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Roviditések jegyzéke

Az értekezésben az aminosavak egybetiis roviditését hasznalom. A Clr CCP modulok

aminosav-szamozdsa a PDB (Protein Data Bank) adatbdzisban taldlhaté szerkezetekkel

osszhangban szerepel. Igyekeztem alabb a gyakran el6fordulé roviditéseket megadni, a ritkdn

eléforduldkat csak ldbjegyzetként oldottam fel. Szekvencidk felirdsanal eléfordul, hogy a

fehérje CCP modul sorszdmdra egy ,tilde” utdn irt szimmal utalok, igy a Clr~2 a Clr

masodik CCP moduljat jeloli.

CcCp
COSY
CSMD
CUB

C4BPa.
DSS

EGF
HSQC
HVL
MASP-1/3

MASP-2

NMR
NOE
NOESY

RMSD
SP
TOCSY
TPPI

Komplement kontroll modul

Korrelélt spektroszkdpia

CUB és sushi modulokat tobbszorosen tartalmazo fehérje

C1r/Cls, Urchin-tipusi EGF és Bone morphogenic protein 4ltal alkotott
mozaiksz6. Ezekben a fehérjékben gyakran eléfordulé modul.

C4 kot6 fehérje o alegysége

3-(trimetilszilil)-propan-1-szulfat natriumsdja

Epidermélis novekedési faktorrdl elnevezett modul

Heteronukledris egyszeres kvantum korreldltatott spektroszkdpia
Hipervaridbilis hurok a CCP modulon. Megfelel a BC huroknak.

Az elsé és harmadik manndz-koto lektin-asszocidlt szerin protedz. Clr
és Cls homolég.

A masodik mann6z-kotd lektin-asszocidlt szerin protedz. Clr és Cls
homolég.

Migneses magrezonancia

Atommagok kozott fellép6 Overhauser hatés

Atommagok kozott fellépé Overhauser hatdson alapulé NMR-
spektroszképiai modszer

Az eltérések négyzetes kozepe

Szerin protedz (domén)

Teljesen korreldlt spektroszképia

Idéardnyos fazisnovelés



Bevezetés

Az NMR-spektroszkoépia fizikai, majd kémiai alkalmazdsa utdn a *90-es évekre eljutott
oddig, hogy biokémiai rendszereken (biopolimereken: fehérjéken, nukleinsavakon és
poliszacharidokon) is alkalmazhatéva vélt. Ezalatt az id6 alatt a technika jelentds véltozdson
ment keresztiil és, bar nem képes felvenni a versenyt a rontgenkrisztallografia bioldgiai
alkalmazdsdval, szdmos téren egyediildllé megkozelitéssel jarul hozza a biomolekuldk
megértéséhez, mellyel a krisztallografiat kiegészitd modszerré 1épett el6. A kis szerves
molekuldkhoz képest a biopolimerek nagyszami atomja miatt mas megkozelitést igényel azok
értelmezése, megértése.  Szdmos esetben egyszerisitésekre kell szoritkozni, kiilonben
haszndlhatatlannd vélik az atomokt6l és kapcsolataiktdl eredé nagyszamu informacio.

Az értekezést rovid irodalmi attekintés utdn a célkitiizéseknek megfeleléen szandékoztam
tagolni. A kisérletek értelmezéséhez sziikséges legrovidebb elméleti bevezetésre torekedtem.
A felépités koveti a célkitiizésekben szereplé kérdéseket: (1) a modulok alapvetd
jelazonositasat és azok szerkezeti informdcidtartalmat, (2) a modulok gerincének dinamika-
vizsgdlatat, (3) végiil a modulok kozotti kolcsonhatdst kovalens egységként illetve
asszocidtumként.

Az értekezés megirdsakor figyelembe vettem, hogy a Biolégia Doktori Iskola Szerkezeti
Biokémia Programjdnak keretében torténik a tanulmdny elbirdldsa, emiatt igyekeztem a
fizikai, kémiai és a bioldgiai nevezéktan kozott kompromisszumot kotni. Idénként fejtorést
okozott az idegennyelvil kifejezések megaddsa kiilonosen, ha magyarul nehezen leirhaté

kifejezésbe futottam bele, emiatt az olvasé megértését kérem.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A komplementrendszer

Minden €161ény szdmadra fontos az immunitds, vagyis a kérokozékkal szembeni ellendllds
és védekezés. Gerincesekben az tigynevezett aspecifikus velesziiletett immunitds f6 eleme a
komplementrendszer, azaz a vérplazmdban taldlhaté tobb mint harminc fehérje, melyek a
véralvaddsi enzimkaszkddhoz hasonléan egymast aktivalé szerin protedzok €s fontos
jarulékos molekuldk szabalyozott miikodésének rendszere (SmM 2000; SiM 2004). Ahogy a
véralvaddsi rendszer, dgy a komplementrendszer miikodése sordn is a szervezet
homeosztizisanak fenntartdsa valosul meg. Eldbbiben az endothelium sériilése elleni
védekezés a szoveti faktorral (IIT-as faktor, 'extrinsic' Gtvonal) vagy példaul prekallikreinnel
(‘intrinsic' dtvonal) val6 kontaktus, utébbiban a kezdeti fertdzés elleni védekezés a kérokozdok
felismerése (klasszikus, lektin-aktivdlt, alternativ tdtvonalak) révén jon létre. A szerin
protedzokkal torténd kovalens kotések hasitdsaval megvaldsuld poszttranszlaciés médositds
mellett a két enzimrendszer tovabbi parhuzamaként emlitheté meg, hogy kovalens kotések
l1étrehozdsa is torténik a folyamatok sordn. Ezek a véralvaddsi kaszkddban transzglutaminacid
(XIMI-as faktor) sordn amidkotés, mig a komplementrendszerben tioészter kotés
felbomldsdhoz kapcsolt (C3b és C4b)? észter- vagy amidkotés létrehozdsa, mely utobbi
mechanizmus szerepét Diptereikban3 korokozok (BAXTER 2007; BLANDIN 2008) elleni
védekezésben is felismerték.

A kérokozok felismerése a klasszikus ttvonalon a C1 4dltal, a lektin-aktivalt Gtvonalon a
korokozok felszinén 1évo termindlis mannéz molekuldk mann6z-koto lektinek révén4, mig az
alternativ utvonalon a C3 spontdn hidrolizise dltal jon létre. Bar mindhdrom
kiillonbozéképpen aktivdlédik a végén mindhdrom egy kozos ttvonalban egyesiil. A

komplementrendszer miikodésének eredményeként létrejon a membrant kdrosité komplex

2 A komplement fehérjék elnevezése C1-C9-ig a felfedezésiik sorrendjében tortént. A proteolitikus hasitssal
keletkez6 termékeket kis betiivel irjdk a molekula utdn ("a’ a kisebb, *b’ a nagyobb fragmens), igy példaul a C4
hasitdsabdl szarmazé termékek koziil a C4a a kisebb és C4b a nagyobb. Ezek koziil az egyetlen kivétel a C2,
ahol a nagyobb terméket C2a-nak nevezték el.

3 Kétszarnytiak, pl. a legyek és a szinyogok.

4 Az eukaridta sejtek felszinén a mannéz egységek tipikusan szidlsavval vannak elfedve, igy a szervezet sajit
sejtjei nem képesek aktivdciora.



(MAC), mely a kérokozok membranjdba beépiilve hasitja azokat. Ez a C5-6-7-8-9, dltal
1étrehozott polimer révén megvaldsuld sejtlizis kiilondsen hatékony a Neisseria meningitidis
és gonorrhoeae elleni védekezésben (ROSS 1984), vagy akar szamos virus ellen (BLUE 2004).

Az egész komplementrendszer funkcidjat tobbféle médon képes elldtni, pl.: (1) C3b, C4b
dltal opszonizdlja ° a testidegen molekuldk epitGpjait, (2) membrankdrosité komplex
kialakuldsaval korokozd sejteket hasit, (3) C3a, C4a, CS5a az un. anafilatoxinok révén
gyulladasi faktorokat valaszt ki hizésejtekben és heptahelikdlis transzmembran receptorokhoz
kotddve fagocitdkat/makrofagok toboroz (kemotaxis), (4) vorosvértestek felszinén 1évo
C3b/C4b receptorhoz (CR1°, CD357) kotédve tisztité szerepe van a molekuldris és sejtes
tormelékek eltdvolitdsaban.

A komplementrendszer erdsen szabdlyozott, nemcsak a szerin protedzok nagyfoku
specificitdsa révén, hanem szdmos szabdlyozé molekula dltal is, mellyel elkeriilheték az
autoaktivdciés mechanizmusok. Ezek a szabalyozé molekuldk az RCA géncsaldd® termékei
(DE CORDOBA 1999), melyek az MCP® (CD46), a DAF'® (CD55), a CR1 (CD35) és CR2
(CD21)", a H-faktor, a C4-kité fehérje o és B lanca, és tipikusan vagy a szerin protedz
komplexeket destabilizaljak (C4bC2b, C3bBb) vagy ezek degradacidjaban részt vevo I-faktor
szerin protedz kofaktoraiként miikodnek. Szabdlyozds szempontjdabol fontos megjegyezni

még a Cl inhibitort is, mely a C1 komplex enzimeit inaktivélja'ZA

1.2. A C1 molekulakomplex

A C1 molekulakomplex a komplementrendszer klasszikus utvonaldnak legelsd
molekulakomplexe, mely a Clq szerkezeti fehérjébdl illetve a 2-2 Clr és Cls homoldg szerin
protedzokbdl all. A heteropentamer C1q alegység szerepe, hogy felismerje a tipikusan IgG és
IgM ellenanyagok és antigének alkotta immunkomplexet és eldidézze a Clr autoaktivaciéjat.

Ez feltételezhetéen az immunkomplex kotése révén, a C1 komplex stabilizdldsdn keresztiil

> Az opszonizici6 sordn az antigének reaktiv epitGp felszineinek elfedése a szervezet molekuldival, mely
folyamat eredményeként megvaldsul a fagocitdk hatékony antigén-endocitézisa valésul meg.

© CR (komplementreceptor).

7 A CD (differencidciés klaszter) nevezéktan egységesiti a sejtfelszini molekuldk neveit.

8 Az RCA (regulator of complement activation) elnevezés pontosan ezen fehérjék szabélyozé szerepére utal,
melyek génjei egyiitt fordulnak el6. Tobbnyire egyforma szerkezeti elemek épitik fel ezeket a fehérjéket (az tn.
CCP-k 1d. késobb).

° MCP, membrin kofaktor protein, a komplementrendszer szabdlyozasdban résztvevo egyik fehérje.

' DAF, a komplement reakcié lecsengését el6segité szabalyozo fehérje, faktor.

""" A komplementreceptorok alléljeinek fiiggvényében, melyek vércsoportok megkiilonboztetésére is szolgdlnak.
"2 A C1 inhibitor a véralvadasi kaszkad reguliciéjaban (XII-es faktor inhibitora) is részt vesz.



val6sul meg (ZICCARDI 1984). Kimutattdk, hogy ezt a hatast a fiziol6gidsndl kisebb
ioner6sség is képes kivaltani, amibdl feltételezhetd az ionos kolcsonhatds megsziinésének
szerepe a Clr autoaktivaciés mechanizmusdban. A Clr autoaktivdciéja sordn a zimogén
szamottevd konformacids valtozdson megy at (VILLIERS 1983). Ezt kovetden az aktivalt Clr
hasitja a Cls zimogént, majd az tovabbi fehérjék szigorian szabdlyozott proteolitikus
aktivacigjat végzi el: hasitja a C4 heterotrimert (RosSI 1998; BALLY 2005) és a C2 szerin
protedzt (RossI 2005).

A C1 szerkezeti-felismerd alegysége a Clq, mely hdrom eltéré polipeptidldnc Gsszesen
hat példdnyban el6fordulé kovalens egysége (REID 1976A), és hat tulipanbol dll6 csokorra
emlékeztet. A Clq mind a hat dga trimer felépitésii szerkezetileg a C-tipusi lektinek III-as
csoportjaba tartozik, melyeket kollektineknek neveztek el (DRICKAMER 1993) a kollagénhez
hasonl6 felépitésti régija (REID 1974, 1976A, 19768, 1977) és a globuldris

 miatt. A kordbban emlitett izotipusi ellenanyagok Fc

szénhidratfelismerd doménje '
részének '* recepcidjdban a globuldris trimer vesz részt, melynek szerkezetét B-szalak
antiparalel B-reddzott rétegei alkotjak (GABORIAUD 2003; PAIDASSI 2008).

A CI Katalitikus alegységét a két Clr és a két Cls alkotja. Ca®* jelenlétében a Cls N-
termindlisa (az un. Clsa) ellentétben a Clr N-termindlisdval (az tn. Clra) homodimert, a két
fragmens elegye heterodimert alkot (THIELENS 1990). Ezek az eredmények a teljes
molekuldkra nézve is érvényesnek bizonyultak, azzal az érdekes megfigyeléssel, hogy a Clr
Ca’* jelenléte nélkiil, pH fiiggd médon dimert képez, mig a Cls erre nem képes (ARLAUD
1980; VILLIERS 1985). Mindezek végiil is megerdsitették azt a modellt, mely szerint a
katalitikus alegység tetramere Ca’* jelenlétében Cls-Clr-Clr-Cls szekvencia szerint
antiparalel elrendezédésben kapcsolédik (VILLIERS 1985) a felszineik jelentés mértéki
eltemetddése mellett (AUDE 1988). A modell szerint mindegyik enzim két-két
doméncsoportra oszthaté az interakcids és a katalitikus doménekre, melyben a Clr:Cls
heterodimerizaciét az interakciés domének, a Clr:Clr homodimerizaciét a Xkatalitikus
domének kozvetitik. Osszhangban a modellel az elektronmikroszképos felvételek a tetramer
nydjtott szerkezetét mutattdk (TSCHOPP 1980), mig a teljes heteropentamer C1 komplexben a
tetramer eltemetddik a Clq szdrai kozott (STRANG 1982). Nemcsak a katalitikus alegység
asszocidcidja, hanem a teljes C1 komplex asszocidciGja is Ca®* jelenlétében megy végbe,

melyben a Cls N-termindlis doméneknek meghatdrozé szerepiik van (BUSBY 1990).

'3 Lektin ttvonal homol6g fehérjéje (Mannéz-kito lektin, MBL) is ebbe a csoportba tartozik.
'* Az ellenanyagok papainnal torténé emésztése sordn keletkez$ egyik fragmentum, mely az immunrendszert
képes aktivélni. Fc rész konnyen kristalyosithatd, innen a fragmentum réviditése: kristdlyosithaté fragment.

10



1.3. A C1r molekula

Mint dltaldban az extracelluldris fehérjék (BORK 1991; BORK 1996) a Clr, Cls homolégok
is moduldris felépitésti glikoproteinek szerin protedz aktivitdssal (VILLIERS 1985; LACROIX
1997). N-termindlist6l a C-termindlisig hat-hat modul épiti fel ezeket rendre: CUB1 (BORK
1993), EGF (CAMPBELL 1990), CUB2, CCP1 (REID 1989), CCP2 és SP (1. 4bra).

A Clr enzim a kimotripszin tipusi szerin protedzok csalddjaba tartozik (RAWLINGS 1993).
Az emberi mdjsejtek dltal termelt intakt Clr 705 aminosav hosszi és tobb domén alkotja. A
zimogén autoaktivacidja sordn egy R-I kotés hasad el az aktivaciés szekvencidban, melynek
eredményeképpen visszamarad a diszulfidhiddal 6sszetartott nagyobb A és kisebb B ldnc. A
B lanc megfelel a szerin protedz doménnek, mig az A lanc a tobbi, N-terminalis doménbdl all
(CUB1-EGF-CUB2-CCP1-CCP2). Az A lanc tovabbi autolitikus hasitdsanak
eredményeképpen elkiilonithetd egy o (210 aminosav), egy B (66 aminosav) és egy Y (176
aminosav) fragmentum (VILLIERS 1985), melyek hozzdvetSlegesen megfelelnek rendre a

CUBI-EGF, CUB2 és CCP1-CCP2 moduloknak.

1. abra. A Clr molekula sematikus domén felépitése és autokatalititkus fragmentumai. A modulok és
domének szaggatott fiiggéleges vonallal vannak elvélasztva, melyek az N-termindlis felol CUBI,
EGF, CUB2, CCP1, CCP2, SP. A redukalt fragmentumok rendre o (CUB1-EGF és a CUB2 rovid N-
termindlis része), B (a CUB2 tovabbi része; az 0-f kozosen az A fragmentum), Y (CCP1-CCP2) illetve
B (SP a két aldoménjével, SPy és SPc), mig oxiddlt koriilmények kozott a katalitikus fragmentum
egyben marad, ez a Y. A nyil és a bekarikdzott rész az aktivdcids hasitéhelyet emeli ki. A
diszulfidhidakat nem jeldltem. (REID 1989; VILLIERS 1985)
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Az interakcios doméneket hordozé o fragmentum a jelenleg ismert legkisebb egység,
amely képes Ca”" jont kotni, igy se a CUBI, se az EGF erre 6nmagdban nem képes. Ca® ion
szerkezet-stabilizdl6 hatdssal bir, a kation nélkiili fragmentum denaturdciés hémérséklete
(ionerésségtdl fiiggéen: 26-40°C) tobb mint 20°C-kal alacsonyabb, a Ca®* ionnal telitett
fragmentuméndl (BUSBY 1987).

A B fragmentum jelentds részben a CUB2 doménbél dll, annak N-termindlisa kivételével.
A teljes CUB2 domén szintén képes kis affinitdssal Ca®* jont kotni (MAJOR 2010). A B és
fragmentumok kozotti szekvencia szamos proteolitikus enzim hasitdsi helyét tartalmazza (V8
protedz, elasztdz, plazmin, kimotripszin, termolizin és C1r) (ARLAUD 1986).

A Clr molekula teljes katalitikus funkcidjdt elldtja annak C-termindlisa a y és B lancok
diszulfidhidon keresztiil 6sszekapcsolt kovalens egysége, amit Yg-nek neveznek (GAGNON
1985). A funkciondlis katalitikus fragmentumot (yg) Osszesen 3 domén alkotja, nevezetesen
CCP1, CCP2 (y) és SP (B) domén. Hasonl6an a kimotripszin-tipusi csaldd tobbi tagjahoz a
Clr B domén is két aldoménre oszthat6, mindkettd B-hordé szerkezeti.

A szerin protedz doménje (PERKINS 1993) révén természetes szubsztratja a Cls, de leirtak
az MHC-I hasitdsat is (ERIKSSON 1990; ERIKSSON 1992; ERIKSSON 1996). Cls hasitdsihoz a
Clr CCP2 modul nem sziikséges, de jelenléte szamottevéen megndveli az SP domén
katalitikus aktivitdsat (KARDOS 2001) Osszevetve a teljes yg fragmentummal vagy pedig a B
doménnel.

A Clr jelentds poszttranszlaciés médositisokon esik at. Ezek kozé tartoznak a CUB
modulok és az SP domén N-glikozilaciés helyein torténé modositasok (Liu 2005), szam
szerint rendre egy-egy illetve ketté. Tovabbd a Ca>* kitésében szerepet jatszé aszparagin p-
helyzetii hidroxildcidja (ARLAUD 1987) az EGF modulban.

A molekuldban eléfordulé modulok tipikus tagjainak térszerkezete ismert. Elérhetd
példdaul az EGF modul oldatfdzisi szerkezete (lapq BERSCH 1998), mely egy az EGF
csoporton beliil kiilonlegesen hosszi flexibilis beépiilést hordoz (WOUTERS 2005); a g
fragmentum, melyet egyben kristdlyositottak ki és dontéen meghatdrozza a jelenlegi Clr
homodimerizdciés modellt és a C1 heteropentamer komplexrdl alkotott képet, hiszen,
ahogyan az varhaté volt a kordbbi kisérletek alapjan (ARLAUD 1986), rontgenszerkezete is
homodimert mutat. A yg fragmentum szerkezetét mind zimogén (1gpz BUDAYOVA-SPANO
2002A), mind aktivdlt formdban is meghatdroztdk (2qy0 KARDOS 2008). Végiil a Clr
aktivdcio szerkezeti hatdsa is tanulmanyozhatéva valt a CCP2-SP doménpér zimogén (1md7)

és aktivélt (1md8) kristalyszerkezeteinek ismeretében (BUDAYOVA-SPANO 2002B).
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Az egyetlen doméntipus, melynek szerkezete nem ismert a Clr-bél a CUB (CUBI illetve
CUB2). A Clr-homolég fehérjék CUB moduljait ugyanakkor kikristdlyositottdk és
meghatdroztak a szerkezetiket. [gy ismert szerkezetli a Cls molekula CUBI-EGF
modulpérja (1nzi GREGORY 2003), a masp-2 gén hnRNS-ének alternativ hasitdsi terméke a
MAp19 szintén CUBI-EGF pérja (1szb GREGORY 2004), valamint a MASP-2 (1ntO FEINBERG
2003) és MASP-1/3 (3dem TEILLET 2008) teljes CUB1-EGF-CUB2 (o és P) interakcids

fragmentuma.

