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1. Bevezetés

A rak korunk egyik vezetd halaloka, kiillondsen a vilag nyugati felén. A tumoros elvaltozas
ugyan mindenképpen veszélyes, de kiilondsen akkor, ha attétet képez. A tumormetasztazis soran
ugyanis a rosszindulati daganat sejtjei elvandorolnak keletkezési helyiikrél és a szervezet
egészen mas részeiben okozhatnak tjabb tumoros elvaltozasokat, igy nagyon nehezen allithato
meg ebben a stddiumban a betegség, st az esetek nagy részében halalos kimeneteliivé valik.
Eppen emiatt nemcsak a réak kialakulasat és miikodését fontos tanulmanyozni, hanem a
metasztazis mechanizmusat is, hogy az alapkutatas eredményei eldsegithessék a
gyogyszerfejlesztést.

A tumormetasztazis kialakulasanak egyik kezdé 1épése a sejtek helyhez kotottségéért felelds
sejtvaz fellazulasa, majd felbomlasa. E folyamatban jatszik fontos szerepet a kdzepes méreti,
Ca?*-koté homodimer fehérje, az S100A4. Az utobbi évtizedekben egyre nagyobb hangsuly
keriilt ennek kutatisara, miutdn tobb mddon is bizonyitottak, hogy nagyobb mennyisége a rakos
sejtekben el6idézi a tumormetasztdzis kialakuldsat. A sejtvaz fehérjéi, tobbek kozott a
nemizom-miozin II fehérjék viszont mar régota ismertek, ugyanakkor az attét szempontjabdl a
filamentumképzd ¢€s annak szétesését szabalyoz6é mechanizmusok megismerése is egyre
fontosabba valik az el6bb emlitett okok miatt.

Doktori munkdm soran ezért az SI00A4 €s a nemizom-miozin II fehérjéket, illetve ezek
néhany jelentds kolcsonhatasat, szerkezeti-dinamikai tulajdonsagait vizsgaltam a metasztazis
kialakulasa szempontjabol. Ehhez elsdsorban egy rendkiviil sokoldali moddszert, az NMR
spektroszkopiat hasznaltam. Az elmult évtizedekben az NMR spektroszkopia az egyik alapvetd
atomi felbontasi informaciot szolgaltatd modszerré fejlodott a biokémidban, igy doktori
munkdm ennek széleskori felhasznaldsat is jol bemutatja. Tobb korszeri modszer hasznalata
mellett kiilondsen nagy hangsulyt tettem a vizsgalt kérdések soran a dinamikai megkozelitésekre,
amelyben az NMR spektroszkopia egyediilalloan részletes kisérleti vizsgalatokat tesz lehetoveé.
Minden modszer hasznalatanak azonban megvan a maga korlatja, igy sok esetben tobb metodika
egyiittes alkalmazasa vezet a kérdéseink megvalaszolasihoz. Epp emiatt az altalam vizsgalt
kérdések esetében az NMR spektroszkopia mellett az ECD spektroszkopiat és a
tomegspektrometriat is alkalmaztam kiegészitd modszerként.

Témavezetdémmel és munkatarsaimmal végzett kutatasaink soran ezek segitségével olyan
kérdéseket érintettiink, mint a fehérje-fehérje interakcionak, a rendezetlen fehérjék rendezetté
alakulasanak, az erés €s gyengébb komplexek Osszevetésének, a foszforilacionak, valamint a
coiled coil szerkezeti elem specialis tulajdonsagainak szerkezeti é¢s dinamikai vonatkozasai.
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2. A vizsgalt biologiai rendszerek bemutatasa

2.1. Az S100A4 fehérje és kotopartnerei

Az S100 fehérjecsaldd tagjai csak gerincesekben eldfordulé Ca?*-kétd kisméretii
(10-12 kDa tomegii) fehérjék, amelyek szekvencidja egymashoz igen hasonlo. Neviiket onnan
kaptak, hogy oldhatok telitett ammonium-szulfat-oldatban (Moore 1965). Szerepet jatszanak
olyan folyamatokban, mint a sejtciklus-szabalyozas, fehérjefoszforilacio, sejtnévekedés,
sejtmozgas, differencialodas, a sejtvaz dinamikus egyensulyanak szabalyozasa, gyulladas ¢és a
Ca2*-homeosztazis (Donato 2001, Donato 2003). Bioldgiai szerepiiket molekularis szinten Ca®*-
fliggd fehérje-fehérje kdlesonhatasokon keresztiil toltik be. A csalad tobb tagja kiilonb6z6 tipusu
¢és stadiumt tumoros megbetegedésben patologids jelentdségli: a tumormetasztazisban fontos
szerepet betdltd S100A4 fehérjén kiviil példaul az S100A6, STI00A7 és S100B fehérjéknek is
fokozott expresszios szintjét talaltdk tumoros sejtekben (Emberley 2004). Emiatt az S100
fehérjék potencidlis terdpids célpontokkd valtak az utobbi idében (Bresnick 2018). A legtobb
S100 fehérje homodimer forméban fordul eld, amelyekben az alegységeket masodrendii kotések
tartjak Ossze. Egy-egy monomer két ugynevezett EF-kéz (hélix—hurok—hélix) motivumot
tartalmaz, amelyek egy-egy Ca?* iont tudnak megkotni. Ez azt jelenti, hogy egy homodimer
osszesen négy Ca®" megkotésére képes (Marenholz 2004, Bresnick 2015).

E csalad egyik kiemelt jelentdségli tagja az S100A4 (mds nevein Mtsl, metasztazin,
kalvaszkulin, p9Ka, 18A2, pEL98, Fsp-1 és CAPL), amely egyarant megtalalhaté a
citoplazmaban, a sejtmagban ¢és az extracellularis térben. Az elmult évtizedekben azért keriilt a
figyelem kozéppontjaba, mert szamos human betegséggel, tumorattétekkel, reumas artritisszel és
kiilonboz6 fibrotikus betegségekkel hozhatd kapcsolatba (Boye 2010). Sok tanulmanyban
vizsgaltak €s bizonyitottak, hogy az SI00A4 expresszios szintje €s bizonyos tumoros sejtvonalak
metasztazisra vald hajlama korrelaciot mutat, tovabba 4llatmodellekben egyértelmiien
kimutattdk, hogy az S100A4 a tumormetasztazis kialakuldsaban szerepet jatszik. Klinikai
tanulmanyok pedig arra mutattak ra, hogy az S100A4 expresszidja az agressziv tumor egyik
jelentds markere, amely sajnalatos modon alacsony tulélési rataval parosul (Davies 1993,
Jenkinson 2004, Boye 2010, Lukanidin 2012, Mishra 2012, Huang 2012). Mindezek tiikrében
kétségteleniil fontos atomi szinten is jellemezni az S100A4 kolcsonhatasait kiilonb6zo
kotdpartnerekkel, és doktori munkam soran én is ezen kutatdsokba kapcsolodtam be.

Az S100A4 emberben és egérben eldforduld valtozatat vizsgaltdk eddig. Mindketté 101

aminosavbol allo fehérje, és teljes oldatfazist NMR-asszignaciojuk ismert. A human apo-tipus,



1. abra: Az S100A4 dimer térszerkezete és masodlagos szerkezeti elemei: (A) a szabad allapotban a 3CGA
(Pathuri 2008) és (B) a nemizom-miozin 1A (NMIIA) kétérégiojaval komplexben a 3ZWH (Kiss 2012) PBD-
szerkezeten abrazolva. Kék szinnel az A-lanc, piros szinnel a B-lanc lathaté, a Ca®* ionok sziirke gombik,

zold szinnel az NMIIA-bél szarmazo peptid (MPT). H1-H4 az a-hélixek, L1-L3 a g-hurkok.

cres

heteronuklearis spektrumok segitségével készitették el (Rustandi 2001, Dutta 2002a, Cox 2002).

Az apo- és a Ca?*-kotott S100A4 térszerkezetét mind rontgendiffrakcioval, mind oldatfazist
NMR spektroszkopiaval tobb izben is meghataroztak (Vallely 2002, Malashkevich 2008,
Gingras 2008, Pathuri 2008, Cho 2015, Ramagopal 2013). Az S100 fehérjékre jellemzo Osszes
szerkezeti elem megtalalhatd benne: a pszeudo-EF-kéz az N-terminalis végén (ezt a H1 és H2
a-hélixek képezik, kozottikk az L1 B-hurokkal), majd az 6sszekoto ,,csuklo” régid (L2 B-hurok),
s végiil a C-terminalis végen a kanonikus EF-kéz motivum (H3 és H4 a-hélixek, amelyek kdzott
az L3 B-hurok talalhatd). A masodlagos szerkezeti elemek az 1A. abran lathatok. A kanonikus
EF-kéz motivum tobb Ca?*-kotd fehérjében, példaul a jol ismert kalmodulinban is megtalalhaté
(Babu 1988). A kanonikus és a pszeudo-EF-kéz motivumok szerkezetiikben jelentésen
kiilonboznek (Garrett 2006). A homodimer két alegységét az ugynevezett X-tipusu négylanct
hélixkoteg tartja 0ssze (az X-tipusu megnevezés a térbeli elrendezddésre utal), amelyet mindkét
monomerbdl a H1 és H4 hélixek alkotnak. Az apo forma zartabb szerkezetet alkot, mig a Ca®*
1onok bekotddése hatasara nyitott konformacio jon 1étre (a H3 hélixek kozel 90°-os elforduldsa
révén), amelyben az L2 hurok a H3 és H4 hélixek egyes részeivel egy hidrofob kotézsebet alkot.
A Ca?*-kotés hatasara bekovetkezé térszerkezeti valtozast atomi szinten NMR spektroszkopiai
uton, titralasos modszerrel kovették (Dutta 2002b). A kdtOpartnerek szinte kivétel nélkiil a nyitott
formahoz kotédnek és altalaban o-hélix szerkezetet vesznek fel. A legismertebb kotpartnerek:

a sejtvaz fehérjék koziil a nemizom-miozin A (Kriajevska 1994), szignalfehérjék koziil
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a liprin B1 (Kriajevska 2002), a p53 transzkripcios faktor (Grigorian 2001) és két sejtfelszinen
talalhaté fehérje — a Ca*- és lipidkoté annexin A2 (Semov 2005, Ecsédi 2017), illetve a Tag7
(Dukhanina 2009).

Az S100A4 interakcidja a nemizom-miozin IIA fehérje nehézldncéval (tovabbiakban
NMIIA) feltehetéleg kulcsszerepet jatszik a metasztatikus sejtek megndvekedett migracios
képességének kialakuldsaban (Bresnick 2015). Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az
S100A4 gatolja a nemizom-miozin filamentumok képzddését, és ezzel parhuzamosan eldsegiti
azok szétesését is (Li 2003, Garrett 2006). Az S100A4 az NMIIA filamentumokkal egyiitt a
migrald sejtek vezetd ¢lén talalhatd és szabalyozza az irdnyitott mozgéast az NMIIA-val vald
kolesonhatés révén (Kim 2003, Li 2006). Az S100A4-NMIIA komplex rontgendiffrakcioval és
NMR spektroszkopiaval is meghatarozott térszerkezete egyarant rendelkezésre all. A komplex
jellegzetességei kozé tartozik a nagy affinitas (Kg =~ 0,1 nM) (Kiss 2012, Elliott 2012,
Duelli 2014), illetve a 2:1 sztchimetria, ami szokatlan aszimmetriara utal. Egyetlen NMIIA lanc
kotddik be a két teljesen azonos hidrofob kotézsebbe, ily modon a két monomer kémiai
ekvivalenciaja megsziinik (Ramagopal 2013, Kiss 2012, Elliott 2012, Duelli 2014). A komplex
szerkezete az 1B. abran lathato. Az NMIIA S100A4-et koté peptidrégidja tartalmazza a coiled
coil dimer C-terminalis szakaszat és a rendezetlen, nemhelikalis farokrégido egy részét
(Kiss 2012, Elliott 2012) (err6l részletesebben a 2.2. alfejezetben lesz sz0).

Szamos szerkezeti és dinamikai tanulméany foglalkozik az apo- és CaZ*-kétdtt S100
fehérjékkel: gerincdinamikai adatok elérhetdk az apo szerkezetli SI00A1 (Zhukov 2008,
Nowakowski 2011), S100A4 (Dutta 2008), S100A5 (Bertini 2009), S100A13 (Arnesano 2005),
S100A14 (Bertini 2013), SI00B (Inman 2001) és a Ca?*-kotott SI00A1 (Nowakowski 2013),
S100A5 (Bertini 2009), S100B (Wright 2008a) fehérjék esetében. Ennek ellenére minddssze egy
esetben vizsgaltak részletesen a kolcsOnhatd partner hatasara bekovetkezd dinamikai
valtozasokat. Ez a kutatas a 12 aminosavas TRTK-peptid kotddését irja le az S100B fehérjéhez.
Ebben az esetben nem ,,atkarolé komplex”, hanem 2:2 aranyt komplex jon létre (Liriano 2012).

A kotépartnerekkel vald interakcid és a Ca?* ionok kotddése soran bekovetkezo szerkezeti
¢és dinamikai valtozasok értelmezése elengedhetetlen ahhoz, hogy megérthessiik az S100 csalad
szabalyozé szerepét. A korabban felvetett ,,S100 dilemma” Iényege ugyanis az, hogy a legtobb
S100 fehérje Ca?*-kotés affinitasa olyan Kicsi szabad allapotban (Kg > 10 pM), hogy nem tudnak
elegendden telitédni ahhoz, hogy a Ca?*-szignalizacio kapcsolojaként mitkddjenek (Fano 1995).
Ezt a dilemmat az oldja fel, hogy az S100 fehérjék Ca?*-affinitasa jelentésen megnovekszik a
kolesonhato partnerek jelenlétében, ahogyan ezt az S100A1, S100B és S100A4 esetében
bizonyitottdk (Dukhanina 1997, Markowitz 2005, Malashkevich 2008, Wright 2008b,
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Zimmer 2010). Masrészt viszont a kis Ca%*-affinitas miatt lehetséges az, hogy az S100 fehérjék
nagyobb koncentracioban legyenek jelen a citoplazmdban anélkiil, hogy a szabad Ca®* ionokat
teljes mértékben megkotnék. Az NMIIA S100A4 fehérjéhez vald szokatlanul erds kotddése a
Ca?*-affinitdis nM-os nagysagrendiivé er6sodését okozza a termodinamikai Osszefiiggések
értelmében. Ennek eredményeképpen a két fehérje képes interakcidoba 1épni még az alapvetd
intracellularis Ca®* koncentracié mellett is, ami uM-os tartomanyba esik (Dukhanina 1997,
Badyal 2011, Elliott 2012). Kérdéses maradt, hogy a Ca’*-affinitds novekedését
magyarazhatja-e szerkezeti vagy dinamikai, esetleg mindkét szintli valtozas az SI00A4-NMIIA
komplexben a szabad Ca?*-kotdtt S100A4-hez képest — hasonloan az S100B TRTK-val képzett
komplexéhez. Emiatt az S100A4-NMIIA komplex képzddésének hatasara bekovetkezd
szerkezeti-dinamikai valtozasok elemzésének és az okok megértésének nagy jelent6sége van,
mégsem vizsgaltak ezt kordbban.

Az S100A4 mellett a metasztazis egy masik fontos szereplje az ezrin. Kimutattak, hogy a
ezrin a sejtadhézio, a sejtmigracio és a sejtnovekedés folyamataiban is részt vesz, feladata a
sejtplazma ¢és a sejtvaz Osszekotése (Neisch 2011). Az ezrin az ERM nevii fehérjecsaladhoz
tartozik (a radixin és moezin fehérjékkel egyiitt), és harom nagyobb doménbdl all: a kozel
300 aminosav hosszi N-termindlis ERM-doménbdl, az N-ERMAD-b6l — ez harom nagyobb
lebenyet tartalmaz (neviik: F1, F2 és F3) —, az ezt kovetd a-helikalis linker régiobol, mely kozel
160 aminosavbol all, és végiil a 200 aminosav hosszii C-termindlis rendezetlen C-ERMAD
szakaszbol. Kordbban kimutattdk, hogy az ezrin kotddik az egyik S100 csalddhoz tartozé
fehérjéhez, az S100P-hez (Koltzcher 2003, Austermann 2008) — de hogy kotédhet-e
az S100A4-hez is, azt eddig még nem vizsgaltak.

Az S100A4 egy masik interakcids partnere a tumorszupresszor tulajdonsagli pS3 fehérje
(Grigorian 2001), amelyet a ,,genom 6rzéjének” is szoktak nevezni (Lane 1992). A DNS sériilése
esetén fokozodik miikodése, és transzkripcios faktor 1évén a DNS-javitd fehérjék atirédasat
serkenti, emellett leallitja a sejtciklust, és végsziikségben apoptodzist indit el. Ily modon képes
akadalyozni a tumoros elvaltozas kialakulasat (Bohlig 2011). Mivel a rosszindulata daganatok
tobb mint 50%-aban kimutathaté e fehérje mutacidja és ebbdl kdvetkezé csokkent vagy hibas
miikodése, a rakkutatas egyik fontos célpontja is (Soussi 2000). Az S100 csalad tobb tagja, igy
az S100A1, S100A2, S100A4, S100A6 és S100B kotodik a p53-hoz megakadalyozva annak
DNS-hez kotddését és igy a védelmi funkcidjat (van Dieck 2009). Az S100A4 interakcidja
a p53-mal tehat végeredményben a tumoros sejtek talélését segitheti el (Orre 2013).

A p53 393 aminosav hosszusagu, részben rendezetlen szerkezetii, tetramerizaciora képes
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fehérje, s rendezetlen volta miatt a teljes molekula atomi szintii szerkezete nem ismert (Uversky
2016). Ot kiilonallo doménre oszthaté fel, ezek: az N-terminalis transzaktivaciés domén
(TAD, 1-61. aminosavak, ez a tumorszupresszido ¢és az apoptdzis indukalasért felels),
a prolin-gazdag régio (PRR, 64-92. aminosavak), a ko6zéps6 DNS-kot6 domén (DBD,
94-292. aminosavak), majd a tetramerizacios domén (TET, 325-356. aminosavak) és végiil
a C-terminalis regulaciés domén (CTD, 356-393. aminosavak) (Joerger 2008). Az S100 fehérjék
a TAD-hoz és a TET-hez is képesek kotddni, igy befolyasoljak a p53 bioldgiai funkcioit
(Fernandez-Fernandez 2005, van Dieck 2009).

