelslt molekula funkcids csoportjat citromsavval
oxiddltuk. Az oxidaci6 elétt és utan is "H-""N HSQC spektrumokat vettiink fel. A tdvolsig
becsléshez a csticsintenzitdsok hdnyadosait haszndltuk. {Lietzow MA, és mts. 2002}

A random coil értékek kivdlasztdssakor a mérési koriilményeinkhez legjobban
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illeszkedd kisérleti koriilmények mellet meghatdrozott RC értékeket vélaszottuk. A mért
Ca, CB, C’, Ha és HN mdsodlagos kémiaieltolddds-értékeket a Bundi és munkatdrsai dltal
meghatdrozott RC és szekvencia-korrekciés értékek felhaszndldsaval szamoltam.{Bundi,
A. és mts. 1997; Richarz, R. és mts. 1978; Wiitrich, K. és mts. 1975}

Az T,, T, és és SN-'H -NOE relaxiciés paraméterek meghatarozasiahoz a
spektrumokat 10 ill. 23 ppm spektralis szélességgel vettiik fel (2048x256 komplex pont).
T, analizis a kovetkezd késletetési idokkel rogzitettik: 1,2; 51,2; 101,2; 251,2; 751,2;
1001,2; 2001,2 és 3251,2 ms. A T, adatokat 17,59; 35,18; 52,77; 70,36; 105,54; 158,31;
211,08; 316,62 és 386,98 ms késleltetéssel vettik fel. A spektrumokban a Sparky
programban alkalmazott illesztd program segitségével a csucsintenzitdsra illesztett
exponencidlis fliggvény paramétereibdl hatdroztuk meg az R; (spin-rdcs) valamint a R,
(spin—spin) relaxéciés dllandokat. A steady-state heteronuklaris NOE adatokat a hCSD1
esetében 5 s-os relaxdcids delay-el, Palmer és munkatdrsai altal leirt pulzusszekvencidval
gyujtottiik.  {Palmer, A., G., III é mts. 1991} A NOE er6sités méréséhez a
csucsintenzitdsokat haszndltuk.

A HY-Ho csatoldsi dllandékat a Wiesemann és munkatdrsai  dltal  leirt
pulzusszekvencidval {Weisemann , R. és mts. 1994} Dvortsak Péter dltal fevett
spektrumokbdl hatdroztuk meg.

A szekvencia illesztéshez a CLUSTAL-W programot hasznaltuk. { Thompson, J.D. és
mts. 1994}

Az adatok feldolgozdsat reduced spectral density mapping médszer felhasznaldsaval
végeztiik. {Lefevre, J., F. é&s mts. 1996} Adott frekvencidn a spektrélis stiriiségfiiggvény
értékeit, Ry, Ry és het-NOE értékekbdl szamoltuk, a bevezetében leirt fiiggvények alapjan.

A kalcium fliggés vizsgdlata sordn a kalciummentes és kalciumos hCSD1 mintdk N-,

NH- illetve Ca kémiaieltolodds-értékeit a kovetkezd képlet alapjan vetettiik ossze:

CCS:\/(J(HN”)J‘“B —SHM) ) +O1TSN™) i, —SN™) )2032S(CE) ¢, —S(CO) )’

A kotddés vizsgdlatok soran N jelslt hCSD1_Ca®* molekula oldatahoz t&bb 1épésben
kalpaint adagoltunk. Az elsd hdrom 1épésben 30 ul majd 60 pl-60 pl kalpain torzsoldatot
adtunk 330 pl hCSDI1 oldatdahoz. Az egyes 1épésekben a ligandum-szubsztrat ardny 0%,
~60%, ~120%, ~240%, ~360% és 460% volt. Minden egyes titrdldsi lépésben
'H-""N HSQC spektrumot rogzitettiink, és a hCSDI jelintenzitds valtozasait kovettik. A
higulds okozta intenzitds csokkenés korrigalasdra a K'*jel intenzitdsat hasznaltuk, mivel

ez a cstics biztosan nem érintett a kotodés altal.

-38-



VI Eredmények
VI.1 A szabad kalpasztatin formak jelhozzarendelése

Mindhdarom dltalam vizsgédlt kalpasztatin fragmens rendezetlen szerkezetii. A
rendezetlen fehérjékre jellemzo, hogy a szekvencidn beliil az azonos tipusi aminosavak
megfeleld magjai hasonlé kémiaieltolodas-értéket mutatnak, igy a spektrumok a direkt
dimenzié ("H) mentén zsifolttd vdlnak. Emiatt van sziikség a jelhozzdrendeléshez még
viszonylag kismolekuldk esetében is (Mw < 10 kDa) izotép jelolésre. {Dyson, H.J és mts.
2002} Izotdp jeloléssel lehet6sségiink nyilik tobbdimenzids spektrumok felvételére, ahol a
jelek ,,széthiizhat6ak™ a nitrogén vagy szén rezonanciafrekvencidik szerint is. Az JUP-kat
jellemzd relaxdcids tulajdonsdgok miatt, a hasonlé méretli rendezett fehérjékhez képest a
jelek félérték-szélessége jelentdsen lecsokken, igy mdr a kalpasztatin két homolég
doménjébdl  felépiilé hCSDI-2 molekula 'H-"N'HSQC spektrumiban a nagy
molekulaméret (280 as) ellenére is, megfeleld jeldiszperzidt és jel-zaj viszonyt kapunk.
(20. dbra)
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20. dbra. A hCSD171 a hCSD1 és a hCSD1-2 298 K—en és ~6.1 pH-n felvett 'H-
5N HSQC spektruma alacsony jeldiszperziét mutat a direkt dimenziéban.
Ugyanakkor a jelek alacsony félértékszélessége miatt, a 280 aminosavbél allé
hCSD1-2 "H-"N HSQC spektruma értékelheté jeleket tartalmaz.

A bevezetdben ismertetett dupla- és triplarezonancia moddszerekkel elvégeztik a
hCSD1°! hidrogén és nitrogén jeleinek, illetve a hCSD1 hidrogén, szén és nitrogén

jeleinek jelhozzdrendelését két kiilonbozd Ca®* ion koncentrdcié mellett. A hidrogén
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kémiaieltolédds-értékeket 3D {'H, "N, "H}-TOCSY-HSQC spektrumokbdl még a C’, Ca
és CP szén rezonancidkat HNCO, HNCA és HNCACB spektrumokbdl gyiijtottiik. A
hCSD14 ! esetében a >N-"H HSQC spektrumban 63 spinrendszert azonositottunk a 66
nem—prolin aminosavhoz. A hidnyz6 aminosavak: K R7 és $'°. A a Ca® -ot tartalmazé
hCSDI1 esetében (hCSDl_Ca2+) a 126 nem prolin aminosavbdl 121 HSQC jelet
azonositottunk (azonositatlan aminosavak: Al, EGZ, K76, E” és 587). A kalcium-mentes
formdban az A", I?°, K’® és E”’ kivételével 122 aminosav jelét taldltuk meg. A molekula
flexibilitdsa éltal okozott csokkent T, relaxdcié miatt az élesebb jelek mar 0,5 mM-os
fehérje koncentracié mellett is jo jel-zaj ardnyt eredményeztek. A hCSDI és hCSD1_Ca**
N-HSQC spektrumaiban tovabbi 18-18 kis intenzitdsd cstcsot azonositottunk. Mivel a
mintdk tisztasdgat MS mérésekkel és SDS-PAGE-el igazoltuk, az aggregdciot valamint a
degradéciot kizarhattuk. A kis intenzitdsd csicsok az egyes aminosavakhoz egyértelmiien
hozzédrendelhetdk és jelenlétiik olyan lassd iddskaldji konforméciés mozgasok eredménye,
mint a prolinok cisz-transz izomerizaciéja. A hCSD1°"*! minta esetében a Co. és CB, még
a hCSDI és hCSDl_Ca2+ esetében C’, Ca, CB szén kémiaieltolodas-értékeket hataroztuk
meg. A Ca rezonancidkat az utébbi két minta esetében harom prolin kivételével (P(’G, p¥,

P"%7) minden aminosavra meg tudtuk hatdrozni. (lasd fiiggelék)

VI.2 Fizikai és kémia tulajdonsagok vizsgalata

A homérséklet vagy pH valtoztatdsa egy rendezett fehérje esetében konformacids
véltozast indukdlhat, aminek kovetkeztében a kémiaieltolodds-értékek is megvaltozhatnak.
A konforméciés valtozdsokra leginkdbb érzékeny magok (NN, HY, Ca, Ha, C°) a
fehérjegerinc mentén helyezkednek el. Ezen magok kémiaieltolodas-értékeinek véltozdsai
a fizikai kornyezet megvaltozdsanak érzékeny indikatorai.