1.4. A tipikus CCP modul

A kozvetlen vizsgélati objektumom a Clr két CCP modulja. A CCP modulok, mds
elnevezés szerint SCR'® vagy sushi modulok, extracelluldris fehérjék szerkezeti egységeként
kiillonosen gyakoriak az immunrendszerben (REID 1989). A kordbban emlitett RCA
géncsoport termékei szinte kizdrélag a CCP modulok tobb képidjdabél allnak, igy az MCP
négyet, a DAF szintén négyet, a CR1 alléltdl fiiggden 23, 30, 37 vagy 44 kopidt tartalmaz,
ahogyan a CR2 is 15 vagy 16 darabot, a H-faktor 20 képidt, az apolipoprotein H 6t modult'®,
végiil a C4-kotd fehérje o ldnca tipikusan nyolcat, a B ldnca pedig harmat tartalmaz. Harom
modul taldlhaté tovabbd a B-faktor és a C2 szerin protedzokban is. Altaliban nagy
példdnyszamban taldlhaték meg szelektinekben és CSMD'” molekuldkban'® vagy esetenként
két modullal, mint a komplementaktivicié kezdeti fehérjéiben (Clr, Cls és MASP
molekuldk) és transzmembran receptorokban, mint az IL2Ra" alegységében (RICKERT 2005)
vagy a GABAgRla?’ (BLEIN 2004) fehérjében. Az RCA fehérjék hatdsdt utdnozva
el6fordulnak tovabba virdlis (Herpesviridae és Poxviridae) membranfehérjékben is (BLUE
2004; SPILLER 2006).

CCP modulok gyakran fordulnak eld komplement szabdlyozé fehérjékben (KIRKITADZE
2001). A komplementrendszer membranfehérjéit kiakndzva virusok (FINGEROTH 1984;
DOERIG 1993; NANICHE 1993; BERGELSON 1994) és baktériumok (HASAN 2002) sejtspecifikus

lehorgonyzasdhoz és bejutdsdhoz jarulnak hozzd, vagy egyszerlien hozzakotddnek az RCA

5 SCR, révid konszenzus ismétlédés.

' Egészen pontosan a C-termindlis utolsé CCP-szerti modult.

'7 CUB és sushi modulokat tobbszordsen tartalmazé fehérje.

'8 p_szelektinben 9, E-szelektinben 6, L-szelektinben 2, CSMDI-ben és CSMD3-ban 28, CSMD2-ben 26
példany fordul elé.

1 Az IL2R0, interleukin 2-es receptor 0 alegység két CCP modulja tin. domén-kicserélodés révén alakul ki.

2 GABAgRIa, a B tipust y-amino-vajsav receptor la alegysége.
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fehérjékhez (ZipFEL 2002; BLom 2004), igy keriilve el a komplementrendszer dltali
elimindlasukat.  Tipikusan fehérje-fehérje (HOURCADE 2000; KRYCH-GOLDBERG 2001;
KIRKITADZE_2001) vagy fehérje-cukor (PROTA 2002; MARK 2006; SCHMIDT 2008A; SCHMIDT
2008B) kolcsonhatasokban vesznek részt.

Amikor az ismert fehérjeszekvencidk szdma lehetévé tette, szamitogépes modszerrel
aminosav mintdzatkeresése révén jellegzetes hasonlésagokat észleltek (REID 1986),
melyeknek megadtdk konszenzus szekvencidjat. Egy kisebb, de a fehérjecsaladon beliil jol
jellemzett szekvencidlis adathalmaz (,betanité halmaz”) révén létrehozott konszenzus
mintdzattal keresve tdvolabbi homolégokra lehetett ramutatni (,,préba halmaz”), melyek révén
djabb szekvencidkkal lehetett novelni a létez6 adathalmazt (PATTHY 1987). Az SCR esetében

egy finomitott konszenzus szekvencia a 2. abran ldthatd.

CxxPPgIxNGxxxxxxxgxxYxxGDxVxYxCxfoYxfof7Gxxgggxxx1xngngWSxxxgxxxxPxCP’
CPQPKTLDEFTIIQNLQ-PQYQFRDYFIATCKQG-YQLIE--GNQVLHSFTAVCQDDGTWHRA-———— MPRC
CGQPRNLPNGDFRYTTTMGVNTYKARIQYYCHEPYYKMQTRAGSRESEQGVYTCTAQGIWKNEQKGEKIPRC
CPKEDTPNSVWEPAK---AKYVFRDVVQITCLDG-FEVVE--GRVGATSFYSTCQSNGKWSNS———-— KLKC
CGIPESIENGKVEDP---ESTLFGSVIRYTCEEPYYYMENGGG———-——— GEYHCAGNGSWVNEVLGPELPKC
CKSPPEISHGVVAHMS--DSYQYGEEVTYKCFEG-FGID---GP————— ATIAKCL-GEKWSH—————— PPSC

2. dbra. A CCP konszenzus szekvencia a konzervélt aminosavakkal (PATTHY 1987) és alatta néhany
CCP modul szekvencia-illesztése rendre a két Clr (CCP1 és CCP2), majd a két Cls (CCP1 és CCP2)
és legalul a 2.dbrdn lithaté CCP16 a H faktorbol. Az N-kapcsolt szénhidrat helyzetét az aldhizott
aminosav jeloli. Minden modul szekvencidja emberi fehérjébél szarmazik.

Egy tipikus CCP modult hozzavetSlegesen 60 aminosav alkot. Altaldban nehézséget okoz
a modulhatdrok definidldsa, mely az extracellularis CCP-k esetében mégis viszonylag
egyértelmti. Egy ilyen jol definidlhaté mezsgye a konzervilt diszulfidhidak cisztein
maradékai, igy az elsd cisztein a modul eleje és a negyedik cisztein a modul végét hatirozza
meg. A ciszteinek 1-3 és 2-4 (vagy egy mdsik szokdsos jelolés szerint: abab) mintdzat szerint
alkotjdk a két diszulfidhidat.

Nem meglepd, hogy a konzervdlt aminosavak szerkezetileg is konzervilt régi6kban
taldlhatok. Az eddig meghatdrozott szerkezetekben a konzervalt triptofan (tipikusan Gi,, W;)
aminosav indol csoportja az 1-3 diszulfid hid térbeli szomszédsagdban helyezkedik el tgy,
hogy a heteroatomos benzolégot étellenes oldaldrdl a szekvencidlisan els6, konzervalt prolin
zdrja le. A kovetkezd aromds gylirli (az elsé tirozin fenol csoportja) megkozelitleg
mer6legesen hatarolja az indol gyirit (,,edge-to-face"). Megjegyzendd, hogy ilyen aromds-

aromds kolcsonhatds adatbazis vizsgdlat sordn is gyakorinak bizonyult (SAMANTA 1999;

! g: eltéré hossziisdgu beékelést jelsl (,.gap").

14



SAMANTA 2000). Frdemes megfigyelni, hogy a rakévetkezé GD szekvencidban a glicin az
in. G1G-tipusi ,.B-dudor” részét képezi, melyben a glicin preferalt a tobbi aminosavval

szemben (RICHARDSON 1978; CHAN 1993).

A AB B BC CCD D DEE EF F FG G GH H
LP( KSPPEISHGVVAHMSDSYQYGEEVTYK( FEGFGIDGPAIAK( LGEKWSHPPS( IK

3. dbra. Az els6 oldatfdzisi CCP szerkezet a H-faktor 16-os moduljdnak szalagmodellje két oldalrél
és szekvencidja (PDB*": 1hcc) (BARLOW 1991; NORMAN 1991). Az idedlis B-szdlas szerkezeti elemek
az dbrdn nyillal, a szekvencidn alahizassal (A-H) és a kozottiik elhelyezkedd B-kanyarok €s hurkok a
szekvencia felett vannak jelslve (AB-GH). A kék a 16-os modul B-szdljait, a sdrga a ciszteineket
mutatja. HVL: hipervaridbilis hurok megegyezik a BC hurokkal.

Nagy vonalakban igy jellemezheté egy tipikus CCP térszerkezet N-termindlis fele. A
szerkezet C-termindlis felét, azaz a masik diszulfidhid kornyezetét egy aromads és apolaros
oldallanc (Y;, Liy) képezi nytjtott gerinckonformaciéval. A kovetkezd emlitésre méltd
konzervalt szekvencia az NG, mely szerkezeti megkotottség hidnydban gylriizarasra képes
(GEIGER 1987). Az aszparagin és a glicin reaktiv amidjainak a tdvoltartdsa feltételezhetden a
funkcids csoportok rogzitése révén torténik egyrészt a B-kanyarban (glicin NH), mésrészt az
elébb emlitett aromds fenol (Y;) oldallanccal valé kolcsonhatds (aszparagin oldallanc amidja)

révén.

> Az angol nyelvii szakirodalom a B-bulge elnevezést haszndlja, amire nem taldltam magyar kifejezést. A
tovdbbiakban a ,,3-dudor” kifejezést hasznalom idézdjelben.

2 A térszerkezetek a Protein Data Bank (PDB) fehérje adatbdzisbdl szdrmaztak, amikre az értekezésben a
szokdsos négykarakteres roviditéssel hivatkozom.
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Ezeken kiviil meglehetdsen sok apoldris karakter(i aminosav is taldlhaté a szekvencidban,
melyek hozzdjarulnak a modul un. B-szendvics szerkezetének a létrejottéhez  és
stabilizdldsdhoz (BARLOW 1991; NORMAN 1991). Ezek a P-szdlak antiparalel
elrendezédésben épitik fel a két P-redézott réteget (3. dbra). Beépiilések és mutdciok
leggyakrabban az tn. hipervariabilis hurokban (BC-hurok) taldlhatdk, de el6fordulnak mashol
is (pl. EF- és GH-hurok) és gyakran a B-kanyarok helyett azok hosszabb kihurkoléddsaiként
DE- (SMITH 2002) és FG-kanyarok (UHRINOVA 2003; JENKINS 2006) jelentkeznek. Ez
utébbiak révén a tandem elhelyezkedésti CCP modulok®* kélesonhaté felszinei jelentdsen
meghatdrozhatjdk a modulok egymdshoz viszonyitott térbeli elhelyezkedését. Erdekes, hogy
a modulok kozotti tn. linker szekvencia hossza és a szomszédos modulok egymdshoz képest
kialakul6 flexibilitdsa nem feltétleniil fiigg 6ssze egymdssal (SCHMIDT 2010). Cukorkotd
CCP modulok esetében (a kotSpartner gyakran heparin, heparin-szulfit) a kotést a
kolcsonhato felszinen 1év6 aminosavak alakitjak ki (BLoM 2002), és a kotésben feltételezhetd
a bazikus aminosavak megfelelé szekvencidlis mintdzata. fgy a cukor kotésével
befolydsolhat a fehérje térbeli orientdcidja illetve a modulok kotésben mutatott kooperdcidja
révén a kotés erfssége. Megjegyzendd végiil, hogy a B-szdlakon kiviil a leginkdbb konzervalt
madsodlagos szerkezeti elemek az AB-kanyar és a CD ,,f-dudor” (CHAN 1993). A konzervilt
régiok a két diszulfid-hid koriil csoportosulva teremtik meg az alapjat annak, hogy a variabilis
régidkba hosszabb-rovidebb szakaszok épiiljenek be, ami altal a modulok kiilonféle funkcidt
tolthetnek be.

Egyik ilyen funkcié példdul a heparin kotése (SmMITH 2000). Modellezték kordbban a
heparin kotésében az XBBXBX vagy XBBBXXBX (CARDIN 1989) felismerd szekvencidk
szerepét, ahol B bazikus, X pedig tetszéleges aminosavat jelol. EISbbi szekvencia-mintdzat
megtaldlhaté az MCP~1, a CRI~17, a VCP*~1 modulokban illetve a CR1~15-16 és a
C4BPo~1-2 modulok hatdran. Hogy a mintdzatok ezekben a modulokban ténylegesen a
heparin kotésért (is) feleldsek azt kisérletes uton kell megvizsgdlni. Mindenesetre a fenti
vélogatott példdkban ezek a régiék a modulok esetében egytdl-egyig térben kozeli
szekvenciarészletek és egyébként konzervalt aminosavat érintd muticidkat érintenek. Ilyenek
az elsé modulban az E és H B-szdlak illetve az AB-kanyar, mely nem tartalmazza az
egyébként gyakori N-G részletet. A mdsodik modulban az FG-kanyar beépiilést hordoz

illetve megjegyzendd még a C B-szdl is, ahol hidnyzik a tipikusan aromds oldalldncd

** A tovibbiakban az ilyen elhelyezkedésti modulokat modulparnak nevezem.
» VCP, virilis komplement fehérje.
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aminosavmaradék (kivéve az MCP~2). Nem véletlen, hogy CCP modulok egy
csoportositasiban ezen jellemzOk alapjan az emlitett modulok egy klaszterbe tartoztak
(SOARES 2005) és denaturdcids vizsgalatok szerint a CR1~15-16 modulok kooperativitdsa
jelentésnek tiinik (KIRKITADZE 1999A; KIRKITADZE 1999B).  Természetesen tovéabbi
vizsgdlatokat igényel annak eldontése, hogy ezek a muticiok a funkcié szempontjabol
relevans informéciét hordoznak-e, netdn kozvetve a modulok lokalis flexibilitdsdban,
dinamikédjiban okoznak-e valtozast. Ugy tiinik azonban, hogy CRI esetében a fenti
részleteknek szerepiik van C3b/C4b kotésében (KRycH 1994; KrycH 1998). Ugy tinik
mégis, hogy C4BPa~1-2 mutagenezis vizsgalatai alapjan korvanalazédott, hogy a C4b
kotésért pozitivan toltott aminosavak jatszanak kozponti szerepet utalva a kolcsonhatds ionos
jellegére (BLOM 1999; BLoM 2000A; BLOM 2000B). Ez a C4b kotofelszin atfed a
Streptococcus M4 kotbhelyével, melynek nem pusztin ionos jellegli kolcsonhatdsa kissé
arnyalja a képet (BLOM 2000C). NMR-spektroszképiai tanulmdny kimutatta, hogy az M4
bakteridlis fehérje kotédése a CCP modulpdrokhoz jelentés mértékii vdltozast eredményez
flexibilis aminosavakon (UHRINOVA 2003; JENKINS 2006) hangsilyozva a mozgékonysdg
szerepét is a fehérje-fehérje kolesonhatasban.

A CCP modulok eddig ismert kb. négy tucatnyi rontgendiffrakciés és NMR szerkezetei
alapja’m26 a modul egy ellipszoidnak tekinthetd felszint hoz létre. Ezek kozott akad olyan
alaku is, mely tobbé-kevésbé egy gombhoz hasonlit. Egy molekula bels6 és kiilsé (globdlis)
mozgdsa meghatdrozza a molekula amid kotéseinek relaxdciés adatait. Ezek a fizikai
paraméterek fiiggenek a molekula alakjatdl, igy az izotrép, a tengelyesen €s a teljesen
anizotrép fehérje relaxdciés paraméterei eltéréek. Példaként emlithetd az izotrép esetre a
CRI1~16-0s és a VCP~3, valamint az axidlisan szimmetrikusra az MCP~1 és a VCP~2
modulok. A molekuldk globdlis rotdciés korreldcids ideje mindezek miatt rendre: 3,65; 6,64;

4,50 és 7,90 ns (HENDERSON 2001; O'LEARY 2004).

1.5. A C1r y fragmentum dimerizacioja

Gélsziiréses és elektronmikroszképos vizsgalatok alapjan ismert (KARDOS 2001; VILLIERS
1985), hogy mig a Clr katalitikus fragmense pH fliggvényében dimerizalédik (ARLAUD 1980;

KARDOS 2001), addig a Cls Kkatalitikus fragmentuma erre nem képes. A Clr ilyen

% hitp://pfam.sanger.ac.uk/family/PFO0084#tabview=tab8 2010.jinius 1-jei adatai alapjan.
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dimerképzésében a CCP1-es modul jelenléte nélkiilozhetetlen. Erdemes megvizsgdlni a két
molekula CCP1-es fragmentumaiban rejl kiilonbségeket (2. abra).

Osszességében a Cls és Clr CCP1 moduljaibél a Clr CCP1 két aminosavval hosszabb és
a beépiilés a 'HVL' régidjara teheté. Pontosan ez a rész a Clr yp kristdlyszerkezetében a
CCP1 és a dimerpar SP doménjei kozotti kolesonhatds egyik régidja. A kolesonhatd régié a
SP szempontjabol az un. I-es kiilsd helynek felel meg az intenziven vizsgdlt homolég
trombinban (BODE 2006). A Clr SP I-es kiilsé hely tartalmazza a két N-glikozildciés hely
koziil az egyiket (Id. kordbban). Az SP egy kozeli cukorrészlete is kapcsolédik a 60-as
huroknak megfeleld részen talalhat6 N-A-S szekvencia dltal definidlt N-glikolizdcids hely.

Tovabb osszevetve a Clr és Cls CCP modulokat, szerkezeti szempontbdl jellegzetes
kiilonbség még, hogy a Cls CCP1-ben két jellemz6 prolin, nevezetesen az elsd cisztein utani
(CXXP) és az utolsé cisztein elétti (PXC) hidnyzik. A tipikusan egyetlen triptofdn helyett
kett6 taldlhat6 a foldban az elsé AB-kanyar utdn, mely elhelyezkedése alapjin egyértelmiien
érinti az inter-moduldris nexust, bar a Cls CCP1-r6l nincsen szerkezeti modell. Tovabbi
eltérés, ugyan a Cls CCP2-es moduljdban, hogy taldlhaté egy N-G-S dltal kédolt N-
glikolizdcids hely, mely helyzete alapjan szintén a két CCP kozti linker régiét érinti. Végiil a
két molekula kozti eltérésként emlitendd, hogy a CCP modulok kozotti négy aminosavas
linkerben a merev konformdaciét felvevd prolin taldlhaté. Mindezek arra utalhatnak, hogy az
intermoduldris mozgékonysdg a Clr-ben nagyobb mértékii, mint a Cls-ben, ami taldn

magyardzattal lehet a dimerizdcids viselkedésben rejlé eltérésre.
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2. Célkitiizések

A CCP kis mérete miatt kiilonosen alkalmas NMR-spektroszkopiai vizsgdlatra. A Clr
CCP modulok belsé dinamikdjanak és kolcsonhatiasdnak vizsgdlata j szemszogbol
vildgithatja meg a teljes Clr molekuldt és hozzdjarulhat viselkedésének megértéséhez.
¢ A humdn Clr molekula két CCP moduljdnak gerinc jelhozzdrendelésének elvégzése, mind
onmagukban, mind parban. A mdsodlagos kémiai eltoléddsok vizsgdlatdval a modulok

oldatszerkezeti jellemzése.

¢ A modulok belsé dinamikdjanak vizsgdlata NMR relaxdcids vizsgalatokkal és a molekuldk

mozgékony pontjainak meghatarozasa.

* A modulpéar (CCP1-CCP2) vizsgalata, kiilonos tekintettel a tandem modulok egymadssal valé

kolcsonhatdsara.

¢ A maganyos CCP modulok esetleges komplexének (CCP1:CCP2) vizsgilata.