Régota ismert, hogy a p53 TAD doménjéhez kotddik még sok mas interakcids partner is,
mint példaul a transzkripcios adapter CBP (CREB-binding protein) és az ehhez nagyon hasonlé
funkcioju p300 tobb doménje (Scolnick 1997), a DNS-replikaciot szabalyozd human replikacios
protein A, a hRPA70 (Leiter 1996), az ubikvitin ligaz MDM2 (Momand 1992), a transzkripcids
faktor TFIIH (Xiao 1994) és az adonevirus E1B fehérjéje (Lin 1994). A p53TAD régiot két
tovabbi szakaszra, a TAD1 (1-40. aminosavak) és TAD2 (41-61. aminosavak) szubdoménekre
szoktak felosztani (Candau 1997, Raj 2017). A pS3TAD domén 6nall6 szerkezeti és dinamikai
tulajdonsagait NMR spektroszkopiaval (Lee 2000) és fluoreszcens mérésekkel is vizsgaltak
(Lum 2012), és a kiilonb6z6 modszerek segitségével egybehangzoan megallapitottak, hogy bar
rendezetlen szerkezetii (IDP fehérje), mégis tartalmaz naszcens helikalis régiokat a T18-L26,
M40-M44 és D48-W53 szakaszokon (Lee 2000). Ezek a régiok a pS3TAD interakciods
partnerekkel valdo komplexképzddése esetében amfipatikus hélixszé alakulnak, ily modon
rendezetlenbdl rendezetté valik a pS3 szerkezete. A kotott allapotth pS3TAD dinamikéajat csak
némely esetben vizsgaltak: a CBP TAZ1- és TAZ2-doménjével és a hRPA70-nel képzett
komplexek esetében (Vise 2005, Krois 2016). Megallapitottak, hogy a TAD1 és TAD2
szubdomének merevségének novekedése mellett is jelentds marad a pS3TAD flexibilitasa a
komplexben. Az ilyen, kotott allapotban is megmaradé mozgékonysaggal rendelkezé komplexek
az un. ,,bolyhos” (,,fuzzy”) komplexek (Tompa 2008). A p5S3TAD egy masik CBP-doménnel, az
N-terminalis NCBD-vel alkotott komplexérdl megallapitottak, hogy fuzzy komplex, és szerepel
is ezek gyilijteményében, a FuzDB adatbazisban (Sharma 2015, Miskei 2017). Az S100A4 és a
pS3TAD domén komplexének viszont még nem ismert sem a szerkezete, sem a dinamikai
tulajdonsagai, és igy a komplexképzddés hatasara bekovetkezd szerkezeti-dinamikai valtozasok
sem. Emiatt kérdéses maradt, hogy mennyiben hasonl6 és miben kiilonbdzik e komplex a tobbi
S100A4-, illetve p5S3TAD-komplext6l? Vajon itt is megfigyelhetd a pS3TAD rendezddése,
illetve mennyire marad dinamikus a komplexben — és végeredményben ebben az esetben is fuzzy

komplex keletkezik?
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2.2 A nemizom-miozin fehérjék filamentumképzodésének szabalyozasa

Ahogy az el6z6ekben lathattuk, a tumormetasztazis folyamatanak egyik kulcslépése lehet a
sejtek helyhez rogzitéséért és kimerevitéséért felelds, citoszolban talalhato sejtvaz fellazitasa az
S100A4 hatasara. Erdemes ugyanezt a folyamatot a sejtvaz szempontjabol is megvizsgalni. A
citoszkeleton egyik f6 alkotdja az aktin filamentumok mellett a korabban emlitett nemizom-
miozin Il (tovabbiakban NMII) fehérjékbol felépiilé filamentumok, amelyek szétesése révén a
sejtvaz fellazul, és ennek koszonhetden a tumoros sejtek képesek lesznek a migraciora, aminek
hajtoereje a sejtek vezetd ¢€lén bekovetkezd aktin filamentumok polimerizacidja
(Ouderkirk 2014). Az NMII fehérjék az egészséges szervezetben is részt vesznek a sejtmozgasok
folyamatanak elinditasaban (példaul az embri6 fejlédése vagy a sebgyodgyulas soran, illetve a
sejtes immunvalasz kialakitasaban van ennek jelentdsége), valamint szerepet jatszanak a sejt-sejt
adhézi6 és a sejt polaritdsdnak kialakitadsaban. A miozin fehérjék altalaban az izommiikodésbol
ismertek, de ezzel szemben neviiknek megfeleléen a nemizom-miozinok gyakorlatilag minden
gerinces allat sejtjében jelen vannak. Szerkezetiik hasonld az izomkotegeket alkotd miozin
fehérjékhez, csak azokhoz képest kevesebb molekulabol allo ugynevezett minifilamentumokat
épitenek fel (Vicente-Manzaneres 2009).

Az NMII fehérjéknek emldsokben hdrom izoformdja létezik: az S100A4 fehérje
kolcsonhatasainal is ismertett NMIIA, és ezen kivil az NMIIB és NMIIC izoformak
(Vicente-Manzaneres 2009). Mindharom hat alegységbdl felépiilé motorfehérje (2. abra): a két
nehézlancbol (méretiik 171-244 kDa) és az ezekbdl képz6d6 homodimerhez kapcsolodd két
regulacios (20 kDa) és két esszencialis konnytilancbol (22 kDa) allnak (Sellers 2000). A harom
izoforma nehézlancanak szekvenciaja 65-79%-ban azonos (Dulyaninova 2013). A nehézlancok
N-terminalis végiikon egy motordomént tartalmaznak — amely az aktinnal val6 kolcsonhatést €s
a fehérjék egyméshoz képest torténd elmozdulasat teszik lehetévé ATP-hidrolizise révén —, ezt
koveti a nyak régio, majd a leghosszabb a-helikalis coiled coilt képz6 farok régid, végiil a rovid
és rendezetlen szerkezetii C-terminalis vég (Sellers 2000). A coiled coil szerkezet két vagy tobb
egymas koré tekeredé a-hélixbdl all, amelyeket egy hidrofob jellegli ,,varrat” tart Ossze.
Altalanossagban a fehérjék viligdban viszonylag gyakran elfordulé harmadlagos szintii
szerkezeti elem, amely nemcsak a sejtvaz és izmok miozinjaiban, hanem a DNS-t kotd
transzkripcids faktorok leucincipzar motivumaéban, valamint egyéb fehérjék dimerizacios
doménjeiben is el6fordul (Lupas 2017). A miozin filamentumokban a coiled coil molekularészek
kozotti elektrosztatikus kdlcsonhatés felelds az aggregacidért. A hosszu coiled coil szakasz végén
talalhato jellegzetes toltésmintazattal rendelkezd régid kritikus szerepet tolt be a

filamentumképzddésben (neve ACD az angol assembly competence domain szobdl), ugyanis
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2. abra: Az NMII hexamer sematikus abraja (feliil) és a C-terminalis végen talalhaté foszforilaciés helyek az
NMIIA és NMIIB esetében, valamint az S100A4 koté helye az NMIIA szekvencidjan jelolve (alul). A fekete
csillag jeloli a coiled coil szakasz végét és a C-terminalis rendezetlen farok kezdetét. A TRPM7, PKC és CK2
kinazok foszforilacids helyei rendre sarga, kék és zold szinnel jelolve a korabbi eredmények alapjan (Vicente-

Manzaneres 2009). (Az abra forrasa Kisebb atalakitasokkal: Ecsédi 2018.)

ezek ionos kolcsonhatasai révén indul el a filementumok Osszeéllasa (Nakasawa 2005). E
igy a sejtmigracio kialakuldsaban, ilyen modon a tumoros sejtek metasztatikussa valasaban is.
A filamentumok 6sszeallasat tobbféle modon szabalyozza a sejt: az egyik ut a rendezetlen
C-terminalis végen vagy annak koézelében torténd foszforilacio. Ezt kiilonféle protein kinaz
enzimek katalizaljak: a kazein kinaz 2 (CK2), a protein kinaz C (PKC) és a tranziens receptor
potencialis csalad M tagja (TRPM7) (Dulyaninova 2005, Clark 2008). A masik szabalyozasi
lehetség fehérje-fehérje kolcsonhatas 1étrejotte: a korabban ismertett S100A4, valamint az
S100P és az ecetmuslica letdlis Orids larva fehérje human homologja (Lgll) képes kotddni az
NMII C-termindlis végéhez (Murakami 2000, Dahan 2012, Du 2012). Mivel a hdrom NMII
izoforma foként a C-terminalis végek szekvencidjaban kiilonbozik, és az emlitett
filamentumképzddést szabalyozd folyamatok is éppen ezen a région keresztiil hatnak, igy az
izoforma specifikus szabalyozas csak a farokrégiok eltérésein alapulhat. Mig az NMIIA
altal foszforilalhato S1943), addig az NMIIB és NMIIC esetében szamos CK2, PKC és TRPM7-
foszforilacios helyet talalhatunk (Vicente-Manzaneres 2009), ahogy azt a 2. abran lathatjuk.
Korabban kimutattak, hogy a foszforilaci6 az NMIIB-filamentumok szétesését eredményezi —

ellentétben az NMIIA-val (Murakami 1998). Ugyanakkor az S100A4, az S100P és az Lgll
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kotddése az NMIIA filamentumképzddését akadalyozza meg, mikdzben az NMIIB-re minimalis
hatassal vannak (Li 2003, Kiss 2016). Az NMIIC fehérjét sokkal kevesebbet vizsgaltak, mivel
feltételezhetGen nem is jatszik szerepet a sejtmigracioban (Ouderkirk 2014), igy a tovabbiakban
csak az NMIIA-val és NMIIB-vel foglalkozunk.

Ezek alapjan ugy tiinik, hogy a filamentumképzés elsédleges szabalyozasi mechanizmusa
az NMIIB esetében elsésorban a C-terminalis rendezetlen vég foszforilacidja, mig az NMIIA
esetében a kotépartnerek, foként az S100A4 kotddése (Murakami 2000, Beach 2015). Ezekkel
az adatokkal a foszforilacié hatasat tekintve ellentmondasba keriiltek mas kutatasok eredményei,
amelyekben kimutattak, hogy az NMIIA filamentumképzését a CK2 altal torténd foszforilacio is
gatolja. Ez egyszersmind az S100A4-kotédést is megakadalyozza — holott a foszforilalodo S1943
nem része az S100A4 kotéhelynek —, igy az S100A4 jelenlétében torténd filamentumszétesést is
gatolja (Dulyaninova 2005). Mindezt biokémiai kisérletekkel bizonyitottak: szedimentacios
vizsgalatokkal a feliiliszoban és a leiilepedett fazisban 1évé miozin mennyiségének aranyat
hataroztak meg, ugyanakkor a foszforilacié hatasat atomi szinten nem vizsgaltak. Ez utobbi azért
is fontos, mert ezen eredmények fényében azt feltételeztek, hogy a S1943 foszforilacioja
kovetkeztében egy jelent6s konformacios valtozas kovetkezhet be: az 0j negativ toltés miatt
visszahajlik a C-terminalis rendezetlen rész az ACD domén pozitiv toltésti részére, igy
akadalyozza meg a foszforilaci6 az S100A4 kotodését és a filamentumképzdodést egyarant
(Dulyaninova 2005, Dulyaninova 2013). Ezek alapjan a foszforilacio és az S100A4 kotddése
egylittesen Osszetett és bonyolult szabalyozé6 mechanizmust eredményezhet az NMIIA
filamentumok képzddése esetében.

Ezen irodalmi ismeretek tiikrében a kovetkezd kérdések vetddnek fel:

(@) Vajon lehetséges-e, hogy egyetlen aminosavoldallanc foszforilacidja olyan mértékii
konformaciods valtozast okoz, mint az emlitett visszahajlas?

(b) Egyaltalan milyen hatasa lehet a foszforilacionak az NMIIA farokrégiojanak atomi szintii
szerkezeti-dinamikai tulajdonsagaira?

(c) Hogyan jelenik meg a foszforilacio hatasa az NMIIB esetében?

(d) Valdjaban mi a filamentumok Osszeallasanak és szétesésének szabalyozd mechanizmusa?

Ezek a kérdések sok tanulmany eredményének 0sszegzése utan is megoldatlanok maradtak, ezért

atomi szintll vizsgalatainkban ezekre probalunk fényt deriteni.

Masfel6l a filamentumok szétesésében a C-terminalis farok foszforilacidja mellett a coiled
coil rendszer stabilitasanak is fontos szerepe lehet. Az SI00A4 dimer egy egyszalii miozint kot,

ahogy lattuk kordbban, és ez csak a dimer szerkezetli coiled coil részleges vagy teljes

crcr
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ACD doménhoz tartozo, illetve ahhoz kdzeli részének — szerkezeti és dinamikai tulajdonsagainak
ismerete is jelentés modon hozzajarul, hogy a filamentum szétesésének mechanizmusat
megismerjlik. Ugyan részletesen még nem vizsgaltak ezt korabban, annyi azonban ismert volt az
irodalomban, hogy az NMIIA 111 aminosav hosszii C-terminalis fragmense részben coiled coilt
képez, s ez a coiled coilt képezd szakasza az NMR szamadra , lathatatlan”: a H,®N-HSQC
spektrumon kiszélesednek a jelei, igy csak a rendezetlen N- ¢és C-termindlis szakaszok
keresztcsucsai detektalhatok (Badyal 2011). Ezt a jelkiszélesedést mas coiled coil rendszerek
NMR spektroszkopiaval megvaldsuld vizsgalata sordn is megfigyelték mar tobb alkalommal
(Renzoni 2001, Ishigaki 2007, Vavra 2016), s6t kutatokkal valo személyes beszélgetések arra
engednek kovetkeztetni, hogy a publikdciokban leirt példakndl tobbszor is eldfordul ez a
jelenség. Az emlitett jelkiszélesedés nem minden esetben tapasztalhato, igy egyes kisebb méretli
coiled coil rendszerek jol tanulmanyozhatok NMR spektroszkopiaval — példaul a legtobbet
vizsgalt coiled coil, a leucincipzar GCN4 vagy mas egyéb esetekben (Pascual 1996, Cukier 2016,
Gill 2016, Kaplan 2017, Sharma 2017).

A coiled coil altalanossagban tobbszordsen egymas koré tekeredett a-hélixekbdl felépiilé
szuperhélix, amely kett6-6t hélixegységbdl allhat (Lupas 1996, Lupas 2017) — egy példa lathato
a 3. abran. Felhasznaljak mesterséges fehérjék épitésében nagyobb szerkezeti elemek, mint
példaul csatornak, hordok és nanocsdvek létrehozasara is (Burgess 2015). Leggyakrabban

periodikusan ismétlddd héttagli aminosav-heptadokbol épiilnek fel, habar ritkabban 11 vagy 15

betiikkel szoktak jeldlni, amelyekben az a és d pozicioban leginkabb apolaris aminosavak
(legtobbszor valin, leucin és alanin), mig az e és f pozicidban polaris aminosavak talalhatok
(Cohen 1990), ami igy lehet6vé teszi a ,,gomb a lyukba” (,,knob-into-hole”) illeszkedést a hélixek
egymashoz kapcsolodasa soran. A jellegzetes szekvencia mintazat miatt mar pusztan az
aminosav sorrend ismeretében meghatarozhat6 adott régio coiled coil szerkezetté alakulasanak

valoszintisége (Lupas 1991). Erre a tényre alapulva tobb aminosav szekvencia alapu coiled coil

3. abra: Egy coiled coil (egy miozinfragmens) térszerkezeti modellje, amely a CCBuilder (Wood 2014) coiled
coil rajzolo szoftverrel késziilt. A hidroféb aminosavak vilagos és sziirke szinnel, a hidrofil oldallincok pedig

piros és sotét piros a hidrofil aminosavak.
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predikcios szoftver is ismert: ilyenek tobbek kozott a MARCOIL, a COILS, a Multicoil és a
COILS/PCOILS (ez utobbi megtalalhato itt: https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/pcoils,
letoltés ideje: 2019. 02. 12.).

Az NMIIA coiled coil szakaszat az emlitett jelkiszélesedés miatt NMR spektroszkopiaval
részletesen még nem vizsgaltak, raadasul a jelkiszélesedés szerkezeti-dinamikai okaira sem adtak
pontos magyarazatot — marpedig ennek megértése elésegithetné azt, hogy az altalanos
kovetkeztetéseket levonva vildgossa valjon a coiled coil szerkezeti elemek NMR

spektroszkopiaval torténd vizsgalatanak lehetdségei és hatarai.
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3. Célkituzések

Doktori munkam els6 részében az S100A4 fehérje NMIIA, ezrin és p53 fehérjékkel alkotott
komplexének szerkezeti és dinamikai vizsgélatat tiiztem ki célul.

Az NMIIA esetében a mar korabban is hasznalt 45 aminosavas kotorégioval, az MPT
peptiddel alkotott komplexet mindkét résztvevd partner oldalardl vizsgaltuk, kiilonds tekintettel
a komplex dinamikai viselkedésére. A kotodés soran bekovetkezd valtozasok elemzése alapjan
a komplex erdsségére, a kotddés mechanizmusara, valamint a Ca®*-affinitds jelentds
novekedésére kerestiink magyarazatot. A kdvetkezo vizsgalat célkitlizése annak eldontése volt,
hogy az ezrin két f6 doménje, az N-ERMAD ¢és a C-ERMAD kotédik-e az S100A4-hez, és ha
kialakul egyikkel vagy masikkal komplex, akkor a kotédés hogyan hat az S100A4 szerkezetére.
Ha mindkét domén kotédik, akkor vajon kiilon-kiilon vagy egy harmadlagos komplex
formdjaban egyszerre alakitanak ki kolcsonhatast az S100A4 fehérjével? A p53 esetében a
rendezetlen TAD-domén és az S100A4 kolcsonhatasat az S100A4 oldalarol szerkezeti, a
pS3TAD oldalardl nézve dinamikai szempontbol vizsgaltam, kiilonds tekintettel a kotott
allapotban 1évé pS3TAD mozgasai szempontjabol.

Doktori munkam masodik részében az NMIIA és NMIIB rendezetlen C-terminalis végének
foszforilaciojat kovettik a megfelel6 fragmenseken, a jelentds foszforilaciés helyek
meghatarozasa utdn ennek a szerkezetre €s dinamikéra gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A f6 kérdés
ebben, hogy a foszforilacié okozhat-e olyan jelentds intramolekularis szerkezeti valtozast, amely
magyarazza a foszforilacio filamentumszétesésre gyakorolt hatdsat? Végiil a filamentumszétesés
szempontjabol érdekes az NMIIA coiled coil szakaszanak szerkezeti-dinamikai vizsgalata. Mi
okozhatja az NMR szempontjabol ,lathatalan” coiled coil jelkiszélesedését és milyen
kovetkezményei lehetnek a vizsgalt szerkezeti-dinamikai hatdsoknak a coiled coil és
végeredményben a filamentumok stabilitasara?

Mindezen kérdések megvalaszolasaban ¢én elsGsorban az NMR  spektroszkopiai
vizsgalatokat végeztem, s emellett kiegészité modszerként ECD  spektroszkopiat és

tomegspektroszkopiat is alkalmaztam egyes esetekben.
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4. NMR spektroszkopia a bioldgiai kérdések szolgalataban

4.1. Elméleti hattér

4.1.1. Az asszigndcio menete

Az utobbi néhany évtizedben az NMR spektroszkopia altalanos vizsgalati modszerré valt a
szerkezeti biokémia teriiletén, emiatt ma mar tobb NMR modszert is rutinszeriien hasznalnak. A
spektrumok jelhozzarendelése, mas szdval asszignacioja is ezek kozé tartozik, ami a legtobb
kiértékelés elsé 1épése (Wiitrich 1990). Jellemzden izotopjelolt mintakat sziikséges hasznalni
ehhez: leggyakrabban ®N-jelolt vagy *C,®N-jelolt fehérjéket. Mivel a biopolimerek mérete
miatt igen nagy a jelslrliség a spektrumokon, ezért tobb 2D és 3D heteronuklearis spektrum
felvétele és elemzése sziikséges a megfeleld adatmennyiség kinyeréséhez. A kizarolag *H
eltolodéasok detektalasaval mérheté homonukleéris 2D mérésekkel csak kisebb méretli fehérjék
és peptidek kémiai eltolodasait lehet meghatarozni (Batta 2018a).

Doktori munkam soran én a Klasszikus és BEST tipusa 2D és 3D spektrumokra épiild
2D H,'*N-HSQC spektrum keresztcsucsait szeretnénk azonositani kiilonbozé *H,°N-HSQC-
alapu 3D spektrumok segitségével (Sattler 1999, Batta 2018b). Ennek menete a kovetkezo:
eldszor el kell végezni adott aminosav spinrendszerének azonositdsat, majd az aminosav
szekvencia ismeretében ezeket Ossze kell kotni egymdssal. Ha 3C,N-jelslt minta all
rendelkezésre, az altalaban '3C-korrelaciot is tartalmazé komplementer spektrumparok
segitségével az azonositott spinrendszerek sorba rendezhetdk. Erre a célra alkalmas spektrumok
példaul a HNCA és HN(CO)CA, a HNCO ¢és HN(CA)CO, a HNCACB és HN(CO)CACB
(a 4. abran példaként lathato néhany sorba rendezett spektrum megfelel6 részlete). A kiilonb6z6
3D spektrumok alapjan meghatazhaté az amid N- és H-atomok kémiai eltolodasain tal a C*, CP
C’, sét a CC(CO)NH spektrum alapjan a tobbi oldallanc **C-eltolédasai is.