A hCSD17*D gpektrumaiban a hémérséklet véltoztatdsa a 280-320 K tartomanyban
nem okoz jelentds kémiaieltolédds-érték valtozasokat, ami megfelel a rendezetlen
fehérjéktol elvart viselkedésnek {Dyson, J. és mts. 2002}. A 'H-">N HSQC spektrumban a
hémérséklet dltal indukdlt amid-nitrogén és proton kémiaieltolédds-érték vdltozas dtlagos
mértéke kisebb mint 0,01 ppm/K. A hCSD1"*P molekuldban a hdmérsékletre
legérzékenyebb aminosav a Gly91 mely, AS/AT=2.3 ppb/K viltozast mutatott.

A pH hatdsat az egyes mintdk spektrumaira a hCSD1®™D esetében pH=4,30; 5,23 és
6,17 még a hCSD1 10 mM kalciumion koncentracidji oldatdban (hCSD1_ Ca™) pH: 3,85;
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5,53; 6,07 és 7,25 pontokon vizsgaltuk. Szerettiik volna minél jobban megkozeliteni a
fiziol6gids pH-t (pH~7) tgy, hogy kizben a jel-zaj ardny az adott koncentracié mellet még
elfogadhaté legyen. A pH titrdldsok sordn azt taldltuk, hogy a pH 4,3-6,4 tartomdnyban a
'H-SN HSQC spektrum jelei, azonos jelalak mellet jelentésen elmozdulnak. Ez a savas
karakteri oldallincok és az amidcsoportok eltérd protondltsdgi dllapotdval van
osszhangban. pH 6,5 felett a H" és N jelek ,,vandorlasa™ lassult ellenben a jel-zaj ardny
rohamosan romlani kezdett. A fenti eredmények tiikrében a kalpasztatin mintdkat 298 K-en

és 6,1 koriili pH-n vizsgaltuk.

86 85 B2 83 8.2
115 111.5
1120 ' 1120
g G91 pH: 3.25
8 1125 . 1125
3 G91 pH: 4.30 ‘
" 1m0 91 pH: 5.23 \ & 1180
= \ %
1135 A= 1135
G91 pH:6.17
1140 ke 1140
1145 T T T T T 1145
86 85 B 83 82
wp-H (pprn)

21. dbra. A hCSD1"*! molekuliban a hémérséklet- és pH-valtozasokra leginkabb
érzékenynek a G®' aminosav bizonyult. A fenti spektrumokban a G*' pH hatasira
bekovetkezo ,.elvandorlasat” abrazoltam.

Rendezetlen fehérjék 3JHNCOc csatoldsi dllandéi kevés informéciét hordoznak.{Dyson,
H.J. és mts. 2005}. Rendezett fehérjék jellemz6 3unca csatoldsi dllandé a-hélixekre 4 Hz

alatti red6kre 13 Hz koriili értékek. Esetiinkben a csatoldsi allandok 5-7 Hz kozé esnek, és

nem mutatnak jellegzetes szerkezeti elemekhez kothetd mintazatot.
VL3 A kalpasztatin molekula szerkezeti tulajdonsagai

Az NN ¢ H™ rezonancidk érzékenysége a kémiai kornyezet véltozdsaira, lehetévé
teszi, hogy rajtuk keresztiil kovessiink konformacids valtozasokat. { Wishart, D., S. és mts.

1991}. A pH, oldészer és hoémérséklet mellet mind az BNHN - gg THHN magok
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kémiaieltolodas-értékei fiiggenek a kovalens szerkezettdl, valamint a molekula masod- és
harmadlagos konformdcidjatol. {Wishart, D., S. és mts. 1995} Az dltalunk 1étrehozott 74
aminosav hosszi hCSD1®"™" tartalmazza a C-alegységet, valamit a hasitdssal
kettévagtuk az inhibicié szempontjabol fontos TIPPXYR molekularészletet. A molekula
vizsgalatival és hCSDIl-el valé Osszehasonlitisdval az intramolekuldris hosszitava
kolesonhatdsok vizsgdlatdra nyilik médunk. A hCSD1 N- és C termindlis fragmensén
végzett CD mérések valamint hCSD1-bdl szdrmazé kémiaieltolodds-értékek eltérése arra
utal, hogy a kérdéses régidban hosszitavi kolcsonhatdsok vannak jelen. {Mucsi, Z. €s mts.
2003}.

Mindkét molekula rezonanciafrekvencidinak ismeretében hCSD1°'! s a hCSD1
megfeleld szakaszainak kémiaieltolodds-értékeit dsszevetettiik. A kombindlt NN ¢s H'N
kémiaieltolodds-érték kiilonbségek nulla koriili értékei (0,02 = 0,012 ppm) hasonld
szerkezetre utalnak a vizsgdlt régié nagy részében, az 1°-K'*! szakaszon.(22. dbra). Ennek
két oka lehet, vagy a két molekula hasonlé szerkezete, vagy pedig a hasonlé mértékii
rendezetlensége. Mdsrészrol a hasitds kozeli régickban (P*-G’®) a kombinalt N'™N-H'N
kémiaieltolodds-értékek szignifikdnsan eltérnek nulldtdl (0,3 £ 0,03 ppm). Lathaté hogy az
ij N-temindlis hatdsa tobb aminosavat érint, mint a hidnyz6 szomszédos aminosavak és a
megvaltozott olddszer kitettségb6l kovetkezne. A fentiek alapjan tehdt a jelentds
kémiaieltolodds-érték eltérés oka a B-szubdomént stabilizdlé szerkezeti motivumok

elvesztése.

AAS (ppm)

22. 4bra. A hCSD1 és C-terminalis fragmensének hCSD1'*! N™™ ¢s H'™ kombinalt
kémiaieltolodas-értékei a szekvencia nagy részén hasonlé szerkezetet és/vagy a
hasonl6 mértékii rendezetlenséget jeleznek. Az N-terminalis kozelében a nagyobb
eltérés értékek (PY-G7®) azt mutatjak, hogy a hCSD1¢ ! felxibilitdsa megnétt ezen a
szakaszon a tavolhat6 kolcsonhatasok megsziinése miatt.
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A spin labelling vagy spin jelolés informéciét nydjthat a hCSD1 molekuldn beliili
hosszitavi kdlesdnhatdsokrdl. {Lietzow MA, és mts. 2002} Elvégeztiik a C'° aminosav
spin jelolését, hogy a C-szubdomén aminosavainak intramolekuldris kolcsonhatdsait
vizsgaljuk. A eredményeink alapjin elmondhaté, hogy a molekula fokozott
mozgékonysdga miatt a spin jelolés hatdsa, bar eltérd mértékben, a szekvencia teljes
hosszdban érzékelhetd. A legjelentdsebb intenzitds vesztést a C'% kozvetlen kornyezete
szenvedte el. Ilyen mértékii intenzitds csokkenést mds aminosavakndl nem tapasztaltunk,
azt mutatja, hogy stabil, hosszitdvi, molekuldn beliili kolcsonhatdsok nem alakulnak ki.

(23. ébra)

23. abra. A molekula mozgékonysaganak kovetkezményeként a spin jelolés hatasa,
bar eltéré6 mértékben, de a szekvencia teljes hosszaban érzékelhet6. Tehat stabil,
hossziitavi, molekulan beliili kolcsonhatasok nem alakulnak ki a hCSD1-ben.

A rendezett fehérjék feltekeredése sordn a fémionok szerepérél gazdag irodalom all
rendelkezésre, viszont [UP-kra gyakorolt hatdsar6l keveset tudunk. Kozismert a
kalpain-aktivitids és szerkezet kalciumion fiiggése {Goll, D., E. 2003}, viszont a
kalpasztatinra gyakorolt hatdsdrdl kevés ismeretiink van. CD mérésekkel kimutattdk, hogy
a C-szubdomént tartalmaz6 fragmens kothet Ca**-ot {Mucsi, Z. és mts. 2003 }.