A dolgozatban vizsgélt modulokat és azok kolcsonhatasait a 4. 4bran foglaltam dssze.

maganyos modulok

CCP1 ccpP2 komplex:

o CCP1:.CCP2
modulpar ‘/ b
CCP1-CCP2 )

4 1\.
{ 4

4. dbra. A tanulmany NMR-spektroszkoépiai vizsgdlatdnak objektumai és azok kolcsonhatdsai.
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3. EIméleti attekintés

3.1. Az NMR spektroszkdpia bioldgiai alkalmazasa

A szerkezeti bioldgia (és ezen beliil kiemelten a szerkezeti genomika) (STAUTON 2003)
egyik fontos célja, hogy az egyre nagyobb mennyiségli genomidlis és — ezzel parhuzamosan
és Osszefiiggden — fehérje szekvencidlis adat ismeretében a fehérjékrél térszerkezeti
informdciét nyerjiink. Ez érthetd, hiszen a szekvencia és a térszerkezet kozotti reldcié
jelenlegi ismereteink szerint nem adhaté meg egyértelmiien”’. A szerkezeti genomikaban
kiilonbozd fehérje szekvencidk Osszevetése és hasonlésaguk statisztikai értékelése evolicids
és funkciondlis kérdésekre adhat vdlaszt. A nagymértékii szekvencidlis hasonlésagok
felismerése konszenzus szekvencidk létrehozdsat eredményezi, melyek legtobbszor egy-egy
azonos térszerkezetre jellemzoek, igy a bioinformatika médszereivel josolhatéovd valnak
tovabbi szekvencidkhoz tartozé szerkezetek.  Hasonl6 szekvenciarészletek hatterében
nemcsak a fehérjék kozos eredete lehet (homoldgia), hanem a fehérjék valamilyen kozos
funkcié ellatdsdra vonatkozé képessége is (analdgia). Az eldbbit a divergens evolicid, az
utébbit pedig a konvergens evolicié eredményezi. A konvergens, tulajdonképpen funkcié
ltal irdnyitott, evolicid dltaldban rovid, néhdany aminosavat érintd, szekvencia részletben
jelentkezik és jellemzdje, hogy ezek a motivumok gyakran eltérd szerkezetii fehérjéken
talalhatok meg®. A szerkezeti genomika eredményeként gyakran elébb ismert a fehérje vagy
domén szerkezete, mint annak funkciéja. A funkciondlis jellemzéshez szintén bioinformatikai
mddszereket hivnak segitségiil. A nagyon hasonlé vagy teljesen megegyezd szekvencidlis
motivumok egyidejli meglétébdl szerencsés esetekben visszafejthetd a vizsgélt fehérje
mikodése kiilonosen akkor, ha mozgékony régiokrdl van sz6 (funkciondlis genomika). A
linedris motivumok (PUNTERVOLL 2003) éltaldban rovidek, konnyen kaphatunk hamis pozitiv
eredményt, ezdltal a statisztikai értékelés kiilonosen fontos ezekben az elemzésekben
(DOOLITTLE 1981). Nemcsak statisztikai elemzés, hanem sejttani ismeretek is jelentésen

hozzdjarulhatnak a talalt motivumok értékeléséhez (pl. a fehérjék azonos lokalizdcidja). Nagy

" Elméletileg megadhat6, de jelen tuddsunk alapjdn pusztin predikcidkra szoritkozhatunk, melyek gyakran
eltekintenek a kornyezeti hatasoktdl (pl. ioner6, oldészer, pH, homérséklet).

% Meg kell emliteni ugyanakkor a kimotripszin- és szubtilizin-tipusi enzimeket, melyekben az azonos funkciét
ellito aktiv centrum tobbféle feltekeredés mellett megval6sulhatott az idok sordn utalva a kémiai reakcid
képlékenységére.
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elénye, hogy térszerkezeti informdacié nem sziikséges az elemzéshez, viszont egyéb, funkcidt
érintd, kisérletek nélkiilozhetetlenek hozzd. Természetesen a statisztikai értékelés nem véltja
ki a szerkezet meghatarozasbol ad6dé bizonyité erejii tényeket.

Ezek szerint, mind a szerkezeti, mind a funkcionalis genomikdhoz elengedhetetlen a
térbeli szerkezet ismerete. A fehérjék atomi szintli szerkezet meghatdrozasiahoz hatékonyan
jelenleg kétféle modon kozelithetiink: rontgenkrisztallografia vagy magneses magrezonancia
(NMR) spektroszképia alkalmazdsiaval. A két modszer egymdst gyakran kiegésziti.
Rontgenkrisztallografia esetén a fehérjék kristdlyositdsa idéigényes feladat, értelemszertien a
molekula mozgékonysdga megnehezitheti vagy teljesen meggdtolhatja a kristdlyositdst. A
fehérjék mérete onmagdban nem befolydsolja a rontgenkrisztallografidval torténé szerkezet
meghatdrozds eredményét. A viszonylag gyorsabb kiértékelés végiil egy statikus szerkezetet
eredményez.  Ezzel ellentétben a mdagneses magrezonancia spektroszkopia oldatbeli
szerkezetekrél szolgédltat informdciét, mely alkalmazdsakor a mérés iddigénye a
kiértékeléshez képest rovidebb. Egyes kivételektdl eltekintve a fehérje mérete erésen
korlatozza a médszer alkalmazhatésagat, viszont nagy eldny, hogy a kiértékelés dinamikus
képet ad a molekulardl és a fehérje mozgékonysdga gyakran hozzdjarul a mérések sikeréhez.

A mdgneses magrezonancia spektroszkopia bioldgiai alkalmazdsakor kihaszndlhatd
mégnesesen aktiv magok (tipikusan 'H, °C, ">N) er6s magneses térben azok spindllapotaihoz
tartozé atmenetek energidjdt lehet rogziteni. A fehérjékben 1évé H-atomok és az emlitett
heteroatomok a fehérje egyedi térszerkezete révén kialakitott kémiai kornyezetre jellemzd
kémiai eltoléddsokat adnak. Innen adédik, hogy a kémiai eltoléddsok a kémiai kornyezeten
keresztiil utalnak a fehérje térszerkezetére. Tovdbbd az atommagok kozotti téren keresztiil
haté madgneses kapcsolat, az tn. nukledris Overhauser effektus, tdvolsdgfiiggése révén
egyértelmiien megadhatjdk a fehérje térszerkezetét. Ezen kivill egyéb, itt tovdbb nem
részletezett paraméterek, mint pl. skaldris és dipoldris csatoldsok szintén felhaszndlhaték
szerkezetmeghatdrozashoz.

A tovabbi NMR-spektroszkdpiai jelenségek, kiilonosen annak Osszetettsége miatt, nem
tekinthet6k ezen értekezés részének. Ilyen témdban szamos idegen (ABRAGAM 1961,
WUTHRICH 1986, KEELER 2005, LEWITT 2008) és magyar nyelvii (SOHAR 1976, HORE 2004,
NARAY-SZABO 2006) szakirodalom taldlhaté és kiemelném még Dr. Géspéri Zoltan doktori
értekezését (GASPARI 2003) is.

Az aldbbiakban az elvégzett munkdmhoz szorosan kapcsolddé témakoroket tekintem at

roviden.
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3.2 Jelhozzarendelés

3.2.1. A jelhozzarendelés problémaja és megoldasa fehérjékben

Az 'H gyakori eléforduldsa és magneses érzékenysége miatt idedlis atommag az NMR
kisérletekben. Az NMR-jeleket szolgaltaté 'H spinek nagy szdma miatt gyakran el6fordul, a
kapott spektrumok tulzsufoltsiga miatt a jelhozzdrendelds komoly nehézségekbe iitkozik.
Megoldist jelent erre, ha magasabb dimenzi6ji spektrumokat haszndlunk, vagy valamilyen
moédon csokkentjik a spektrumban megjelend jelek szdmat. Mindkét esetben a minta
megfeleld izotépjelolése szitkséges. Természetesen ilyenkor a mérési technikdnak is ehhez
kell igazodnia.

Az NMR spektrumok értékeléséhez nélkiilozhetetlen a fehérjeminta szekvencidjanak
ismerete. A fehérjeldincban az egyes aminosavak vicindlis és gemindlis helyzetii
hidrogénatommagjai a kotésben 1évé elektronokon keresztiil (J-csatolds) egymadssal
Osszefiiggd jelrendszert alkotnak, a spinrendszert . Egyes aminosavak esetében tobb
spinrendszert is el lehet kiiloniteni. Minden aminosavtipushoz az atomok konstitticidja révén
meghatdrozott spinrendszer, ezdltal a kotések dltali csatoldsokon alapulé spektrumokban
megjelendé jellegzetes mintdzat tartozik (Id. késébb). A nukledris Overhauser hatdst
kihaszndlé spektrumok felhaszndldsdval egy adott hidrogénhez térben kozeli, egyéb
hidrogénekrdl kapunk informéciét. A direkt vagy téren dt hat6 spin-spin csatolds intenzitdsa
az internukledris tavolsag 6-ik hatvanydval forditottan aranyos. Fehérjék esetében tipikusan
az i-edik aminosav hidrogénjeinek a jeleit lehet detektdlni az i+1-edik aminosav amid
hidrogénjén. A tavolsagfiiggés miatt ezek a keresztcsticsként jelentkezd kapcsolatok altalaban
er6sebbek is, mint a tobbi nOe jel. A szekvencidban tavolabbi aminosavak egymassal adott
jelei mar a molekula specifikus haromdimenziés térszerkezetére jellemzéek. Az aminosavak
jeleinek tipusokba soroldsa, illetve a koztiik 1évé nOe kapcsolatok erdssége és szama alapjan a

szekvencia ismeretében a cstcsok hozzarendelhetdk az egyes atomokhoz.

* Bar egyes aminosavak tobb spinrendszerbol dllnak, a gerincatomok spinrendszereire ez a megdllapitds
helytalld.
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3.2.2. Az aminosav oldallancok spinrendszerei (kovalens kapcsolatok)

Az aminosavak amidkotések kialakitdsdval kapcsolodnak Ossze hosszabb lanccd. Az
amidkdtésben 1évé karbonil funkciés csoport szénatomja nem tartalmaz H ligandumot, emiatt
az egyes aminosavak az NMR TOCSY-tipusi spektrumaiban diszkrét egységet, un.
spinrendszert képeznek. Mig a COSY spektrumokban a keresztcsicsok csak vicindlis
protonokrél szdrmaznak, a TOCSY spektrumokban a teljes COSY kapcsolatrendszer
fellelhetd, s6t a vicindlisan Osszekapcsolt hidrogének mind jelentkeznek keresztcsicsként. A
20 természetes aminosav spinrendszere 10 csoportba sorolhaté: G, A, T, V, L, I, J tipus (N

stb.) és az U tipus harom alcsoportja (Q stb.) (WUTHRICH 1986).

3.2.3. Spinrendszerek szekvencialis hozzarendelése (térbeli kapcsolatok)

Az NMR spektrumok értékeléséhez, a jelhozzarendeléshez a gyakorlatban sziikséges a
fehérje szekvencidjanak ismerete. A fent lefrt TOCSY-tipusi gerinc spinrendszerek
segitségével kémiailag tipizdlhaté a szekvencia. Az un. szekvencidlis asszignacié soran az
egyes spinrendszerek kozotti kapcsolatokat jelenté NOE-tipusu jeleket azonositjuk. Az
egymassal szomszédos aminosavak ugyanis elméletben mindig szolgdltatnak ilyen jellegii
keresztcsicsokat. A fehérje szekvencidjanak ismeretében, a talalt kapcsolatokat a
keresettekkel ~folyamatosan Osszevetve megtaldlhatbak a valéban egymds melletti

aminosavnak megfelel6 jelrendszerek.

3.3. Relaxdcios és dinamikai vizsgalatok

Bar kozvetleniil nehéz betekintést nyerni a molekuldk belsé mozgdsiba, az NMR
spektroszkdpia kivdl6an alkalmas molekuldk, esetiinkben fehérjék belsé mozgékonysdganak
kozvetett vizsgdlatira. Ennek — nagyon leegyszerlisitve — az az alapja, hogy fehérjékben,
mint altalaban a flexibilis molekuldk esetében, a kotések dllandé mozgdsa eldsegiti a
relaxdciés mechanizmusokat, mellyel a gerjesztés sordn felvett energia leadhaté a tdgabb
értelemben vett kornyezetnek. A gerjesztés sordn a dinamikus egyensily megsziinik,
melynek helyredlldsdt a rendszer a relaxdcival éri el. A relaxdcié egyes jellemz6ibol

matematikai moédszerekkel a fehérje mozgdsdara lehet kovetkeztetni. A molekuldk
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mozgasanak makroszkopikus értelmezése sordn a fehérjepopulaci6 tipikus mozgdsait

igyeksziink térbeli és idébeli paraméterekkel lefrni.
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5. 4bra. A "N-dinamikai mérésekhez haszndlt pulzusszekvencidk vézlata (A) "N-T;, (B) "N-T, és
(C) {'H}-"N-NOE meghatdrozasihoz. A vékony téglalapok a 90°-0s, a vastagok a 180°-o0s pulzust
jelolik. A sotétebb gradiens pulzusok a koherenciadtvonal kivdlasztdsdra haszndlunk. Minden pulzust
az x tengely mentén alkalmazzuk, ettdl eltéré esetben jeloltem az irdnyt. A T, és T, kisérletekben a
faziscirkuldltatds médja: ¢r: X,-X; ¢21 y; d3: 4(x), 4(y), 4(-x); 4(-y); 042 2(x), 2(-X); Os: X; a vevd: X, =X,
X, =X, =X, X, =X, X; az NOE mérésnél: ¢;: y; 0o 2(x), 2(y), 2(-X), 2(-y); 03: X, -X; P4 X; a vevd: X, X, -X, -
X. A pulzusszekvencidkrol részletesebb leirds a (FARROW 1994) tanulményban taldlhat. (CPMG,
Carr-Purcell-Meiboom-Gill pulzusszekvencia.)
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A fehérjék belsé dinamikdjanak jellemzésére leggyakrabban az un. T, T, relaxdcids idé,
illetve kiegészitésképpen az tn. heteronukledris (pl. °N-'H magok kozotti) NOE mérésébol
indulnak ki (Gdspari 2010). Ezekbdl tobbféle mozgékonysagi elemzés végezhetd, a
legnépszerlibb az tn. Lipari-Szab6-féle modellfiiggetlen (model-free) elemzés, illetve egyes
esetekben a megfeleld spektralis siriiségfiiggvények elemzése (reduced spectral density
mapping, RSDM). A mérésekhez haszndlt pulzusszekvencidk vazlata az 5. abran lathato.

A molekula egészének oldatbeli mozgdsat az tn. roticids korreldciés id6vel jellemezziik,
amely annak az id6tartamnak felel meg, amennyi alatt a molekula az oldatban 1 radidnt
fordul. Mivel a globalis rotdcids korreldcios id6 fiiggvényében a T, relaxdciés id6 szigordan
monoton csokken, mig a T, relaxdcidés idé minimummal rendelkezik, a korreldciés id6 ebbdl a

két relaxdciés paraméterbdl becsiilhetd (CLORE 1990).

3.4. Gerinc dinamika

A kotések mozgdsanak jellemzéséhez a mért relaxdcids adatokbdl vissza kell fejteni az dn.
spektralis  striségfiiggvény diszkrét értékeit, melyekb6él a dinamikai paraméterek
szarmaztathatok  (JARYMOWYCZ  2006). Megkiillonboztethetd a  teljes  spektrélis
stirtiségfiiggvény elemzés (PENG 1992; PENG 1994; PENG 1995; ALEXANDRESCU 1994) illetve
annak redukdlt (LEFEVRE 1996; KR1ZOVA 2004; ANDREC 1999; ANDREC 2000; ANDREC 2007;
HENKELS 2007) elemzése. EIObbi esetben tobb térerén elvégzett relaxdciés mérések
sziikségesek, mig az ut6bbi esetében elegendd egy térerd adatait haszndlni. Mindkét esetben a
spektrdlis stiriiségfiiggvény diszkrét értékeinek linedris kombindcidjdval adhaték meg a
relaxdcids értékek, igy a paraméterek kisérletes meghatarozasaval kiszdmithatk a spektrélis
stirGiségfiiggvény adott értékei. A redukalt elemzés soran a harom relaxdcids adatbdl csak
harom spektralis siirliség érték meghatdrozdsdra van méd®. Ezeket az értékeket az aldbbi
egyenletek felhaszndldsdval kaphatjuk meg (KR1zova 2004):

-3 3 -9 7n

I CYEE) R CHERE) R ITY CWERNpE) P R (NOE 1),

A nagyfrekvencids mozgdsok (a)H,a)H — Wy, 0, + a;N) spektralis siirliségértéke linedris a vizsgdlt

tartomdnyban
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A=, Ac’f3, d>=(uphyyy, ) /(167°r¢), r az NH kotés tavolsiga, Ac =—172ppm ,
ox="N Larmor frekvencidja (11,7433 T = 500 MHz). A fenti képletekben szerepld
In/7u R (NOE —1)= 0, az tn. kereszt-relaxacis sebesség.

A redukciot az teszi lehetdvé, hogy az 6t diszkrét értékbdl a harom nagyfrekvencids érték
Je,), J (a)H) és J (a;w) nagyon hasonld, igy ezeket j6 kozelitéssel Ossze lehet vonni
egyetlen értékké: J(O,87w,). [Megéllapodas szerint a 'H az T mag, mig a "N az S mag“.]
Ha ezeket a kozelitéseket alkalmazzuk, akkor konnyen kiszdmithaté a hdrom spektralis
stirliségérték. Minden egyes S-I kotésnek (pl. N-H) egyértelmiien definidlhaté spektralis
stirGiségftiiggvénye van, mely megadja a kiilonboz6 frekvencidju (szogsebességli) mozgasok
részesedését az S—I kotés teljes mozgdsaban. A siirtiségfuggvények a kotésvektorok adott

frekvencidji mozgéasanak a valészintiségét adjak meg.

3.4.1. A Lipari-Szabo-féle dinamikai elemzés

A relaxdciés adatok leggyakoribb értelmezése soran a spektrélis strliségfiiggvény
felhaszndlasdval dinamikai paramétereket szarmaztathatunk. Ennek egyik ma
legelfogadottabb médjat Lipari és Szab6 javasolta 1982-ben (LIPARI 1982A,B). (Az eljardsra a
szakirodalom modellfiiggetlen médszerként hivatkozik, mert nem tételez fel a kotésvektorok
térbeli mozgdsdra fizikai modellt. Az elemzés ugyanakkor tobbféle paraméterkészletet
eredményezhet, amelyekre altaldban modellekként hivatkoznak.) Az alapfeltevés a molekula
globdlis és az egyes kotések lokdlis reorientdcidjanak szétvilasztdsa. Bevezetik az dltalanos
rendezettségi paraméter négyzetét (S 2), mely a spektrdlis siirtiségfiiggvénnyel az aldbbi

kapcsolatban 4ll (izotrdp esetben):

' az érzéketlen, mig az S az érzékeny magot jeloli az angol kifejezés roviditéseként (Insensitive, Sensitive)
Gyakorlatilag éppen forditva szerepelnek a konvencié szerint: a giromigneses dllandok 'H-ra: 267,522-10°
rad/sT, mig a "*N-re:-27,126:10° rad/sT (LEVITT 2008).
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ahol §* [0,1] intervallumon beliil értelmezett32, 7,, a molekula globdlis rotdciés korreldciés
ideje, 7, a belsé mozgds hatékony (effektiv) korreldciés ideje, 7 pedig e kettd kozott teremt

kapcsolatot az alabbiak szerint:

Az egyenletbdl lithats, hogy S szemléletesen a globdlis mozgds hozzdjaruldsa a vizsgalt N—
H kotés reorientdcidjdhoz:

- 57 =1 esetben csak a molekula teljesen korreldlt, globdlis mozgdsa érvényesiil, azaz a
kotésvektor mintegy ,,rogzitve van” a molekulahoz.

- 87 =0 esetben csak a lokdlis mozgds érvényesiil a kotés reorientdcidjdban, a kotésvektor és

a molekula mozgdsa teljesen fiiggetlennek tekinthetd.

1. tdblazat. A modellfiiggetlen modellek és paramétereik.

Modell Paraméter | Megjegyzés

1 s? A lassu bels6é mozgas elhanyagolhat6 (T.<20 ps).