Ezek mellett egyéb kiegészitd spektrumokat is lehet mérni, példaul a 2D *H,*C-HSQC és
tobbféle *C-detektalt spektrum, mint a 2D CON és 2D CACO (a C’ és a szomszédos amid N,
illetve a szintén szomszédos C’ és C korrelacidit tartalmazzak) (Bermel 2006), amelyek
a 2D H,°®N-HSQC spektrumon nem detektdlhaté aminosavak, példdul prolinok jeleinek
meghatarozasat is lehet6vé teszik. Az eltolodasok abszolut értékeit is érdemes figyelembe venni
a jelhozzéarendelés sordn, hiszen ezek jellemzdek lehetnek az adott aminosavra. Ezek értékei
megtalalhatok az interneten elérhetd Biological Magnetic Resonance Data Bank, roviden BMRB
adatbazisban (http://www.bmrb.wisc.edu, letoltés ideje: 2019. 02. 18.), ahova a legtobb NMR
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4. abra: Az asszignacié bemutatasa: (A) 3D HNCA, (B) HN(CO)CA, (C) HNCACB és (D) CC(CO)NH
spektrumok egy sorba rendezett részlete: egy fehérje ! ATETADAM?® szekvenciarészletén (forras sajat
kutatas). Az 'H és N dimenzién kiviil a harmadik dimenzié kiilonbézo 3C-korrelaciét tartalmaz (pozitiv
eléjeliiek piros szinnel, negativ eléjeliick kék szinnel). Az i-edik és (i-1)-edik aminosavak azonos kémiai
eltolodasai zold nyilakkal vannak dsszekotve: ez az az informacio, amely alapjan sorba tudjuk rendezni a
spinrendszereket.

asszignacid végeredménye depozitdlasra keriill. Az asszignalast kiilonb6zd szoftverek
hasznalataval lehet elvégezni, ilyenek a CARA (Keller 2004), a SPARKY (Goddard 2000), és
Ujabb valtozata, az NMRFAM-SPARKY (Lee 2015) és a CcpNmr Analysis (Skinner 2016).

A N-jelslt mintdk esetében a megfeleld spektrumokbol nyerheté informacié nagyobb
spektrumanak jelhozzarendelése, akkor egy ehhez képest kissé kiillonb6zé masik
HSQC-spektrum asszignacioja TOCSY-HSQC ¢és NOESY-HSQC, esetleg HNHA-HSQC
spektrumok alapjan is megoldhat6 lehet.

A mérési id6 roviditése céljabol az utobbi idében hasznalatosakka valtak a gyors mérési
technikak, mint a nemlinaris mintavételezés (,,non uniform sampling”, NUS) (Motackova 2010)
¢és az automatizalt projekcios spektroszkopia (APSY) (Hiller 2005, Hiller 2007), amelyeket foleg
a klasszikusnal nagyobb dimenzidju (4D-7D) mérések esetében szoktak hasznalni. Ezek

asszignacios stratégidja ugyanakkor kiilonbozik az eldbb ismertetett klasszikus megkozelitéstol.
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A hagyomanyos 2D és 3D spektrumok mérési idejét is lehet hatékonyan csokkenteni a NUS
technika mellett az N-H régi6 szelektiv besugarzasaval: erre hasznalhatoé a ,,Band-Selective
Optimized Flip Angle Short Transient” (SOFAST) HMQC spektrum a *H,"°>N-HSQC spektrum
helyett (a mérési idé 1/10-1/20 részére csokkenhet) (Schanda 2005). Hasonl6 elvre alapulnak az
ismertett 13C dimenziét tartalmazo spektrumok esetében a ,,Band-selective Excitation Short-
Transient” (BEST) valtozatok (a mérési id6 kozel 1/4 részére csokkenthetd) (Schanda 2006).
A CC(CO)NH kivételével minden korabban felsorolt 13C-eltolodasokat tartalmazo spektrumnak
létezik BEST tipusu valtozata. Ezek végeredménye ugyanolyan spektrum, mint amelyet

a hagyomanyos pulzusszekvenciaval lehet felvenni, mindossze a mérési id6 rovidiil jelentésen.

4.1.2. A kemiai eltolodasokbol levonhato kovetkeztetesek

Ha az asszignacié elkésziilt, onmagaban a kémiai eltolodasok felhasznalasaval is sok
informéciot szerezhetlink az dltalunk tanulmanyozott fehérjérol.

I. A masodlagos szerkezetre utalnak a masodlagos kémiai eltolodasok (SCS, ,,secondary
chemical shift”), amelyek az idealisan rendezetlennek tekintett, tigynevezett ,,random coil”
eltolodas értékektol valo eltérésként definidlhatok:

SCS = 0m — Jre,
ahol om a mért kémiai eltolodas, drc pedig a tokéletesen rendezetlennek tekintett eltolodas érték.
A random coil értéket kozvetleniil nem lehet mérni — ezt kiilonb6zé modokon szoktak
kiszamolni. Ezek koziil az egyik legismertebb a Wishart és munkatarsai (Wishart 1995) 4ltal leirt
modszer, amelyet szekvenciakorrekcio figyelembe vételével érdemes hasznalni (Braun 1994).
Ezt minden atommagra kiilon-kiilon kell kiszamolni és értelmezni aminosav egységenként. Az
ujabb modszerek egy adott aminosav Osszes mért kémiai eltolodasat egyszerre képesek
figyelembe venni és abbol a masodlagos szerkezeti elemek valdszintiségét meghatarozni. Ezek
kordbbi mérésekbdl késziilt adatbdzisokra épiilnek, azokkal vetik Ossze az altalunk mért
eredményeket. Ilyen modszer az SSP (,,secondary structure propensity”, azaz masodlagos
szerkezeti predikcio), amely értéke +1 koriili helikalis jellegli szerkezetben 1év6 aminosavra és
-1 koriili B-redében elhelyezkedd aminosavra, mig 0-hoz kozeli a rendezetlen régidban
(Marsh 2006, megtalalhato itt: http://abragam.med.utoronto.ca/software.html, letoltés ideje:
2019. 02. 04.). Egyéb megkozelitések is 1éteznek erre a célra, ilyen a TALOS-N (Shen 2013) és
a 62D (Camilloni 2012) moédszerek. Mivel a gerinc amid N- és H-atomok eltolodasait nagyon
sok egyéb tényezo befolyasolja, nem csak a masodlagos szerkezet, ezért foleg a tobbi eltolodast

érdemes figyelembe venni ezeknél a szamitasoknal (C% CP, C’ és HY).
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Il. A kémiai eltoloddsokbol prediktalhatdé a molekula mozgékonysdga aminosav
egységenként az RCI (,,random coil index”) kiszamitasaval (Berjanskii 2005, megtalalhato itt:
http://randomcoilindex.com/cgi-bin/rci_cgi_current.py, letoltés ideje: 2019. 02. 04.). E modszer
is az irodalomban megtalalhaté mérési eredményekbdl épitett adatbazisra alapul. Hasznélata
esetében minden mért kémiai eltolodast érdemes figyelembe venni. Az RCI-bdl két tovabbi adat
nyerhetd: a gerincmozgasokat jellemzé rendparaméterek (S?), amelyeket dinamikai mérések
eredményeivel lehet 0sszevetni, ¢s a RMSD értékek, amelyek NMR alapu szerkezetszdmitas
vagy molekuladinamikai szimulaciok eredményével lehet 6sszehasonlitani.

I11. Fehérje-fehérje vagy fehérje-kismolekula kolcsonhatasok tanulmanyozasa soran a
fehérje gerinc amid N- és H-atomjai kémiai eltolodasanak megvaltozasa szerkezeti valtozasokrol
ad informaciét. Ezt a modszert hivjak kémiai eltolodas térképezésnek vagy kémiai eltoldodas
perturbacionak  (,,chemical shift mapping” vagy ,chemical shift perturbation”)
eltérést a kombindlt kémiai eltolddas-valtozas (40) segitségével jellemezziik, amely a H- és

N-atomok kémiai eltolddasainak megvaltozasat egylittesen veszi figyelembe a kdvetkezOképpen:

A8 = /(6(H); — §(H))? + (c - (§(5N); — 6(*°N),))?,

ahol a 0. indexek a kiindulasi, az 1. indexek a végallapothoz tartozo kémiai eltolodasok egy adott
aminosav esetében. A C skalazasi faktor a két atommag eltolddasainak nagsagrendje kozotti
eltérést korrigalja. Erre kiillonbozd értékeket szoktak hasznalni, nem egységes az irodalomban,
de logikusnak tiinik az *°N és 'H atommagok giromagneses egyiitthat6i aranyanak megfelelden
0,1 értéket hasznalni. Ha a kapott 40 értékeket abrazoljuk egy szerkezeti abran, meghatarozhatjuk
a kolesonhatasban legfontosabb szerepet jatszo régiokat.

IV. Ha az interakcios partnert 1épésenként adjuk a vizsgalt fehérjéhez, azaz titralast végziink,
és minden koztes allapotban elkészitjilk az asszignaciot az el6zO allapot adatai alapjan, a
kombindlt kémiai eltolodéas-valtozasokbdl a kotddés disszocidcios allanddjat is kiszamithatjuk,

ha a kovetkezd egyenletet illesztjiik a kapott adatokra (Willamson 2013):

A8 = A8 (n[P] + [L] + Kg — \/(n[P] + [L] + K4)? — 4n[P][L])/(2n[P]),

ahol 46 egy adott aminosavra meghatarozott kombinalt kémiai eltolodas az adott 1épésben, Admax
ennek végsd, maximalis értéke a teljes telitettség allapotaban, [P] a fehérje koncentracidja, [L] a
hozzéadott ligandum koncentracioja, Kq a disszociacios konstans, n a sztochimetriai szam, azaz
az L/P arany a komplexben. Ezek koziil globalis modon illesztett paraméterek a Kqg és az n,

valamint az egyes aminosavakra kiilon-kiilon értend6 Admax. Ezt a szamitast csak a gyors csere
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tartomanyba esd jelekre lehet elvégezni (ezekrdl bdvebben a 4.1.4. alfejezetben lesz sz0).

V. A kémiai eltoloddsok hémérsékletfiiggésébdl is hasznos szerkezeti informaciokat
nyerhetiink. Altalaban az amid H-atomok eltolodasainak hémérsékletfiiggésének gorbéjét
szoktak vizsgalni: amennyiben ez linearis Osszefliggés, ugy nem torténik jelentds szerkezeti
véltozas a melegités hatasara. Ha viszont nemlinearis a valtozas (a *H,’°>N-HSQC spektrumon a
kiilonb6z6 hémérsékleten felvett spektrumokon egy adott N-H keresztcstcs-sorozat gorbe
mentén helyezkedik el), akkor szerkezeti atrendez6dés torténik (Rovo 2013). A linearis valtozas
esetében is megallapitottak, hogy ha a meredekség -4,5 ppb/K feletti, akkor az adott aminosav
amid protonja intramolekularis hidrogénhidban van (tehat merevebb), mig az ez alatti értéki
meredekség az oldoszer vizmolekulakkal vald hidrogénkotések jelenlétére utal (vagyis

mozgékonyabb) (Baxter 1997).

4.1.3. Relaxacios mérések és a molekulak mozgékonysdaganak jellemzése

A fehérje molekuldk mozgasait is kivaloan lehet tanulményozni NMR spektroszkopia
segitségével, sOt ez a modszer egyik egyediilallo teriilete: oldatfazisban ugyanis egyetlen mas
modszerrel sem lehet ilyen széles idéskalan vizsgalni a fehérjemozgasokat (a ps—h tartomanyban
kozel 15 nagysagrendet atfogo jellemzést lehet errdl késziteni kiillonb6zé NMR technikakkal). A
a fehérjegerinc és az oldallancok gyors mozgasai a ps-ns iddskalaba esnek, a ns nagysagrendbe
tartozik a fehérje globalis ,,bukdacsold” (,,tumbling”) mozgasa, a pus-ms id6skalan a lassabb
doménmozgasokat, mig a ms-s idéskalan a lassi konformaciés mozgasokat talaljuk, végiil a s-h
tartomanyban a fehérje fel- és letekeredése torténik (Kay 1998, Jarymowycz 2006, Batta 2018b).

Az egész fehérje molekula bukdacsold mozgasat a globalis rotacios korrelacios idovel (zc)
jellemezziik, amely gyakorlatban az az atlagos id6, ami alatt a molekula véletlenszerti irany
forgdbmozgasa soran 1 rad szogelforduldst megtesz. A molekula bels6 mozgésait a rotacios
korrelacios fliggvénnyel lehet leirni, amelyb6l Fourier-transzformacioval kapjuk a spektralis
stiriségfliggvényt (J(w)). Ez utdbbi fliggvény szemléletes jelentése az, hogy adott frekvenciaval
jellemezhetd mozgasok milyen valoszinliséggel fordulnak elé a molekula mozgéasai kozott,
vagyis a kiilonb6zd szogsebességgel leirhatd mozgasfajtak teljes mozgashoz valo
hozzajarulasainak eloszlasat adja meg (Rule 2006). A kovetkezd Osszefliggés all fenn a
korrelacios id6 és a J(w) kozott:

2T,

J(@) = 1+ (wt)?

Az NMR spektroszkopidval mérhetd paraméterek koziil koziil a longitudindlis (T1) és a

transzverzalis (T2) relaxacidés idok (egész pontosan a beldliik szamolt relaxécios allandok:
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R1 = T1? és Rz = T21), valamint a steady state heteronukledris NOE értékek (HetNOE) hozhatok
kozvetlen Osszefiiggésbe a gerinc N-H vektorok mozgésait jellemz6 spektralis
stiriiségfiiggvénnyel. Ennek oka az, hogy a relaxacio a vizsgalt atommag lokélis Bo magneses
terének véletlenszerli ingadozasabol fakad — ami viszont a molekulak véletlenszerii rotacios
mozgasainak kovetkezménye. Az emlitett harom gyorsdinamikai paraméter meghatarozasat a
fehérjék esetében a *H,®>N-HSQC spektrumon alapul6 pszeudo-3D mérésekkel szokas végezni,
igy ezekhez elengedhetetlen az asszignacié ismerete (Palmer 1997). Fontos, hogy kizar6lag
1®N-jelslt mintaval sziikséges dolgozni. Adott aminosav gerinc amidcsoportjanak R; és Rz értékei
a keresztcsiics intenzitasanak valtozdsabol kaphaté meg a késleltetési ido-jelintenzitas
figgvényre illesztett exponencialis gorbébdl. A HetNOE értékek pedig az amid protonok telitése
mellett és anélkiil felvett spektrumok intenzitdsdnak hanyadosabdl szamithatdé ki. A
feldolgozashoz hasznalhat6 tobbek k6zott a Bruker Dynamics Center, a Sparky és a CCPNMR
nevl szoftverek.

A globalis rotacios korrelacios idot az Ry és Rz értékekbdl aminosav egységenként lehet

becsiilni a kovetkez6 Osszefliggés alapjan (Cavanagh 2007):

1 R,
T4mvy | R,

Tc

amely egyenletben vn a **N-atommag Larmor-frekvencidja. A molekulat jellemzd egyetlen
érték ezen aminosav egységekre szamitott adatok atlaga. Fontos megjegyezni, hogy ez a kozelités
abbol fakad, hogy a bukdacsolo, véletlenszerli rotacidos mozgas sebessegétdl (is) fiiggenek a
longitudinélis és transzverzalis relaxacios id6k nagysaga. Igy a zc érték nagyobb értéke (lassabb
mozgas) gyorsabb transzverzalis relaxaciot eredményez, ami viszont a jelszélesség novekedését
eredményezi. Ez okozza a fehérje NMR mérettel Osszefiiggésben allo korlatjat: egy adott
méretnél nagyobb fehérjék globalis rotacios korrelacios ideje olyan nagy (olyan lassu a
bukdacsolos mozgasuk), hogy egyaltalan nem tudunk NMR jeleket detektalni. Ugyanigy, ha a
molekula egyéb tényezdi, példaul alakja miatt kisebb mérete ellenére is nagyobb a zc értéke, ez
igy azok nem lesznek detektalhatok (Foster 2007).

Az Ry, Rz, HetNOE mért paraméterek és a spektralis stirliség-fiiggvény egyes pontjai, a J(0),
J(on), J(oH — on), J(oH), J(oH + ©n) értékek kozott jol ismert Osszefiiggések allnak fenn

(Abragam 1961):

2

3d? d? 3d
R, = <T + CZ)]((UN) + T]((UH —wy) + T]((UH + wy),
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&2 c? 3d? d?
R, = <—+€)1(0) + <—+ c )](wN) +§](wH — wy)

2 8
3d? 3d?
+ —J(wy) + —J(wy + wy),
4 8
VHdZ 3)’Hd2
NOE =1 — (wy —wy) + (wy + wy),

ahol

HohyNYH ésc = AonynBo
8mrgy N
amelyben uo a vdkuum permabilitasa, h a Planck-allando, yn és yu a N és az 'H atommagok

d =

giromagneses egyiitthatoja, rnu @ N-H atommagok tavolsaga, Aon a °N atommagok kémiai
eltolddas anizotropidja, Bo pedig a kiilso, statikus magneses tér indukcioja.

A mozgasok leirasara tobbféle megkozelités 1étezik, amelyek ezeken az Osszefliggéseken
alapulnak kiilonb6z6 meggondolasok alapjan.

I. Az egyik legismertebb a redukalt spektralis siirliség modszere, amelynek 1ényege, hogy a
J(oH— on) = J(oH) = J(oH + ©N), igy ezt a harom paramétert egyetlennel helyettesithetjiik: a
J(0,870n) értékkel (jeldlése J(wn)) (Farrow 1995). igy minden aminosav esetében a mért harom
gyorsdinamikai paraméterb6l harom mozgasi paramétert szamithatunk ki: J(0), J(on), J(®n) az

egyenletek atrendezésével kapott kdvetkezd Osszefiiggések szerint (Jarymowycz 2006):

0) = ! 6R, — R, (3 + SN (NOE — 1)
J(0) = 3d? + 4c? 2 5yy '

_ 4 YN
J(wy) = 342 1 4c2 <R1 <1 TSy, (NOE — 1))).

4
J(wy) = =52 <R1 ;:—: (NOE — 1)).

A J(0) a lasst, J(wn) a kozepes és J(wn) a gyorsmozgasok aranyat mutatja meg a teljes
mozgasfajtakon beliil. A redukalt spektralis stiriiség térképezés a J(0)-J(wn) fliggvény
abrazolasat jelenti (in. Lefévre-abrazolas), ahol minden pont egyetlen aminosavat jel6l (Krizova
2004) (5. abra). Ezeket a pontokat az un. ,,egymozgas” (,,single motion”) gérbéhez viszonyitva
érdemes megvizsgalni. Ez a gorbe azokat a pontokat tartalmazza, amelyek egy teljesen merev,
egységes mozgassal rendelkezd, belsd mozgasok nélkiili elméleti esetbdl lenne kiszamithato a

kovetkezOképpen:

J(0)
1+ 6,25(w/(0)2"

J(w) =
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0.44

0.3

0.2+

J(wy) / ns rad™?
J(wy) / ns rad?

014

1 T T T T T T
a 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

J(0) / ns rad* J0) / ns rad™

5. abra: A redukalt spektralis siirtiség térképezés mdodszere (A) egy rendezetlen és (B) egy rendezett fehérje
esetében (az adatok forrasa sajat kutatas). A fekete négyzetek egy-egy aminosavnak felelnek meg, a sziirke
vonal az ,,egymozgas” gorbe. Az (A) grafikonon a Lefévre-egyenletnek megfeleld illesztett egyenes lathaté.
Azok az aminosavak, amelyek a gorbe novekedési szakaszahoz kozel csoportosulnak (kis J(0)
értékkel rendelkeznek), rendezetlen szerkezeti elemben fordulnak el (5A. abra). Ideélisan
rendezetlen esetben ezek egy pozitiv meredekségli egyenes mentén helyezkednek el. A rajuk
illesztett egyenesbdl kiszamithatjuk a globalis korrelacios idOt (zc) és a gyorsabb belsd
mozgasokat hasonlé mddon jellemzd belsd korrelacids idot (ze) a Lefévre és munkatarsai altal
kozolt egyenlet alapjan (Lefévre 1996). Azok az aminosavak, amelyek a gorbe csokkend
oldaldhoz kozel vannak (nagy J(0) értékekkel), merev szakaszokban taldlhatok, és amelyek a
gorbén kiviilre esnek (5B. abra), konformacios cserével jellemezhet6k (err6l bévebben lasd a
4.1.4. alfejezetet). A redukalt spektralis slirliség mdodszere mind a rendezetlen, mind a rendezett
fehérjékre alkalmazhaté modszer, viszonylag egyszerii, de nem mondhatd nagyon pontosnak,
mivel sok kozelitést tartalmaz.