Az egymadst kovetd kalpasztatin mintdk spektrumainak osszevetése sordan megfigyeltiik,
hogy igen kis pH ingadozdsok is okozhatnak eltéréseket a HSQC spektrumokban. A pH
stabilizaldsa céljabol a mintdkat pufferben vizsgdltuk, azonban azonos pH ellenére
rezonancia frekvencidk jelentdsen eltértek a vizes mintdkétdl. A putferes mintdkhoz ezutin
10mM Ca*-t adtunk (hCSD1_Ca>) és meglepetésre a vizes mintdval megegyezd
spektrumokat kaptunk. A fentiek alapjan feltételeztiik, hogy a vizes és pufferes mintdkhoz

beoldott liofilizdlt fehérje preparatumok eltéré mértékben tartalmaztak kalciumot.
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Ezutan elvégeztiik a hCSD1_Ca*" mintak jelhozzarendelését és kombindlt masodlagos
kémiaieltolodas-értékek alapjan Osszehasonlitottuk a Ca’*-ion mentes mintakkal.
Megallapitottuk, hogy a legintenzivebb eltérések az A- és C-szubdomének C-termindlis
feloli végén elhelyezkedd, COO™ csoportokban gazdag régiokat érintik.(24. dbra)
Feltételezhetéen az oldalldncok karboxil csoportjai részt vesznek a Ca>* megkotésében és
ezzel csokkentik a fehérjegerinc mozgékonysdgéat. A gerinckonformacié véltozasdra utal,
hogy az eltérések érintenek olyan kalciumkotdé funkcidval nem rendelkezd csoportokat is
mint Y, Y¥ vagy K®. A fenti modell alpjan azt allitjuk, hogy a kalpasztatin kalciumot
kot, ez a kolesonhatds befolydsolja a molekula konformdacids viszonyait és igy szerepet

jatszik a kalpain kotédés folyamatdban.

(.30

AAB (ppm)

=1
L

24. abra. A Kkalciumion hozziadisa az egyes aminosavak rezonanciafrekvenciait
eltéré mértékben érinti. A N ., HM. és Ca-kombinalt kémiaieltolodas-értékkel
mérve a legnagyobb eltérés a szamos savas jellegii aminosavat tartalmazoé régiokban
mutatkozik. A mérés soran a hCSD1 és hCSD1_Ca** oldataibél szirmazé
kémiaieltolodas-értékeit hasznaltuk fel.

VL4 hCSD1 szerkezeti tulajdonsagainak vizsgalata kémiaieltolodas-értékek

alapjan

A hCSD1 molekula szerkezeti jellemzésére elvégeztik a *C’, *Co és 'Ho magok
masodlagos kémiaieltolodds-értékeinek analizisét. Helikdlis masodlagos szerkezet

jellemz6, hogy legaldbb négy a szekvencidban egymast kovetd aminosav Ho. masodlagos
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kémiaieltolodas-értéke (SCS_Ha) negativ, még Ca és C’ SCS értékei pozitiv értéket
mutatnak. {Wishart, D., S. és mts. 1995}

Rendezetlen fehérjék szerkezete tobb konformacié dinamikus dtlagaként adodik, ezért
esetiikben egyértelmii mdsodlagos szerkezeti motivumok helyett inkdbb szerkezeti
preferencidkrol beszélhetiink. A konformécios dtmenetek az NMR iddskdlan dltalaban elég
gyorsak ahhoz, hogy a kémiaieltolodds-értékeik kidtlagolédjanak, igy azok a RC
értékekhez kozelitenek. Amennyiben az [UP konformdcids dllapotai kozott barmilyen
masodlagos szerkezeti elem el6fordul, az tikr6z6dik az SCS értékekben is {Dyson, J. és
mts. 1988}. Rendezett fehérjékben a mért kémiaieltolodds-értékek dtlagos eltérése a
random coil (RC) értékektdl o helikalis masodlagos szekezet esetében: SCS_Hou~-
0,3 ppm; SCS_Ca~3 ppm; SCS_CO~1,5 ppm-nek adédik. {Wishart, D., S. és mts. 1995}
IUP-kban el6forduld helikdlis preferencidk esetében ezen értékek abszolit értékben
értelemszertien kisebbek.

A hCSD1 SCS értékeinek vizsgdlataval rovid helikalis jellegli szakaszok ismerhetdk fel
a D17, $%-G¥, R-K” & TR szekvencidk mentén (2. tablizat). Ezek a
szakaszok tobbé-kevésbé megfeleltethetdek a funkciondlis szempontbdl fontos A- és B- és
C-szubdoméneknek. A SCS_Coa-k alapjan az A- és B- kotdédésben és inhibicidban fontos
funkciondlis alegységek egyes aminosavai helikélis karakterrel rendelkeznek hasonléan
C-szubdomén G*'-T'™ régi6jahoz. C’ masodlagos kémiaieltolédas-értékek a Hai és Co
SCS-kal 0Osszhangban a TI2I_R!3 regidkra, hasonléan az A-, B- és C-funkciondlis
doménekhez, helikdlis tendencidt josolnak (SCS_C’: 0,21 £0,09). Ezek a folytonos
szekvencidlis egységek elég hossziak ahhoz (7-10 as), hogy tobbmenetes hélixeket
képezzenek {Wishart, D., S. és mts. 1991}.

2. tablazat. A hCSD1 kiemelkedé vagy atlagos SCS-érétkekkel jellemezheté szakaszai
megfeleltethetok a funkcionalis alegységeknek.

Megfelel6 A B C .D”
szubdomének

ézekvencia DI _IZ) s51_G59 R70_K75 G9!_T104 TI I_RI33
SCS_Ca 0,36+0,19 0,71+0,19 0,53+0,14 0,27+0,07 0,56+0,26
SCS_Ho 0,05+0,03 —0,10£0.09  -0,09+0,05  0,03+0,05 —0,03+0,02

_45 -



»

ASCO(ppm)

=1

A &
=
_

3
=

-1

25. abra. A hCSD1 molekula CO (fent), Co (kozépen) és Ha (lent) masodlagos
kémiaieltolodas-értékei (pozitiv Ca negativ Ho) az egyes funkcionalis alegységekben
helikalis konformacio jelenlétére utalnak. Az A-, B- és C-szubdomének sziirke
oszlopokkal, mig a feltételezett D-funkcionalis alegységet vilagos sziirke oszloppal

jeloltem.

A TR regiét funkciondlis szerepe madig nem tisztdzott, de a nem teljesen
rendezetlen viselkedése alapjan feltételezhetd valamilyen szerepe a kalpain inhibiciéban.
Ezt a feltételezést tamasztja ald, hogy a humdn kalpasztatin molekula inhibitor
doménjeinek (hCSD1, hCSD2, hCSD3 és hCSD4) aminosavszekvencia illesztése alapjin a

fenti régié szekvencidlis konzervaltsdgot mutat (26. dbra). { Thompson, J.D és mts. 1994}
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26. abra. A human kalpasztatin négy inhibitor doménjének aminosav szekvencia
illesztése alapjan a hCSD1 T'*'_R' régiéja szekvencislisan konzervalt aminosavakat
tartalmaz. A szekvenciaillesztést a ClustalW {Thompson, J. D. és mts. 1994}
programmal végeztiik és az azonos aminosavak feket szinnel, a hasonléak sziirkével
vannak jelolve. A bekeretezett régiok az A, B, C valamint a szerkezeti alegységeket
(D) jelolik.

A B-inhibitoralegység kémiaieltol6das-értékei hélixre jellemzé médon térnek el a RC
értékektél. (25. dbra). Egy 27 aminosavas a B-szubdomént tartalmazé peptid 2D 'H-NMR
méréseinek eredményeibdl {Ishima, R. és mts. 1991} ismert hogy a PR szakasz 1
tipusti P—turn konformdaciéval rendelkezik. Ez a régié a B-szubdoménen beliil taldlhat6
erésen konzervdlt TIPPXYR motivum, és Alanin Scanning {Betts, R. és mts. 2003}
kisérletekkel igazoltdk, hogy ez a régid felelds elsédlegesen kalpain gatlasaért. A SCS_Ha
és SCS_Ca alapjan nyilvanvald, hogy a prolinokban gazdag szekvencia mintazat megtori a
B-szubdomén helikalis tendencidjat az S°'-G> és R"-K”° szegmensek kozott.