2 S% 1. Az eredeti Lipari-Szabo modellfiiggetlen leirds.

3 S7, Rex A kémiai csere tag is figyelembe van véve.

4 S% T, Rex | A Lipari-Szabo formalizmus kémiai csere taggal.

5 S% S, 1. | A belsd mozgids egy gyors és egy lassi 6sszetevére van bontva.

Amit igy az egyes kotések mozgdsardl kapunk az két idobeli - globadlis (7,,) és belso (7,)
rotdciés korreldcios id6 - és egy térbeli - dltalanos rendezettségi paraméter négyzete (Sz) -
paraméter. Szemléletesen S* a vizsgalt (N-H) kotés mozgdsanak térbeli megkotottsége: S°
forditott aranyban van a kotés mozgédsa soran a térbdl kimetszett kippaldst nyilasszogével.

Ennek a mozgdsnak a sebességét 7, jellemzi, mig az egész molekula mozgdsit a 7, adja

meg. Késébbiekben ezt a lefrdst finomitottdk tovabbi paraméterekkel. A jelenleg elterjedt

2 Az elézé fejezetben leirt a, felhaszndldsdval: n=2 esetre, igy a,=S” és az=(1-Sz)
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dinamikai paramétereket szaimolé programok (ModelFree MANDEL 1995, Tensor2 DOSSET
2001, Dasha OREKHOV 1995, Relax D’AUVERGNE 2008A,B) segitségével a fehérje atomok
térbeli koordindtdinak és a relaxdciés adatsornak ismeretében a dinamikai paraméterek
viszonylag konnyen kiszdmithatéak. A programokkal elészor az Osszes kotés R,/R,
hdnyadosdbdl a molekuldra globalis roticidés korreldcios idot hatirozunk meg, melyet az
egyes aminosavakra nézve tovabb kell finomitani és statisztikailag értékelni (tobb program ezt
el is végzi). A statisztikai értékelés azért fontos, mert csak a kevesebb paramétert tartalmazé
lefrdsok elégtelensége esetén sziikséges a bdvitett modellek segitségiil hivdsa. Az illeszthetd
paraméter-készletek az 1. tablazatban taldlhaték (GASPARI 2010).

Lathato, hogy az elsé modell a statisztikailag értékelhetd legegyszeriibb modell. Ezért, ha
az adott kotésvektor mozgdsit ez a modell kis y* értékkel frja le, akkor 4ltaldban ez a kelléen
egyszeri modell megfeleléen jellemzi a kotés mozgdsat. Tovabbi szempont a
tilparametrizdlds elkeriilése: a lehetd legkevesebb négyes vagy 6tos modell megadasa a
dinamikai jellemzés sordn. Az illesztett globalis roticids korreldciés id6 fiiggvényében
viltoznak a paraméterek, igy a modellek is. Altaldban nehéz elére megmondani, mi a

legoptimdlisabb modell illetve a legmegfelelébb 7, , viszont fontos szempont lehet, a

modellek egyszerlisége. Definidlhaté a 7, fiiggvényében az aminosavakra egy
osszmodellszdm (az egyes aminosavakra illesztett paraméterkészletek sorszamanak Osszege),
amit a lehetéségekhez mérten minimalizdlnunk sziikséges. Szempont lehet az 1-3 modellek
esetében a megfelelden alacsony y” érték. A fenti leiris a molekula teljesen izotrép
relaxdcios esetére alkalmazhaték. Az anizotrép relaxdcios viselkedés szdamottevéen
megneheziti a dinamikai jellemzést (legalabb hdrom illetve ot tagra hizik a spektralis

stirliségfiiggvény).

3.4.2. A spektralis siiriiségfliggvény redukalt elemzése

Mivel a spektrdlis stiriségfiiggvény kozvetleniil megkaphat6 a relaxdciés ratdkbol és az
NOE novekményekbdl, adott helyeken felvett értékeinek kiszamitdsa informdciéval szolgaltat
az N-H kotések azon szogfrekvencidju (szogsebességil) mozgasairdl, melyek a relaxacioban
hatékony szerepet jatszanak.

A redukalt elemzés sordn az osszetartozé J(0), J (wN) és J (0,87(0,,) értékek egyetlen

pontot jelolnek ki az altaluk definidlt bazistérben (FARROW 1995). A nagyfrekvencids érték
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annyira kis intenzitdsd, hogy gyakran a J (0) figgvényében abrazoljdk a J (a;N)—t (6. abra).
Az idedlisan egyetlen mozgdsra egyszertisitett dinamika esetén (azaz amikor a globdlis és a
lokalis mozgasok nem valaszthatok szét) az Osszetartozo értékparok egyetlen gorbét adnak.
Ennek van egy hozzavetdleg linedris felszallé és egy hiperbolikus leszallé dga. A két g

rendre megfeleltethetd az wr <<1 és wr >>1 eseteknek.
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6. abra. A spektrilis stirliségfiiggvény redukdlt elemzésének elve. A gorbe az egy mozgdssal
jellemezhetd kotés Gsszetartozo kis és kozepes szogsebességii spektralis stiriiség-értékeit mutatja (pl.
Q pontban). A felszdll6 dgon a gyors, belsd, a leszdllé dgon a lassabb globlis mozgdsok (S°=1) a
meghatdrozéak. Utébbi esetben a molekula reorientdcids ideje (T,) kdzvetleniil szarmaztathaté a J(0)
értékbdl.  Q pontndl Osszetettebb és gyorsabb mozgdst végez az R ponthoz tartozé értékpdrral
jellemezhetd kotés, mig az S pontban szintén dsszetettebb mozgds adhaté meg a kotés reorientdcidjdra,
amikor ps-ms id6skdldjui Rey cserével is szamolni kell.

A gorbe pontjai tehdt kijelolik az egy mozgdshoz tartozé spektrélis stirliség-értékeket. A
leszdlls dgon (S>=1) 1/z=1/z, , mivel 1/7, =0 és ekkor J(0)=0,47, , azaz a globilis
rotéciés korreldciés id6t kozvetleniil jellemzi a J(0) érték. A gorbe adott pontjahoz tartozé
rogzitett J(0) érték mentén lefelé haladva csokken a J(w N )/ J(0) hanyados (R pont), ami arra
utal, hogy a lokdlis mozgds elétérbe keriil (S* és T. csokken), gy 1/7, <1/z, . Felfelé
haladva (S) mar nehezebben értelmezhetd a jelenség: S nem novekedhet a maximalis 1 folé
>1/t, reldciénak. Ezt az ellentmonddst gy lehet

és valahogyan teljesiilnie kell a 1/7

m
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feloldani, hogy az Rex-b8l szdrmazé tagot is figyelembe vessziik 1/7, +1/7. =1/7, . Az Rex

viszont noveli a J(0)-at, tehat jobbra tolédik el a pont a grafikonon a rogzitett J(0)-dig.

3.5. Intermolekularis kélcsénhatasok

Az intermolekuldris kolcsonhatdsok sordn a molekuldk dinamikdja koveti a
kapcsolddassal — 1étrejové  energiavaltozast. Altaldban a  kapcsolédé — felszinek
mozgékonysdganak csokkenését (entropikus tag) kompenzélja a kapcsolddo felszinek kozotti
pozitiv energiatag (entalpia) és/vagy a kapcsoléddsbol kimaradé részek flexibilitdsdnak
novekedése (kompenzdlé entrépia), mely a molekuldn belili csatolt mozgdsok
atrendezédésével magyardzhaté (JARYMOWYCZ 2006). Az egyre inkdbb felismert gyenge
kapcsolatok elénye, hogy sokszor megtartjdk a partner molekuldk funkciondlis szerkezetét.
El6fordulhat, hogy példdul a kristdlyositds révén meghatdrozott komplex nem funkciondlisan
aktfv, hanem a kristdlyositds sordn Iétrejové erds komplex bioldgiailag irrelevans
kapcsolatokat tiikroz. Altaldban az erés fehérje-fehérje kolesonhatdsokat kimutaté technikak
érzéketlennek bizonyulnak a gyenge kolcsonhatdsok esetében (kp>0,1-0,001 mM)
(VAYNBERG 2005, 2006). Ugyanakkor az NMR-spektroszkdpia tobb szempontbdl is hatékony
az ilyen jellegli kolcsonhatdsok kimutatdsdban (ZUIDERWEG 2002). Leggyakrabban a kémiai
eltolédasok valtozdsat kovetik a kolesonhatds kialakuldsa (pl. titrdldsos kisérlet) sordn. A
kémiai kornyezet nemcsak az elsédleges kotéfelszinen vdltozhat meg, hanem, kiilonosen
flexibilis molekuldk esetében, attél tdvolabbi régickban is (pl. GASPARI 2006). Kellé
koriiltekintéssel azonban a detektdlt valtozdsok alapjan kovetkeztetéseket tehetiink a
kolcsonhatas geometridjara. Ehhez specidlis, erre a célra tervezett, nagyon robusztus fehérje-

fehérje dokkol6 program is segitségiil hivhaté (BONVIN 2005).
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4. Az elvégzett kisérletek

4.1. A rekombinans C1r CCP modulok eléallitasa

A CCP1, CCP2 és CCP1-CCP2 modulokat az MTA, SzBK, Enzimoldgiai Intézetben
Zavodszky Péter csoportjdban dllitotta elé Szildgyi Katalin (CCP2, CCP1-CCP2) és Major
Baldzs (CCP1 és CCP1-CCP2).

A konstrukciok az N-termindlis A—S—M tripeptidet kovetden a CCP2 esetében az 1356—
V433, a CCP1-CCP2 esetében pedig 1289-V433 szekvenciat tartalmaztdk, illetve a CCP1
esetében (CUB2-CCP1) Q173-D358 és a CCP1-CCP2 esetében (CUB2-CCP1-CCP2) Q173—
V433 a CUB2 fuzi6s partnereként lettek eldéllitva.

A PCR-hez haszndlt primerek (oligonukleotidok) a kovetkezOk voltak (aldhtizva az Nhel

(GICTAGC) és az EcoRI (GIAATTC) restrikcids endonukledzok hasit6helyeit):

CCP2: CGCGCTAGCATGATCAAGGACTGTGGGCAGCCC
CGCGAATTCTCACACTGGCAAGCACCGAGGAATCT

CCP1-CCP2: CGCGCTAGCATGATCATCAAGTGCCCCCAGCCC
CGCGAATTCTCACACTGGCAAGCACCGAGGAATCT

CUB2-CCP1: CGCGCTAGCATGACTCAGGCTGAGTGCAGCAGC
CGCGAATTCTCAGTCCTTGATCTTGCATCTGGG

CUB2-CCP1-CCP2: CGCGCTAGCATGACTCAGGCTGAGTGCAGCAGC
CGCGAATTCTCACACTGGCAAGCACCGAGGAATCT

A fenti enzimekkel hasitott PCR termék pET-17b vektorban keriilt kifejeztetésre. A
konstrukciokat DNS-szekvendldssal ellendrizték. Az IPTG indukcidval kifejezett
polipeptidek inklizids testbdl lettek feloldva és tisztitva. A sejtek novesztése 12 ordn
keresztiil BioStat B (Braun, Sartorius) fermentorban tortént.

A feloldott polipeptidek (20 mg/ml) renaturdlé pufferben 400-szorosra (CCP2: 50 mM
TrisHCI pH 8,3, 5 mM EDTA, 145 mM NaCl; CCP1-CCP2: 2 M GuHCI) illetve 125-
szorosre (CUB2-CCP1 és CUB2-CCP1-CCP2: pH 8.5, 750 mM Arg, 500 mM GuHCI és 5
mM CaCl,) t6rténd higitdsa utdn kivetkezett a renaturélds (15°C-on egy éjszaka illetve 10°C-
on 2 nap a CUB2-ftiziés konstrukcidk esetében). A puffer 3 mM redukdlt és 1 mM oxidalt

glutationt tartalmazott.
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Az ionok eltdvolitasa dializissel tortént (egyszer: 50 mM TrisHCl (pH 8,3), 145 mM
NaCl iiveg filteren dtsziirve illetve kétszer a CUB2-es konstrukciok esetében: 20 mM
Tris/HC1 (pH 8,0), 5 mM NaCl, 5 mM CaCl, 0,22 pm-os membréan-filteren dtsziirve). A
renaturalt fehérjék tisztitisa 50 mM Tris/HCI (pH 8,3), 50 mM NaCl tartalmi pufferrel
egyensilyba hozott SP Sepharose XL oszlopon (Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszdg)
tortént és az elicié 50-1000 mM NaCl gradienssel ment végbe. A rekombinans fehérjék
tovabbi tisztitdsa SP Sepharose HP oszlopon (GE Healthcare, Németorszag) tortént. A
CUB2-fuzi6s fehérjék Q Sepharose ion-cseréld kromatografidval lettek tisztitva és Sephacryl
S100 oszlopon lettek gélsziirve. A frakciok SDS/PAGE segitségével lettek azonositva.

Termolizines hasitds (CUB2 modul lehasitdsa) 37°C-on ment végbe 1:40 enzim:szubsztrat
ardny mellett. A reakci6 EDTA hozzdadasaval allt le. A termékek dializise 50 mM Na-
acetat, 10 mM NaCl, 5 mM EDTA (pH 4,0) jelenlétében ment végbe. A CCPI-fuizids
fehérjék a fenti pufferben SP Sepharose HP kation-cseréld oszlopon lettek megtisztitva és az
eludlds novekvé ionerdsségili gradiens alkalmazdsdval tortént. Mindkét fehérje ellendérzése
tomegspektrometridval ment végbe.

Izotépjelolt fehérje termeléséhez a sejtek tiamin, nyomelem, ampicillin és kloramfenikol
tartalmid M9 minimal tdpoldatban lettek novesztve. A 4-5 6rdn keresztiil novesztett kezdd
kultirdk 6sszegytjtve 1 liter minimdl tdpoldatba lettek dtoltva, mely 1 g NH,CI (National
Institute of Research and Development for Isotopic and Molecular Technologies, Kolozsvir,
Roménia) és 2 g *C-gliikézt (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) tartalmazott.

A fehérjék termelés, tisztitds és a szekvencia ellenérzése utdn szintén Szildgyi Katalin és
Major Baldzs biztositottdk szamunkra. A heteronuklearis NMR mérésekhez a N és *C

jelolt fehérjék szintén az MTA, SzBK, Enzimoldgiai Intézetben késziiltek a leirt médon.

4.2. NMR titralasi kisérletek

A ~280 pl *N-CCP1 (~10 mg/ml 1,168 mM) ~300 ul CCP2-vel (~10,669 mg/ml 1,140
mM) illetve a ~300 I N-CCP2 (~13,333 mg/ml 1,425 mM) ~300 pl CCP1-gyel (~12,479

mg/ml 1,457 mM) val6 titrdlasdt 10-10 1épésben végeztem el.
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4.3. NMR mérések

Minden NMR mérést az ELTE TTK épiiletében taldlhaté Bruker DRX500 NMR
spektrométer segitségével végeztink 300, 305, 310, 315 és 320 K-en. A fehérje tipikusan
~1,5 mM koncentricidji volt. A 10 mM Na-acetit, 10 mM NaCl pufferben feloldott
fehérjeoldat tovabbi 2 mM NaNjs-ot és 9:1 H,O:D,0-t tartalmazott. Az oldatok pH-ja 4; 4,5
és 7 volt. A spektrumok 2 dimenziéban tipikusan 4K x 64 pontban lettek felvéve, 3
dimenziéban 2K x 256 x 64 adatpontban.

A detektalas HSQC, NOESY-HSQC spektrumok esetében komplex, TOCSY-HSQC
esetében TPPI séma szerint tortént. A T;, T, és NOE mérések Echo-AntiEcho detektaldssal
torténtek. A kémiai eltoloddsok pontos megéllapitidsdhoz referenciaanyagként DSS-t

hasznaltunk.

4.4. Adatfeldolgozas

A nyers mérési adatok (FID**) feldolgozdsit NMRPipe (DELAGLIO 1995) programmal
végeztem. Az adatokat zéré-feltdltés utdn a direkt dimenziGban tipikusan sin” ablakfiiggvényt
haszndltam, indirekt dimenziéban ('H, "N akar '>C) pedig sin fiiggvényt. A
rezonanciafrekvencidk atomhozzarendelését az Xeasy programmal (BARTELS 1995)
végeztem. Amig a CCP1 és CCP2 modulokhoz 3D "N-TOCSY-HSQC és 'N-NOESY-
HSQC spektrumokat haszndltam, addig a CCP1-CCP2 molekuldk jelhozzdrendelését 3D
tripla rezonancia kisérletpirok — HNCA és HN(CO)CA (YAMAZAKI 1994) illetve
CBCACONH és HNCACB (GRZESIEK 1992; MUHANDIRAM 1994) — segitségével végeztem,
ezekre kiilonosen a CCP2 modul esetében tdmaszkodtam. A modulparban 1évé CCP1
jeleinek azonositdsa csak a maganyos CCP1 modul jelhozzirendelése utdn volt lehetséges az
azonos aminosavaktol szarmaz6 NH keresztcsticsok dsszevetésével.

A kémiai eltoléddasokon alapulé mdsodlagos szerkezeti elemek kimutatisiéhoz a
referencidlasat Wishart és munkatdrsai (WISHART 1991, 1992), mig a szekvencia-korrigaldst
Schwarzinger és munkatdrsai (SCHWARZINGER 2001) altal leirt mddszer szerint végeztem. A
kémiai eltolodasok kiilonbségét a Mulder és munkatarsai altal leirt médszer szerint szamoltam

(MULDER 1999).

* FID, interferogram.
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4.5. Referencialds

A spektrumok proton dimenzidjanak referencidlasit a viz jeléhez dllitottam
figyelembevéve a fehérjeoldat legjellemzébb fizikai paramétereit: f(T;pH). A két paraméter
ismeretében a kovetkezd Osszefiiggés szerint szdmoltam ki a viz jeléhez tartozé eltolodds
szamolt értékét. v=7.83-T/96.9+(pH-5.5)-0.02. Heteromag esetén a referenciafrekvencidt a
magok giromagneses dlland6i hdnyadosanak ('°N:'H = 0.10132905) figyelembevételével

szamoltam.

4.6. Relaxacios mérések

A relaxdciés mérések HSQC tipusi spektrumsorozatokbdl dlltak, melyekben az adott
mechanizmus szerinti relaxdcids folyamatokat adott késleltetési ideig hagyjuk végbemenni

(FARROW 1994). Az alkalmazott késleltetési idOket a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat. Az R, és R, mérések sordn haszndlt késleltetési id6k masodpercben.

R, (300 K)

CCPI (pH4,0) 00112  0,1012 0,2012 04012 07012 11,1012  1,5012

CCPI (pH7,0) 00112  0,0212 0,0512 0,1012 02012 04012 07012 11,1012  1,8012
CCP2 (pH4,5) 00112 0,0512 0,1012 02012 05012 11,0012 18012

CCP2 (pH7,0) 00112 0,0512 0,1012 02012 04012 07012 1,1012  1,8012
ccri-ccr2’ 00112 00512 011012 02012 04012 07012 1,1012 11,8012 27012
(pH7,0)

R; (300 K)

CCPI (pH4,0) 0 0,0319  0,0639  0,0958 0,128 0,192 0,255 0,287

CCPI (pH7,0) 0 0,01552  0,04656 0,0776  0,12416 0,18624 0,26384 0,388

CCP2 (pH4,5) 0 0,01552  0,04656 0,0776  0,13968 0,21728 03104 0,388

CCP2 (pH7,0) 0 0,01552  0,04656 0,0776  0,12416 0,18624 0,26384 0,388
ccpiccp?’ 0 0,01552  0,04656 0,0776  0,12416 0,18624 0,26384 0,388

(pH7,0)

315 K-en mérve

A relaxdciés adatok meghatdrozdsa a Sparky nevii programmal (GODDARD 2009) tortént
adott spektrumsorozaton beliil azonosan feldolgozott spektrumokbdl. Az R; és R, esetében a
relaxdcids paraméterek illesztése a Levenberg-Marquardt algoritmus felhaszndldsaval tortént.
A heteronukledris NOE mérésekhez HSQC-tipusu spektrumpart vettiink fel: egyik esetben az
NH protonok radidfrekvencids hullimmal voltak besugdrozva, masik esetben besugirzas

nélkiili spektrumot vettiink fel. A két spektrumot azonosan dolgoztam fel és a het-NOE
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értékét a két spektrum Osszetartozé rezonancia-frekvencidju keresztcsucsai intenzitdsainak
hdnyadosabdl szdrmaztattam:

[~
het — NOE = —besusdrset

referencia

4.7. Hidrodinamikai szamolasok

A fehérjemolekulak oldatbeli diffiziés mozgasira az NMR-elemzés mellett
hidrodinamikai szdmitasokkal is kovetkeztetni lehet. A kétféle megkozelités Osszevetése
fontos megerdsitést jelent a tovabbi dinamikai paraméterek jésdganak megitéléséhez.