Il. A masik ismert megkozelités, amellyel a fehérje gerincdinamikajat lehet jellemezni, a
Lipari-Szabé modellfiiggetlen analizis, illetve ennek Kkiterjesztett valtozata, amely tobb
kvantitativ mozgasi jellemzé megismerésére ad lehetséget (Lipari 1982a, Lipari 1982b, Clore
1990a, Clore 1990b). Ezt csak rendezett, globularis fehérjékre lehet alkalmazni. A mozgasokat a
globalis és a belsé mozgasokra bontjuk fel, és ez a felbontds jelenik meg a korrelaciods
fliggvényben és igy a spektralis sirliségfiiggvényben is:

2 T 7
J(@)= E(SZ Tt 5013 (wr')z)'
ahol () = (zo)* + (ze) %, amelyben 7e a belsé mozgasokat jellemzd korrelacios idd, S? pedig a
rendparaméter. Ez utobbi 0 és 1 kozotti érték és az adott aminosav N-H kotésvektora mozgéasanak
¢s a fehérje globalis mozgasanak korrelacigjat jellemzi: 0-hoz kozel teljesen fiiggetlen a mozgas,
tehat teljesen flexibilis az aminosav, mig az 1-hez kozeli érték teljesen O0sszefliggd mozgést
jelent, tehat az aminosav teljesen merev. A teljes leirdsban valdjaban 6tféle mozgasi modellt
hasznalunk, amelyek az alapegyenlet egyszertisitésébdl vagy bovitésébdl szarmaznak kiilonb6zo

meggondolasok alapjan, ezek koziil a legjobb illeszkedést valasztjuk ki (legtobbszor a szamitast
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végzd szoftver elvégzi a vélasztist is). Az 1. modell a legegyszeriibb mozgast jelenti, itt a S és
7c paramétereken kiviil nincs sziikség tobb illesztett adatra. A 2. és 4. modellben a gyors belsd
mozgast is jellemz0 e értéket is illesztjiik, a 3. és 4. modell esetében lassabb idéskalan torténd
konformacios vagy kémiai cserét jellemzO Rex paramétert is hasznalunk. Az 5. modellel a
legkomplexebb mozgasok irhatok le: a e és Rex paramétereken til a rendparamétereket is két
tovabbi tagra osztjuk fel: S? = S% S%, ahol S% egy gyorsabb, mig ahol S% egy lassabb mozgashoz
tartozo rendparaméter. Tobb megkdzelités alkalmazhato az egész illesztésre a molekula alakja
alapjan: izotrop, axialis anizotrop ¢€s teljesen anizotrop. Az elsé esetben gombként kozelitjiik a
molekulat, a masodik és harmadik esetben sziikséges az atomi koordinatakkal leirhatd fehérje
térszerkezetre is a szamitashoz (a modellek részletes Osszefoglalasa megtalalhato itt:
Jarymowycz 2006). A legpontosabb eredmény érdekében a dinamikai méréseket tobb magneses
térerdsségen meg kell ismételni és egyiitt illeszteni az adatokat. Ugyanakkor egyetlen
térerdsségen mért értékekbdl is mar egész pontos leirast lehet adni a rendezett molekula
mozgasaira. Az analizishez tobbféle szoftvert fejlesztettek ki: a Bruker Dynamics Center, a
Tensor2 (Dosset 2000), a FAST-Modelfree (Mandel 1995, Cole 2003) és a relax (Bieri 2011) is
hasznalhato.

A kapott adatok tovabbi értelmezésére csak néhanyat emlitiink itt. Az egyik alkalmazas az,
hogy a rendparaméterekbdl ki lehet szamolni a gerinckonformacios mozgasok entropia tagjat,
igy egy fehérjekomplex képzddése esetében a folyamat entrdpiavaltozasanak egyik fontos elemét
kaphatjuk meg kozvetlen modon, amely egy jo becslést jelent aminosav egységekre lebontva
(Jarymowycz 2006). A szabad ¢és kotott allapot kozotti teljes lancra szamolt Osszegek

kiilonbségébdl kaphatjuk meg a kovetkezoképpen (Yang 1996):

3-.1+ 8S5;
ASkonfgerine = Z ASj gerin = Z Rino—Y ikomplex
i i 3 - \/1 + 8 Si,szabad

ahol  ASkonfgerinc a gerinc konformacios mozgasaibol szamolt 0Osszentropiavaltozas a
komplexképzddés soran, mig ASigerinc ugyanez egy adott aminosavra szamolva, R az egyetemes
gazallandd €s Siszabad €S Sikomplex @ szabad és a komplex adott aminosav egységeire szamolt
rendparaméter (az S? érték négyzetgydke). A masik alkalmazas pedig a rendparaméterek
felhasznalasa a fehérjerendszer molekuladinamikai szimulaciéja sordn. E megkdzelités az S
értékeket megkotésként alkalmazza a szimulacio soran (Richter 2007). Az igy lefuttatott,
egyszerre legalabb nyolc molekulabol allé ,sokasagra” (replikakra) alkalmazott
molekuladinamikai szimuldcié pontosabb dinamikai modelljét eredményezi a tanulmanyozott

fehérjerendszernek. Hasonld6 modon a hagyomanyos molekuladinamikai szimulaciok
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megbizhatdsadganak ellendrzésére is alkalmazhatdk a rendparaméterek: ugyanis a kapott modell
sokasagbdl ki lehet szamitani a rendparamétereket, majd ezeket dsszevetni a mérésekbdl kapott

értékkel (Best 2004).

4.1.4. A cserefolyamatok

Ha egy fehérje molekuldnak egyszerre két — vagy tobb — formaja is jelen van egy mért
oldatban (¢és a két forma egymastol kiilonbozé kémiai kdrnyezetet jelent), amelyek egymassal
dinamikus egyensulyban vannak, ez a tény tobbféle modon befolydsolhatja a mért spektrumon
megjelend jelek alakjat. Ezt nevezziik cserejelenségeknek (Palmer 2014, Batta 2018c).
Alapvetéen két alapeset fordulhat eld: a két allapotnak két kiilonbozd jele jelenik meg a
spektrumon (ez a lassu csere) vagy a két allapot jeleinek egy atlagjelét detektalhatjuk (ez a gyors
csere). Hogy melyik eset valosul meg, az attol fiigg, hogy a csere sebessége (Kex) és a detektalt
atommag kétféle allapotahoz tartozé Larmor-frekvenciajanak kiilonbsége (Av) hogyan viszonyul
egymashoz. A lassi csere esetében kex << Av, mig a gyors csere akkor valosul meg,
ha kex >> Av. A kett6 kozotti allapot a kdzepes csere esete (ha kex = Av), ami atmenetet képez a
kett6 kozott, €s azt eredményezi, hogy a jelek szélessége megnd, intenzitasa csokken. Ez akar azt

is okozhatja, hogy a jelek teljesen kiszélesednek és egyaltalan nem lesznek detektalhatok.

4.1.5. Diffuzios mérések és a molekulak méretének osszefiiggése

crer

spektroszkopia, raadasul ehhez izotopjeldletlen minta is elegendd. A megfeleld pulzusszekvencia
pszeudo-2D spektrum felvételét teszi lehetdvé: vagyis H spektrumok sorozatit mérjiik,
mikozben gradienspulzust hasznalunk (Price 1997, Price 1998). A mért spektrumok C-H régioit
hasznaljuk fel az elemzésre; a kiilonbozd régidk integraljanak gradienstdl fliggd gorbéjére kell
illeszteni a Stejskal-Tanner egyenletet:
| = Ioe—yﬁczaz(z\—s/z)p'

ahol 1 a kijelolt régi6 integralja, lo ez az integral a kiindulasi allapotban a diffizié elétt (a
maximalis érték), a y4 a proton giromagneses egyiitthatoja, G a gradienserdsség, o a gradiens
hossza id6ben, 4 a diffuzios id6 és D a transzlacios diffuzids egylitthato (az illesztett paraméter).
A diffazios mérések kiértékelését a spektrum felvételét kovetden a Bruker TopSpin szoftver
beépitett modulja lehetvé teszi.

A diffuzios egylitthatobol gombszimmetriat feltételezve a molekuldk méretét, pontosabban

a molekula hidrodinamikai sugarat lehet kiszamitani a Stokes-Einstein egyenlet segitségével:
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ahol kg a Boltzmann-allando, T a homérséklet, # az oldat viszkozitasa (ez is fiigg a
hoémérséklettdl), ru a hidrodinamikai sugar. A gombtdl eltéré alaki molekuldk esetében
latszolagos hidrodinamikai sugarnak nevezhetjiik ezt az értéket (Batta 2018d).

A fehérjék molekulatomege és transzlacios difftizids egylitthatdja Osszefiigg egymassal,
mégpedig a rendezett €s rendezetlen fehérjék esetében két kiilonb6z6 egyenlet alapjan (F Dudas
2019). A megallapitott empirikus Osszefiiggések 287 K hémérsékleten:

(a) rendezetlen fehérjék esetében: 1g D = -0,507 Ig M — 8,169;

(b) rendezett fehérjék esetében: Ig D =-0,381 Ig M — 8,499.

Ezen Osszefliggések segitségével egy fehérje aggregacios tulajdonsagait is jellemezhetjiik, hiszen

a diffazios allandobol szamolt a valodi molaris tomeg ardnya utal az aggregacio mértékére.
4.2. Kisérletek

4.2.1. A mert fehérjék eloallitasa

A fehérjék NMR spektroszkopiaval végzett vizsgalatahoz legtobbszor izotdpjeldlt mintakra
van sziikség, foként 1°N- és °C ®N-jelolt fehérjékre. (Az izotdpjeldletlen mintakat is lehet
hasznalni kiilonb6z6 specialis célokra, példaul a diffiziés mérésekre vagy homonuklearis
spektrumok alapjan végzett asszignaciora kisebb méretii fehérjék esetében.) Ezeket legtobbszor
valamilyen expresszios rendszerbdl, géntechnolodgiai tton allitjuk elé. Az izotopjeldletlen fehérje
mintdk eléallitdsa ezzel a mdodszerrel régdta ismert, nagyon elterjedt és mind laboratériumi, mind
ipari koriilmények kozott rutinszerlien hasznaljak (err6l bévebb informacid talalhatd tobbek
kozott itt: Alexa 2018), s az izotopjeldlt mintak eldallitasa ehhez képest egy kisebb modositassal
végezhetd. A kovetkezokben a doktori munkdm soran hasznalt bakterialis expresszidos modszert
ismertetem roviden.

Ennek lényege, hogy a hatékony expresszid céljabol Escherichia coli baktériumokat
genetikailag ugy modositunk, hogy azok nagy mennyiségben allitsak elé a szamunkra fontos
fehérjéket. A megfeleld fehérjét kodolo DNS-szekvenciat egy kisméretli cirkularis DNS
egységbe, az ugynevezett plazmidba szerkesztjik endonukledzok ¢és DNS-ligdz enzimek
segitségével, majd ezt a sejtekbe juttatjuk a transzformdlds folyamata sordn. A transzformalt
sejteket Luria-Bertani (LB) taplevesben noévesztjiik. A novesztést kdvetden inditjuk el az
expressziot IPTG hozzaadasaval. A 3C,*N-jelolt mintak eléallitasa esetében a felndvesztett
sejteket egy masik, igynevezett minimal tapoldatba helyezziik, amelyben mar csak izotopjelolt

nitrogén- (**NH4Cl), illetve szénforras (**C-gliik6z) van jelen. Ha ®N-jelolt mintat allitunk eld,
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akkor a gliikdzt izotopjeldletlen formaban adjuk ugyanebbe a minimal tdpoldatba. Ezt kovetden
inditjuk be az expressziot. A baktériumok igy a megfeleld izotopokat fogjak beépiteni sajat és a
termelni kivant fehérjékbe. A plazmidban egy lac-operon alapt szabalyozorendszer mikodik,
ami az IPTG (laktéz analog) hatasara képes a transzkripcidt aktivalni, igy szabalyozhato altala,
hogy mikor hagyjuk a sejteket szaporodni (ekkor sajat fehérjéiket termelik elsdsorban), és mikor
inditjuk el a termelni kivant fehérje expressziojat a bejuttatott plazmidokrdl (ekkor viszont mar
alig osztodnak tovabb a sejtek). Ezutan a szakasz utan kovetkezik a sejtek feltarasa — gyakran
fagyasztas €s ultrahangos szonikalas segitségével. Ezt kovetden a sejttartalomtol el kell
valasztanunk a célfehérjét, hogy tiszta oldatot kapjunk az in vitro vizsgalatokhoz — ez a
fehérjetisztitas szakasza. Erre is tobb mddszer 1étezik — ebben mar nem kiilonbozik az izotdpjeldlt
és a jeloletlen fehérjék eldallitisa. Altalidban tobbféle tisztitast szokds egymas utin sorban
végezni — ez lehet affinitds kromatografia, méretkizardsos kromatografia (SEC, gélsziirés),
nagynyomadsu kromatografia (HPLC, féként forditott fazisu), ioncsere kromatografia, néha még
a dializis és kisebb ellenalld peptidek esetében a forralassal torténd kicsapas is hasznalhato. Az
eldallitott tiszta fehérjét vagy azonnal mérjiik, vagy fagyasztva taroljuk a megfeleld pufferben
(elsésorban -80 °C a kivanatos hosszu tdvon), vagy liofilizaljuk és utana fagyasztva taroljuk. A
fehérje tisztasagat a tisztitas soran felvett kromatogramokkal, tomegspektrometriaval vagy NMR
spektroszkopiaval vizsgalhatjuk. Mennyiségét a tomegmérésen til UV-lathato spektrofotometria
modszerével mérhetjiik, bar ez is inkdbb kozelitésnek tekinthetd, mintsem nagyon pontos
koncentraciomérésnek. Az ilyen modon eldallitott, az expresszid soran 1 liter médium
felhasznalasaval késziilt izotopjeldlt fehérjék atlagos mennyisége 1-10 mg szokott lenni.

A doktori munkédm soran a mérésekhez felhasznalt fehérjék eldallitasdnak pontos leirasa a
munka alapjat képezd kozleményekben megtalalhatd (Palfy 2016, Biri-Kovacs 2017, Ecsédi
2018). Noha egyes mintak eléallitisaban én is segédkeztem (mint példaul *C,°N-jelslt
S100A4A13, valamint az §sszes miozinfragmens esetében), sot valamelyiket teljesen egyediil is
én készitettem (a °C,%°N-jelslt M78A), munkam 6 részét nem ez képezte, mivel javarészt a
kooperacios partnereinktdl kaptuk a fehérjéket a mérésekhez. A kovetkezokben ezért inkdbb az
eldallitott és felhasznalt mintak pontos szekvencidjat és az eldallitas jellegzetességeit foglalom
Ossze a jobb atlathatosag érdekében.

A human S100A4 (Uniprot azonositdja: P26447) esetében haromféle valtozattal dolgoztunk,
a vadtipusaval (S100A4¥1%% jelolése: S100A4), a C-terminalis végén 9 és 13 aminsavval
roviditett valtozatokrol (elébbi tehat S100A4Y92, jeldlése: ST00A4A9, utdbbi pedig S100A41E8,
jelolése: S100A4A13). Mindegyiket ugyanolyan modszerrel allitottuk eld, Ni?*-affinitas

kromatografias tisztitas miatt Hise-taggel fuzionaltatva, igy a Hise-tag enzimatikus lehasitasa
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utan az N-terminalis végen egy GSHM szakasz maradt (expresszids maradék). Az S100A4-et
izotopjeldletlen és °N-jeldlt, az SI00A4A9-et °N-jelslt és a SI00A4A13-at °N- és °C,°N-
jelolt forméban is eldallitottuk.

A human ezrin (Uniprot azonositdja: P15311) esetében a két f6 doménjét kiilon-kiilon
eldallitottuk: az N-ERMAD az ezrin'?% és a C-ERMAD az ezrin®'®*®° szakasza. Az N-ERMAD-
ot is Ni?*-affinitds kromatografiaval tisztitottuk, igy tartalmazza a GSHM expresszios maradékot,
mig a C-ERMAD-ot glutation-S-transzferaz (GST) fuzioés fehérjével allitottuk eld, hogy
glutation affinitds kromatografiaval tisztithassuk ¢és beépitettink még egy ciszteint is a
fluoreszceinnel torténd jeloléshez, igy GSC maradt az enzimatikus hasitds utdn expresszios
maradék forméjaban az N-termindlis végén. Mindkét fehérjét csak izotopjeldletlen formaban
hasznaltuk.

A humdan p53 (Uniprot azonositdja: P04637) esetében az N-termindlis TAD domént
hasznaltuk, azaz a p531% szakaszt (jeldlése pS3TAD). Ezt is GST fzids médszerrel allitottuk
eld, igy GS expresszidos maradék van az N-termindlis végén. Ezt mind izotopjeldletlen, mind
N-, mind 13C,l‘r’N-jelélt forméaban elkészitettiik és hasznaltuk.

A nemizom-miozinokbdl sokféle fragmenst allitottunk el6. A human NMIIA (Uniprot
azonositoja: P35579) fehérjébdl késziilt az R1893Y-NMIIAWS197 (jelslése: MPT), ahol az elsd
tirozin a koncentraciomérés céljabal lett beépitve, ez az NMIIA S100A4-et koto régidja, amelyet
mar kordbban is tanulmanyoztak (Kiss 2012), ezért hasznaltuk mi is ezt. Az NMIIAL80-1960
(jelolése: M111A) fragmenst is vizsgaltak korabban (Badyal 2011), ez tartalmazza a C-terminalis
rendezetlen régiot és a coiled coil szakasz végét. Ennek harom helyen modositott mutans
az alanint leucinra): az A1882L, A1886L, A1889L-NMIIAWS0-1%0 (iel5lése: M111A-L).
Emellett eldallitottuk a teljes rendezetlen C-terminalis farokrégiot onalldoan, ez a R1893Y-
NMIIABS-190 (elglése: M67A), az MPT meghosszabitasa a C-terminalis vég irdanyaban. A
coiled coil nélkiilli M67A ugyanis a kontroll a foszforilaci6 és a coiled coil szakasz
kolcsonhatasanak vizsgalata soran. A coiled coil szerkezetének tanulmanyozasahoz harom olyan
fragmenst valaszottunk ki, amelyek az NMIIA coiled coil szakaszdnak C-terminalis végén
talalhatok és a heptddok mentén fokozatosan roviditettik a kordbbrdl ismert MI111A
szerkezetébdl kiindulva: 11 heptadot tartalmaz az NMIA-1927 (jelglése: M78A), 8 heptadot
tartalmaz az NMIIA0-19% (jelslése: MS7A), és 5 heptadot tartalmaz a NMITA0-18 (jelslése:
M36A). A human NMIIB (Uniprot azonositdja: P35580) esetében az M111A-val analdg az
NMI11B1856-190.t (jelslése M121B) allitottuk eld, tovabba egy, a két fehérjébdl késziilt kiméra

rrrrrrrr

31



tartalmazza: NMIIAC-192Z_NMIIBI9S3H190 (jelglése: M121AB). Ez utdbbira kifejezetten az
NMR mérések miatt volt sziikség, mert az ehhez sziikséges koriilmények kozott (pH 6-7 puffer
oldatban) az M121B kicsapddott, és a két fehérje coiled coil régidja nem kiilonbozik jelentdsen
funkciojukban, ezért az NMIIB foszforilacidjat a kiméra fehérjén keresztiill is lehet
tanulmanyozni. Mindegyik fragmenst Ni?*-affinitis kromatografids tisztitassal allitottuk eld,
ezért GSHM expressziés maradékot tartalmaznak az N-terminalis szakaszukon, kivéve
az MPT-t és az M67A-t, mert azokat ubikvitin fuzios fehérjével termeltiik, ami expresszids
maradék nélkiil eltavolithato.