Az SCS értékek vizsgélatabodl kitiinik, hogy a helikdlis jellegii szakaszokat masodlagos

szerkezeti preferencidkkal nem rendelkezd régiok kotik ossze. Hogy pontosabb képet

kapjunk a molekula konforméciés viszonyair6l, elvégeztiik annak dinamikai jellemzését.

VLS A szabad hCSD1 molekula dinamikai jellemzése

Egy fehérje NMR relaxdcidjdra a molekula forgdsi difftizidja, valamint az amidcsoport
belsé mozgdsai vannak leginkdbb hatdssal. {Lefevre, J., F. és mts. 1996} A relaxdcios
paraméterek vizsgdlatdval médunk nyilik, a globuldris fehérjékhez hasonléan betekinteni a
molekula mozgdsi viszonyaiba. Ismert, hogy a rendezetlen fehérjék nydjtott konformacios

dllapotainak koszonhetéen nagyobb hidrodinamikai sugdrral és igy lassabb forgdsi
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diffiziéval (magasabb Kkorreldciés id6ével) jellemezhetéek, mint egy hasonld
aminosavszamu rendezett fehérje. Egy empirikus képlet felhaszndldsdval egy 141
aminosavas globuldris (izotrép) fehérje forgdsi korreldciés ideje 1. = 10,2 ns-nak
adodik.{Daragan V., A. és mts. 1996} A mért T,/T; hanyadosok alapjan (<T»/T;>=0,54) a
hCSD1 molekula korreldcids idejét ~3,2 ns koriilinek becsiiljiik, ami joval rovidebb, mint a
molekulaméret alapjdn varhat6 érték. Az IUP-k esetében a médsodlagos szerkezeti elemek
hidnyabdl kovetkezéen az amidcsoportok mozgdsa szabadabb, mint a rendezett fehérjék
esetében. A fenti szempontokat figyelembe véve megallapithatd, hogy a hCSDI1
atomjainak relaxaciéjat leginkdbb az amidcsoportok gyors belsé mozgdsai dominaljak,
mint molekula a lassabb globalis forgasi diffizidja.

A hCSDI T,/T; héanyadosai a szekvencia nagy részén az atlagértékhez (<To/T|> =
0,54) kozelitenek, kiugré értékei a termindlisokhoz E5, E" valamint a szekvencidn beliil
az T34, E® és T'' aminosavakhoz tartoznak. Ezen aminosavak 1-hez kozeli To/T, értéke,
parhuzamosan a kiugréan alacsony NOE értékekkel a fehérjeldnc jelentds flexibilitdsdra
utal. Ezek az aminosavak jellemzdéen az N- és C-termindlis regiok mellett, a funkcionalis
alegységeket 0sszekotd flexibilis, hidrofil karakter(i szakaszokon helyezkednek el, és ezek
jellemezhetéek a leggyorsabb belsé mozgasokkal.

A het-NOE értékek az IUP-kra jellemz6 mddon tobbnyire negativ értékeket mutatnak a
fehérjelanc mentén. {Dyson, J. és mts. 2002} Kiugré (pozitiv) NOE értékeket figyelhetiink
meg a L*, Y® L7 és T'™ aminosavak kornyezetében (27. dbra). A magasabb NOE értékek
a csokkent bels6 mozgékonysdg indikdtorai. Ezek az aminosavak jellemzden az egyes
funkcionalis alegységek C-terminalis feloli végén hidrofob kornyezetben taldlhat6ak, ahol
a mdsodlagos kémiaieltolodds-értékek helikdlis preferencidt mutatnak. A hidrofobicitds és
a helikalis preferencia egyiitt jol magyardzza a csokkent belsé mozgékonysagot.

A relaxdcios paraméterek (T, T, het-NOE) vizsgélata alapjan megéllapithatjuk, hogy
a hCSD1 molekula NMR relaxdciéjdt jellemzden a rovid korreldciés idejii (T ~ps), gyors
belsé mozgdsok domindljak. Ugyanakkor a bels6 mozgékonysdg a szekvencia mentén
kisebb eltéréseket mutat, melyek az egyes szudoménekhez rendelhetéek. A szubdoméneket
0sszekotd hidrofil régidkban fokozottabb a mozgékonysdg, még a funkciondlis alegységek
C-termindlis fel6li, hidroféb kornyezetben taldlhaté aminosavai koriil a mozgékonysdg

csokken.
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27. abra. A hCSD1 amidcsoportok T,/T; hanyadosai (fent) hetronuklearis NOE
értékei (kozépen) és hidrofobicitas indexei (lent) a primer szekvencia fiiggvényében.
Az 1-hez kozeli T»/T; értékek a gyors idoskalaji mozgasok indikatorai, még a lassabb
korrelacios iddvel jellemezheté —mozgasok Kkissebb hanyodos értékekkel
jellemezhetéek. A negativ NOE-értékek a gyors mozgasok s igy a rendezetlenség, mig
a pozitiv értékek a rendezettség indikatorai. A hidrofobicitast Kyre és Doolitle
munkaja alapjan szamitottuk ki {Kyte és mts. 1982} A fukcionalis doméneket
arnyékolassal emeltem ki.

A J(o) spektrélis stirtiségfiiggvény meghatdrozdsaval képet kaphatunk a molekuldt
jellemzé mozgdsok iddéskaldjar6l. Az IUP-k esetében nem tudunk egyértelmli mozgdsi
modellt feldllitani. A mérhetd relaxdcids paraméterek alacsony szdma miatt, a reduced
spectral density function (RDF) elmélet alkalmazéasdval {Lefevre, J., F. és mts. 1996}, csak
a J(0), J(on) és J(0,87my) értékeket hatdrozzuk meg.

A magasabb frekvencidju mozgasokra jellemz6 J(wn) és J(0,87my) néhany kiugrd
értéktdl eltekintve, dsszhangban a molekula méretével, nem vdltozik a primer szekvencia
mentén (<J(0N>=0,33+£0,07 ns/rad). A gdtolt, ezért alacsony frekvencidji mozgasok
(t>10 ns), belsé mozgasok és a kémiai csere jelenlétét (ms-us) tikrozik a kiugré J(0)
értékek {Dyson, J. és mts. 2002}. Kiemelkeds J(0) értékek jellemzéek G'*-M'7, K®-L72,
S!0LG'% g5 S'-v'¥ szakaszokra (28. dbra), ahol a masodlagos kémiaieltolédds-értékek
mintdzata és a hidrofobicitdsi adatok alapjan helikdlis mdsodlagos szerkezeti elemek
jelenléte feltételezhetd. A magas J(0) értékek alapjan ezeken a szakaszokon a fehérjegerinc
flexibilitdsa kisebb mint a molekula egyéb részein.

Lokalisan az atlagnal alacsonyabb J(0) értékek jellemzik a D*-G*, L*-E®*, I°-D** &5

T'2.K'® aminosavakat. A D*-G* és I°°-D** szakaszokra fokozott belsé mozgékonysag
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jellemzd és az A- illetve C-szubdomének ,,végein” helyezkednek el.

e

D
g
i

\i o [ R,
R N
wnd

| 513

B
3

@

Ty radisee

&

28. abra. A spektralis siiriiségfiiggvény értékei J(0) és J(0.87@y) pontokban a hCSD1
szekvencia fiiggvényében.

Az egyes aminosavakhoz szamolt J(0)/J(ox) parokat egy diagramon dbrazolva lathatd,
hogy a pontok zomében az tn. single motion gorbe alatt, az alacsony korrelaciés idével
jellemezhetd régidéban helyezkednek el. (29. dbra) Ez egyrész azt jelzi, hogy a relaxdciét
befolyasolo lassu idéskdldju kémiai csere nem jellemz6 az amidcsoportok kornyezetére,
masrészrél a molekula relaxdciéjat a t~200 ps korreldcids idejii mozgasok dominaljak,

inkdbb mint a molekula globdlis forgési diffizidja.
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29. abra. A hCSD1 molekula J(0)/J(wn) értékei a single motion gorbe alatt, a gyors
(~200 ps) mozgasoknak megfelelé régioban helyezkednek el, 6sszhangban a molekula
rendezetlen jellegével.