A hidrodinamikai szdmoldsokat a 2qy0 szerkezetekre végeztem el (KARDOS 2008) minden
modulkombindciéra (i.e. CCP1, CCP2, CCP1-CCP2). A szdmoldsokat a HydroPro (DE LA
TORRE 2000) programmal végeztem, melynek eredményei tobbek kozott a globalis roticids

diffuzids korreldcids idot adtdk.

4.8. A belsé dinamika elemzése

A fehérjék gerinc dinamikajanak vizsgalatat két megkozelitéssel végeztem el: a spektrilis
stirGiségek redukalt térképezésével (reduced spectral density mapping, RSDM; Krizova 2004)
és az un. modellfiiggetlen megkozelitéssel (LIPARI 1982A,B). Eldbbihez egy, a csoportunkban
megirt programot, utébbihoz a Tensor2 programot (DOSSET 2000), valamint a nyilvdnosan
elérhetd 1gpz (BUDAYOVA-SPANO 2002A) és 2qy0 (KARDOS 2008) kristilyszerkezeteket
hasznéltam fel. A modellfiiggetlen megkozelités sordn a kiugré Ro/R; (= Ti/T») hanyadossal
jellemezhetd aminosavakat nem vettem figyelembe a globdlis korreldcids id6 becslése sordn,
ezek ugyanis tipikusan az érintett aminosavaknak a globalist6l jelentdsen eltéré dinamikai

viselkedésére utalnak (CLORE 1990).
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4.9. Adatalapu fehérje-fehérje dokkolas

4.9.1. Oldoszer altal hozzaférhet6 fellilet meghatarozasa

Ahhoz, hogy a két modul relativ orientdciéjarél vizudlis benyomdsunk lehessen,
modellezni kell a két modul kolcsonhatdsat. A jelent6s aminosavspecifikus eltéréseket és az
irodalomban fellelhetd PDB szerkezeteket (2qy0: KARDOS 2008) illetve 1gpz: BUDAYOVA-
SPANO 2002A) felhaszndlva fehérje-fehérje dokkolast (1d. késébb) végeztem. A dokkoldshoz
sziikkséges volt egy un. passziv és egy aktiv aminosav csoportot definidlni, melyeket a
dokkolds sordn kozvetett illetve kozvetlen aminosavakként vesz figyelembe a program.
Ezeknek a meghatarozasdhoz a PDB szerkezetb6l (2qy0) kiindulva minden aminosavra meg
kell hatdrozni az olddszer altal hozzéférheté felilletet. Tekintetbe véve, hogy a jelenleg
elérhetd yg fragmentum két szerkezetében a dimerek CCP moduljai (zimogén: 1gpz A és B
lanca illetve aktiv: 2qy0 A és C lanca) nagyon jé illeszkedést mutatnak (CCP1 gerinc:
RMSD29)358=0,47 £ 0,16 és CCP2 gerinc: RMSD3s6.398 408433=0,37 * 0,12), viszont az akt{v
szerkezet A lancdbdl szarmazé CCP2 aminosavai (356-399,403-433) teljesebb képet
nydjtanak a modul szerkezetérdl, az aktiv szerkezet szolgdlt az oldészer-kitettség vizsgalatra.
A molekula térszerkezeti modelljébdl (pdb: 2qy0) meghatiroztam az atomi szintii olddszer
hozzaférhetéséget a NACCESS nevii program felhaszndldsdval (NACCESS 1S (C) S.
HUBBARD AND J. THORNTON 1992-6). Az oldészer hozziférhetdséget aminosavmaradékra

lebontva szdzalékosan értékeltem és igy haszndltam a dokkolds bemeneti adataként.

4.9.2. Fehérje-fehérje dokkolas

A fehérje-fehérje dokkoldshoz a HadDock (DOMINGUEZ 2003; DE VRIES 2007) elnevezésii
programot haszndltam fel* mely hdrom lépésben végzi el a molekuldk dokkoldsiat a
megjelolt, kolcsonhatdsban kozvetleniil részt vevd (aktiv) és kozvetve részt vevd (passziv),
aminosavak alapjdn a kordbbi ARIA programra (LINGE 2003) épiilve. Az aktiv és passziv
aminosavak megaddsa esetemben — az irodalomban javasoltnak megfeleléen — a NACCESS

és az NMR-titralasi kisérletek eredményein alapultak.

** hitp://www.nmr.chem.uu.nl/haddock
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Aktiv aminosavnak vettem azt, melynek gerinc NH keresztcsicsa jelentdsen eltért a
titrdlds sordn (A8 > dtlag + 1/2 SD) és nagymértékben olddszernek kitett volt. Passziv
aminosavnak vettem azt, amelynek relativ oldészer-kitettsége nem parosult jelentés kombindlt
kémiai eltolddds vdltozdssal (AS < dtlag + 1/2SD). Figyelembe véve, hogy a passziv és aktiv
aminosavak csoportja erésen fiigg az aminosavakra definidlt relativ olddszer-kitettség
hatdrdt6l, ezért szdmos futtatdst is elvégeztem viltoztatva a relativ érték alsé hatdrdt és annak
mindségét (Osszes atomra, teljes oldalldncra illetve gerincre), melyek esetében a kritériumok

igy hol szigoribbak, hol megengeddbbek voltak.

4.10. Szamitogépes modellezés, PDB validalas

A fehérje-szerkezetek feldolgozdsdhoz, vizudlis vizsgédlatdhoz, elemzéséhez MolMol
(KOrRADI 1996) (RSDM szamolds) és PyMol ¥ (DELANO 2002) (szerkezeti illesztés)
programokat haszndltam. A molekuldkrdl késziilt dbrdkat a PyMol programmal készitettem.

Az adatalapi fehérje-fehérje dokkoldssal kapott komplex szerkezetekre illesztett yg
katalitikus fragmentum szerkezeti validdlasat a PDB oldalan taldlhaté tn. ,,PDB validation

server™* felhasznaldsdval ellendriztem.

* hitp://www.pymol.org
* hitp://deposit.pdb.org/validate
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5. Jelhozzarendelések a maganyos modulokra

A rendelkezésre 4116 heteronukledris spektrumok alapjan a maganyos modulok N és NH
atomjainak hozzdrendelése egyértelmiien elvégezhetd volt a prolinokon kiviil az aminosavak
tilnyomé tobbségére (7-9. abra), kivétel az N-termindlis szakaszok (CCP1: T286, T287,
E288, 1289 illetve CCP2: A353, $354, M355, 1356) és a CCP2-b6l mindkét kémhatdson a
G377 illetve semleges kémhatdson az R399, A400, G401, E404. A CCP1 L334 amid
semleges pH-n gyenge keresztcsticsként jelentkezett, mig savas koriilmények kozott nem volt
lathat6, csak a NOESY keresztcsticsa utalt rd a H335 NH-jan. A savas koriilmények kozott
felvett HSQC-n a W347 és H348 NH jeleinek jelentds dtfedése megsziint a H348 semleges
pH-n tapasztalt eltolédds-véltozdsa miatt. Jelentés amid atfedést mutaté aminosavak tovdbba
a CCPl-ben a L298/Q326, mig CCP2-ben a S402/R429. A Kkapott kémiai eltoléddsok

részletes adatai megtaldlhatéak a CD-mellékletben.

-]

7. abra. A CCP2 300 K, pH7-es TOCSY-HSQC (fent) és NOESY-HSQC (lent) spektrumok
kivdlasztott két amid-szalagsorozata. Az egyes szalagokban az adott aminosav gerincamidjdval
kotésen (fent) és téren (lent) at korreldltatott H-atomok keresztcsicsai lathatéak.  Nyilakkal
illusztralom az NOE kapcsolatot, két szomszédos aminosav kozott (az dbran “H;¥H vagy PH;“H térben
kozeli atomok révén), mig a téglalap a jellegzetes elsd cisztein PH-t6l szdrmazé keresztcstics,
detektalva a cisztein “H-n illetve a triptofan ““H atomon.

7 Az A353, $355, M356 a konstrukciébol szarmazé maradékok szamozasa pusztin a szekvencidlis helyzetiikre
utal, az emberi Clr-ben igy nem taldlhatok meg.
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8. dabra. CCP1 300K-en és savas (fent: pH4) illetve semleges (lent: pH7) kémhatdson rogzitett HSQC

spektrumai azonositott gerinc NH keresztcsticsokkal.
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9. abra. CCP2 300K-en és savas (fent: pH4,5) illetve semleges (lent: pH7) kémhatdson rogzitett
HSQC spektrumai azonositott gerinc “H keresztcsticsokkal.
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5.1. A modulok p-szédlas szerkezetének kimutatasa és a kémhatas

szerepe

A jeldiszperzié mindkét maganyos modul esetében az Osszes vizsgalt kisérleti koriilmény
kozott megfeleld volt, sszhangban a vart j6l meghatdrozott haromdimenzids térszerkezettel.

Szekvencia-korrigdlds utdn (lasd mddszerek) elvégeztem a modulok “H analizisét. A
maganyos modulok oldatszerkezetének gerinckonformaciéra érzékeny szekvencia-korrigalt
masodlagos kémiai eltoléddsai jo egyezést mutatnak a kristdlyszerkezetben tapasztalt
madsodlagos szerkezeti elemekkel. Az elvardsnak megfelelden tobbnyire B-szdlas szerkezet
ad6dik a legtobb helyen, igy legaldbb hdarom aminosavnyi Osszefiiggd pozitiv eltolddast
tapasztaltam CCP1 esetében a D-, E-, F- és H-szdlakon illetve CCP2 esetében a B-, D-, E-, F-
és G-szdlakon. A CCP-kben kevéssé tipikus A- és C-szdlak egyik modulndl sem mutattdk az
Osszefiiggd pozitiv eltoléddsok sorozatit. A két modul kozil a CCPl-ben kevéssé
kifejezettek a P-szdlra jellemzd eltoléddsok. Negativ madsodlagos eltoléddsokkal
jellemezheték tobbnyire a P-kanyarok szintén az ismert hdromdimenziés szerkezetnek
megfeleléen: CCP1-ben az AB-, BC-, DE-, FG- és GH-kanyar illetve CCP2-ben az FG-
kanyar. CCPI-ben az N- és kiilonosen a C-termindlis aminosavak negativ eltoléddsa helikélis
preferencidra utal. A rendezetlen szerkezethez nagyon kozeli eltolédasokkal szerepel CCP2-
ben az EF- és a GH-hurok. A leirtakon kiviil a rontgenszerkezettel Gsszhangban 1évé, jol
definidlt harmadlagos szerkezetre utal a modulok els§ cisztein egyik [ protonjanak kis
eltoléddsa (7. abra), valdszinilleg a triptofdn indol anizotrép hatdsa miatt (*H NOE
keresztestics az indolgyiirtiin NH-n).

Az oldészer kémhatdsanak valtozdsa mindkét modulban leginkabb az olddszernek kitett
hisztidinek NH eltoléddsaban jelentkezik. Igy CCP1-ben a H335 és H348, mig CCP2-ben a
H390 semleges koriilményre dttérve jellegzetes pozitiv irdnyd "°N eltoléddst ad.

A modulokat kiilonb6z6 kémhatdsokon vizsgdlva elmondhatd, hogy Osszességében
nagymértékii a kémiai eltolédds-vdltozds. A kémhatds valtozdsara torténé “H perturbicié
vizsgélata sordn CCP1 esetében a H348 és térben kozeli aminosavak amidcsoportjai jelentds
vdltozast mutatnak, ugyanakkor a H335 eltolodds-véltozdsa kiugréan a legnagyobb. Ez
utébbi perturbdcidja kevéssé befolydsolja a tbbi aminosav “H csoportjat, dsszhangban a

kristdlyszerkezet alapjan megéllapitott felszini elhelyezkedéssel.
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A CCP2-ben sokkal kisebb mértékiiek a kémhatasfiiggd eltolédas-valtozasok és nemcsak
térben, hanem szekvencialisan is jol korvonalazhaté a perturbacié. Legnagyobb valtozast a

H390 és az F370 szomszédsdgaban latni.
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6. A kovalensen kotétt modulpar vizsgalata

Moduldris fehérjék esetében a modulok 6nmagukban és szomszédaik kontextusdban is
megvizsgdlhatoak, igy az eltérések, legyenek azok akdr szerkezeti, akdr dinamikai jellegiiek,
utalnak a modulok egymadsra hatdsdra. Esetemben a CCPl és CCP2, mint szomszédos
modulok kélcsonhatdsat vizsgaltam meg, a gerinc “H jeleinek kémiai eltolédds valtozasanak
felhaszndldsdval. Amennyiben nincs a két modul kozott jelentds kolcsonhatds, a kereszt-
relaxdciok jo kozelitéssel megfeleltetheték a magdnyos modulok eltoléddsainak. Ellenkezd

esetben jelents mértékil, jellegzetes eltéréseket varunk.

6.1. A modulpar térszerkezetének hé6mérsékletfiiggése

A CCP modulpérrél 300K-en és pH4-en rogzitett HSQC spektrum vizsgdlata sordn a
keresztcsticsok alakja és intenzitdsa (10. abra) arra utalt, hogy a molekula vagy nem egy jol
meghatdrozhaté szerkezettel rendelkezik, vagy valamilyen aggregédcios jelenség 4ll a rossz
spektrdlis minéség hatterében.  Megjegyzendd, hogy a maginyos modulok, amint a
renaturdlds teljesen végbement, idedlis keresztcsicsokat eredményeztek a rogzitett
spekrumokban, aggregdciés viselkedésre utald jelet nem észleltem. Az aggregacié jelenségét
a vizsgdlt homérséklet-tartomdnyon beliil dinamikus fényszérdson alapulé mérésekkel az
MTA Enzimoldgiai Intézetében kizartdk.

A spektralis mindség javitdsa céljabol eldszor csokkentettik a savas CCP1-CCP2
hémérsékletét 280 K-re (10. abra). Ezen a hémérsékleten tovdbb romlott a spektrum
mindsége, ami feltételezhetden a koztes csere jelentdsebbé valdsaval magyardzhatd. Tovéabbi
homérséklet-csokkentés a lasst csere domindnsa véldsaval jarhat: tobb, gyengébb intenzitdsu
jel megjelenését eredményezve.

A mintat 320 K-re melegitve lényegesen tisztibb és élesebb amid keresztcstcsokat
kaptunk (10. abra), ami arra utalt, hogy kozelitettiink a gyors csere dllapotdhoz. Nemcsak
savas (pH4), hanem semleges (pH7) koriilmények kozott felvett spektrumok esetében is ezt a
jelenséget tapasztaltuk: 300 K-r6l 315 K-re emelve a hdmérsékletet javult a HSQC spektrum
minésége (10. abra). A modulpar gerinc amidjainak jelhozzdrendelését jelentsen

megkonnyitette a mért fehérjeoldat hdmérsékletének emelése.
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10. abra. A CCP1-CCP2 modulpérrél rogzitett HSQC spektrumok mindéségének hémérsékletfiiggése
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savas (balra fent) és semleges (jobbra fent) kémhatdson.
HSQC spektruma az azonositott gerinc NH keresztesdcsokkal (lent).
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6.2. A modulpar és a maganyos modulok szerkezetének

dsszevetése

A modulpar kémiai eltolédasait kizar6lag a HSQC spektrumok alapjan tudtam értelmezni,
mivel a CCPI-CCP2 esetében a HSQC-TOCSY mérések nem nydjtottak értékelhetd
eredményeket, feltételezhetden a molekula nagy mérete miatt. Ugyanakkor jelentds
segitséget szolgéltattak még a HSQC-NOESY spektrumok is, melyek révén a maganyos
modulokbdl szdrmaztatott hipotetikus gerinc amidok jelhozzdrendelését tudtam a
szomszédsag alapjan megerdsiteni. Novelte a jelhozzdrendelések bizonytalansagat, hogy a
spektrdlis mindség alacsonyabb homérsékleten romlott, igy nehezitette a spektrumok
Osszevetését. Mégis 300 K-en és pH7-en jelentds volt az azonositott keresztrezonancidk
szdma. Nem taldltam meg az NH keresztesticsait ugyanakkor az N331, C359, T375, G377,
R399, A400, G401, S402, R403, E404, S405 aminosavaknak. Bizonytalan
jelhozzarendeléssel rendelkeznek tovabba a Q323, G330, V340, M351, T374, K382, H390,
T398, E406, A414, Q415, E421, K426 amidok és dtfedd jeleket adtak a F301/H390,
1304/1.327, R314/K382, K322/T398 gerinc amidok.

A modulparban azonositott amid N és H kémiai eltoléddsok szamottevd eltérés nélkiil (Ad
< 0,15 ppm) megegyeznek a maganyos modulokban hozzirendelt értékekkel, kivéve CCP1-
ben a G324, Y325, a linker régidban az 1356, K357, a CCP2-ben pedig a G360, T380, Y381,
G416, 1417. Mindezek alapjan kijelenthetem, hogy a CCP modulpir mdsodlagos és
harmadlagos szerkezeti elemeiben nem kiilonbozik szamottevéen az azt felépitd maganyos

CCP moduloktdl.

6.3. A modulpar kélcsénhato felszinének meghatarozasa

A maganyos modulok HSQC eltolédasai savas (pH~4) illetve semleges (pH7) kémhatason
osszevethetdek voltak a modulpdr azonos hémérsékleten észlelt megfeleld keresztcstcsaival,
igy a kolcsonhatdsbdl fakadd perturbdcié mértékét szamszeriisitettem (11. dbra). Jelentds
amid perturbdciét ad CCP1-ben a G324, Y325, a linkerben az 1356, K357 illetve CCP2-ben a
G360, T380, Y381, G416, 1417 aminosavmaradékok (A3 > 0,15 ppm). Ezek az aminosavak
szekvencidlisan kozel helyezkednek el egyméshoz és a kristdlyszerkezetet megvizsgalva

(PDB: 1gpz) elmondhatd, hogy a két modul hatdrdn taldlhatok, mégpedig a linker térbeli
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kozelségében taldlhaté két tirozin maradék koré csoportosulva: Tyr325 (CCPI1), Tyr381
(CCP2). A gerinc “H eltolédds-valtozasok alapjan elmondhaté, hogy szdmottevé

kolcsonhatds az érintkez6 felszineken jelentkezik.

A1 B1 c1 D1 Et F1 Gl HiI A2 B2 C2 D2 E2 F2 G2 H2
0.70 - - - . - - - L -
oss
4
035
030
0as \

00 CccP1 ccP2 / CcPi [

Kombinilt “H eltérés / ppm

Aminosay

11. dbra. A CCP1-CCP2 moduljainak kolcsonhatdsa a kovalens egységben. A 300K-en és pH7-en
rogzitett HSQC “H keresztcsticsok perturbdciéjanak mértéke (MULDER 1999) a szekvencia
filggvényében és modulpar térkitdltds dbrazolasan (PDB: 1gpz) szinkédolva (piros: A8>0,50; narancs:
A8>0,30; sarga: A8>0,15). A szinkédoldst kovetd nyilak a nagy perturbéciét mutatjdk. A grafikon
vildgosbarndval jelolt aminosavai a linkert, feliil a téglalapok pedig az idedlis B-szalakat jellik.
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7. A maganyos CCP modulok nem-kovalens kélcs6nhatasa

A magdanyos és a tandem elhelyezkedésii, kovalensen kotott CCP modulok vizsgalata utdn
titrdldsokat végeztem a modulokkal annak vizsgélatdra, hogy vajon a két maganyos modul

kolesonhatdsba 1ép egymdssal oldatfzisban.