A foszforilaciokat minden esetben a sajat laboratoriumunkban expresszalt CK2a kinazzal
végeztiink, 4-5 mM ATP (6tszords koncentracio a fehérjéhez képest), 10 mM MgClz, 150 mM
NaCl, 1 mM TCEP, 20 mM MES puffer 6sszetételii oldatban, ami 20% CK2o enzim-torzsoldatot
(pontos koncentracidja ismeretlen, de az MS és NMR eredmények alapjan a foszforilacio teljesen
végbement) ¢s a foszforildlando tartalmazta. A mintakat mérés eldtt szobahomérsékleten 4-6
oraig inkubaltuk. Ilyen modon eldallitottuk az M67A, M111A, M111A-L, M121B, M121AB
fragmensek foszforilalt valtozatait (jelolésik: M67A-P, M111A-P, M111A-L-P, M121B-P,
M121AB-P). Az eddig felsorolt miozinfragmensek koziil izotopjeldletlen forméaban eldallitottuk
és hasznaltuk az Osszeset, °N-jelolt formdban is elkészitettik mindet, kivéve M121B-t,
M121B-P-t és az MPT-t, viszont 1*C,’°N-jelolt forméaban csak az MPT-t és az M78A-t.

A N-MI121AB foszforilaciojanak kinetikajat is vizsgaltam ugy, hogy az NMR-csSben
torténd reakciot kovettem 25 percenként egy *H,®N-HSQC spektrum felvételével a kiindulastél

kezdve a 405. percig.

4.2.2. NMR mintadk

Az S100A4 mintakat 0,2-1 mM koncentracioban (dimerre nézve) mértik 20 mM MES
pufferben (pH 5,4 és 6,2 kozott), ami még tartalmazott 20-150 mM NaCl-ot, 10 mM CaCl»-ot,
5-10 mM TCEP-et, 3 mM NaNs-ot. Az MPT fragmenst, az N-ERMAD és C-ERMAD, a p53TAD
fehérjéket ugyanilyen oldatban mértiik, kivéve, hogy ezek nem tartalmaztak CaCl.-ot. A
komplexek esetében a mintdk legaladbb 1:1 aranyban tartalmazak az S100A4 dimert és a
kotépartnert (a nem detektalt kolcsonhato partnert altalaban feleslegben adtuk a rendszerhez). Az
ezrin €s S100A4 kdolcsonhatasanak vizsgalata esetében N-ERMAD és S100A4A9 dimer 1:1
aranyu komplexének mérését kovetden el6szor 1 ekvivalens, majd még ugyanennyi, igy 6sszesen
végiil 2 ekvivalens C-ERMAD-ot adtunk hozza a rendszerhez. A kotddés vizsgalatara és az
asszignacidé megkonnyitése érdekében a °N-S100A4A9-et titraltuk jeloletlen C-ERMAD-dal a
kdvetkezd C-ERMAD : ®N-S100A4A9 dimer mélardnyokban: 0,00; 0,28; 0,56; 0,83; 1,11; 1,67.
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Hasonloképpen a °N-S100A4-et jeloletlen pS3TAD-dal titraltuk: 0,00; 0,32; 0,42; 0,53; 0,64;
0,74; 0,85; 1,17 p53TAD : N-S100A4 dimer molaranyokban.

A miozinfragmensek vizsgalata esetében 0,5-1 mM toménységli fehérjéket hasznaltam
(monomerre nézve a coiled coilok esetében is) 20 mM MES pufferben (pH 6,0 és 6,7 kozott),
ami még tartalmazott 20-150 mM NaCl-ot é¢s 3 mM NaN3z-ot. Minden NMR-mintahoz 10% D,O-
ot adtunk, és belsé standardként 1% DSS-t hasznaltunk. Ennek jele az 'H jelek referencidja, a
13C ¢s N kémiai eltolodasokat viszont indirekt uton, a TUPAC altal ajanlott médon
referencialtam a  giromagneses egyiitthatok aranyai alapjan  (megtalalhatd  itt:
http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/cshift.shtml, letoltés ideje: 2019. 02. 07.). A homérsékletet

standard glikol és metanol oldat alapjan kalibraltuk.

4.2.3. NMR mérések

A méréseket javarészt az ELTE Bruker Avance III1 700 MHz spektrométerén végeztem z-
gradienssel rendelkezé 5 mm-es szobahdmérsékletli méréfejjel (spektrométer referenciak: H:
700,13 MHz, ©N: 70,94 MHz, 3C: 176,06 MHz). Az MPT-3C,'>N-S100A4A13 komplexet
asszignacid céljabol ezen tal a Firenzei Egyetem is mértik Bruker Avance III
900 MHz-es, krio méréfejjel felszerelt késziiléken (spektrométer referencidk: *H: 898,56 MHz,
BN: 91,05 MHz, BC: 22594 MHz) és ugyanitt egy Bruker Avance 700 MHz TXO
szobahdmérsékletii mérdfejjel 3C-detektalt mérés esetén (spektrométer referenciak:
1H: 700,06 MHz, **N: 70,93 MHz, 1°C: 176,03 MHz).

A jelazonositds céljabol 300 K  homérsékleten a °C,'°N-S100A4A13  és
az MPT-13C,15N-S100A4A13 komplexet (MPT izotopjeldletlen), 283 K hdmérsékleten a szabad
allapota 13C,>N-MPT esetében késziiltek *H,®°N-HSQC, HNCA, HN(CO)CA, HNCACB,
CC(CO)NH, HNCO mérések, a komplexr6l ezen kiviil késziilt BEST-HNCACB (900 MHz),
CON, CACO (700 MHz TXO) mérések. A szabad allapoti *C,°N-p53TAD-ot és
S100A4-13C,N-p53TAD komplexet (S100A4 izotopjeldletlen) 313 K hémérsékleten, a
13C,1°N-M78A-t 298 K hdmérsékleten mértiik, és az asszignacio a kovetkezé spektrumok alapjan
tortént: 'H,®N-HSQC, H,®*N-SOFAST-HMQC, BEST-HNCACB, BEST-HN(CO)CACB,
BEST-HNCO, BEST-HNCA, BEST-HN(CO)CA, 'H-*C-HSQC, MUSIC-GLY, MUSIC-SER.
A jelazonositas korabbi asszignaciok és *H-"N-HSQC, TOCSY-HSQC (keverési idd: 70 ms),
NOESY-HSQC (keverési id6: 150 ms) alapjan tortént a  °N-S100A4A9,
a C-ERMAD-'®N-S100A4A9 komplex (C-ERMAD izotépjeldletlen) °N-S100A4,
a p53TAD-°N-S100A4 komplex (pS3TAD izotopjeldletlen), °N-M111A és ®N-M111A-P,
’N-M67A, °'N-M67A-P, °N-M121AB, *N-M121AB-P, ®°N-M57A, ®N-M36A esetében.
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A hémérsékletfiiggés vizsgilata céljabol H,°N-HSQC spektrumokat mértiink
a 3C,>N-MPT esetében 283-310 K tartomanyban (283, 288, 293, 298, 303 és 310 K
hémérsékleteken), a °N-S100A4A9, a C-ERMAD-°N-S100A4A9 komplex, a *C,'®°N-M78A, a
N-M57A és a N-M36A esetében 278-323 K kozott 5 K egységenként, valamint
a BC,’N-M78A esetében 'H,'*C-HSQC spektrumokat ugyanezeken a hémérsékleteken. A
titralasi kisérleteket az asszignacié homérsékletén (300 K) végeztik és minden lépésnél
'H,°N-HSQC spektrumokat vettiink fel ugyanolyan paraméterekkel. Az N-ERMAD és
a C-ERMAD '°N-S100A4A9-hez valé kotédési vizsgalatai esetében IS 1H,l‘r’N-HSQC
spektrumokat mértiink azonos paraméterekkel.

A dinamikai vizsgalatokat a hagyomanyos T1, T2, steady-state heternuklearis *H,">N-NOE
(HetNOE) mérések alapjan végeztiik a 700 MHz-es sajat késziilékiinkén minden esetben
BN-jelolt mintdk  (**N-S100A4A13, MPT-°N-S100A4A13  komplex, *N-p53TAD,
S100A4-°N-p53TAD komplex, ®N-M111A és ®N-M111A-P, ©®N-M78A, N-M57A és
1®N-M36A) esetében az asszignacié hémérsékletén. A T1 és To méréseket 10-12 kiilonbdzd
késleltetési 1d6 hasznalataval mértiik, tipikusan 0,005-10,00 s k6zott a T1 és 0,0170-1,3568 s
kozott a T2 esetében, amely mérési pontokra exponencialis gorbét illesztve kaptuk meg az Ry és
R> paramétereket. A mért dinamikai a redukalt spektralis slriiség elemzés moddszerével
dolgoztam fel a ®N-p5S3TAD és S100A4-°N-p53TAD komplex és az NMII fragmensek
esetében, Lipari-Szabo modellfiiggetlen analizissel pedig 1’N-S100A4A13,
MPT-°N-S100A4A13 komplex és S100A4-N-p53TAD komplex esetében. Az ezekhez
hasznélt paraméterek az ismert fizikai allandokon kiviil a kovetkezok voltak: rnw = 1,02 A,
Aon = -172 ppm, hiszen ez j6 kozelitésnek tekinthetd korabbi adatok alapjan (Korzhnev 2001)
¢s Bo = 16,44 T. A Lipari-Szab¢ analizist axialis anizotropia megkozelitéssel végeztem, az ehhez
hasznalt szerkezetek: °N-S100A4A13 esetében a 2MRD (Cho 2015), a MPT-°N-S100A4A13
komplex esetében a 2LNK (Elliott 2012). Mindkét esetben a 89—101. aminosavakat toroltem a
PDB-f4jlbol, mivel a C-termindlis farok régiot nem tartalmazza az altalunk mért S100A4A13
fehérje, illetve az elsé NMR-szerkezetet hasznaltam fel a sokasagbol. Az S100A4-°N-p53TAD
komplex esetében az altalunk végzett molekuladinamikai szimulaciok atlagszerkezetei.

A transzlacios diffuzios méréseket jeldletlen és 1°N-jelolt mintdkon végeztiik: SI00A4A9,
C-ERMAD-S100A4A9 komplex, N-ERMAD-S100A4A9 komplex és a C-ERMAD-S100A4A9-
N-ERMAD 1:1:1 aranya (S100A4A9 dimerre nézve) keveréke esetében 300 K hémérsékleten,
az M67A, M67A-P, M111A, M111A-P, M111A-L, M111A-L-P, M78A, M57A és M36A
esetében pedig 278-323 K tartoméanyban 5 K egységenként minden hdmérsékleten. Minden

esetben a diffuzios gradienst 32 1épésben valtoztattuk, a maximalis érték, 45,4 G/cm 6-98%-a
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kozott, és kétszer vagy haromszor ismételtiik a méréseket (ezek esetében ugyanazokat az
integralasi régiokat hasznaltuk), amelyekbdl szdrmazo eredmények atlaga lett a végleges mért

diffuzios egyiitthato.

4.2.4. Felhasznalt szoftverek

A mérésekhez Bruker TopSpin 3.2 és 3.6pl valtozatait hasznaltuk, az asszignacidhoz a
CARA, a SPARKY és NMRFAM-SPARKY szoftvereket, a homérsékleti koefficiensek
kiszdmolasahoz linedris illesztést a Microcal Origin 6.0 és a Pro 8.0, valamint a Microsoft Excel
2010 segitségével végeztem. A titralasokhoz a globalis illesztést a Microsoft Excel 2010 Solver
funkciojaval készitettem (ennek hatranya, hogy hibaszamitasra nem adott lehetdséget). A
dinamikai mérések kiértékeléséhez a SPARKY és NMRFAM-SPARKY szoftvereket, a redukalt
spektralis stirliség analizist a Microsoft Excel 2010 segitségével, a Lipari-Szabd modellfiiggetlen
analizist pedig a FAST-Modelfree programokkal készitettem. A rotacidos diffiizids tenzor
becslését a HYDROPRO (Garcia 2000) nevili szoftverrel végeztem. A transzlacids diffuziods
mérések kiértékelését a Bruker TopSpin beépitett T1/T> moduljaval készittem. A p53TAD-
S100A4 komplex vizsgélata esetében az molekuladinamikai szimulaciokbol kapott szerkezeti
sokasagokat és az NMR spektroszkopiai mérésekbdl nyert adatat a CONSEnsX+ webszerver
(Neal 2003, Dudola 2017) segitségével vetettem 6ssze, amely mind a kémiai eltolddasokat, mind
a rendparamétereket képes kiszdmolni az MD-sokasagokbol és ezt a mért paraméterekkel

0sszehasonlitja (korrelaciot szamol).
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5. Kiegészito modszerek

5.1. Tomegspektrometria

5.1.1. A meresek elvi hattere

A fehérjék pontos tomege jellemzé a molekuldkra, ezért a tomegspektrometriat (MS)
rutinszerlien alkalmazzak a termelt fehérje minta molekulatomegének ellendrzésére, igy a varttol
eltérd szekvencia (véletlen hibak a fehérje bomlasa vagy egyéb okok miatt) gyorsan felderithetd,
valamint az izotopbeépiilés is ellendrizheté NMR mintak készitése esetén. Mindemellett az MS
szdmos egyeb szerkezeti kérdésre is valaszt adhat, ilyen példdul a fehérjék poszttranszlacios
modositasainak jelenléte, st mintazatanak felderitése.

Doktori munkdm soran ez utébbi modon is hasznaltuk az MS modszert, ugyanis a vizsgalt
miozinfragmensek foszforilacidjat ezzel a modszerrel is kimutattuk és ellendriztiik.
Tomegspektrometria segitségével nem csak a foszforilaciod jelenléte és a foszforilalt aminosavak
szdma mutathatéd ki (hiszen ezek egyértelmli tomegndvekedést okoznak a fehérjén), hanem a
foszforilacios helyek is meghatarozhatok (Drahos 2018). Ennek a médszernek az a Iényege, hogy
a vizsgalat el6tt a mintadkat valamilyen proteaz enzim (tdbbnyire tripszin vagy kimotripszin)
segitségével kisebb peptid egységekre bontjuk. A szekvencia és az enzim hasitohelyeinek
ismeretében e peptid egységek varhatd tomege konnyen kiszdmithatd, és a tomegspektrometris
modszerrel detektalt peptidek mért molekulatomegei alapjan kimutathatd, hogy melyik
foszforilalodott (az 6sszes varhato peptid tomegét erre a célra készitett szoftverekkel gyorsan ki
lehet szamitani). Mivel ismertes, hogy a foszforilacio csak szerinen, treoninon vagy tirozinon
torténhet, a foszforilacios helyek jol azonosithatok. A vizsgalathoz gyakran HPLC segitségével
elvalasztjak a peptideket egymastdl és kozvetleniil mérik a kiilonb6zd frakcidkban elualodo
peptidek tomegét (HPLC-MS modszer). Ha tudunk alkalmazni tandem MS/MS modszert is,
akkor egy adott peptiden beliil a fragmentéciot figyelembe véve egyértelmiien meghatarozhato a
foszfatcsoport helye.

Hozza kell tennilink, hogy nem minden esetben egyszerti viszont a foszforilalt peptid
detektalasa tomegspektrometriaval. A tomegspektrometrids vizsgalatra keriild molekulak
ionizéacios készsége ugyanis nagyban befolyasolja a modszer érzékenységét, és a foszforilalt
peptidek kevésbé hajlamosak pozitiv toltéseket hordozo ionokat 1étrehozni a tobbi peptidhez
képest nagy negativ toltésiik miatt, igy nehezebben is lehet detektalni 6ket. Ennek a problémanak
athidalasara dusitasos eljarast szoktak alkalmazni az enzimatikus hasitas és HPLC-MS mérés
kozott, amelynek 1ényege, hogy bizonyos fém-oxidok, igy a TiO2 vagy ZrO, mikrorészecskék
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feliiletén a foszforilalt peptidek erésebben kotddnek, mint a foszfat-csoport nélkiili fragmensek.
fgy az adszorpciot, inkubalast és elucidt tobbszor ismételve a foszforilalt peptidfragmensek
feldasulnak a mért mintaban, igy mar megfelelé érzékenységgel lehet ezeket detektalni a

tomegpspektrometrias mérés soran (Cuccurullo 2007, Pocsfalvi 2007).

5.1.2. Az elvégzett vizsgalatok

A HPLC-MS vizsgalatokat az ELTE Bruker Daltonics Esquire 3000plus ioncsapdaval
rendelkezé ESI-MS késziilékén végeztik (az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportban). A
mérések soran az MS-hez online kapcsoltuk a HPLC berendezést. A foszforilaciot
izotopjeloletlen mintakon vizsgaltuk az M67A, M111A, az M121B és az M121AB esetében
minden esetben kozel 200 pg kiindulasi mennyiségii fehérje felhasznalasaval, kontrollként pedig
a nativ mintakat hasznaltuk. Az enzimatikus hasitast tripszinnel végeztiik, amelyet 1:100
aranyban adtunk a fehérjékhez 50 mM CH3COONH, pufferben, majd egész éjszakan keresztiil
37 °C-on inkubaltuk a reakcioelegyet. A foszfopeptidek dusitasat Eppendorf-csdben végeztiik,
6 mg TiO2 felhasznalasaval. Az emésztményt 100 pul-es egységekben adagoltuk
a TiOz-részecskékhez, majd 30 perc szobahémérsékletli inkubalast kovetéen savas kézegben
tavolitottuk el a nem kotddo peptideket, és ezt tobbszor is elvégeztiik, a kiindulasi fehérjeoldat
teljes felhaszndldsaig. A kotddd foszforilalt peptideket ezutdn lugos pufferrel elualtuk, majd
HPLC-be injektaltuk. A HPLC-s elvalasztashoz C18 analitikai oszlopot hasznaltunk. Az
elvalasztas gradiens elucioval tortént 0-80%-ig folytonosan valtoztatott acetonitril tartalmu vizes
oldatot (végig 0,1% HCOOH mellett). Az MS-spektrumok alapjan meghataroztuk az egyes
peptidek molekulatomegét. A foszforilacids helyek igazolasdhoz tandem tomegspektrometris
méréseket is végeztiink, igy azonositani tudtuk a foszforilacio pontos helyét. Az adatfeldolgozast

Bruker Data Analysis 5.1 szoftverrel végeztiik.
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5.2. Elektronikus cirkularis dikroizmus spektroszkopia

5.2.1. A modszer bemutatasa

A fehérjék masodlagos szerkezeteinek vizsgalatara gyors és hatékony megoldast nyujt az
elektronikus cirkularis dikroizmus (ECD) spektroszkopia (Farkas 2018). Ez egy olyan kiroptikai
spektroszkopiai modszer, amely azon a jelenségen alapszik, hogy az optikailag aktiv molekulak
(ilyen minden fehérje) eltéré modon nyelik el a jobbra és a balra cirkularisan polarizalt fényt.
Mivel a masodlagos szerkezeti elemeket foként a peptidkotések kozotti masodrendii kotések
stabilizaljak, igy a kiilonb6z6 masodlagos szerkezetekben ezen kotések relativ térallasa
jelentdsen kiilonbozik. Emiatt a peptidkotések elektronatmeneteihez tartozé ECD-spektrumok
nagyon ¢érzékenyen mutatjak ki a masodlagos szerkezeti elemek jelenlétét: egészen mas az a-
hélix, a B-red6, a B-kanyar és a rendezetlen szerkezetii szakaszok spektruma. Ezek vizsgalata a
tavoli UV-tartomanyban torténik (190-250 nm kozott), ugyanis e tartomadnyban talalhatd a
peptidkotés oxigénjének nemkotd elektronparja és a peptidkotés n* lazitopalyaja (roviden n—m*),
valamint a peptidkotés legnagyobb energiaju m palyaja és a n* lazitopalyaja (roviden m—m*)
kozotti atmenet elnyelési savja.

Bizonyos mértékben a masodlagos szerkezeti elemek egymashoz vald viszonya is
tilkrozodik a spektrumokban, ilyen médon a harmadlagos szerkezetre vonatkozdan is nyerhetiink
informaciokat (bar korlatozottabb modon). Példaul az a-hélix szerkezeti elemre jellemz6, hogy
az n—m* atmenet 222 nm kdrnyékén negativ elnyelési savként jelenik meg, mig a n—n* elnyelési
sav ugynevezett exciton felhasadast szenved, és ezért 192 nm kortil egy pozitiv, 208 nm kortil
pedig egy negativ savpart eredményez (ezt C-tipust spektrumnak hivjak). Az egyszalq,
amfipatikus hélix és az egymas koré feltekeredd coiled coil hélixek ECD-spektruma egyarant
C-tipust spektrum, viszont az n—n* és n—n* elnyelési sdvok minimumok intenzitasanak aranya
eltér egymastol: a 222 nm és 208 nm kornyékén mért intenzitisok aranya a coiled coil
szerkezetben altalaban 1,0-nél nagyobb, mig az egyszalu hélix esetében kisebb (Cooper 1990,
Zhou 1992). A rendezetlen szerkezeti elemek spektrumara viszont az jellemz6, hogy 200 nm
kornyékén egy intenziv negativ savot tartalmaz, amelyre 220 nm koriil egy gyenge negativ vall
vagy pozitiv sav épiil.