A relaxdciés paraméterek és a spektrdlis stirliségtiiggvény kiemelt pontjainak
vizsgdlata alapjan elmondhatjuk, hogy a hCSD1 NMR relaxdciéjat, az [UP-kra jellemz6
gyors belsé mozgdsok domindljdk, és a kémia csere nem jellemzd. Ugyanakkor a
relaxdcios paraméterek lokalis eltéréseket mutatnak, mely mintdzatok a funkcionalis

alegységekkel atfedést mutatnak.
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VIL.6 Kotodésvizsgalat

A titraldsi 1épések sordn °N jelolt hCSD1 0,1 mM-os oldatdhoz t&bb lépésben nem
izotdp jeldlt inaktiv kalpain mutdnst (C'®S) adtunk, 10 uM kalciumion koncentracié
mellett. Az egyes titrdldsi 1épésekben 'H-""N HSQC spektrumokat vettiink fel és a cstcsok
jelintenzitas véltozasat kovettiik. A titraldsi 1épések soran a kalpasztatin csicsai eltérd
mértékben szenvedtek jelszélesedést (30. dbra), ugyanakkor a rezonanciafrekvencidjuk

nem viltozott és tGjabb cstcsokat sem észleltiink a spektrumban.
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30. dbra. A kalpasztatin molekula szabad és kalpainnal komplexalt 'H-'*N HSQC
spektrumat  Osszehasonlitva megfigyelheté, hogy a jelek valtozo mértékben
kiszélesedenek vagy eltiinnek. Az eltiiné jelek (bekarikazva) kizarolag a kalpainhoz
valo kotédésben Kkozvetleniil résztvevé aminosavakhoz, (A- és C-szubdomén)
tartoznak.

Biar minden aminosav jelén megfigyelhetdek jelintenzitds csokkenések, a
legjelent6sebb véltozds a K'"-G¥* és S-A" aminosavakon figyelhetd meg. Ezek az
aminosavak gyakorlatilag lefedik az A- és C- szekvencidlisan konzevalt régidkat (31.
dbra). A kalpain—kalpasztatin erds kotédése (Kp=4,5x10"%) alapjan feltételezziik, hogy az
A és C szudomén a kalpainhoz koordindlédott, és elveszette az [UP-kra jellemzd
fragmentdlis mozgdsat. Ezdltal a hCSDI relaxdciéjit ezekben a régidkban a gyors belsd
mozgdsok helyett a komplex (123 kDa) lassu forgdsi diffiziés mozgdsa domindlja, ami a

jelent6s T jelszélesedést €s a jelek eltiinését okozta. Azonban a C- illetve az N-termindlis
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aminosavak valamint az A- és C-szubdomének kozotti régidk részben megdrizték
IUP-szeri. mozgékonysdgukat ¢és 1igy vonalszélességiiket, ezért azok egyszeri

>N-'H HSQC médszerekkel tovabbra is vizsgalhatdak.
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31. abra. A kalpaszatin kalpainnal valé titralas sordn a legjelentésebb jelintenzitas
vesztés az A- és C-szubdomén aminosavainal figyelheté meg. Az egyes 1épésekben a
hCSD1 : kalpain aranyok a kovetkezék: 1: 0,65 1:1,2;1:24;1:3,6;1:4,6.

A vizsgilhaté rezonanciaferkvencidk jelintenzitds csokkenése a relaxacids folyamatok
felgyorsuldsat jelezték a molekula egészén, ezért a titrdlds utolsé 1épésében 1:1 kalpain-
kalpasztatin aranynal T, T, és heteronukledris steady-state-NOE méréseket végeztiink €s
meghatdroztuk a spektrdlis stirliségfiiggvény értékeit a J(0), J(on) és J(0,87mpn) pontokban.
(32. dbra)

J(on) értékek hasonléan egyenletes mintdzatot és abszolut értéket mutatnak a
szekvencia mentén, mind a szabad, mind a kotott forma esetében. A kotott forma legtobb
aminosavdra jellemzd alacsonyabb J(0,87wy) értékek alapjan a gyorsabb iddskaldju
mozgdsok szerepe lathatéan csokkent az egész hCSD1 molekuldn beliil. A J(0) értékek
alapjdn az N- illetve C-termindlison az A'K illetve R"*-K'"! aminosavak megorizték a
szabad formdra jellemzé mozgékonysdgukat. Ugyanakkor a molekula zomére jellemzo,
hogy a J(0) értékek jelentdsen eltérnek a szabad formaétdl és jelentds eltéréseket mutatnak
az dtlagtél is. A kiemelkedd értékek a T*°-T*, §°', I, R®, L2K" é T'*'-E'*

aminosavak esetében mozgékonysdg csokkenését és/vagy ujabb relaxdcids ttvonalak
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megjelenését tikkrozik. Ezek az aminosavak feltehetden kozelebb keriilnek a kalpain

molekula feliiletéhez, ami a mozgékonysdguk csokkenéséhez vezet.

-4.E-11

32. abra. Osszehasonlitva a szabad és a kalpainhoz kotott hCSD1 spektralis
stiriiségfiiggvény értékeit a J(0)(fent), J(wn)(kozépen) és J(0,87wy)(lent) pontokban
lathato, hogy a lassii mozgasok szerepe megné a kotédés soran. A szekvencia mentén
a legerdsebben kot6dé régiok az A- és C-szubdoménhez kapcsolhatok, ezek a jelek
eltiinnek a spektrumbél. A B-szudoménen beliil a kiemelkekdé J(0) értékek alapjan
egyes aminosavak részben a kalpain molekula felszinéhez koordinalédtak.

A spektrilis stiriségfiiggvény adott ponjainak vizsdlata alapjan megdallapitottuk, hogy a
kalpainhoz valé kot6dés sordn a lassabb mozgdsok jelentdssége megnétt a rendezetlen
formdhoz viszonyitva. A J(0) és J(wn) értékparok single motion gorbével valoé
Osszevetésébol kideriil, hogy a kotddés néhany aminosavat érintetleniil hagyott és ezek
relaxdcidjat, a szabad formdra is jellemz6 gyors mozgasok (t~200 ps) hatarozzdk meg. Az
aminosavak jelent6s részére jellemzé a magasabb J(0) érték és a megnovekedett
korreldciés id6 (t~5 ns). Néhany aminosav a single motion gorbe folstt talalhaté (T, S,

I°, B’ R® és T'*'-E'**) ami esetiikben a kémiai csere megjelenésérol arulkodik.(33. dbra)
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33. abra. A kotott és szabad forma J(0)/J(w~) pontpérjait a single motion gorbe
megfelelé érétékeivel oOsszehasonlitva lathaté, hogy a kotott formaban egyes
aminosavakat megnovekedett korrelacios idé jellemezi. A komplexalodas soran egyes
aminosavak megtartjak a szabad forma relaxacids tulajdonsagait, ezek feltehetéen a
molekula felszinéhez nem Kkeriilnek kozel. Mas aminosavak J(0)/J(wy) pontparjai
azomban valtozé mértékben eltolédnak a lassabb mozgasok iranyaba. A folytonos
vonal a spektralis siiriiségfiiggvény azon értékeit jeloli melyekre igaz, hogy a
fiiggvény egyetlen korrelacios idével jellemezheto.

2009-ben Moldveau és munkatdrsai meghatdroztdk {Moldoveau, T. és mts. 2009} a
patkdnybdl szarmazé kalpasztatin/kalpain komplex rontgenszerkezetét, s igy lehet6ségilink
nyilt hogy NMR eredményeinket Osszehasonlitsuk azokkal. A rontgenszerkezetbdl
kideriilt, hogy az erésen konzervilt régiok, A- és C-szubdomének (A%-G%) és (H™-T'™)
valamint a B-alegység R®-V® és Y®-R” aminosavai amfipatikus hélix formaban kotédnek

a kalpainhoz. (34. dbra)
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34. abra. A kalpaszatin-kalpain komplex rontgenkrisztallografiaval (pdb: 3DFO)
,lathatatlan” régiéi NMR-spektroszképiaval hatékonyan vizsgalhatok. Az NMR
eredmények alapjan elmondhat6, hogy az N- és C-terminalis régiok hasonlé
mozgékonysagot mutatnak mind kotott, mind szabad formaban (A'-G"; P7-K'¥). A
szekvencialisan konzervalt régiok AK™-GY)- és C(SY-C'%)-szubdomének erdsen
kotédnek a kalpainhoz, és a B(M*’-R7")-alegység néhany aminosava (pl. R%-V® és
Y®-R") is a kalpainhoz koordinalédott.