7.1. A nem-kovalens modulok kapcsolodasanak jellemzése

A kapcsolédds-vizsgalathoz egyik esetben a "N-jelélt CCP1-hez jeldletlen CCP2 modult
adtam egészen ~1:1 sztochiometriai ardnyig, majd hasonléan jartam el a "N-jelslt CCP2-vel
is, melyhez ezittal jeloletlen CCPl-et adtam. Az igy végzett titrdlds hatdsit a kémiai
eltoléddsok véltozasaval kovettem. Osszevetve a kezdeti (szabad) és végsé (1:1) allapotokat,

részletesen elemeztem a kolcsonhatdst (12. abra).
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12. dbra. A magényos CCP modulok titrdldsanak hatdsa “H perturbdciéval grafikonon és a modulok
kétoldali térkitoltés modelljén (PDB: 2qy0; CCPI: fent; CCP2: lent) dbrdzolva. A titrdlds 1:1
sztochiometridig tortént. 300K-en és pH7-en a CCP2 EF hurok aminosavainak nagymértékii
mozgékonysdga miatt hidnyoznak (R399-S405; sziirke szinezés a grafikonon). A szinkéd megfelel a
perturbécié (A8) (MULDER 1999) mértékének: piros — A8> dtlag + Y2 SD; lila — Ad> 4tlag + 4 SD
(E425); narancs — egyéb Ad3> atlag + %2 SD értékkel szerepld aminosavak (T398, E406, K426), amikor
az E425 nem szerepel a szamoléasban.
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13. abra. A magényos (folytonos fekete gorbe) és a CCP1 titrélt (szaggatott sziirke gorbe) CCP2 R,
értékei a szekvencia fiiggvényében. (A maganyos CCP2 R, adatait késébb targyalom.)

Elmondhaté, hogy a titrdlds hatdsdra jelentds eltérést mutaté aminosavak jol
meghatdrozhat6 mintdzatot mutatnak: mindkét modulon korvonalazhaté a kélcsonhat6 felszin.
Ismerve az R, spin-spin relaxaciés sebesség méretfiiggését, a kolcsonhatds eredményeként
elvarhat6, hogy a modulok transzverzalis relaxacios sebessége jelentés mértékben novekedni
fog a magdnyos modul értékeihez képest.

Meghatdroztuk a CCP1-gyel titrdlt (~1:1 sztochiometrianal) CCP2 R, sebességeit (13.
abra). Jelentds novekedést tapasztaltunk az édtlagos értékben, ami dsszevethetd volt a CCP1-
CCP2 modulpir esetében mért értékekkel. Igy tovdbbi megerdsitést nyert a két modul 4ltal
képzett komplex létrejotte, mely a perturbacié mértéke és jellege alapjan gyenge
kolcsonhatasnak feleltethetd meg: (Kp varhatéan jelentésen nagyobb, mint 0,1 mM). A

komplex kotofelszine jellegzetesen eltér a modulparban meghatdrozott kolcsonhaté felszint6l.

7.1.2. A komplex fehérje-fehérje dokkolasa

A komplex “H perturbiciéval kérvonalazott kétéfelszinei még nem adnak vizudlis képet a
modulok relativ orienticiéjar6l. A rendelkezésre 4ll6 kisérletes adatok alapjan ehhez fehérje-
fehérje dokkolds volt sziikséges.

Mind a kristdlyszerkezetes, mind az oldatfazisi kisérleti adatokat felhaszndlva merev
testes dokkoldst végeztem. Az irodalomban is leirtakat figyelembe véve a dokkoldst tgy

paramétereztem, hogy az aktiv aminosavak esetében a kémiai eltoléddsok perturbicidja az
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atlagosndl jelentdsen nagyobb legyen (A3 > dtlag + Y2 szords) és az olddszer dltali
hozzéaférhetéségiik definicidszeriien az 6sszes atomra nagyobb legyen, mint 55%. A passziv
aminosavak aminosavak esetében az oldészer dltali hozzdférhetdség a teljes oldalldncra vagy
gerincre szintén nagyobb legyen, mint 55%. Az aktiv aminosavak koz¢é soroltam a CCP2-bél

jelentds oldalldnc perturbdciéval rendelkezd Q361-es és N367-es aminosavakat is.

3. tablazat. A CCP1:CCP2 dokkolds 10 legjobb eredményének értékelése. A sziirke hatterii komplex
a Clr g fragmentum dimerképzésének modellezéséhez haszndlt klaszter. A HadDock érték az inter-
molekuldris energiatagok (kcal/mol) és az eltemetett felszin silyozott dtlaga (JENSEN 2006).

Klaszter [ Erték Klaszter RMSD  Van  Elektrosztatikus Deszolvaticié Hibds Eltemetett  Relativ
méret der megkotottség  felszin  orientdcid
Waals
3 -70,9 18 149  -50,9 -150,2 -2,9 129 13199  antiparalel
2 -68.7 18 32 421 -167 -3.3 1014 1262,9 paralel
8 -65,7 8 23 -45 -129,2 1,1 41,2 1279,8 paralel
1 -63,5 19 132 -325 -259,5 14,5 64,2 1054,2 kereszt
4 -60.8 16 134 -374 -168,6 =32 1354 1104,5  antiparalel
5 -56.2 10 12,5 -388 -208,3 14,3 98,9 1289,1 kereszt
12 -54.8 4 144 455 -136,3 5.9 120,9 1299,1  antiparalel
6 -52,1 9 114 -338 -185,5 52 135,7 976 kereszt
9 -50,6 7 72 -399 -116,9 2,8 98,5 1091.3 paralel
7 -48.8 8 112 -264 -210,8 11,2 84,9 956,4 kereszt
A B

14. abra. A dokkolt klaszterek a modulokon jél definidlt felszint jelolnek ki. A 10 dokkolt klaszter
CCPl-re (A) és CCP2-re (B) tortént illesztés utan. Szinkddolds: zold — CCP1; kék — CCP2; piros — az
illesztéstdl leginkdbb eltérd klaszterek (bal: 1-es és 5-0s; jobb: 7-es kalszter).

Az igy definidlt passziv és aktiv aminosav listdval elvégzett dokkolds eredményeként
kapott tiz legjobbnak értékelt (3. tablazat) szerkezetcsalddot ezek utdn vizudlisan is
atvizsgaltam, abbodl a célbol, hogy vajon ez a tiz csalad illetve ezekbdl egy-egy reprezentansa

a partner modulon egy j6l meghatdrozhaté kotofeliiletet jelol-e ki. A tiz szerkezetet a CCP1-
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re illesztve harom csaldd mutatott eltérést, mig a tobbi hét j6l korvonalazott egy kotofelszint
(14. abra). Ugyanigy eljarva a CCP2-re illesztett szerkezetek koziil minddssze egy mutatott
jelentdsen eltéré kotdfelszint és kilenc csalad nagyon jol korvonalazott egy kotéfelszint. Az
adatalapi fehérje-fehérje dokkolds eredményeként megallapithaté, hogy a szerkezetek
tobbsége egyetlen, jol korvonalazott kotéfelszinnel jellemezhetd, csupan a modulok relativ

helyzete mutat eltéréseket.

7.1.3. A komplexekre illesztett y; dimerek elemzése

A tovabbiakban annak eldontésére, hogy ezek a modul-modul kapcsolatok megélljak-e
helyiiket a teljes katalitikus fragmentumban, felépitettem egy ilyen hipotetikus dimer
modelljét. Két zimogén g szerkezetet (PDB: 1gpz) CCP1 és CCP2 modulokon keresztiil
illesztettem a dokkolassal kapott CCP1:CCP2 komplex alapjan. A tiz csalad vizualis
attekintése utdn hat szerkezetet (4-es, 5-0s, 6-0s, 7-es, 9-es és 12-es klaszter) kizartam az
alapjan, hogy az igy kapcsol6dé két katalitikus fragmens moduljai térben jelentésen dtfednek
egymiassal. Igy hol a szerin protedz doménnel volt étfedés, hol a CUB2 modullal, ami
természetesen nem volt a katalitikus fragmentumban, de a CCP1 N-termindlis folytatdsaként
egyértelmiien kizarhat6 szerkezeteket adtak.

A fennmaradé szintén négy dimercsalad (1-es, 2-es, 3-as és 8-as klaszter) hdrom csoportot
képezett. A 7y dimerek paralel, antiparalel illetve a ketté kozotti keresztirdnyd kapcsolat
alapjan. A két paralel dimer hasonlénak tiinik, viszonylag kis eltérés van a két nagyszdmu
klaszterban (2-es: 18db, 8-as: 8db). Az egyetlen antiparalel dimercsaldd szintén nagyszamu
képviselovel (3-as: 18db) a legjobb dokkoldsi eredményt nyujtotta. A keresztirdinyu
kapcsolatot mutat6 egy dimercsalddban szintén sok komplex taldlhat6 (1-es: 19db) viszont az
elképzelhetd kapcsoloddsok koziil rossz eredményeket mutatnak.

A négy komplexcsalddra elvégeztem a kozeli kapcsolatokra sziiré PDB validdldst, hogy
értékeljiik a dimereket a katalitikus fragmentumban. Ezek alapjan a két paralel illeszkedés
adta a legkevesebb atom-atom iitkdzést, majd az antiparalel, végiil a két keresztirinyud
kolcsonhatds. Egyik dimerben sem lehet az N atomhoz kapcsolt szénhidratokkal iitkozést
megfigyelni. Amennyiben a jelenlegi kristdlyszerkezetet Osszevetjik a fennmaradd négy
modellezett Y szerkezettel, megallapithat6, hogy a lehetd legkevesebb eltérést feltételezve az
antiparalel elrendez6désti modell a legvaldszinlibb egy megfeleld CCP1,/CCP2g gyenge

kolcsonhatds dltal meghatdrozott dimerképzéshez (15. abra). A gyenge kolcsonhatds
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szamottevd lehet, ha a CCP1,/CCP2g mellett a CCP15/CCP24 lehetséges kapcsoldodast is

figyelembe vessziik.

15. abra. Antiparalel Y5 dimerek (narancs és lila) a kristdly- (A; PDB: lgpz) és a dokkoldssal
modellezett (B; 3-as klaszter) szerkezetnek megfeleléen. Fent: dimer oldalrdl; lent: dimer fentrol.
Szinkddolds: piros: katalitikus tridd (H485, D540, S637); sotétzold: az elhasitott kotés (Q446-1447);
sotétlila: N-kapcsolt szénhidrat kotShelye (N497 és N564); vildgoskék: szénhidrit. A jobb
attekinthet6ség miatt a modul orientdcidk fent és lent sematikusan is dbrazoltak.
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8. A maganyos modulok dinamikai viselkedése

A meglévé CCP kristdlyszerkezetek Osszhangban vannak az oldatszerkezetekkel, viszont
a magdnyos modulok belsé mozgékonysdgar6l nem darulnak el semmit. A modulok
karakterisztikus iddskdldn mozgé aminosavai tipikus kolcsonhaté részek lehetnek:
mozgékonysdg szempontjabol forré pontok” keresése a dinamikai és kolcsonhatdsi

vizsgdlatok célpontjai.
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16. abra. Jelintenzitds véltozdsa az R, késleltetési id6 fiiggvényében az illesztett exponenciélis
fiiggvényekkel a kivélasztott aminosavakra (A) CCP2 magényos éllapotdban és (B) CCPl-gyel
alkotott 1:1 komplexében.

A longitudindlis és transzverzdlis relaxdciés iddédllandok megallapitdsahoz haszndlt
spektrumsorozatokban levd jelek intenzitdsara exponencidlis lecsengéseket illesztettem. Az
illesztések tipikusan jol illeszked$ gorbéket adtak (16. abra). A heteronukledris NOE
felhaszndldsdval Osszesen harom adatsor dllt rendelkezésemre a dinamikai paraméterek
megaddsiahoz. A molekuldk gomb alakjat feltételezve az aldbbiakban az izotrép tenzor
mellett végzett dinamikai elemzéseket targyalom. (A bonyolultabb anizotrép diffizids tenzor
bevezetése a modellfiiggetlen mddszerrel nem vezetett szimottevden jobb eredményre, igy

ennek részletes elemzését nem tartom sziikségesnek.) A hdrom konstrukcidora mindkét
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kémhatason, 300 K-en rogzitett és megallapitott relaxacids adatsorokat illetve azokbdl

szarmaztatott dinamikai paramétereket a CD-melléklet tartalmazza.
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17. abra. A szdmolt dltaldnos rendezettségi paraméter négyzete és hibdja CCP1 illetve CCP2
aminosavainak esetében savas és semleges (300 K) kémhatdson.

8.1. CCP1 savas pH4,0

A CCP1 molekula globdlis roticios korreldcids idejének meghatdrozasdhoz az aminosavak
atlagos R, / R, hinyadosa 2,96 + 0,36 volt, amikor az dtfedd aminosavakat (L298, Q326,
W347 és H348) nem vettem figyelembe. Az atlagnal nagyobb értékkel szerepld aminosavak
esetében vdrhatéan a lassabb mozgdsok jellemzoek jellemzdek (Rex kémiai csere tag

figyelembe vétele sziikséges a relaxdciés adatok értelmezéséhez. Ide (RZ/R]>3,30)

53



tartoznak az E300, N33138, C341, R349 és A350 aminosavak. A szokdsos protokollnak
megfeleléen a globdlis rotdcids korreldcids idé becslésekor ezeket figyelmen kiviil hagytam,
ami igy 5,06 ns-nak adédott. Ez jo Osszhangban van a térszerkezet hidrodinamikai
elemzésével kapott 5,22 ns-mal (17. abra). Az 6t lassi mozgasu aminosav 4-es modellel, igy
Rex taggal (Rex > 1 Hz) volt jellemezhet6. Ezen aminosavak mozgdsanak leirdsahoz haszndlt
komplex modell miatt statisztikai elemzést nem kaptam (hdrom relaxdcids adatbdl, Ry, R, és
heteronuklearis NOE, négy dinamikai paraméter szdrmaztatdsa, 7 S?, 7, és Rey). Az

Osszes tobbi értelmezhetd aminosav esetében egyszerli modellekkel lehetett jellemezni az
aminosavak mozgasat (I-es és 2-es modell). Az 1l-es modellek kozil legfeljebb 6,0-0s
(M351), mig a 2-es modellek koziil 2,3-as (T297) y° -tesztet kaptam. Kevéssé jé
modellillesztést adédott az 1328, A339 és V340 aminosavakra (5 < ,1’2). Az S értékek dtlaga
0,80 £ 0,07, mely jol jellemzi a molekula merevségét és viszonylag korldtozott belsd
mozgékonysagat (17. abra). A vizsgdlt aminosavak koziil a ps-ns iddskdldn a legmerevebb
(legnagyobb az S?) az A339, mig a legmozgékonyabb (legkisebb az $?) a D358.

Szamottevéen mozgékony aminosavak tovabba az 1290 és T302.

8.2. CCP1 neutralis pH7,0

A savas CCP1 dinamikahoz képest a neutralis valamelyest nehezebben volt értelmezhetd.
Erdekes médon a savas koriilmények nem kedveztek az 1334 amid proton megjelenésének,
viszont neutrdlis koriilmények mellett nagy 'H eltoldddssal jelentkezett, mellyel
értelmezhetévé valt ezen aminosav dinamikai viselkedése is.

Az azonositott aminosavak dtlagos R,/R, hdnyadosa 3,08 + 0,42. A hdnyados
vizsgdlatabol és a kezdeti modelfiiggetlen szdmoldsok utdn megallapithaté volt, hogy azok az
aminosavak illetve NH kotések, melyekre 3,50 < R,/R, teljesiil, jellemz8en lassi mozgdst
végeznek (Uus-ms iddskdlan). Ezek az aminosavak: H335, D344 és H348. Az alacsony 2,66 >
Rz/R| hanyadost ad6 1290-et, S336-ot, W347-et, M351-et és D358-at sem vettem figyelembe
a globalis rotacids korrelaciés id6 meghatdrozasahoz, mely igy végiil is 5,28 ns-nak adddott,

ami kicsivel lassabb rotdciét mutat a savas koriilményekhez képest.

* A HSQC-n laposabb jelalakja a nagyobb félértékszélességet mutatja, ami az R, értékkel dll dsszefiiggésben.
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Az aminosavak NH kotéseinek mozgdsat leird illesztések neutrdlis koriilmények kozott
viszonylag sok 4-es és néhdny 3-as modellt eredményezett, nevezetesen: D299, E300, N306,
Q308, G324, G330, N331(3), L334, H335(3), A339, C341, D344(3), T346(3) és A350.
Ezeknél az aminosavakndl igy lassi mozgdsokat (us-ms idéskdla) is feltételezhetiink.
Erdemes ugyanakkor megjegyezni, hogy a lassi mozgdsok frekvencidja sokszor
elhanyagolhat6an kicsi. Ilyen eseteket taldlni, ha az Rex < 1 Hz vagy ehhez kozeli érték (pl.
1,5 Hz). Ezek fordulnak eld az D299, E300, Q308, A339 és C341 gerinc amidoknal.
Mindezek miatt a lassi ps-ms id6skdldji mozgasok az N306, G324, G330, N331, L334,
H335, D344, T346 és A350 gerinc amidokndl jelentkeznek neutrdlis koriilmények kozott,
kulonosen a G324, N331 és H335 esetében (rendre 4,6; 3,1; 7,2 HZ)”. A tobbi aminosav
gerinc NH mozgdsdnak leirdsdhoz elegendd volt az 1-es és 2-es modell alkalmazdsa®. Az 1-
es, 2-es és 3-as modell esetében (hdrom relaxdciés adatbdl legfeljebb hdrom dinamikai
paraméter megaddsa) a y’-tesztek felhaszndlhatéak az illesztés jésdganak értelmezéséhez.
Leggyengébb értékelést az M351 (° = 6,08) aminosavndl kaptam, mely feltehetdleg a ps-ns
mozgds relaxdciés hozzdjaruldsa miatt van. Szdmottevs y°-értéket ad a Q305, F337, D343
1-es modell-illesztés mellett.

Az dltalanos rendezettségi paraméter (S 2) atlagértéke és hibdja 0,84 + 0,12 (17. abra)
eltekintve a D315, G345 (mindketténél S>= 1), G324 (irredlisan kicsi izoldlt S?, mely
feltehetSleg hibas), W347 és H348 (a kordbban emlitett okok miatt) aminosavaktdl. Az N- és

C-terminalisok kivételével a legalacsonyabb S* értékkel az 1.334 (0,66).
CCP1 pH hatas

Elmondhat6, hogy a két hisztidin savanyitds (pH7,0 — pH4,0) hatdséra torténd imidazol
gyliri protondlédasa destabilizdlélag hat az F B-szalban 1évé V340 NH---H348 imidazol H-
hidra ugyanakkor a H335 olddszernek kitett aminosav szdmottevéen nem befolydsolja a
szerkezet stabilitisdt. ~ Hasonl6éan destabilizdlé hatdsi a D299 oldallancdnak (052)
protonalddasa, mely a C354 NH gerinccel van H-hidban semleges koriilmények kozott. Ez
nagyon jol kiveheté az AB-kanyar dltaldnos rendezettségi paraméterének pH fiiggvényében

torténd novekedésében.

** A G324 feltehetSleg hibis illesztéssel bir (Iisd késébb).
0 Egyediil a H348-at nem lehetett értelmezhetd médon lefrni.
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8.3. CCP2 savas pH4,5

A masodik CCP modul dinamikai vizsgdlatit is elszor savas koriilmények kozott
végeztem el. Az exponencidlis illesztéseket illetve a heteronukledris NOE hanyadosit
kielégité szordssal kaptam meg a spektrumsorozatokbdl. Ez esetben is kizartam a kiugréan
magas vagy alacsony R,/R, hdnyadossal jellemezheté aminosavakat. Az izotr6p globdlis
roticids korreldcids id6é meghatdrozasakor ezek: N379, T398, G408, K419, E421, K423,
E425. Szintén eltekintettem a 7, szdmoldsihoz az dtfedé és bizonytalan aminosavak
adataitdl, igy az S402, R429 illetve az R399 is kimaradt a molekula reorientdcios idejének
szdmoldsdbol. (Az E391 ugyancsak nagy R,/R, hdnyadossal szerepelt, dm amennyiben a
globdlis rotdcids korreldcids id szdmoldsidhoz nem vettem figyelembe, Osszességében a
molekuldra rosszabb eredményt kaptam az illesztésben.) A globdlis rotdcids korrelacids idd
(7, = 4,72 ns) kisebb, mint a CCP1-nél kapott érték, feltételezhetéen a mdsodik modulban
taldlhaté hosszabb és mozgékonyabb hurok régiok miatt. Ez az érték messze elmarad a
hidrodinamikai elemzéssel szamoltt 5,61 ns-hoz képest (17. dbra). Az illesztésben 3-as és 4-
es modellel kizdrélag a nagy R,/R, hédnyadossal szerepl aminosavakat kaptam.