Egy globularis fehérjében legtobbszor tobbféle masodlagos szerkezeti elem fordul eld, igy
ezek ECD-spektruma az emlitett gérbealakok 0sszegeként jelenik meg. Ezek dekonvolucidjabol
megkaphato a teljes szerkezeten belill az egyes masodlagos szerkezeti elemek szazalékos aranya.
Erre a célra tobbféle szoftvert is alkalmazhatd, amelyek altaldban egy kiilsé bazisspektrum-

készlet alapjan bontjak fel a mért spektrumot. Az egyik ilyen leghatékonyabb szoftver
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a BeStSel (Micsonai 2015), amely kiilondsen a B-jellegli szerkezetek felbontasaban hatékony.

A homérsékletfiiggd ECD-spektrumok felvételével tanulmanyozhatdo a fehérjék fel-le
tekeredése széles hdmérsékleti tartomanyban, hiszen az emlitett rendezett allapotnak jelentosen
kiilonbozik a spektruma a letekeredett, rendezetlen allapotétol. Ha egy szerkezet foként a-hélixre
épiil, akkor még egyszeriibb moddon tanulmanyozhato a fel-le tekeredés: elegendd a teljes
spektrum helyett csak 222 nm-en mérni az ECD értékének hémérsékletfiiggését, hiszen ahogy a
helikalis szerkezet letekeredik, az a-hélix n—n* atmenetének minimuma fokozatosan tlinik el: az
ECD jelentds negativ értéke novekszik, 0-hoz kozeledik, mert a rendezetlen szerkezetben ezen a
helyen nincsen jelentds elnyelés. Igy a 222 nm-en mért ECD értékek hémérsékletfiiggésébsl
mérhetd a fehérjék letekeredésére jellemzod olvadasi gorbe, amely a legegyszeriibb esetben egy
két allapotu rendszernek (a rendezett és rendezetlen allapotnak) megfeleld szigmoid gorbe, s
ennek inflexids pontja az olvadasi hdmérséklet (Tm). Ugyanakkor természetesen ennél pontosabb
képet kaphatunk a fel-le tekeredésrdl, ha minden hémérsékleten a teljes spektrumot felvessziik.
alkalmas a CCA+ (Perczel 1991) szoftver, amely a felhasznalo altal definialt modon kett6-6t
kiilonb6z6 bazisspektrumokra bontja fel az 6sszes spektrumot tisztan matematikai alapon. A
szoftver kivalasztja a fékomponenseket, és ezek linearis kombinaciojaként bontja fel az Gsszes
spektrumot.

Az ECD spektroszkopia elonye, hogy kevés (és izotopjeldletlen) mintara van sziikség a
méréshez, gyors és konnyen kivitelezhetd a mérés és a kiértékelés egyarant. Igaz, nem kapunk
atomi szintll szerkezetet, viszont a masodlagos szerkezeti elemek jelenlétére, ardnydnak
megallapitasara, a feltekeredettség, illetve rendezetlenség fokara, a fehérje termodinamikai
paramétereinek meghatarozasara kivaloan alkalmas. Mivel a mért ECD értékek fiiggenek a
koncentraciotol, a Kkiivetta vastagsagatol, s6t a fehérjében talalhatd peptidkromoforok
mennyiségétol, azaz az aminosavtagszamtol is, ezért a mért spektrumot a hullamhossztol fiiggd,
mindezekre normalt molaris ellipticitas (jele: [f]mr) gorbe formajaban szoktadk megadni,

amelynek mértékegysége hagyomanyosan deg cm? dmol ™.,

5.2.2. Az elvégzett mérések

Az ECD-mérések az ELTE JASCO J-810 spektrométerén késziiltek. A hdmérséklet pontos
bedllitasat a Peltier-tipusu flitdrendszerrel végeztiik. Izotopjeloletlen fehérje mintakat
hasznaltunk 10 uM toménységben az M111A, M111A-P, M111A-L és M111A-L-P esetében,
ezekhez 20 mM pH 7,5 foszfat puffert adtunk, mivel ez a kémbhatas a fiziologiashoz elég kozeli.

222 nm-en mért ECD értéket kovettiikk 10 mm uthosszu kvarc kiivettaban mérve (ebben az oldat
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Ossztérfogata 1 ml kortili) 278-328 K kozott az M111A és az M111A-P, 303-358 K kozott pedig
az M111A-L és az M111A-L-P esetében. A fiitést 1 K/ perc sebességgel és az adatok felvétele
0,4 K egységenként tortént. Teljes ECD spektrumokat is mértiink a felfiités kezdd és
végallapotaban a tavoli UV-tartomédnyban 1-5 scan szammal: 278 K és 328 K homérsékleten az
M111A és az M111A-P, valamint 278 K ¢és 358 K homérsékleten az M111A-L és az M111A-L-
P esetében 0,4 nm felbontassal. Ezeket a méréseket munkatarsakkal egyiitt végeztiik. Az M78A,
MS57A és M36A fragmenseket én mértem 1 mm uthosszu kvarc kiivettdban 30-40 uM
toménységben (az oldat 6ssztérfogata 200 ul) eldszér az NMR mintaknak megfeleld oldatban
(20 mM MES, 150 mM NaCl, pH 6,0), de a nagy ionerdsség miatt a spektrumok kisebb
hullamhosszak esetében mar nem voltak megfeleléen detektalhatok, ezért megmértem
ugyanezeket a mintdkat 5,0 pH-ji vizes oldatban is. A felfiitést 1 K / perc sebességgel
278-358 K kozott végeztem, az M78A és M57A esetében 5 K egységenként, az M36A esetében
csak 278, 288, 298, 308, 318 ¢s 358 K hémérsékleteken 3-4 perc varakozasi idével a mérés elott.
Minden homérsékleten egy ECD spektrumot vettem fel a tavoli UV-tartomanyban 3-5 scan
szammal 0,2 nm felbontassal. A felfiités utan visszahiitottem a rendszert a kiindulasi
hémérsékletre és ott is mértem egy spektrumot ezzel ellendrizve a denaturacid reverzibilis voltat.
Minden mérés esetében a fehérje nélkiili oldoszert hasznaltam a hattérérték korrigalasara: ennek
elnyelési értékéket kivontam a mért értékekbdl.

A mért adatokat a JASCO Spectra Manager szoftverrel dolgoztam fel, a 222 nm-en mért
ECD értékek alapjan mért olvadasi gorbék inflexios pontjat is ezzel hatdroztam meg. A

hémérsékletfiiggd ECD gorbéket a CCA+ szoftverrel analizaltam.
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6. Az S100A4 és komplexeinek vizsgalata

6.1. Az S100A4 és a nemizom I1A komplexe

Ebben a kutatasi projektben az S100A4 és NMIIA komplexét vizsgaltuk az interakcio
hatasara 1étrejovo szerkezeti és foként dinamikai valtozasok szemponjabol. Az NMR dinamikai
mérések és ezek diszkusszidja alapjan a Ca?*-affinitds valtozasara kerestiik a magyaréazatot,
tovabba a részletes elemzés alapjan egyéb tulajdonsagokat is vizsgaltunk. Az S1I00A4 mellett az
NMIIA modellezésére hasznalt MPT szempontjabol is vizsgaltuk a komplexképzddés hatasait.
A projekt els6dleges modszere NMR spektroszkopia, amelyben a megfeleld mérések

kiértékelése, adatok elemzése €s a részletes kovetkeztetések megéllapitasa volt az én feladatom.

6.1.1. Az S100A4-NMIIA komplex képzodésének szerkezeti vonatkozasai

Az S100A4 oldalardl végzett SI00A4A13-at hasznaltunk az aggregacio elkeriilése végett.
A C-terminalis farok hidnya korabbi eredmények alapjan nem befolyasolja az MPT-ko6todését
(Badyal 2011, Ramagopal 2013, Duelli 2014). A szabad és a komplexben kotott SI00A4A13
'H,®N-HSQC spektrumédn a keresztcsticsok jeldiszperzitdsa széles, ahogyan varhatd is egy
rendezett szerkezetli fehérje esetében (6. dbra piros jelei). A gerinc rezonanciafrekvenciait
sikeresen asszignaltam (csak a P4 és P43 jelei nem jelennek meg a HSQC spektrumon). A
jelhozzarendelés a BMRB adatbazis 25136 (szabad S100A4A13) és 25208 (komplex) sorszamai
alatt érhetdk el.

A kapott adatok alapjan a meghatarozott C% CP, C’ kémiai eltolédasokbél masodlagos
szerkezeti predikciot készitettem az SSP-analizis modszerével (Marsh 2006) — az eredmény az
7A. abran és az 6. abra szekvencidja felett lathatd. Az a-helikalis szerkezetet az SSP > 0,5 érték
alapjan definidltam, ami azt jelenti, hogy a konformacios sokasag 50%-a helikalis szerkezetii
(Marsh 2006). Igy a varhato négy hélix a kévetkezd szakaszokban talalhaté: P4-S20 (H1), K31-
L46 (H2), D51-S64 (H3) és F72-M85 (H4). Ez az eredmény jo Osszhangot mutat a korabban
rontgendiffrakciéval meghatarozott szerkezetekkel (ezek PDB-kddjai: 2Q91 (Malashkevich
2008), 3C1V (Gingras 2008), 3CGA (Pathuri 2008) ¢s 4HSZ (Ramagopal 2013)). A pszeudo-
EF-kézben talalhato L1 hurok és a kanonikus EF-kézben taldlhaté L3 hurok B-kanyar jellegii
(negativ értékti SSP-k), mig az L2 ,,csuklo” régio rendezetlen szerkezetti (kis értékii SSP-K).

A komplex *H,"*'N-HSQC spektruman kozel kétszeres mennyiségii keresztcsucs jelenik meg
a szabad S100A4A13 spektrumdhoz viszonyitva (6. abra kék jelei). A jelkett6z0dés oka a

komplexképzddés folytdin megjelend aszimmetria az S100A4 A- és B-lancara vonatkozodan.
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6. abra: Az S100A4A13 (piros) és a S100A4A13-MPT komplex (kék) asszignalt *H->N-HSQC spektruma
egymasra helyezve. Az dbran csak a jelek egy részének asszignacidja van feltiintetve a jelsiiriiség miatt, a
teljes adatkészlet megtalalhato a BMRB 25136. és 25208. sorszamu adatlapjaban. A spektrum alatt az
S100A4A13 szekvencidja és a masodlagos szerkezeti elemek vannak feltiintetve.
Megjegyzendd, hogy az egyes sikeresen meghatarozott szakaszok 0sszekotésében maradt egy
kis bizonytalansag, nevezetesen, hogy melyik lanchoz tartoznak a M1-L5, E23-K28, illetve a
P43 oldallancainak eltolddas értékei. Ugyanakkor ezeket az eredményeket megerdsiti Elliott és
munkatarsainak asszignacidja (Elliott 2012). A komplex kémiai eltolodasaibol készitett SSP-
analizis Kimutatta (7A. abra), hogy tovabbra is jelen van a négy hélix: a H1 a P4-S20 szakaszon
mindkét lancban, a H2 a K31-T59 régioban mindkét lancban, a H3 a D51-D63 szakaszon az A-
lancban, illetve D51-L62 szakaszon a B-lancban és a H4 az F72—E88 régioban mindkét lancban.
Ebbdl lathato, hogy az S100A4 térszerkezete ugyan nem véltozik meg jelentdsen az MPT
kotodése hatasara, viszont a H2 hélixben mindkét lancban csokkennek az SSP értékek (R40—-L56
szakaszban 0,2-0,5 kozotti értékii lesz), ez a hélix szerkezet fellazulasara utal. Ezzel szemben a
H4 hélixben pedig novekednek az SSP értékek a C-terminalis M85—E88 szakaszban.

A komplexképzddés hatdsara bekovetkezd szerkezeti valtozasokat a kombinalt kémiai
eltolodas-valtozas (40) értékek alapjan jellemeztem, s az aminosavszekvencia mentén

abrazoltam a mindkét lancra szamolt 40 értékeket a 7B. dbran. A legnagyobb kémiai eltolodas-
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7. abra: (A) A szabad S100A4A13 (fekete négyzet) és az SI00A4A13-MPT komplex A- és B-lancanak (iires és
sziirke rombusz) SSP értékei az aminosav szekvencia mentén. (B) A Ad értékek mindkét lancra szamolva
(A-lanc: iires, B-lanc: sziirke oszlopok). A grafikonok folott a masodlagos szerkezetek hatarai vannak
bejelolve. (C) Az MPT kotddése altal leginkabb érintett aminosavak abrazolasa a térszerkezeten kétféle
nézetbdl a 3ZWH szerkezeten abrazolva. A felsé abran csak a H1, H1’ és az MPT van kiemelve a komplex
3D-feliileti rajzan. A hélixek a kotodo peptiddel ellentétes oldalon helyezkednek el. Az alsé Abran a 49 értékek
szinkodokkal jelezve (kéktdl zoldon at sarga felé novekedik).

valtozast szenvedd aminosavak (a 40 > 0,35 dnkényes értéknél nagyobb valtozas torténik) foként
a kanonikus EF-kéz régioban fordulnak el6 varhatdo modon, hiszen itt talalhat6 az S100 fehérjékre
jellemzd kotdzseb. Az érintett aminosavak a kdvetkezok: 142, F45, L46, K48, M59, F78, S80,
C81, A83, M84, N87, E88 az A-lancban és L46, G47, F55, N61, L62, L79, A83, M84, N87, E88
a B-lancban. Feltlind varatlan jelenség mindemellett az, hogy a komplexképzddés jelentésen
érinti a H1 hélix egyes aminosavait is (D10 és H17 az A-lancban, D10, S14, H17 a B-lancban)
annak ellenére, hogy ez a dimer Osszetartdsaért felelds szerkezeti elem és a kotézsebtdl tavol

helyezkedik el (7C. abra).

6.1.2. A komplex képzideésének hatasa az S10044 molekula dinamikajara

A gerincdinamikai mérések soran a legtobb aminosavra kaptam megfelel relaxacios adatot.
Jelatfedés miatt csak a kovetkez6 aminosavakra vonatkozo értékek nem értékelhet6k: M1, L9,
K35, M59 és L62 (S100A4A13), A8, K18, K35, F45, A53, D63, E69 és 182 (S100A4A13-MPT
komplex A-lanca), H17, L38 és D67 (S100A4A13-MPT komplex B-lanca). A meghatarozott
paraméterek (R1, R2 és HetNOE) mind a szabad, mind a komplex formara a 8. abran lathatok,

mig atlag- és szélséértékei az 1. tablazatban talalhatok. Ezek az adatok mutatjdk, hogy a
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komplexképzddés hatasara nem torténik nagyon jelentds szerkezeti-dinamikai valtozas: mindkét
esetben az N- és C-terminalison kiviil csak az L2 huroknak, a ,,csuklo” régionak nagyobb a
mozgékonysaga az atlagosnal, a molekula tobbi részén viszont kdzel hasonloak az értékek. Ez a
tapasztalat jol korrelal mas S100 fehérjék relaxacios NMR méréseinek adataival (példaul a Ca?*-
S100A5 esetében hasonld mintazatot mértek (Bertini (2009)). Egy kisebb eltérést mutat az
S100A4 ehhez képest: a H1 hélix Ri paraméterei atlagosan kisebbek, az Rz értékei pedig
atlagosan nagyobbak a masik harom hélixhez képest (mig a HetNOE értékek mind a négy
hélixben kozel azonos). A komplexképzOodés hatasara az atlagos Ri értékek csokkennek, mig az
atlagos Rz értékek ndnek, mikozben az atlagos HetNOE értékekben nincs jelentds valtozas
(1. tablazat). A két lanc kozotti aszimmetria ezekben a paraméterekben is tiikkr6zodik: foként az
R2 és a HetNOE értékekben (8. 4bra).

Ezekb6l a mért relaxacios paraméterekb6l kiindulva Kiterjesztett Lipari-Szabd

modellfiiggetlen analizist végeztem. A megfeleld alakhoz tartozo kozelités eldontésére
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8. abra: A 300 K-en mért °>N-relaxaciés mérések eredménye a szabad (A-C) S100A4A13 (fekete négyzet, bal
oldali grafikonok) és az (D-F) S100A4A13-MPT komplex (iires és sziirke rombusz az A- és B-lincra, jobb
oldali grafikonok): Ri, Rz és HetNOE értékek az aminosav szekvencia mentén. A fiiggéleges vonalak a

grafikonok felett talalhaté masodlagos szerkezeti elemek hatarvonalait jelolik.
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S100A4A13-MPT
Meért és szamolt paraméterek S100A4A13
A-lanc B-lanc
atlag 0,93 0,80 0,79
Ry /s -
min. — max. 0,76 — 1,31 0,69 — 1,20 0,64 — 1,22
atlag 15,3 17,9 17,9
Ro /st -
min. — max. 3,43 — 20,0 5,15 — 23,1 5,34 — 22,8
atlag 0,75 0,76 0,75
HetNOE -
min. — max. -0,02 — 0,89 0,14 — 1,00 0,17 — 0,97
becsiilt 11,44 13,35
e/ ns -
illesztett 11,31 +£0,01* 13,42 £ 0,03*
D,/D, illesztett 0,91+ 0,01* 0,93+ 0,01*
52 atlag 0,80 0,81 0,82
min. — max 0,12 — 0,97 0,19 — 0,96 0,21 — 0,96

1. tablazat: A mért gerincdinamikai paraméterek (R1, Rz és HetNOE értékek) atlag- és minimalis-maximalis
értékei, valamint az ezekbol a Lipari-Szabé modellfiiggetlen analizis alapjan szamolt gerincmozgasokat
jellemzé paraméterek a szabad S100A4A13 és a S100A4A13-MPT komplex A- és B-lancara szamitva. (*Az
illesztés soran a szoftver altal szamitott hiba.)

a HYDROPRO (Garcia 2000) nevli programmal meghataroztam a rotacios diffuziés tenzor
kozelitd értékét. Ehhez a rontgendiffrakcidval kapottt szerkezetek koziil kettét hasznaltam fel: a
szabad allapotra a 2Q91 (Malashkevich 2008), mig a komplex esetében a 3ZWH szerkezetet
(Kiss  2012). Elobbi  esetben a  tenzor  harom  sajatértékének  ardnya
1,30 : 1,15 : 1,00, mig az utobbi esetben 1,25 : 1,11 : 1,00 lett. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
a Lipari-Szab¢ analizisben az axialisan anizotrop megkozelités pontosabb eredményt fog adni,
ezért ezt alkalmaztam mindkét esetre.

Az igy lefuttatott illesztés eredményeként minden aminosavra meghataroztam a Lipari-
Szabd modell paramétereit, kivéve néhanyra, amelyekre nem lett sikeres az illesztés, amelyek:
S32, E52, és 182 (S100A4A13), G24 (S100A4A13-MPT A-lanc), D25, S32 és AS3
(S100A4A13-MPT, B-lanc). Az illesztett eredmények 0sszefoglalasat az 1. tdblazat tartalmazza.
Ahogy itt 1atjuk, a molekula globalis rotacios korrelacios ideje (zc) tobb, mint 2 ns-mal névekszik,
ami a komplexképz6dés hatasara bekovetkezé méretndvekedés miatt lassabb bukdacsolos
mozgasra utal. Ez az érték jo egyezést mutat az Ro/R1 értékek alapjan becsiilt értékek atlagaval
(1. tablazat).

A kapott adatok jo Osszhangban vannak az S100 csalad tobb tagjara végzett hasonld

elemzésbdl kapott eredményekkel: ha 300 K-re atszamitjuk (Daragan 1997), 9,12-13,52 ns
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kozotti  értéket kapunk (Inman 2001, Dutta 2008, Zhukov 2008, Nowakowski 2011,
Nowakowski 2013). A rotacioés diffiizios tenzor sajatértékeinek aranyat jellemzé D;/D,
paraméterek értékei (1. tablazat) kisebbek a HYDROPRO programmal elézetesen szamolt
értekeknél, de nem térnek el jelentdsen (a kapott értékek reciprokabdl kapunk hasonlé aranyokat,
amelyek igy 1,10 : 1,10 : 1,00 a szabad ¢s1,08 : 1,08 : 1,00 a komplex esetében), ami azt mutatja,
hogy az axialis anizotrop modell hasznalata megfeleld volt.