A rontgenszerkezetben leirt patkdny kalpasztatinjdnak lathaté aminosavait (ezek
kotédtek a kalpainhoz) az altalunk vizsgédlt humdn kalpasztatin szekvencidjdra illesztve
kideriilt, hogy az altalunk felallitott NMR model alapjin az A- és C-szubdomén hosszabb
szekvencia szakasza érintett a kot6désben (KM—G30 vs A-G? ¢s SY-AM0 v H94—T]04)4

Ugyanakkor a B-alegység csak néhany aminosavjan keresztiil, és csak részlegesen kotddik.

(35 abra).

hC5D1 . pdb : AVEVESKEDE PSGHSGMDAA LDDLIDTLGE FEETEEENTT YTGPEVSDEM S53TYIEELGH
30F0.pdb, chain € @ .......... ...CC0000 A LDDLIDTLG. ..ECV..... ..... VLDPM DSTYLEALGI
hcspl.pdb : REVTIPPEYR ELLAKKEGIT GPPADSSKPI GPDDAIDALS SDFTCGSPTA AGKHTEKEES
3DF0.pdb, chain € : KEGTIPPEYR ELLEEME... .......... ... HATDALS SDET...... .vviaaccnas
hCsD1 . pdb ¢ TEVLEAQSRG TVRSAAPPQE K

3pF0.pdb, chain C @ .......c0v cvvnnnennn &

35. abra. A 3DFO rontgenszerkezet alapjan az A- és C-szubdoménben kevesebb
aminosav vesz részt a kotédésben, mint amennyit az NMR mérések alapjan
josolhatunk. A sziirkével Kkiemelt régiok a funkcionalis alegységeket jelolik. A
rontgenszerkezetben csak a kot6édés soran ,,rogziil6> aminosavak latszanak.

A fentebb vazolt okok miatt az NMR analizis, éppen azon a szakaszon lehetséges, ahol
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az atomi koordindtdk a rontgenszerkezetbdl hidnyoznak. Ezek a szakaszok tobbnyire
rendezetlenek, bar a mozgdsok idéskdldjan megjelentek a komplexre jellemzdé lassabb
korreldciok” is. Az A(KM-G?:ZO)- és C(Sg7-A“0)-alegységek feltekeredettnek latszanak,
viszont a B-szubdomén csak részlegesen és gyengébben kotédott a kalpainhoz. Az
PP’EELGK® REVTIPPK® szakaszok tartalmazzdk a biol6giailag fontos S3 S2 SI1
S1°S2°S3’ kétéhelyeket (E>-S1; L¥-82 G¥-S3 és T*-S1°; I°-S2°; P**- $3°). A relaxacios
vizsgdlatok alapjdn a 1%, §3', 1%, RY, LK ¢és T'*-E'* régiokban kolcsonhatdst
feltételezhetiink az enzim és inhibitor molekuldk kozott, aminek szerepe lehet a B-

szudbomén kot6dési folyamatdban is.
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VIl Osszefoglalas

A rendezetlen fehérjék vagy fehérje szakaszok jol definidlt 3D-szerkezet nélkiil
léteznek és toltik be funkcidjukat, ami ellentmond a klaszikus rendezett fehérjékre
kimondott szerkezet-hatds Osszefiiggésnek.{Wright, P.E. és mts. 1999}. A rendezetlen
fehérjék oldatfizisi konformdcidinak és kotédési folyamatdnak vizsgédlata a fenti tétel
hianyossagaira mutat rd. Feltételezhetd, hogy az I[UP-kban lokdlis motivumok
megeldlegezik a célmolekuldhoz kotott forma szerkezetét, igy korldtozva a lehetséges
konformdcidk szdmat, lehet6vé téve a specifikus, kinetikailag és termodinamikailag
hatékony kolcsonhatast.

Munkankban'°N és '"N-"C jelslt fehérjék felhasznéldsdval elvégeztiik a hCSD1%7!*!
valamint a hCSD1 molekula teljes NMR jelhozzdrendelését kiilonbozo Ca® ion
koncetrdciok mellett. Méréseink soran N valamint C és "N tripla rezonancia
spektrumokat rogzitettiink és igy lehetéségiink nyilt a médszerek Osszehasonlitdsara is.
Megallapitottuk, hogy a rendezetlen fehérjék jelhozzarendelése soran a karbonil-szén
kémiaieltolodas-értékek jelfelbontasa a leghasznosabb.

Az rezonanciafrekvencidk  ismeretében masodlagos  kémiaieltolodas-értékek
felhasznalasdval magasabb rendii szerkezeti elemeket kerestiink a fehérjékben. A hasitassal
létrehozott  hCSD1”**' ¢ a hCSD1  kémiaieltolodas-értékeinek — dsszevetésével
megdllapitottuk, hogy a B-szubdomén bizonyos szerkezeti elemekkel rendelkezik, és
ezeket elvesztette a hasitds kovetkeztében.

Spin jelolés modszerrel bemutattuk a hCSD1 rendkiviili mozgékonysdgit, és hogy a
molekuldban tartds, hosszitavi kapcsolatok nem alakulnak ki.

A vizsgélataink jelentds felismerése volt a Ca®* ion hatdsa a kalpasztatin molekuldra.
Megfigyeltik hogy a hCSD1 A- és C-funkciondlis alegységei savas karakter(i
aminosavakkal hatdroltak (E32ETEEE37 és E”(’KEESTEm), és ezek a szakaszok a
masodlagos kémiaieltolodds-értékek vizsgdlata alapjan direkt mdédon Ca®-t kotnek. A
Ca**-ion e régiok glutaminsav oldalldncainak jelentds negativ toltését kompenzdlja és az
elektrosztatikus taszitdst kikiiszobolve, helikdis szerkezeti elemek kialakuldsdt segitheti a
kornyezetiikben. Hasonl6 hatdst figyelhetd meg a hélix formaciét megel6z6 foszforilacids
modositdsok esetében is {Waygood, E., B. 1988}. A hCSD1 szabad forma NMR dinamikai

vizsdlata sordn aldtdmasztottuk, hogy az A- és C-alegységek szabad formdban tranziens
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hélixet formdlnak {Mucsi Z és mts. 2003}, és amfipatikus hélixet kalpainhoz kotott

> 4ltali stabilzdldsa

allapotban {Todd, B. és mts. 2003}. Ezek alapjin szerkezetek Ca
fontos 1épése lehet a regulacids folyamatnak.

A masodlagos kémiaieltolodas-értékek és a dinamikai paraméterek vizsgdlata bizonyos
szintli szerkezeti preferencidkat mutatott a szekvencidlisan konzervélt régiékban. Szabad
formaban a hélixekre jellemzd mésodlagos kémiaieltolédds-értékeket mértiink az D'»
szakaszon az A(S'*-G*)-, az egymadst kovetd $°1-G* ¢s K®-K™ szekvencia szakaszokon a
BM*-M")-, és a G”'-T'™ aminosavakon a C(S¥-C'%)-funkcionalis alegységben.
Irodalmi adatok és méréseink alapjan a TR régié feltehetéen [-rurn szerkezetetl

{Ishima, R. és mts. 1991}. A hCSDI1 molekula NMR dinamikai vizsgdlata aldtdmasztja a

szerkezeti elemek 1étezését a molekula szabad formajdban. (36. dbra)

kotodést.