A illesztés josdgit mérd y* -értékek enyhén (N367, R371, E391, M396, A414, N420,
K426) vagy tilzottan (G368, Q386, Y387, G408, T411, Q422, K423, E425) nagyok, melyek
koziil rossz az illesztés az N367, G368, R371, Q386, T411, Q422 aminosavak esetében. Ezek
dontden B-szdlakat dsszekotd kanyarokon és hurkokon taldlhatok. Az illeszthetd, de nagy
;{z -értéket adé aminosavak pedig a kovetkezok: az Y387, E391, M396, G408, A414, N420,
K423, E425, K426.

Lokalisan jelentds gyors mozgdst mutatnak a modell szerint a T380, K382, G401 (5-0s
modell: S_f = 0,8911), Y410, G416, E421, G424, C430 aminosavak. Lassi iddskaldji
konformacids cserében 1évé aminosavak a T398, G408 (EF-hurok), K419, E421, K423 és a
E425 (GH-hurok).
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8.4. CCP2 neutralis pH7,0

A CCP2 neutrélis koriilmények kozott jol értelmezhetd relaxdcids adatokat adott. Az
dtlagos R,/R, hédnyados alapjdn a globdlis rotdcids korreldcids id6 szamoldsdhoz kizdrtam a
jelentésen (. + 1 ©) eltérd illetve kis het-NOE értéket mutaté aminosavakat. Hasonléan a
korabbiakhoz kizartam a spektrumban éatfedd jeleket adé aminosavakat is. Mindezek miatt a
T375, M376, T398, E406-G408, A414, N420, K423-K426 aminosavakat nem vettem
figyelembe a tenzor szamitdsdhoz (ezek tobbsége a késdbbiekben valétlanul nagy S f értéket
adott, kivéve a T398, N420, K423, E425, K426). A 4,75 ns-os korrelacids id6 gyakorlatilag
megegyezik a savas pH-n tapasztalt értékkel. Az illesztésben hibds kimenetet adé M376,
T408, A414, E425 aminosavakon kiviil nagy ,(2 értéket eredményezett a D369 és a A383
aminosavak statisztikai elemzése (7,21 és 5,28), melyek a legegyszeriibb 1-es modelljiik
mellett még igy is elfogadhaténak tekinthetdek. Maximalis S* értéket vett fel az N367,
T373, V378, T413, Q415, 1417 és K426 (17. abra), melyeknél a modellek tilzottan merevnek
tekintik az adott amidcsoportokat (kiugréan flexibilisnek mutatkozik ugyanakkor a G408-as
aminosav: S* = 0,0057). Megjegyzendd, hogy ez utébbi felsoroldsban szerepld aminosavak
is 1-es modellel szerepelnek az illesztésben, melyek esetében a globdlis rotacids korrelacids
id6 novekedése (7,,>5,0 ns, de esetenként akdr 5,3 ns felett) csokkentette az S 2 értéket, akdr
1-es (Q415), akar 2-es (N367, V378, T413, 1417) vagy rossz (T373, K426) illesztés tortént.

Gyors, lokélis mozgdsok domindlnak az N-termindlison (K357, D358), a hurkokon (R403,
N420, Q422) és az egyik B-szdlon (Y410) 1év6 aminosavakndl, ugyanakkor ps-ms idéskaldja
mozgésok jelentkeznek a T398, N420, K423 aminosavaknal.

CCP2 pH hatas

Osszességében elmondhatd, hogy a CCP2 esetében a neutrilis koriilmények egyszeriibb
modellleirdst eredményeztek, mint a savas pH-n felvett értékek és kevesebb esetben volt rossz
a modellillesztés.

Elmondhaté, hogy az egyetlen hisztidin savanyitds eredményeként protondl6dé imidazol

oldalldnca gyengiti a B és D-szdlak kozotti kapcsolatot, feltételezhetéen a gyengiilé D369 és

H390 oldallancok kozotti kapcsolat miatt. A stabilizalédds tikrozédik az S* értékek
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novekedésében (D369, F370, H390) és az értelmezhetdbb dinamikai leirasban (N367, G368,
R371).

8.5. A kovalensen kététt modulpar dinamikdja

A relaxdcids adatokbdl szdrmaztatott dinamikai paraméterek meghatdrozasa sikertelen és
bizonytalan volt a modulpdr esetében, ezért ennek relaxdcids-dinamikai értékelését a
spektralis slirliségfiiggvény segitségével végeztem el. Az Osszevethetdség igénye miatt*' a

maganyos CCP modulok spektrélis stiriségértékeit is itt adom meg.

8.5.1. Relaxacios adatok és a spektralis siirliségfiiggvény redukalt
elemzése

A maganyos CCP-kbdl és a modulpar megfelelé aminosavaitdl szdrmazé relaxdcios
adatok Osszevetésekor latvanyos eltéréseket lehet észrevenni (18. abra). A modulpar CCP2
R, adatai kisebbek, mint a CCP1-é, viszont R, esetében ez pontosan forditva van. Mindezek
miatt az Ro/R; hdnyados nagyobb a CCP2 felében. Ez jelentds eltérés a magdnyos modulok
R2/R; hdnyadosdhoz képest, amikor a CCP1-nél volt nagyobb a hidnyados kovetkezésképpen
nagyobb globdlis rotdcids korreldcids id6. Az R, novekedése (13,32 + 2,14) 6sszhangban van

a modulpédr méretnovekedésével (4. tablazat).

4. tablazat. A modulok dtlagos relaxdcios értékei 300 K-en.

pH4,0/pH4,5° pH7,0
CCP1 CCP2 CCP1 CCP2

T, / ms 446 +/- 44 426 +/- 51 417 +/- 44 375 +/- 62

R,/ /s 2,26 +/- 0,21 2,37 +/- 0,21 2,42 +/-0,24 2,76 +/- 0,65

T,/ ms 152 +/- 17 163 +/- 45 139 +/-33 142 +/- 18

R,/ 1/s 6,65 +/- 0,68 6,38 +/- 1,05 7,47 +/- 1,35 7,16 +/- 1,02
{"H}-"N NOE [ 0,624 +/-0,103 | 0,620 +/- 0,239 | 0,639 +/- 0,154 | 0,644 +/- 0,126

R/R, 2,957 +/-0,359 | 2,681 +/-0,356 | 3,077 +/- 0,423 | 2,654 +/- 0,412
¥ccp2

Az {'H}-®N NOE tekintetében a CCP1 a modulparban sokkal nagyobb szérdssal

jellemezhetd, mint szabad allapotban, feltételezhetéen a nagyobb mértékii gyors iddskaldju

1A jobb spektrdlis minéség miatt a modulpar 315 K-es adatait hasznalom.
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18. abra. A CCP modulok relaxdci6s adatai pH7-en. A CCP1-CCP2 modulpér 315 K-en (teli kor) és a maganyos CCP-k 300 K-en (iires haromszog) felvett
(A) Ry (~ 543,0 £ 56,2 ms), (B) R, relaxdcios sebesség (~ 75,6 + 12,3 ms), (C) {'H}-"N NOE (0,608 + 0.163), és (D) Ry/R, értékei. Az idedlis B-szélakat a
grafikonok aljdn fekete téglalapként dbrdzoltam. A vizszintes egybefiiggd és szaggatott vonalak az dtlagot és a + 1 SD értéket jelolik rendre a magdnyos
modulokra és a modulpdrra.



mozgdsok miatt kiilonosen a BC-hurkon. Az EF-hurokban észlelt mozgékonysdghoz jarul
még kifejezett R; csokkenés is. A CCP2 EF-hurok régidjanak dinamikaja jellegében
véltozatlan marad a modulpdron beliil: a ps-ns idéskaldji lokélis mozgdsok domindlnak.
Kiilonosen a modulpar kolcsonhaté felszinének formdldsaban résztvevé masodlagos
szerkezeti elemek (CCP1: AB-, DE-kanyarok illetve CCP2: CD-, FG-kanyarok) kiugréan
magas R, értékkel szerepelnek, melyek érzékenyek a ps-ms idoskaldju mozgdsokra.

A modulpdr Ry/R; hdanyadosdbdl szdrmaztatott globdlis rotdciés korreldciés idé (CCP1-re
Tn=9,32 illetve CCP2-re 1,,=9,87 ns) kisebb, mint a szerkezetbdl szamolt 12,64 ns érték. A
modulpdr dinamikai paramétereinek a modelfiiggetlen mddszerrel torténd szarmaztatasanak
sikertelensége miatt a spektralis stirliségértékek redukalt elemzését végeztem el. A modulpdr
jelentSs J(0) ndvekménye mindkét modul dsszevetésénél Ssszhangban van a megndvekedett
Ro»/R; hanyadossal. Mindkét modulban jelentés novekménnyel rendelkezd aminosavak
egészen jol korvonalazzak a két modul szerkezet alapjan vart kapcsolddasi felszinét vagy
annak kozvetlen szomszédsagat: E300, Y325, 1356 illetve N379, Y381, A383, 1417, W418.
Ezek alapjan az érintkezd felszinhez kozeli aminosavak egy része hatékonyan relaxdl a
globdlis rotdciés idonél lassabb ps-ms-os id6skalan.

A magéanyos modulokhoz képest a CCP1-CCP2 spektralis stirtiség értékei elszortabbak,
ami a modulpdr nagyobb mértékii anizotrépidjara utalhat (19-22. dbra). A CCP2 hurok
régidjanak gyors mozgasa mellett a CCP1 tun. hipervaridbilis régidja jelentds lokalis
mozgékonysagra tett szert a CCP2 kapcsolddasdval. A maginyos CCP2-ben szembetiin a
J(@, ) névekmény (20. abra): szdmos aminosavat reprezentdlé gerinc NH jele kiviil esik a
globalis mozgdst jellemz8 hatdron kiviil. Ilyen mozgdssal rendelkezé aminosavak a [3-
kanyarokon vagy rendezetlen hurkokon helyezkednek el nevezetesen a T375, M376, E406,
Q407, A414, Q415, G424, E425, K426. Az E300 lassabb mozgasa is a CCP2 jelenléte miatt
lehetséges (21. abra), hiszen 6néllé modulként, legaldbbis pH4-en, ez a régié jelentds lokdlis
flexibilitdssal rendelkezik. ~ Valdszinlileg a két kozeli szerkezeti elem (B-kanyar és
hipervaridbilis hurok) kapcsolt dinamikdja figyelhetd meg a koztes B-szalon keresztiil: CCP2
jelenlétének hatdsara a kanyar lokalis flexibilitdsanak megsziinésével egyidejiileg a hurok
belsé mozgékonysdga jelenik meg, mellyel potencidlis kolcsonhaté régié alakul ki. Ezt
tdmasztja ald, hogy a kristdlyszerkezetben megfigyelheté dimerképzés erre a régiora esik

(BUDAYOVA-SPANO 2002A).
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19. dbra. A maginyos CCP1 gerinc “H kotések spektrdlis siirtiségfiiggvény koztes szogsebességii
értékeinek (J(oy)) megfeleltetése a lassi mozgasiakkal (J(0)) 300 K-en és savas (iires hdromszog)
illetve semleges (teli kor) kémhatdson. A folytonos vonal az NH kotés egyetlen mozgdsara
leegyszeriisitett modell mellett meghatdrozott siirliségfiiggvény Osszetartozé értékeit mutatja. Néhany
jellegzetes NH relaxdcios viselkedéssel rendelkezé aminosavat kiemeltem.
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20. dbra. A magdnyos CCP2 gerinc “H kotések spektrilis siiriiségfiiggvény koztes szogsebességii
értékeinek (J(oy)) megfeleltetése a lassi mozgasiakkal (J(0)) 300 K-en és savas (iires hdromszog)
illetve semleges (teli kor) kémhatdson. A folytonos vonal az NH kotés egyetlen mozgdsira
leegyszerisitett modell mellett meghatdrozott stiriiségfiiggvény Osszetartozé értékeit mutatja. Néhdny
jellegzetes NH relaxdcids viselkedéssel rendelkezé aminosavat kiemeltem.
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Jilie Dradins

21. abra. A maganyos (iires hdromszog, 315 K-en) és a modulpdr (teli kor, 300 K-en) CCP1 gerinc NH
kotések spektrélis striiségfiiggvény koztes szogsebességli értékeinek (J(wy)) megfeleltetése a lassi
mozgasuakkal (J(0)) pH7-en. A folytonos vonal az NH kotés egyetlen mozgésdra leegyszeriisitett
modell mellett meghatdrozott stirtiségfiiggvény Osszetartozé értékeit mutatja. A nyil a globdlis
rotacids korreldcids id6 novekedését hangsilyozza. Néhdny jellegzetes NH relaxécids viselkedéssel
rendelkezd aminosavat kiemeltem.

QDS vading

22. dbra. A magényos (iires hdromszog, 315 K-en) és a modulpar (teli kér, 300 K-en) CCP2 gerinc NH
kotések spektrilis siiriiségfiiggvény koztes szogsebességli értékeinek (J(wy)) megfeleltetése a lassi
mozgasuakkal (J(0)) pH7-en. A folytonos vonal az NH kotés egyetlen mozgdsara leegyszeriisitett
modell mellett meghatdrozott siiriiségfiiggvény Osszetartozé értékeit mutatja. A nyil a globadlis
rotdcios korrelaciés id6 novekedését hangsilyozza. Néhany jellegzetes NH relaxdcids viselkedéssel
rendelkezd aminosavat kiemeltem.
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9. Az eredmények értékelése

A Clr CCP molekuldk szerkezete, bdr a teljes katalitikus fragmentum részeként, mar
ismert volt a munka elkezdésekor. Ehhez kapcsolédéan a CCP2-SP kristdlyszerkezete is
elérhet$ volt, mind a zimogén, mind az aktiv formdban. Az SP domén katalitikus dllapotai
nem voltak jelentds hatdssal a CCP2 modulra. Ugyanakkor a fenti kristalyszerkezetek, a B-
faktor kozvetett adatain kiviil, nem nyujtanak semmilyen adatot a CCP modulok belsé
dinamikdjarél. Ezeknek feltételezett a nagymértékii konformacié-vdltozasa a katalizis sordn.
Az elvégzett relaxdcids-dinamikai vizsgdlatok ebbdl a szempontbdl djnak tekinthetdk, bar

CCP modulok NMR-spektroszkdpidval meghatdrozott dinamikdja nem eldzmények nélkiili.

9.1. A kémiai eltolodasok és a térszerkezet kapcsolata a maganyos
modulokban

9.1.1. Osszevetés a kristalyszerkezettel

Az aminosav gerinc-konformacidja elvileg tiikr6zodik a gerinc atomok kémiai
eltolédasaban (PARDI 1984; WISHART 1991; WILLIAMSON 1990; OSAPAY 1994).
Legegyszeriibben a H-atommagok eltoléddsait lehet vizsgdlni, melyek ugyanakkor H-
hidakban vehetnek részt (WISHART 1991), kiilondsen a NH atomok (PARDI 1983; WISHART
1991; WILLIAMSON 1990). Az “H atomok eltoléddsainak vizsgdlatdval a masodlagos
szerkezeti elemek értékelhetdek. A magdnyos modulok (CCP1 és CCP2) szekvencidlis
szomszédok kémiai eltolédds hatdsdval korrigdlt és a rendezetlen szerkezetli aminosavak
eltoléddsaival dsszevetett “H értékei a tipikus CCP-re jellemzé B-szélas szerkezetet mutatjak,
a masodlagos szerkezeti elemek a kristdlyszerkezetekkel Osszhangban vannak (BUDAYOVA-
SPANO 2002A; KARDOS 2008). Mindkét modulban eléfordulé egy-egy aminosavat érintd
eltérések megszakitjadk a szalak folyamatossdgdt. Ezek jelenléte konzervalt helyen értékes
szerkezetre utal6 eltoléddsokat eredményezhetnek. Az aromds gylirlik kozelében 1évé “H
atomok kémiai eltoléddsukban érzékenyen mutatjdk nemcsak a gytrik térbeli kozelségét,

hanem a csoportok relativ orientdcidjdt is (JOHNSON 1958).
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CPQPKTLDEFTI IQNLQ*PQYQDXFIATCKQGQLIE777GNQVLHSFTAVCQDDGT@HRA 77777 MPRC
CGQPRNLPNGDFRYTTTMGVNTABIQYYCHEPYKMQTRAGSRESEQGVYTCTAQGI@KNEQKGEKIPRC

23. abra. Az emberi Clr CCPI (fent) és CCP2 (lent) szekvencidja bekeretezve a hdarom aromds
poziciéval. Aldhiizdssal jeloltem a jellegzetes “H kémiai eltolédds-valtozdst adé aminosavakat.

Megnézve az emlitett aromds aminosavak kozvetlen térbeli szomszédainak az “H
eltol6dasait lehet magyardzni:
1. Az F313/Y381 a térben kozeli Q342-D343/T413-A414 aminosavak eltoléddsdra van
hatdssal. Tovabbd az R314/K382 negativ eltoloddsat is a kozelségiik magyarazza.
2. A W347/W418 indol gyiiriik eltolédds viltozdst okoznak a V340-C341/T411-C412
aminosavakban. Kiemelheté még az Y316/R384 jelentds pozitiv eltoldddsa.
3. Az Y325/Y394 esetében nem taldltam hasonld, kézenfekvé magyardzatot. Ugyanakkor
ebben a poziciéban mds CCP-k esetében is aromds oldalldncd aminosav foglal helyet: er6sen
konzervalt a pozicié. A szelekciés nyomads elképzelhetd, hogy Osszefiiggésben lehet a térben
kozeli AB B-kanyarral. Térben kozeli hasonld szerkezeti elemek taldlhaték az EGF modulok
egy részében is. Aldtdmasztani latszik mindezt, hogy egy kordbbi megfigyelés szerint az
EGF-SP (véralvadasi) és a CCP-SP (komplement-rendszerbeli) doménparok kozott talaltak
szekvencidlis parhuzamot (GABORIAUD 1998). Mindezek miatt feltételezem, hogy mind a
CCP, mind az EGF C-termindlis vége képes lehet hasonl6 szerepet betdlteni akdr kiilonféle
moduldris kornyezetben.

A CCP1 modulban a kristdlyszerkezet tanisdga szerint hidnyzik az AB-kanyaron beliili H-

hid, melynek két okat feltételezem (24. abra):

CCP2: Leu-Pro-Asn-Gly-Asp Leu-Pro-Asn-Gly-Asp
. < > .

CCP1: Léu—Asp—Glu—Phe—Thr Leu—Asp—Glu—Pﬁe—Thr

24. abra. A két modul AB-kanyaron beliilli aminosav-szekvencidjdanak (hdrombetis roviditéssel)
hérom lehetséges illesztése a konzervélt aminosavakat figyelembevéve. A két részlegesen illesztett:
balra fent — leucinra; jobbra fent — az E szdl aromds aminosavdval kolcsonhaté aminosavra; €s a
kettosen illesztett: alul. (Az utébbi esetben a kanyaron beliili kihurkoldddst kiemeltem.)
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1. L365-P366-N367-G368-D369 (CCP2) helyett L298-D299-E300-F301-T302 (CCP1)
szekvencia taldlhatd, melyben a fenil csoporttal kiterjedtebb m-m kolcsonhatds johet 1étre az
AB és DE kanyarok kozott. A kolesonhatds révén egy pozicidval csiszik a szekvencia és a
kanyar i-edik helyére az aszparaginsav keriil. Viszont mindkét modulban a leucin is
konzervilt (t6bb modulban itt alifds oldallanci aminosav taldlhat6), igy CCP1-ben eggyel
tobb aminosav jut ugyanarra a -kanyarra. Véleményem szerint ez tiikrozédik a CCPl1-es
szerkezetben €s a B-kanyart érinté dinamikai eltérésben a CCP1 és a CCP1-CCP2 esetében.