A mozgékonysagot jellemzd rendparaméterek értékeit a szekvencia mentén a 9A. és 9C.
abran lathato, az atlagértékek és minimalis-maximalis értékek pedig az 1. tablazatban mind a
szabad SI00A4A13, mind a SI00A4A13-MPT esetében. Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy az
N- és C-termindlist, valamint a mozgékony L2 hurkot kivéve az S100A4 molekula nagyrészt
merev szerkezetii végig (az S? értékek 0,8-0,9 koriiliek). A molekula globalis mozgasanal
gyorsabb mozgasokat jellemz0 ze paraméterek ennek megfelelden leginkdbb az N- és C
terminalis mellett az L2 csuklorégioban jelentkeznek, ezek tehat a flexibilis régiok mind a
szabad, mind a kotott formaban. A mért S? értékek jo Osszhangban vannak a kémiai
eltolédasokbol szamolt random coil index (RCI) értékek (Berjanskii 2005) alapjan prediktalt S
értekekkel (9A. és 9C. dbra). A rendparaméterek foként a ps-ns id6skalaji gyorsmozgasokat

jellemzik — ezen az id6skalan tehat nincs jelentds valtozas a komplexképzddés hatasara.

S100A4A13 S100A4A13-MPT komplex
HL L1, H2 L2 H3 (L3, H4 , HL L1, H2 |2 H3 (L3, H4
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9. abra: A Lipari-Szabé modellfiiggetlen analizis eredményeként kapott S? és Rex értékek az
aminosavszekvencia mentén az (A)-(B) szabad S100A4A13, (C)-(D) S100A4A13-MPT komplex esetében (iires
oszlop: A-lanc, sziirke oszlop: B-lanc). Az RCI értékekbél szamolt prediktalt S? értékek az (A) és (C)
grafikonon hiromszogek formajaban liathatok. A szaggatott vonalakkal az S100A4 masodlagos szerkezeti

elemei vannak elvilasztva és a grafikonok tetején feltiintetve.
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Figyelemreméltd véltozas jelentkezik viszont a lassabb iddskalat vizsgalva: a ps-ms
iddskalaji konformacidos mozgasokat jellemzd Rex csereparaméterek megjelenésében a szabad
S100A4A13 molekulaban, elsdésorban a H1 hélixben, amely mozgasok megsziinnek a
komplexképzddés hatasara (9B. és 9D. abra). A szabad allapotban megjelend lasst idoskalaja
mozgasok a H1 hélixben varatlanok, mivel ez a régid fontos része a dimer Osszetartasaért felelds
X-tipust négylanct hélixkotegnek (H1-H4-H1’—H4’ hélixek), amely a szerkezet stabil vazat
alkotjak. (A lassu iddskaldju mozgasok kimérésére CPMG-méréseket is végeztiink: ott a H1 hélix
mellett a H2, L2, H3 és H4 talaltunk Rex paraméter jelenlétét. Az eltérés oka, hogy e mérésben
nem pontosan ugyanazt az iddéskalat tudjuk vizsgalni, mint a modellfiiggetlen analizis
illesztésével. Ugyanakkor szembetind, hogy a mérések sem tudnak kimutatni lasstt mozgasokat
a komplex esetében — hasonloképpen az analizis eredményéhez.) E mozgasok jelenléte
magyarazza szabad é4llapotban a teljes atlagtol eltérd6 Ri és R atlagértékeit
a H1 hélixben (8. 4bra), illetve az RCI segitségével prediktalt S? értékek is itt térnek el Lipari-
Szabo illesztésbdl kapott adatoktol. A komplex esetében nincs ilyen eltérés. Mindez azt mutatja,
hogy az MPT kotédésének S100A4 dinamikajara gyakorolt egyik hatasa a H1 hélix lasst

1d6skalaji mozgasainak korlatozasaban jelentkezik.

6.1.3. A dinamikai valtozasok kovetkezményei

A Lipari-Szab6 analizisb6l kapott rendparaméterek kiszamoltam a komplexképz6dés
entropiavaltozasanak fehérjegerinc konformacids mozgasaihoz rendelhetd részét. Az 6sszegzés
soran a hidnyz6 aminosavakra az RCI-b6l meghatarozott prediktalt értéket hasznaltam. Ha a
masodlagos szerkezeti elemekre kiilon-kiilon kiszamoljuk — 6sszesitve — ezt az értéket, akkor jol
lathato, hogy a H1 hélixekben torténik a legnagyobb konformacids entrdpiacsokkenés, vagyis
ezek mozgasai redukaldédnak leginkabb a komplexképz6dés hatasara (10A. abra). A teljes
molekuldra szamolt gerinckonformacios entropiavaltozas értéke -168,3 kJ/mol, amely negativ
értéke szintén mutatja a komplex merevebbé valasat (csokken a rendezetlenség, tehat
rendezettebbé valik fehérjegerinc). 300 K hdmérsékleten ez a komplexképzddés szabadentalpia-
valtozasahoz —TASkonf,gerine = +50,49 kJ/mol értékli hozzajarulast jelent. ITC mérésekbol
kordbban meghataroztak e komplex képzddésének szabadentalpia-valtozasdhoz valo teljes
entropikus hozzajarulasat, ami +17,2 kJ/mol értéknek adddott (Duelli 2014). Ez tehat azt jelenti,
hogy a folyamat teljes entropiavaltozasahoz egyéb jarulékok hozzatevddnek: ilyenek az
oldallancok konformacidés entropiavaltozdsa, valamint a hidratacid6 megvaltozasanak
entropiavaltozasa, s végiil a rotacios-transzlaciés mozgasok entropiavaltozasa. Ez azért sem

meglepd, mert a kiilonbozd eredetli entropiatagok nagyon eltérd nagysagtiak lehetnek egymashoz
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10. 4bra: (A) A masodlagos szerkezeti elemekre Kiilon-kiilon 6sszegzett gerinckonformacios
entrépiavaltozasok (iires: A-lanc, sziirke: B-linc). (B) Az S100A4A13 molekula MPT kotése soran
bekovetkezo valtozasok az atlagos S? értékekben a 3ZWH szerkezeten abrazolva (az adott aminosavhoz
tartozé ,,simitott” Atlagérték kiszamitasa az attekinthetébb abrazolas érdekében: az S? érték atlagolva az
elétte és utana kovetkezé aminosavak értékeivel); piros: merevebb (S? novekszik), sarga: valtozatlan (S? kozel
valtozatlan), z6ld: mozgékonyabb (az S? csokken). Az A-lanchoz tartozé EF1- és EF2-kéz régiok, az MPT,
valamint a két H1 hélix a dimer két lancaban kiilon kiemelve.

képest a kiilonb6zd rendszerekben (Griinberg 2006).

Ha megvizsgaljuk a komplex képzOdése hatisira bekovetkezd valtozasokat az S?
értékekben, kideriil, hogy a merevebbé valo hélixeken kiviil a két Ca?*-kotd EF-kéz hurokrégioi
dinamikéjanak valtozasa is érdekes, ahogy lathatjuk a 10B. dbran (ahol az aminosavak megel6z6
¢és kovetkezd szomszédainak értékével atlagolt valtozasait abrazoltam a szerkezeten a jobb
attekinthet6ség érdekében). Igy érdemes részletesebben elemezni az adatokat. Ennek érdekében
az egyes masodlagos szerkezeti elemekre, valamint kiilon-kiilon a két EF-kéz Ca?*-kotd
aminosavai rendparamétereinek értékeit feltiintettem atlagolva a 2. tablazatban a szabad
S100A4A13 és az S100A4A13-MPT komplex két lancara. Hogy a sajat eredményeket
Osszehasonlithassuk az irodalomban mar megtaldlhatdé mas S100 fehérjék Lipari-Szabo
elemzésbdl kapott adataival, ezek koziil néhany esetben a hasonld atlagok kiszamitasat
elkészitettem ugyanebben a tdblazatban. Az apo-S100A4 esetében csak egér eredetli fehérjére
van adat (Dutta 2008), az S100B esetében human apo formara (Inman 2001), mig a human
S100A1 esetében mind apo- (Nowakowski 2011), mind Ca?*-kétott formara (Nowakowski
2013). A tablazatban nem tiintettem fel, de késziilt hasonld tanulmany a szarvasmarha apo-
S100A1 és B-merkaptoetanollal kotott formajara (Zhukov 2008), valamint a huméan Ca?*-S100A1
homociszteinnel kotott formajara (Nowakowski 2013) is. Ha 0sszevetjiik az S100A1 és S100A4

esetében az L1 ¢és L3 hurok mozgékonysdganak valtozasat, megallapithatjuk, hogy
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fehérje | S100A4 Slf)OA4-MI?T S100A4 S100B | S100A1 | S100A1
A-lanc  B-lanc
fémion Ca?* Ca?* apo apo apo Ca?*
faj human humdadn egeér humdan humdan human
H1 hélix 0,83 0,85 0,86 0,89 0,87 0,92 0,90
L1 hurok 0,85 0,84 0,87 0,61 0,82 0,76 0,95
H2 hélix 0,86 0,87 0,87 0,84 0,86 0,91 0,91
L2 hurok 0,52 0,53 0,63 0,63 0,84 0,87 0,82
H3 hélix 0,85 0,84 0,82 0,77 0,84 0,87 0,88
L3 hurok 0,85 0,87 0,84 0,57 0,78 0,75 0,82
H4 hélix 0,86 0,88 0,87 0,91 0,87 0,92 0,95
EF1-kéz 0,83 0,83 0,81 0,66 0,83 0,79 0,92
EF2-kéz 0,84 0,94 0,85 0,60 0,78 0,81 0,95

2. tablazat: Néhany S100 fehérje mért S? értékeinek atlaga az egyes masodlagos szerkezeti elemekre atlagolva,
illetve kiilon a Ca®*-koté aminosavakra (EF1-kéz: S20, E23, D25, K28, E33; EF2-kéz: D63, N65, D67, E69 és
E74). Az adatok forrasai a szovegben talalhato hivatkozasok alapjan visszakereshetd.

a Ca?* megkotése jelentdsen noveli az EF-kéz régiok merevségét (AS%uag értéke +0,2—0,3 koriili)
— ahogy varhato is, hiszen koordinativ kotések jonnek 1étre a fémion és a fehérje egyes atomjai
kozott. Ugyanez még inkabb latszik, ha csak a Ca?*-kotd aminosavak atlagait vizsgaljuk.
Ugyanakkor érdekesség, hogy az apo-S100B esetében a fémion nélkiil is kozel olyan
merevségliek ezek a régiok, mint a masik két fehérje Ca?*-kotott dllapotaban. Ez egy szerkezeti
eltéréssel magyarazhaté: az S100B esetében antiparallel elrendezédésti rovid P-reddk is
talalhatok az L1 és L3 hurkokban, amelyek kimerevitik az apo-szerkezetii fehérje EF-kéz régioit
(Liriano 2012) — ellentétben az SI00A 1 és S100A4 fehérjékkel. Egy masik feltiing jellegzetesség
az L2 ,,csukld” régié mobilitasa, amely csak az SI00A4 esetében flexibilis, a tobbi esetben a
molekula egészéhez hasonld merevségli. Ezek tehat mutatjak, hogy az SI00A4 a csaladon beliil
a nagyobb flexibilitasti fehérjék kozzé tartozik. A lassu idéskalajo mozgasokat jellemzd Rex
paraméter mérhetd értékét mas S100 fehérjéknél is detektaltak: az eddig ismertetett rendszereken
tul — amelyek esetében a Lipari-Szabo analizis eredményeként illesztésbdl kaphaté meg ez a
paraméter — a Ca2*-kotott S100B esetében CPMG-mérésekkel vizsgaltak ezt (Liriano 2012). A
leginkabb valtozatos ebbdl a szempontbdl az S100A4 fehérje viselkedése: az apo szerkezetben
ugyanis foként az EF1-kéz, az L2 ,,csukld” régio és az EF2-kéz egyes aminosavai, s6t a C-

termindlis farok — amely az 4ltalam vizsgalt rendszerbdl hianyzik — mozgasainak leirasaban is
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megjelenik az Rex paraméter (Dutta 2008). A jelen munkaban vizsgalt Ca?*-kotétt S100A4-ben
foként a H1 hélixben talalhaté ez a fajta mozgas, mig az MPT-kotés hatasara szinte teljesen
megsziinik. Az S100B esetében mind az apo-, mind a Ca?*-kotott formaban a H1 hélix
mozgasainak leirdsa soran talalkozunk az Rex paraméterek jelenlétével (Inman 2001, Liriano
2012). Ebben az esetben egy kisebb peptiddel, a 12 aminosavbol allo6 TRTK-val képzett
komplexben viszont szintén megszlinik ez a lassti idoskalaji mozgas (Liriano 2012), ami az
altalam tapasztalthoz nagyon hasonld jelenség — noha a TRTK-val képzett komplex nem
aszimmetrikus 1:2, hanem szimmetrikus 2:2 aranyu komplex.

Ezutan az EF-kéz régiok dinamikai valtozasat is érdemes megvizsgalnunk, hiszen ez fontos
szerepet jatszhat az S100A4-nek MPT-kotés hatasara bekovetkezd kozel 10000-szeres
Ca?*-affinitas novekedésében (Elliott 2012). Ahogy a 2. tablazatban lathatjuk, az A-lanc esetében
az EF2-kéz aminosavainak mozgékonysaga csokken (AS%ag = +0,1), tehat merevebbé valik, mig
a B-lanc EF1-kéz aminosavainak mozgékonysaga enyhén novekszik
(AS?t1ag = -0,02) a komplexképzédés hatasara. A masik két EF-kéz régio dtlagos mozgékonysaga
kozel allandé marad (AS%uag < £0,01), ami a tobbiranyt valtozasok kiegyenlitédésébol is fakad.
Erdemes osszevetniink ezt a megfigyelést az irodalomban fellelhet rontgenszerkezetekkel, hogy
egy fliggetlen modszerrel is hasonldo eredményt kapunk-e. A molekula atomjainak
mozgékonysagat egy kristadlyszerkezetben az atomi mozgastényezdvel, az ugynevezett
B-faktorral lehet jellemezni, amely az atomi koordinatdk meghatarozasanak hibajabol ered.
Azonban fontos megjegyezni, hogy a B-faktor értékét nemcsak a mozgékonysag noveli, hanem
mas tényezOk is, mint példaul a kristalykontaktusok is szerepet jatszanak értékének alakuldsaban.
fgy ez is lehet az oka annak, ha nem talalunk teljes Gsszhangot a kristalyositott fehérje B-faktorai
és az oldatfizisu fehérje S? értékei kozott — viszont ha mégis van parhuzam a két mennyiségben,
az megerdsiti a tapasztalatok megbizhatésagat a dinamika terén. Ezen tal fontos megjegyezni,
hogy a B-faktor ndvekedése a mozgékonysag ndvekedését, mig az S? értékek novekedése épp
ellentétes modon a mozgékonysag csokkenését jelenti, igy a két mennyiségben ellentétes iranya
valtozas jelenti a hasonld hatast. Rdadasul a valtozas szamértéke, 1éptéke sem hozhaté kdnnyen
parhuzamba, inkabb a véltozasok iranyat érdemes vizsgalni.

A két fliggetlen moédszer 0sszehangolasara mar kordbban is tettek kisérletet (Fenwick 2014), de
jelen munkaban az S100B TRTK-peptiddel valé komplexképzddésének vizsgalata sordn Liriano
¢s munkatarsai altal hasznalt, normalt B-faktorokat kiszamité eljards szerint vetettem G6ssze az
NMR ¢és a rontgendiffrakciéo dinamikai vonatkozasait (Liriano 2012). Ennek lényege a
kovetkezd: egy adott aminosav minden atomjanak B-faktorat atlagoljuk (ez az aminosav

specifikus atlag), majd ezeket az atlagokat a molekula 6sszes aminosavara ismét atlagoljuk (ez a
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EF2-kéz
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normalt B-faktor

Aminosav szekvencia

11. abra: Normalt B-faktorok (az aminosav specifikus és a globalis B-faktorok eltérése) abrazolva az
aminosav szekvencia mentén (A) a szabad S100A4 (3CGAszerkezet alapjan, iires kor: A-lanc, fekete kor: B-
lanc) és (B) az S100A4-MPT komplex (3ZWH szerkezet alapjan, iires kor: A-lanc, sziirke kor: B-lanc)
esetében. A két EF-kéz régiot a szaggatott vonalak jelolik ki. (C) A két PDB-szerkezetb6l kiemelve
a Ca?-koté aminosavak az EF1- és EF2-kéz régiokban egymasra illesztve (kék: szabad S100Ad,
zold: komplex, sziirke: Ca®* ionok).

globalis atlag a teljes molekulara), ezutdn az adott aminosavakra kiszdmoljuk az aminosav
specifikus atlag globalis atlagtol vald eltérését, igy kapunk képet arrdl, hogy a molekula teljes
mozgékonysagahoz képest merevebb vagy flexibilisebb a vizsgalt aminosav. A szabad S100A4
esetében a 3CGA PDB-szerkezetet (Pathuri 2008), mig a komplex esetében a 3ZWH
PDB-szerkezetet (Kiss 2012) hasznaltam fel ehhez, és a kapott eredményeket a 11A-B. abran
tiintettem fel. Ezt tanulmanyozva megallapithato, hogy az A-lanc esetében a szabad allapothoz
képest a komplexben az EF1-kéz atlagos mozgékonysaga nem valtozik, mig az EF2-kéz esetében
jelentds csokkenést latunk (a szabad allapotban a specifikus normalt B-faktorok 0 kdriiliek, mig
a komplexben, ugyan nagyobb szorassal, ugyanilyenek maradnak, illetve a masik esetben
nagyrészt negativ értékiiek). A B-lanc esetében az EF1-kéz mozgékonysaga teljes mértékben és
az EF2-kéz mozgékonysaga részlegesen novekszik (a szabad allapotban itt is 0 koriili, mig a
komplexben a normalt B-faktorok végig pozitiv értékiiek az egyik, illetve részlegesen a masik
esetben). Ezek a megfigyelések jO Osszhangban vannak az S2-értékek atlagolasabol kapott
eredményekkel, habar a mozgékonysag csokkenése relative mas mértékii: lathattuk az NMR
adatok elemzése soran az EF2-kéz mozgékonysaganak csokkenését az A-lancban, és az EF1-kéz
mozgékonysaganak novekedését a B-lancban. (Egyediil a B-lanc EF2-kéz aminosavainak
mozgékonysaganak novekedését nem tapasztaltuk az NMR adatokban.) Mindez azért jelentds,
mert ez két teljesen kiilonb6zé modszer: még a halmazallapot, s6t a mérés homérséklete is

kiilonbozik, raadasul a normalt B-faktorokat a teljes aminosavra szdmoltuk, mig az altalunk mért
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NMR dinamikai adatok elsésorban a gerinc mozgasait jellemzik. E tényezdk figyelembe
vételével a két modszer eredményei j6 parhuzamot mutatnak. Mindemellett, ha 6sszevetjiik a két
szerkezetben a Ca®*-koté aminosavak térbeli helyét (ahogy lathatjuk a 11C. abran), egyértelmdi,
hogy a komplexképz3dés soran nincs térszerkezeti valtozas. igy egyediil a dinamikai valtozasok

lehetnek felelések a Ca*-kotés affinitasanak megnovekedéséért.