Kotédési  vizsgdlataink sordn kalpain-kalpasztatin  kolcsonhatdst vizsgdltuk. Az
eredményeink egyértelmlien rdmutatnak arra, hogy a SP_G¥and 1°-T'” szakaszok
kotédnek elébb a kalpainhoz és rogzitik a molekuldt a komplexben. A B-szubdoménhez
kotheté R'-L7 régié is kozel keriil a molekuldhoz, kozvetlen kapcsolatban van az
enzimmel, bar a kotédés nem olyan erds, mint az eldbbiek esetében. Ebben az dllapotban a
funkciondlis alegységeket 0sszekotd linker régiok, G-K% és L*-P%, a szabad formdra
jellemzé mozgékonysaggal rendelkeznek. A ldncvégi A'-K" and A"-K"™! szakaszok is
rendezetlenek maradnak és a kalpainhoz nem kotddnek. Az ilyen ,,hdrom ponton torténd”
kotédés még az IUP-k korében is szokatlan. Leggyakrabban egyetlen felismerd szakaszon
keresztiil kotnek és a mozgékony régidk szabadon maradnak. {Fuxreiter, M. és mts. 2004 }.

Néhany esetben két kotéhely egy flexibilis régidval szétvdlasztva kot, mint a Ste5, Octl
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{vanLeeuwen H.C. és mts. 1997}, vagy bacterial cellulose {von Ossowsky, 1. és mts.
2005} esetében. A hdrompontos kotddést csak az I2 molekula PP1-hez valé kotddése
{Hurley, T.D. és mts. 2007} esetében ismert, és eléforduldsit behatdrolja a specificitast

segitd konformacios entrépia jelentds csokkenése.

37. abra. A mért adatokbdl a fenti sematikus képet allitottuk fel kalpain-kalpasztatin
kotodés folyamatara. Az A- és C-szubdomén erdsen kotédik a molekulahoz, még a a
B-funkcionalis alegység ,Jlazabban”. A szubdoméneket Osszekoté szakaszok és a
terminlis régiok megoérzik a szabad formara jellemz6 mozgékonysagukat.

Modelliink alapjdn a kalpasztatin kortloleli a kalpaint és hdrom, térben és
szekvencidban tdavoli ponton torténik a kotédés. A kotési pontok mozgékonysagit és
irdnyitdsat az 6ket 6sszekoto flexibilis régiok segitik. A hCSD1 kotédési médja kombindlja
a specificitds, a gyors kotdédés és a reverzibilitds elényeit a kalpain reguldciéja sordn.
Kideriilhet, hogy a funkciondlis haszon miatt mds IUP-k is kovetik a fenti kotddési
stratégidt.

A rontgenszerkezet ismeretében kotddési vizsgdlataink fontos felismerése volt, hogy az
IUP-k esetében az NMR fontos komplementere lehet ezen vizsgdlatoknak.
Megallapitottuk, hogy azon régiok melyek a rontgen szdmdra ,ldthatatlanok”, NMR-rel
igen jol vizsgdlhatok. Ugyanakkor a kotddéssel a kalpainhoz koordindlédott régidk az

NMR szamadra lathatatlannd valnak.
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IX Fiiggelék

1. tablazat. A hCSD1 molekula NMR kémiaieltolédéds-érték tdblazata (kalcium mentes

forma).

AS. |H"™(ppm) | N*"(ppm) | C’(ppm) | Ca (ppm) | CP (ppm) | Ha (ppm) | HB (ppm)
Al - - - 51,73 19,42 - -
V2 8,43 120,23 173,65 60,10 32,17 4,57 2,20
P3 - - - - - - -
V4 8,24 120,72 174,15 62,51 32,81 4,16 2,14
ES5 8,47 124,41 176,25 55,80 29,55 4,50 2,06
S6 8,38 117,88 175,95 58,20 63,87 4,53 3,91
K7 8,35 123,99 173,95 54,15 32,65 4,74 1,82
P8 - - - 63,20 31,93 - -
D9 8,47 120,11 176,65 53,73 40,14 4,69 2,81
K10 8,14 121,84 175,45 53,85 32,74 4,73 1,79
P11 - - - 62,93 32,07 - -
S12 8,48 116,23 177,05 58,42 64,18 4,54 3,99
G13 8,42 110,51 175,25 45,36 - 4,08 -
K14 8,24 120,72 176,75 56,26 33,17 - -
S15 8,42 116,30 176,75 58,57 63,99 4,56 3,99
Gl16 8,47 110,49 175,15 45,52 - 4,07 -
M17 |8,22 119,61 174,45 55,88 32,83 4,55 2,09
D18 8,38 120,33 176,25 53,96 39,75 4,70 2,84
A19 8,19 124,45 175,75 53,09 18,65 4,31 1,45
A20 8,13 121,65 177,85 53,05 18,93 4,37 1,51
L21 7,98 119,70 - 55,73 42,08 - -
D22 8,19 118,61 - 53,91 39,04 - -
D23 8,20 118,76 175,65 53,82 39,05 4,72 2,92
124 8,03 121,49 175,65 55,89 42,15 4,41 1,74
125 - - - 61,83 38,54 - -
D26 8,33 121,81 - 53,82 39,17 - -
T27 8,03 113,91 175,95 62,41 69,78 4,43 4,29
128 8,16 123,37 174,85 55,61 42,21 4,45 1,77
G29 8,27 108,84 177,85 45,26 - 4,07 -
G30 8,06 108,49 174,35 44,78 - 4,21 -
P31 - - - 63,53 32,02 - -
E32 8,48 119,53 177,35 56,40 28,83 4,41 2,08
E33 8,29 120,85 - 56,29 28,97 4,49 2,10
T34 8,11 114,28 176,45 62,35 69,69 - 4,38
E35 8,31 121,80 174,85 56,39 28,87 4,45 2,21
E36 8,20 120,11 177,15 57,04 28,90 4,34 2,13
E37 8,30 120,46 - 56,13 29,03 - -
N38 8,42 119,22 175,85 53,46 38,90 4,88 2,93
T39 8,14 114,07 175,45 62,21 69,70 4,49 -
T40 8,12 116,18 174,65 62,28 69,75 4,40 4,26
Y41 8,28 123,50 174,05 58,19 38,97 4,74 3,09
T42 8,08 116,70 175,85 61,29 69,76 4,43 -
G43 7.32 110.304 - 44.58 - -
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AS. | H"™(ppm) | N"™(ppm) | C’(ppm) | Ca (ppm) |CP (ppm) |Ho (ppm) | HB (ppm)
P44 |- - - 63,22 32,12 - -
E45_ [8.52 12056 | 177.25 56,22 28,98 445 2,08
Va6 [8.14 12055 | 176,65 62,28 32,80 442 -
s47  [8.26 11839 [175.95 58,05 63,90 453 3,90
D48 [8.26 12204 [173.75 51,59 40,14 5,00 2,74
P49 |- - - - - - -
M50 [8.28 117,67 |- 55,56 32,08 -
S51_|8.05 115,77 [176.75 58,69 63,97 453 4,04
S52 [8.42 117,65 [175.15 59,53 63,58 - -
T53  [8.03 11538 [175.35 63,07 69,41 - 4,30
Y54 795 12226 [174.75 59,28 38,67 4,56 311
155 [7,93 120,86 |- 62,19 38,48 4,01 -
E56  [8.17 12236 | 176,95 57,16 28,90 428 -
E57_[8.30 12052 | 176,75 56,57 28,97 442 2,09
L58 [8.11 121,82 [176.95 56,29 42,06 426 -
G59  [8.24 107,87 | 178.45 4575 45,74 401 -
K60 | 7,90 11991 [ 174,55 56,45 33,02 441 1.87
R61_|8.15 12059 [175.95 56,21 30,72 - -
B62 833 12096 |- 56,16 29,09 449 2,08
V63 [8.13 12055 [176.25 62,28 32,90 425 218
T64  [821 11829 176,05 62,00 69,79 445 421
165 [8.24 12545 |173.95 58,36 38,76 4,56 -
P66 |- - - - - - -
P67 |- - - 64,10 - - -
K68 |8,37 11855 |- 57,50 32,33 4,57 -
Y69 [7.87 118,87 |- 58,30 38,61 4,64 -
R70 |8.02 12099 |176.25 57,60 30,40 4,16 -
E71 833 12074 |- 56,27 29,08 431 -
L72 [7.99 12193 |- 56,27 42,12 434 -
L73  [8.00 121,14 [177.55 55,84 42,16 4,69 -
A74 [7.98 123,12 [177.55 53,16 18.95 434 1,49
K75 [8.02 11944 [178.25 56,81 32,88 437 1,98
K76 |- - - - - - -
E77 |- - - 56,12 29,48 - -
G78_[831 10934 [176.55 45,39 - 4,06 -
179 [8.00 11945 [174,05 61,27 38,75 - -
TSO |8.24 11752 [176.65 61,77 69,89 4,51 -
Gsl [8.18 11121 |174,55 44,51 - 418 -
R - - - - - -
P83 |- - - 62,99 31,96 - -
A84  [8.43 12397 [176.95 52,69 19.20 436 -
D85 |8.35 11858 |- 53,67 40,07 476 2,87
S86 |87 11635 | 176,05 58,50 63,86 4,53 -
S87 8,34 117,57 | 174,65 58,56 63,87 4,54 -
K88 8,09 123,78 | 174,05 54,14 32,68 472 -
P89 |- - - 62,95 32,00 - -
190 [8.28 121,15 | 176,75 6121 38,90 - 3,12
GOl [8.32 11305 |- 44,56 - 420 -
P92 |- - - 63,55 32,11 - -
D93 [8.52 118,63 |177.15 53,75 39,40 475 2,85
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AS. | H"™(ppm) | N"™(ppm) | C’(ppm) | Ca (ppm) |CP (ppm) |Ho (ppm) | HB (ppm)
D94 8,17 119.68 | 175,55 53,81 39,52 472 -
A95 8,11 12354 |175.45 52,98 19,12 439 148
196 |7.96 11859  [177.95 61,71 38,62 4,18 1,96
D97 [8.30 122,18 [176.35 53,79 39,38 473 -
A9 [8.12 12393 [175.55 53,12 19,13 434 -
L99  [8.07 119.78 | 177.85 55,45 4221 444 -
S100 8,12 11551 |177.75 58,62 63,82 453 401
S101_|8.25 117,17 [174.95 58,61 63,76 452 -
D102 [8.24 12072 [17425 53,78 39,49 449 2,78
F103_[8,09 120,14 [175.45 57,98 39,48 477 -
T104 [8.07 11498 [176,05 62,10 69,86 441 -
C105 [8,39 120,78 | 174,55 55,86 41,00 4,76 323
G106 [8.44 11056 |- 4524 - 4,08 -
S107_|8.11 11633 |173.55 56,27 63,57 441 -
P108 |- - - 63,71 32,04 - -
T109 [8.11 113,19 [177.35 62,01 69,69 - 439
A110 [8.19 126,04 | 174,55 52,79 19,18 4,58 1,50
Alll [821 122,86 |177.55 52,90 19,13 439 1,48
G112 [8.28 107,57 | 17835 4531 4532 4,02 -
K113 [8,06 12055 [174,15 56,23 33,14 441 1.85
K114 |8.39 12273 |- 56,44 33,06 - -
T115 [8.19 11528 | 176.85 61,95 69,85 441 -
Ell6 |8.42 122,85 | 174,95 56,41 29,53 438 -
K117 [8.36 12207 |- 56,58 32,95 437 187
ElIS [8.37 121,62 |176.65 56,24 29.40 44 2,11
E119 |8.44 121,55 17635 56,24 29,39 445 211
S120 8,38 116,53 |176.45 58,64 63,77 4,58 4,02
TI21 [8.20 11556 |175.15 62,55 69,81 4,38 -
B122 [827 12235 |174,55 56,79 29.22 445 2,08
V123 [8.04 12130 | 176,55 63,12 3243 4,10 -
Li24 [8.19 12484 | 17645 55,62 42,18 440 1,70
K125 [8.21 121,86 |177.75 56,62 32,90 434 1,90
Al126 [8.19 12445 |176.65 52,90 19.02 438 -
E127 [8.32 119.16 | 178,05 56,07 29,40 441 214
S128 [827 11648 |176.35 58,40 6391 4,53 3,98
A129 [8.35 12581 [174.45 52,94 19.23 445 -
G130 [8,34 107,52 | 178,25 45,34 - 4,09 -
TI31 [8.02 11390 | 17435 62,26 69,86 443 -
V132 [8.19 123,06 | 174,65 62,39 32,68 421 2,15
RI33 [847 12537 | 176,05 55,95 30,90 448 1,86
Si134 832 11740 [176.15 58,19 63,90 452 3,94
Al35 |8.34 126,04 [173.95 52,32 19.36 444 148
A136 |82 124,69 | 176,95 50,40 18.24 4,67 144
P137 |- - - - - - -
P138 |- - - 62,99 - - -
Q139 [844 120,16 | 176,85 55,81 29,63 4,40 2,06
E140 [841 12244 [175.95 56,01 29,37 445 2,06
K141 [8.09 126,60 | 17525 57,34 33,50 429 1,80
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2. tablazat. A hCSD1%”"*! molekula NMR kémiaieltoléd4s-érték tablazata.