II. Ehhez kapcsolddik a masodik eltérés, miszerint a D299 oldallanca a C354 gerinc NH-
val alakit ki H-hidas szerkezetet. Ezt tdmasztja ald a C354 amid H jelentds mértékii
paramégneses eltolédésa is, ami er6s H-hid jelenlétére enged kovetkeztetni. Feltételezem,
hogy CCPl-ben az AB-kanyart érinté savas és semleges dinamikai eltérés hatterében a

megviltozott H-hidas szerkezet all.

9.1.2. Osszevetés az oldatszerkezetekkel

Az irodalmi CCP szerkezetek szekvencia-korrigalt “H eltol6d4sai (ABELSON 1994) a B-
szdlas régiokon j6 6sszhangban vannak a Clr CCP modulokéval. Jellegzetes eltérés a CD ,,B-
dudorban” (CCP1: R314-D315-Y316) és a hozzd szerkezetileg kapcsol6dé harmadik
ciszteinben (F-szdl). Ugy tiinik, hogy a kozeli konzervlt triptofan indol kéraramanak hatdsa

miatt ezek a jellegzetes “H eltol6ddsok a modul lokdlis foldjdnak jellemzdi.

—0+ _
PQYQFRDYFIATCKQGYQLIE [6] SFTAVCQDDGTWHRAMPRC
GVNTYKARIQYYCHEPYYKMQ [9]QGVYTCTAQGIW[8] IPRC

Clrl CPQP-KTLDEFTI[5]
6]
7]ESYAHGTKLSYTCEGGFRISE---ENETTCY-MGKWS-SPPQC
4]
4]

Clr2 CGQP-RNLPNGDF
fH15 CSQP-PQIEHGTI

fH16 CKSP-PEISHGVV DSYQYGEEVTYKCFEGFGIDG---PAIAKCL-GEKWS—-HPPSC
fH5 CDNP--YIPNGDY[4]IKHRTGDEITYQCRNGFYPATR--GNTAKCT-STGWI-PAPRC
C4bl CGPP-PTLSFAAP[7]TRFKIGTITLKYTCLPGYVRSHS--TQTLTCNSDGEWV-YNTFC
C4b2 CRHP-GELRNGQVEIKTDLSFGSQIEFSCSEGFFLIG---STTSRC[6]VGWSHPLPQC
GbR2 CSKSYLTLENGKV [6] LPALDGARVDFRCDPDFHLVG---SSRSICS-QGQWSTPKPHC

25. abra. Az oldatfézisd szerkezettel rendelkez6 CCP modulok szekvencia-illesztése. Az illesztések
felett a jellegzetes “H szekvencia-korrigdlt masodlagos kémiai eltolédds-véltozassal rendelkezd
poziciokat +/0/— jellel értékeltem. A haszndlt réviditések: Clrl: Clr CCP1; Clr2: Clr CCP2; fHIS5:
H-faktor CCP15 (BARLOW 1993); fH16: H-faktor CCP16 (BARLOW 1991); fHS5: H-faktor CCP5
(BARLOW 1992); C4b1: C4BP CCPI1 (JENKINS 2006); C4b2: C4BP CCP2; GbR2: GABAgR1a CCP2
(BLEIN 2004).
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Ezekbdl az eltolddas osszevetésekbdl lathatd, hogy az aldbbi konszenzus szekvencidn YG-
vel jelolt szomszédos aromds és tipikusan glicin aminosavak a CCP-k ,,CD-dudorban”
régiéjaban konzervaltak, és bar se a Clr CCPI, se a CCP2 nem glicint tartalmaz, a foldra
jellemzé indol gytirli anizotrép kordram hatdsa miatt az “H eltoléddsok mégis jellegzetesek
maradnak (25, 26. dbra). A szerkezetileg kedvezményezett glicin aminosav jellegzetes “H

kémiai eltol6dasat megdrzi a nem kedvezményezett arginin illetve lizin.

—

A8%H /ppm
A8°H pp

——cunmp-2 pms s

26. abra. Két kitiintetett régié aminosavainak és szekvencidlis szomszédainak jellegzetes “H
szekvencia-korrigdlt mdsodlagos kémiai eltoléddsai. A [-szdlak a grafikonok tetején fekete
téglalappal jeloltem. A — C és D szdlak (Clr CCP1: QYQ és RDYFI); B — F szédl (Clr CCP2:
FTAVC). A roviditések megegyeznek a 25. dbran hasznaltakkal.

A C- és D-szalak kozotti CD ,,B-dudorban” hdrom esetben nulla koriili szekvencia-
korrigalt mdsodlagos kémiai eltoléddssal szerepel a konzervilt glicin “H (RICHARDSON 1978;
CHAN 1993), mely pozicié (5. pozicié a 26. A abran) a tobbi modulban negativ eltolodast
mutat. Az eltérés Osszefuggésben dllhat a megel6z6 pozicié nem aromds karakterii
aminosavanak jelenlétével (treonin és aszparaginsav), és igy a korgylri hatdssal. Az 5.
pozici6 negativ szekvencia-korrigalt “H mésodlagos kémiai eltoléddsa markdnsan jelentkezik
a Clr CCP-k esetében (nem glicin: G1G-tipusii ,3-dudor” **, hanem arginin illetve lizin:
GlA-tipus), ahol a megel6z6 aminosav szintén aromds karakterii. Ugy tiinik, hogy a
jellegzetes “H eltolédds a 4. pozicié oldallancdnak korgyfirti hatdsa miatt van és nem

kizardlag a konzervilt szerkezeti elem miatt.

2 http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/lhfh és http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/1hfi, ugyankkor a H-faktor 5-0s
moduljardl nincsen hasonl6 jellemzés.
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9.2. A maganyos modulok kézétti kovalens kélcsénhatas

Az irodalomban szdmosan taldlhaté példa oldatfazisi és kristdlyszerkezetes CCP
modulpdrok relativ orientacidjara (LEHTINEN 2004) eldbbieknél esetleg dinamikara. A Clr-
ben igen rovid, csupdn négy aminosavas linker 6nmagaban intenziv kolcsonhatast feltételez.
Ugyanakkor egyes CCP modulokban el6fordulé kolesonhaté felszint érinté beépiilések (pl.
CRI1~17 DE- és CR1~16 és 17 FG-hurok (SMITH 2002) hidnyoznak a Clr CCP-kben, igy
varhatéan lecsokkentve az interdomén feliiletet és ezdltal a kolcsonhatdsok mértékét. A Clr
modulpérban formalddo felszin szamottevd perturbaciét eredményez két tirozin aminosavban.
Egyéb perturbalt gerinc amidok CCP1-ben a DE-kanyarban 1év6 G324-Y325, melyek kémiai
eltol6dasa viszonylag jelentds valtozast mutat. A CCP2-ben a perturbalt aminosavak: Y381,
A414-W418. Ezek nagyon jol egyeznek a CCP2-nek a CCP1 felé tekint6 részével (linker, C-
szél, ,,CD-dudor” és FG-kanyar). A CCP1 Y325 helye egyéb CCP modulokban is aromads, de
a CCP2 Y381 (vagy F) mar ritkdbban fordul elé és érdekes médon a komplement kezdeti
fehérjéiben a rakovetkezd lizinnel alkot pdrt (kivétel a Cls CCP2, ahol FG).

A sikertelen magdnyos CCP1 illetve a sikertelen modulpar kifejeztetés (CCP1-CCP2) utdn
a két- és harommodulos termelést (CUB2-CCP1, CUB2-CCP1-CCP2) kovetd enzimatikus
hasitdssal 1étrehozott magdnyos modul és modulpir (CCP1, CCP1-CCP2) NMR-
vizsgdlataival korvonalazédott egy érzékeny modul-modul kolcsonhaté felszin, mely utdbbit a
CUB2 jelenléte stabilizdlja. A di- és trimoduldris fragmentumok kozotti szerkezeti-dinamikai
kommunikacié6 meghatdroz6 kiilonosen a CCP1 szerkezetének szempontjab6l. A CUB2
eltavolitasaval a modulpér nativ szerkezete megmarad, igy indokolt annak feltételezése, hogy
a CUB2-jelenlét sziikséges feltétel a CCP1-CCP2 modulpér (illetve a CCP1) helyes
feltekeredéséhez. A korvonalazott relaxdcids-dinamikai viselkedések alapjan (CCP1 és
CCP1-CCP2) a CCP2 jelent6s szerepet jatszik a CCP1 belsd dinamikdjanak dtrendezésében

az intermoduldris k6lcsonhat6 felszinen keresztiil.

9.3. Maganyos modulok nem-kovalens kélcsénhatdsa

Bar szokatlan modul-modul kovalens kapcsolat eléfordul CCP modulok kozott (RICKERT
2005), két magdnyos CCP asszocidtumdra nem taldltam példit az irodalomban. A modulok

kozotti gyenge kolesonhatasnak, jellege folytan, fontos funkciondlis hatdsa képzelhet6 el akar
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a yg-ben akar a teljes Clr molekuldban. Mind a kristdly-, mind a modellezett szerkezetben a
CCP1 modul jelenléte nélkiilozhetetlen a teljes katalitikus fragmentum dimerizacidjdban a
jelenleg feltételezett antiparalel kolcsonhatds redlisnak t{inik. A meghatdrozott kolcsonhatdsi
felszin és relativ orientdcié alapjan feltételezett dimer kolcsonhatds a legkevesebb
elmozduldst mutatja a kristdlyszerkezet dimerjéhez képest. A modellezett katalitikus
fragmentum moduljainak megvaltozott kolcsonhatdsa miatt az Gj dimer eltérdé funkciondlis
allapotot feltételez. Rdadasul a javasolt modell igen kis médositdsa lehetdvé teszi, hogy a Ys
fragmentum 6sszes CCP modulja kolcsonhatdsba 1épjen egymassal (CCP1:A-CCP2:B és
CCP1:B-CCP2:A, ahol A és B a dimer két lancit jeloli). A CCP1 és CCP2 kozotti
kolcsonhatds Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a Clr CCP2 modul jelenléte
(CCP2-SP fragmentum) jelentdsen hozzdjarul a Cls molekula enzimatikus aktivaldsahoz, mig
a CCPl-et is tartalmazé Clr katalitikus fragmentum katalitikus aktivitdsa visszaesik az 6néllé
SP domén Cls hasitasi értékére. Ez az enzimatikus funkcié magyardzhaté azzal, hogy a
CCP2 Cls szubsztratkotését a Clr CCP1 modulja kotédés révén maszkirozza. A
kristdlyositds utdn megfigyelt ys rontgenszerkezet viszont erésebb kolcsonhatdst feltételez a
CCP1:CCP2 kolcsonhatdsndl, ami magyardzatul szolgdlhat a modellezett dimer sikertelen
kristdlyositdsdra. Emellett fontos megemliteni, hogy a kristdlyositds sordn fellépd egyéb
tényezék és esetlegesen kialakulé nem nativ kolcsonhatdsok az oldatfazisban megjelend

preferencidkat is médosithatjdk (ZUIDERWEG 2002).

9.5. Mozgékonysdg

Az NMR-spektroszkopia fejlédésével és térnyerésével egyre inkabb el6térbe keriil a
fehérjék belsd dinamikdjanak részletes vizsgdlata. Szamos esetben felismerték, hogy a
kiilonboz6 idéskdldkra jellemezé konformdcids mozgdsok szoros Osszefiiggésben vannak az
adott fehérje funkcidjaval. A mozgékony felszini hurokrégidk sokszor vesznek részt fehérje-
fehérje kolcsonhatdsban. A mds fehérjékkel vald kapcsolat ugyanakkor befolydsolhatja a
mozgékonysdgot akdr az interakcios felszintdl tdvol esé helyeken is, ezdltal moduldlva a
partner tovdbbi molekuldkkal torténd kolcsonhatdsra valé képességét.

A CCP modulok a komplementrendszer fontos szabdlyozé komponensei, szamos fehérje-
fehérje kolcsonhatdsban vesznek részt. Ezért fontosnak tartottam mind az 6ndllé modulok,

mind a tandem modulpdr dinamikai vizsgilatat, kiilonos tekintettel arra, hogy a kovalens
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kapcsolat  befolydsolja-e az egyes modulok mozgékonysagit, ezdltal esetlegesen
kolcsonhatasokra vald képességét.

A CCP modulok és modulpar dinamikai vizsgdlatdval megdllapithaté volt, hogy a
magdnyos CCP1 jél korreldltathaté aminosavakkal jellemezhetd, mig a CCP2-re ez kevésbé
jellemzd kiilonosen az EF hurok gyors, peptidszeri mozgékonysiaga miatt.  Ezzel
magyarazhaté a CCP2 nagyobb mérete ellenére gyorsabb reorienticidja. Meghatdrozhat6 volt
CCP1-ben a GH hurok ps-ms id6skdldji mozgdsa is. A modulpar mozgékonysagat kizardlag
a relaxdcids viselkedése és igy a spektralis siirliség redukalt elemzése dltal lehetett jellemezni.
Ezek alapjan feltételezhetd annak nagyobb anizotropidja és az intermoduldris kolcsonhatas
megmutatkozott a kdlcsonhaté felszineken. Jelentds valtozds a maganyos CCP1-hez képest a
BC hurok gyors iddskaldja flexibilitis-novekedése. Véltozatlan marad ugyanakkor a CCP2
EF hurok ps-ms iddskdldjid lokdlis mozgdsa. Mindkét régié potencidlis kolesonhatd
felszinként szerepelhet mds molekuldkkal valé kolcsonhatasban. Erre példat is taldlni a CCP1

BC huroknal, mely révén a Clr yg fragmentum dimerizal6dik (BUDAYOVA SPANO 2002A).

10. Tovabblépési lehetéségek

Rovidtavi célként szerepelhet a Clr molekula tovdbbi moduljainak példaul a CUB2-
CCP1, vagy az EGF-tartalmi modulparok, mint a CUBI-EGF vagy EGF-CUB2 NMR-
dinamikai vizsgdlata. Erdekes lehet a katalizisben fontos SP domén NMR-es vizsgdlata is, de
ennek mérete jelentésen megneheziti az NMR-méréseket.  Tdvolabbi célként lehet
megemliteni a C1 molekulakomplex flexibilitas-vizsgdlatat, igy a Cls illetve a Clq
moduljainak, doménjeinek dinamikai feltérképezését. Akdr a dinamikai adatok
értelmezésével a Cl komplex fehérjéinek kolcsonhatds-vizsgdlata jelent6sen hozzajarulhat

miikodésének megértéséhez.
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A CD melléklet tartalma

¢ A modulok NMR-eltolodds adatai.

® A modulok relaxdciés, dinamikai és spektralis stirtiség-fiiggvény adatai.
e NACCESS futtatdsok eredményei.

e HadDock bemeneti paraméterek és a kimeneti adatai.

e A HadDock komplex és az illesztett Y dimer szerkezetek.

e HydroPro kimeneti adatok.
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Kivonat

A komplementrendszer szabalyozott aktivacidja fontos szerepet jatszik a korokozokkal
szembeni védekezésben. A harom utvonal kozill a klasszikus aktivdcidja a Clr moduldris
felépitésii proteaz révén valosul meg. A proteolitikus aktivacié a heteropentamer Cl1
komplexben megy végbe, valdsziniileg alegységek kozotti nagymértékii atrendezodés révén,
mely a komplex intra- és intermolekuldris kapcsolatrendszeren beliil er6sen szabdlyozott.

A két emberi Clr komplement kontroll modul (CCP1 és CCP2) sikeres eléallitasa
magdnyos ¢és tandem elrendezésben lehetdséget teremtett azok oldatfdzisi szerkezeti,
konformécids dinamikai és kooperdcids viselkedésének vizsgdlatira. A mdsodlagos és
harmadlagos szerkezetek elemzése NMR jelszérds és mdsodlagos *H kémiai eltolédds
vizsgélatokkal jo egyezést mutatott a meglévd kristdlyszerkezetekkel (1gpz and 2qy0). A
CCP2-vel ellentétben a CCP1 és a CCP1-CCP2 sikeres kifejezése heteroldg rendszerben a
megel6z6 CUB2 modul kovalens jelenlétét igényelte, ami utal, hogy a CCP1 a CCP2-nél
kevéssé stabil, és a CUB2-CCP1 kolcsonhat6 felszin szerkezeti fontossdgdt mutatja. A két
konstrukcié stabil formaban maradt a CUB2 eltavolitdsa utdn is. A modulok, kiilonosen a
CCP1 a C-termindlis CCP2 jelenlétében, belsé mozgékonysidga és a kolcsonhatd felszin
kémiai eltol6dds-valtozasa jellegzetes eltérést mutatott és fontos dinamikai kapcsolatra utalt a
két CCP modul kozott. Ezek az NMR adatok azt mutatjdk, hogy a CCP1 feltekeredése,
stabilitdsa és dinamikdja erdsen fiigg a szomszédos modulok jelenlététdl a teljes Clr-ben.
Mindezek miatt a CCP1 kozponti kolcsonhaté pont lehet, mely a szomszédos modulok felé
informacié-atadasra képes.

A maginyos CCP1 és CCP2 titrdldisinak NMR-eredményei a két modul kozotti
kolcsonhtaé felszint mutattdk, ami eltér a modulparban meghatarozott intermoduldris
felszint6l. Fehérje-fehérje dokkoldssal modelezett komplexek szerkezeti illesztését elvégezve
a teljes katalitikus fragmentumra néhdny Uj dimer orientdciét mutattam ki. Ezek koziil a
legval6sziniibb elrendez6désnek az antiparalel dimer adddott, mely kis konformacids
atalakulds mellett 1étrejohet a zimogén kristalyszerkezetbdl (1gpz). A monomerek kozotti
gyenge, de kolesonos CCP1:CCP2 kapcsolddasi felszin miatt az Gj dimerszerkezet még

elfogadhatébb. A modellezett szerkezet a Clr egyik funkciondlis dllapotat mutathatja.
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Abstract

The regulated activation of complement system plays an important role in defense against
patogens. Of its three pathways, classical complement is activated at the first protease, the
modular Clr protein. The proteolytic activation is realized in the heteropentameric C1
complex, possibly accompanied by major inter-subunit re-arrangements requires targeted
regulation of flexibility within the context of the intramolecular and inter-molecular
interaction networks of the complex.

Preparation of the two complement control protein (CCP) modules, CCP1 and CCP2,
from human Clr in their free form, as well as their tandem-linked construct, CCP1-CCP2 was
successfully achieved and their solution structure, conformational dynamics and cooperativity
were studied. The secondary and tertiary structures of the modules were in good agreement
with the available crystal structures (1gpz and 2qy0) derived from NMR signal dispersion and
secondary “H chemical shifts analysis. Unlike free CCP2, successful heterologus expression
of both the single CCP1 module and the CCP1-CCP2 constructs required the attachment of
the preceding N-terminal module, CUB2, indicated that CCP1 is less stable than CCP2 and
highlights the structural importance of a CUB2-CCPI interface. These two constructs found
to be stable after removing CUB2. Internal mobility of the modules, especially that of CCPI,
exhibited considerable changes accompanied by interfacial chemical shift alterations upon the
attachment of the C-terminal CCP2 domain and indicated important dynamic communication
between the two CCP modules. These NMR data suggest that in terms of folding, stability
and dynamics, CCP1 is heavily dependent on the presence of its neighboring modules in
intact Clr. Therefore, CCP1 could be a focal interaction point, capable of transmitting
information towards its neighboring modules.

Free CCP1 and CCP2 NMR-titration experiments indicated a contact surface between the
two modules, which is clearly distinct from that of identified in CCP1-CCP2. Complexes
modeled by module-module docking were aligned to the full catalytic fragment and a few
novel dimer orientations were invoked. The most plausible orientation of these, is the
antiparallel one, where little conformational rearangement is required from the zymogen
crystal structure (1gpz). By the weak but mutual contact between CCP1:CCP2 interface of
each monomer, the novel dimer structure is more plausible. The modeled structure may

represent a functional state of Clr.
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