AS. | H™ (ppm) | N"™ (ppm) | Ca (ppm) | Hot (ppm)
P67 |- l i B
K68 |- B » B
Y69 |8.29 121.8 56,5 451
R70 |- - - -
E71 830 122,0 56,7 471
L72 |825 119,1 56,4 428
L73 [8.29 123,1 54.5 428
AT4 8,07 124,5 52,6 423
K75 |8.12 120,6 553 424
K76 |8.41 1223 56,6 436
E77 |8.38 122,5 56,7 426
G78 |8.38 109.9 454 3.93
179 |7.97 119.8 61,3 427
TS0 |8.24 118,0 61,7 439
G81 8,16 1116 44.6 411
PS2 |- B - B
P83 |- B - 439
A84 8,40 1243 52,6 424
D85 |8.27 119.4 543 4,59
S86 |8.25 116.7 58,8 443
S87 835 117.9 58,7 4.40
Ks8 |8.01 124,0 542 4,60
P89 |- - - -
190 826 121,5 61.3 4,16
G691 |8.41 113.8 447 424
P92 |- B - 436
D93 |8.42 119.4 54,6 4,59
D94 |8.01 120.3 54,7 451
A95 8,06 123,7 52,6 432
196 |7.97 119.5 61,5 4,08
D97 |8,29 123,6 54,5 4,55
A98 [8.11 123.8 52,9 424
199 |8.11 120.1 553 432
S100 | 8.21 B B B
S101 |- 1172 58,5 4.40
D102]8.19 1217 54,6 4.55
F103 | 8,10 120,6 58,1 463
T104 | 8,07 1152 624 423
€105 8.35 120,9 56,0 463
G106 8,39 110,8 454 3,95
S107 | 8,07 116,6 56,3 475
P108 |- B - 447
T109 | 8,07 1134 62,0 425
AL10]8.15 126.3 52,7 428
AlLlL|8.18 1232 52.8 427
G112]824 107.9 453 3,89
K113 8,03 120,9 56,2 4,30
K114 8,23 122,1 56,7 428
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AS. | H™ (ppm) | N"™™ (ppm) | Ca (ppm) | Ha (ppm)
T115 |8,23 115,8 61,9 4,31
E116 | 8,46 1234 56,8 4,28
K117]8,29 121,8 56,7 4,24
E118 |8,40 1232 56,5 4,16
E119 | 8,46 1224 56,7 4,31
S120 | 8,40 116,9 58,6 4,47
Ti121 | 8,21 116,1 62,8 4,39
E122 | 8,31 1229 574 4,22
V123 (7,97 121,3 63,5 3,96
L124 |8,10 1243 55,8 4,24
K125]8,14 121,9 56,9 4,20
A126 | 8,20 123,5 53,0 4,28
E127 | 8,06 119,5 55,3 4,28
S128 | 8,08 116,2 58,4 4,43
Al129 [ 8,29 1259 53,0 4,32
G130 | 8,30 107,7 454 3,96
TI131 [7,97 114,1 62,1 4,31
V132]38,15 123.3 62,5 4,08
R133 (8,44 125,6 56,0 4,36
S134 18,26 1177 58,6 4,40
Al135 (8,30 126,2 52,2 4,32
Al136 8,17 1249 50,5 4,55
P137 |- - - -
P138 |- - - 4,36
Q1391840 120,5 55,8 4,28
E140 | 8,43 123.3 56,7 4,28
K141]7,93 127,2 57,7 4,12
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