6.1.4. Az MPT miozinfragmens szerkezeti tulajdonsagai

Az NMIIA molekulat a 45 aminosav hosszi MPT-peptiddel modelleztiik. Ennek szabad
allapotat vizsgaltuk. Kotott allapotban a jelek kiszélesedése miatt érdemi NMR vizsgalat nem
végezheté az adott koriilmények kozott. Sikeresen asszignaltam a *H, ®N-HSQC spektrumot: a
45 aminosavbol az els6 kettén (Y1893, R1894) és a két prolinon (P1927, P1931) kiviil minden
aminosav keresztcsucsat sikeresen meghataroztam (12A. abra, ahol a szekvencia is lathato),
valamint az oldallancok *3C- és *H-eltolodésait. Az eredményeket a BMRB adatbazisba a 25992.
sorszam alatt publikaltam. Az 'H dimenzioban a jeldiszperzid 0,6 ppm, amibdl egyértelmiien
kovetkezik, hogy az MPT rendezetlen szerkezetli. Emellett érdekesség, hogy szdmos minor jel is
megfigyelheté a HSQC-spektrumon, amelyek foként a prolinokat megeldz6 szakaszon talalhatok
(ezek: G1924, L1926, F1928, V1929, V1930) intenzitasuk kozel 10%-a az atlagos
jelintenzitasnak. A CC(CO)NH spektrum alapjan meghatarozott CP—C? kémiai eltolodas-
kiilonbségekbdl megallapithatd, hogy a prolinok transz konfiguracioban vannak a major jelek
esetében (4,6 ppm a P1927 és 4,7 ppm a P1931 esetében), a minor jelek esetében ez nem
minor komponensekben, ahogy ezt mar mas rendszerekben is megfigyelték (Schubert 2002). A
HSQC-NOESY spektrum alapjan dsszesen néhany tavoli — a szomszédokos aminosavakon tul
tavolabbiak kozotti — NOE-t lehetett asszignalni, ami szintén a fragmens rendeztlen szerkezetét
mutatja.

A meghatarozott C*, CP and H® kémiai eltolodasokbol szamitott SSP értékek segitségével
(Marsh 2006) vizsgéltuk a masodlagos szerkezet. Az 12B. dbran 4brazolt eredmény alapjan is
egyértelmi, hogy az MPT rendezetlen szerkezetii, hiszen az SSP értékek abszolut értékek szinte
végig 0,3 alatt marad. Ettd] kicsit eltér a kdzépsd D1908—K 1918 régid, ahol az SSP-értékek
0,3-0,4 kozotti értékiiek, vagyis ez a szakasz erdsebb helikalis hajlamot mutat. Ezzel
Osszhangban van az a tény, hogy ez a régio6 a teljes NMIIA-ban a coiled coil szerkezeti elem
része, tovabba az S100A4-MPT komplex ismert szerkezeteiben (Kiss 2012, Elliott 2012)

amfipatikus a-hélixet képez.
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12. abra (A) Az MPT asszignalt *H,">N-HSQC-spektruma (a jelazonositas csak részlegesen van feltiintetve a
jelsiiriiség miatt, de a teljes asszignacié elérhet6 a BMRB 25992 sorszamon). (B) A kémiai eltolédasokbol
szamolt SSP értékek az MPT egyes aminosavaira, (C) a 283-310 K kozott mért homérsékletfiiggésbol
szamitott homérsékleti koefficiensek az MPT aminosav szekvencidja mentén, (C) az Eisenberg-féle
hidrofobicitasi indexek értéke az MPT egyes aminosavaira. Az abrak alatt az MPT szekvenciaja lathaté.

A HSQC-spektrum hdémérsékletfiiggése alapjan a hdémérsékleti koefficienseket is
meghatiroztam a jelekre (12C. 4bra). Megfigyelhetd, hogy a vizsgalt *H kémiai eltolodasok
homérsekletfiiggése linearis szinte az Osszes jelre, s a koefficiensek atlagosan relative nagy
negativ értékliek, minddssze 4 aminosav esetében haladjdk meg a -4,5 ppb/K értéket (ezek
E1899, M1910, N1911, D1925). Ez azt jelenti, hogy az amid H atomok nem vesznek részt
intramolekularis hidrogénkotésben (Baxter 1997) — ami egy tujabb bizonyiték az MPT
rendezetlenségére. A kozépsé M1910-R1922 régio — ez kozel azonos az SSP értékek alapjan
meghatarozott k6z€épsd inherens helicitast szakasszal — hdmérsékleti koefficiensei az atlagosnal
nagyobb értékiiek (e szakasz atlagértéke -5,8 ppb/K, mig a teljes fragmensre szamolt atlagérték
-6,8 ppb/K), ami azt jelenti, hogy ez a régidé merevebb a peptid egészénél, ami megerdsiti, hogy

rendezettebb hajlamt a molekula tobbi részénél. Az ezt kovetd nagyrészt a két prolin kdzé esd
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L1926-V 1930 szakasz hdmérsékleti koefficiensei viszont jelentdsen nagyobb negativ értékiiek
(-9,3 ppb/K az atlaguk) a teljes atlaghoz képest. E régioé nevezhetd valamelyest hidrofobnak a
fragmens tobbi részével ellentétben, ahogy ez az aminosav szekvencia alapjan szamolt
Eisenberg-féle hidrofobicitasi indexekbdl (Eisenberg 1984) is kideriil (12D. abra). E két tény
egyiittesen arra utal, hogy ez a két prolin kozti régio egyfajta kis hidrofob magot képezhet, amely
az S100A4 fehérjével valé komplexképzOdés soran a rendezetlenbdl rendezetté (hélix
szerkezetté) valo atalakulast segitheti eld, ami az N-terminalis felé szomszédos, mar eleve

helikalis hajlamot mutat6 régié hélixszé rendezddésével indul el.

6.1.5. Kovetkeztetesek

A bemutatott kutatasok eredményeinek ismeretében tobbiranyu konkluziét vonhatunk le az
S100A4-NMIIA komplex képzodésének mechanizmusara, az S100A4 kotott allapotbeli
Ca?*-affinitasanak novekedésére és az S100A4 dimer stabilitisanak valtozasara nézve.

Az NMIIA fragmens, az MPT szabad allapotanak szerkezeti elemzése soran kidertilt, hogy
ez egy rendezetlen szerkezetii peptid, amely a k6zépso régidjaban naszcens helicitdst mutat mind
a kémiai eltolodédsok alapjan szdmolt masodlagos szerkezeti valosziniiségek, mind a hdmérsékleti
koefficiensek értékei alapjan. El6bbi alapjan D1908—K 1918, utdbbi alapjan az M1910-R1922
régid ez — de mivel a hatarok meghuizasa valamelyest onkényes, ez a két eredmény jo 6sszhangot
mutat. A rendezetlenbdl rendezetté vald atalakulasra kétféle mechanizmust javasolnak az
irodalomban: a konformécios szelekcio és az indukalt feltekeredés modelljét (Boehr 2009,
Csermely 2010, Marsh 2012). A vizsgalatunkbol megallapithatjuk, hogy a konformacios
szelekcid modell szerint torténik az MPT esetében a feltekeredés, hiszen az inherens helicitast
kozépso szakasz jelenléte azt jelenti, hogy ugyan az MPT molekula-sokasagban az atlagos
szerkezet rendezetlen, bizonyos aranyban mégis részlegesen feltekeredett dinamikus hélixek is
novekszik meg a komplexképzddés hatasara, mivel az S100A4 kotorégioja hélix szerkezeteket
képes megkotni (Badyal 2011, Ramagopal 2013, Duelli 2014). A preformalt hélix jelenléte a
miozinfragmensben egy tovabbi kovetkeztetésre is okot ad: valdsziniisithetd, hogy a teljes
hossziisagt NMIIA fehérje kotddése soran a coiled coil szerkezet nem tekeredik le teljes
mértékben, azaz nem sziikséges teljesen rendezetlenné valnia ahhoz, hogy kialakuljon beldle az
S100A4-gyel képzett komplexben az egyszalu hélix szerkezet, és ez lecsokkenti az
entropiavaltozasbol fakadd tagot a kotddés szabadentalpia-valtozésdban, ami hozzajarul a
szokatlanul erés komplex létrejottéhez, amelynek Kq értéke 0,1 nM koriili (Duelli 2014). Tovabbi
érdekes megfigyelés, hogy a kozépsd inherens helicitast szakasz N-termindlis hatdran talalhato

az A1907 aminosav, amelyrdl kimutattak, hogy szerepet jatszik az S100A4 izoforma-specifikus
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kotddésében a nemizom-miozinokhoz. Ugyanis az S100A4 csak az NMIIA ¢és NMIIC
izoformahoz kotédik, amelyek esetében ebben a pozicidban alanin van, mig egyaltalan nem
kotédik az NMIIB izoformdhoz, ahol ugyanitt aszparagin talalhatd (Kiss 2016). Ez is mutatja,
hogy az NMIIA kotérégiojat tartalmazo MPT peptiden beliil az altalunk kimutatott naszcens
helicitast k6zéps6 szakasznak kiemelt szerepe van az S100A4-hez vald kotddésben.

A kovetkezd eredmény az S100A4 Ca?*-affinitas novekedésének magyarazatahoz kotédik.
Fontos megjegyezni, hogy ismert jelenség sok EF-kézt tartalmazd fehérje esetében, hogy a
célfehérjékhez vald kotédésiikkel parhuzamosan jelentésen novekszik a Ca?*-kotésiik affinitisa
(Mirzoeva 1999, Liriano 2012). Az S100 csalad tagjai korében is hasonld a megfigyelés: a Ca®*-
affinitds altaldban a pM-os tartomanyba esik, és az interakcids partner jelenlétében jelentds
novekedés kovetkezhet be. Az S100B TRTK-val alkotott komplexe esetében Otszords a
novekedés (Liriano 2012), az SI00A1 RyR-kotése esetében 300-szoros (Wright 2008b), és az
S100A4 NMIIA-val alkotott komplexe esetében mar kozel 10000-szeres lehet. Ez utobbi esetben
az EF2-kéz Ca?*-kotésének mikroszkopikus Kg értéke szabad allapotban 5 pM, ami komplexben
0,5 nM értékre valtozik (Elliott 2012). E valtozasok magyarazatara eddig haromféle modell
sziiletett (Liriano 2012): a direkt szerkezeti valtozasra alapuldo modell, a zart (apo) és a nyitott
(Ca?*-kotott) allapot kozotti egyensulyra alapuld modell, valamint a ,,célfehérje kotddés és
funkcionalis feltekeredés” modell. Az els6 megkozelitést kizarja, hogy nem talaltunk jelentds
szerkezeti valtozast sem a kémiai eltolodasok elemzése (SSP értékek), sem a rontgenszerkezetek
EF-kéz aminosavai térszerkezetének Osszevetése soran. (Kivéve, hogy a H2 hélix egy részében
csokken a helikalis hajlam valdsziniisége, illetve a H4 hélix meghosszabbodik — azonban ezek a
véltozasok nem a Ca®*-kotShelyek kozelében torténnek). A masodik modellt is kizarhatjuk, mert
nem taldltunk lassti cserefolyamatot jellemzé Rex paramétereket az EF-kéz Ca®"-kotd
aminosavaiban, s6t az MPT kordbbi tanulmanyok eredményeivel parhuzamban nem képes
kotédni az apo-S100A4-hez Ca?* ionok hidnyaban (Malashkevich 2008), igy nem valdszini,
hogy a két allapot kozott 1étezne kémiai egyensuly.

fgy akkor érdemes megvizsgalnunk részletesebben a harmadik modellt, amelynek lényege
a konformacios szelekciora alapuld indukalt illeszkedés (,,induced fit”). E szerint a célfehérje
kotddése eltolja a konformacids egyensulyt a nyitott, nagy Ca®*-affinitast allapotok felé az altal,
hogy lecsokkenti a molekula egészének mozgasait, azaz csokkenti dinamikéjat. Az altalam
kimutatott eredményekben valoban ez az effektus jelentkezik, hiszen az MPT-ko6tés hatasara
tobbszintii mozgasok csokkenését tapasztaltuk: a H1 hélixben a lassu mozgasok megsziinnek (Rex
paraméterek hianya a komplexben), a gyors mozgasok aranyanak csokkenése pedig az S100A4
egészére atlagolt S?-értékek enyhe novekedésében (ezt legszemléletesebben a konformacios

entropia valtozasanak negativ értékében latszik), valamint ezen belill az A-lanc EF2-kéz
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aminosavainak jelentdsen merevebbé valasaban jelentkezik — 6sszhangban a rontgenszerkezetek
B-faktorai alapjan elvégzett vizsgalattal. Mindemellett B-lanc EF1-kéz aminosavainak
flexibilisebbé valasa is megjelenik, ami lokalisan ellentmond a merevség novekedésének, de a
globalis képen nem valtoztat, csak azt mutatja, hogy 6sszetett dinamikai valtozasok torténnek a
komplexképzddés soran. Ezek alapjan tehat kijelenthetjiikk, hogy az S100A4 esetében a
mcélfehérje kotddés és funkcionalis feltekeredés” modell magyarazza a Ca®*-affinitas
novekedését. Ez Osszhangban van azzal a ténnyel, hogy az S100B TRTK-peptidhez vald
kotddése kovetkeztében megjelend Ca?*-affinitds ndvekedést ugyanezzel a mechanizmussal
magyaraztak (Liriano 2012), habar ott sokkal kisebb valtozas mértéke.

A vizsgalatunk kovetkezé aspektusa az S100A4 HI1 hélixét érinti, amely a dimer
stabilizalasban jatszik szerepet, hiszen az X-tipust négylanct hélixkoteg része (amely a HI-H4—
H1’-H4’ hélixeket tartalmazza). Erdekes modon a komplexképz3dés soran a kotdzsebet képzé
L2 hurok, H3 és H4 hélixek mellett a kémiai eltolddas perturbacié a H1 hélixben is megjelenik
szignifikansan, noha ez az S100A4 molekula kotdzsebbel ellentétes oldalan helyezkedik el. Ez a
valtozas tehat csak allosztérikus hatés lehet. A dinamikai vizsgalat soran pedig a lassu id6skalaju
mozgasok megsziinését tapasztaltuk a H1 hélixben a komplexképzddés hatdsara. Mindezek a
valtozasok Osszefiiggenek egymassal, és valodsziniisithetéen az S100A4 dimer stabilitadsanak
novekedésével is. Korabban kimutattak ugyanis, hogy az S100A4 dimer aranylag kis stabilitast
szabad allapotdban (Kg = 4 pM), és a Ca?'-kotés erdsiti a dimerizaciora valdé hajlamot
(Tarabykina 2001). Ezek és a sajat munkam eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a
célfehérje kotddése allosztérikus valtozasok révén a H1 hélix mozgésainak megsziinését okozva
az addig lazabb dimer stabilitdsanak novekedését eredményezi, s mivel az egész fehérje egy
csatolt rendszert képez, az EF-kéz régiok mobilitdsanak valtozéasa is Osszefliggésben allhat
mindezzel. Az S100 egy masik tagja, az S100B esetében is megfigyeltek hasonléd jelleg
valtozasokat: a H1 hélixben ott is megsziinik a lassi mozgas a kotdpartnerrel vald interakcio
folytan (a szabad allapotban mért Rex paraméterek nem jelennek meg a kotott allapotban) (Liriano
2012). Ugyanakkor ez a dimer stabilitasara nem lehet jelents ez hatassal, mert az S100B dimerek
mar szabad allapotban is nagy stabilitasuak (Kg < 1 nM) — ellentétben az S100A4 esetében
tapasztaltakkal (Drohat 1997).

A két emlitett dinamikai effektust, a Ca®*-affinitds novekedését és a HI hélixek lasst
1d6skalaji mozgasanak megsziinését molekuladinamikai szimuldciokkal lehet atomi szinten még
jobban megérteni — igy el is kezdtik Dr. Gaspari Zoltannal és Kovacs Bertalannal
egyiittmikodve az S100A4 és S100A4-MPT komplex MD-szimulacios vizsgalatat a kisérleti

uton meghatarozott rendparamétereket felhasznalva (a projekt még folyamatban van).
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6.2. Az S100A4 ezrinnel alkotott komplexe

Ebben a kutatdsban az S100A4 ¢és a human ezrin kolcsonhatasat vizsgaltuk az NMR
spektroszkopia mellett kiillonbozé biokémiai és sejtes mérésekkel. Az én feladatom ezen beliil az
volt, hogy NMR spektroszkopia segitségével vizsgaljam, hogy az ezrin két f6 doménje,
a C-ERMAD ¢s az N-ERMAD milyen kolcsonhatasba 1épnek kiilon-kiilon és egyiittesen az
S100A4 fehérjével.

6.2.1. Az S10044 és a C-ERMAD komplexének jellemzése

A biokémiai kisérletek bizonyittdk, hogy a C-ERMAD koétédik az S100A4-hez. ECD
spektroszkopiai mérések alapjan pedig egyértelmiivé valt, hogy a C-ERMAD domén szabad
allapotban rendezetlen szerkezetli, és a kotddés utan rendezett, helikalis szerkezetet vesz fel a
komplexben. Tehat rendezetlen-rendezett atalakulas torténik a szerkezetével, ahogy lattuk
korabban az MPT esetében. A kialakult komplex vizsgalatahoz °N-S100A4A9-et hasznaltam (itt
szlikség volt a 89-92. aminosavakra is a kotddéshez, ezért nem volt elég az S100A4A13 az MPT-
komplexszel ellentétben). A kinetikai mérések azt mutattdk, hogy a roviditett S100A4-hez
ugyanugy kotddik a C-ERMAD, mint a teljes hosszsagu vadtipushoz. A szabad S100A4A9
'H,®N-HSQC spektruménak jelhozzarendelését a kordbban mért SI00A4A13 asszignacioja,
valamint 3D TOCSY-HSQC ¢és 3D NOESY-HSQC spektrumok segitségével végeztem el. igy
87 keresztcsticsot sikeriilt meghatarozni a lehetséges 92-bdl — a hidnyzok a két prolin P4 és P43,
valamint a M1, C86 és N87, amelyeket nem sikeriilt egyértelmiien azonositani. A C-ERMAD-ot
lépésenként adtuk hozza a °N-jelslt SI00A4A9 dimerhez, és a titralds sordn minden 1épésben
asszignaltam a spektrumot. A kiinduldsi és a végallapot jelhozzarendelését a BMRB
adatbazisban 26946. és 26956. sorszdmok alatt publikaltam. A két spektrum egymaésra helyezve
lathato a 13A. dbran.

A titralas minden lépésében kiszdmitottam a kombindlt kémiai eltolodds-valtozasokat
minden aminosavra, és kivalasztottam néhany gyors cserében részt vevo tiz olyan aminosavat a
fehérje kiilonbozd régioibodl, amelyek jo illesztésre adtak lehetdséget (A2, LS5, L9, F27, N30, T39,
D67, N68, D71, F72) — két példa lathatd az 13C. abran. Ezekre globalis illesztést végeztem, s az
igy kapott érték a Kg-re vonatkozoan 10,5 uM, mig az n-re 0,67 lett. Az igy nyert disszociacios
allandé jo nagysagrendi egyezést mutat a szintén e projekt keretében mért fluoreszcens
polarizacios (3,4 £ 0,1 uM) és kompetitiv fluoreszcens polarizécios mérésekkel (5,3 + 0,5 pM)
kapott eredményekkel. A sztochiometriai egyiitthatd értéke sokkal pontatlanabb eredményt ad,

hiszen mindenképp egész szamhoz kozeli értéket kellene kapnunk. Ez a Kgq illesztésre vonatkozo
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13. abra (A) A S100A4A9 dimer (piros) és az S100A4A9—C-ERMAD komplex (kék) *H,’>N-HSQC spektrumai
egymasra illesztve (csak részleges asszignacié van feltiintetve az atlathatosag miatt). (B) A Ad értékek az
S100A4A9 fehérje spektruman a C-ERMAD hozzaadasa hatasara. A piros savok mutatjak a harom
jelkiszélesedéssel bir6 régiot (a jelek félértékszélessége a 'H dimenziéban nagyobb, mint az atlagos érték
150%-a). A csillaggal jelolt aminosavakat nem lehetett egyaltalan detektilni vagy nem egyértelmii az
asszignaciojuk. A masodlagos szerkezeti elemek a grafikon tetején talalhatok. A piros nyilak azokat az
aminosavakat jelolik, amelyeket a titralas soran felhasznaltam a Kq-kiszamitiasahoz. (C) A titralas bemutatasa
két példan, a D67 és F72 jelein. A C-ERMAD : S100A4A9 dimer aranya folyamatosan valtozva a vorostol a
kék felé: 0,00; 0,28; 0,56; 0,83; 1,11; 1,67. (D) A homérsékleti koefficiensek értéke aminosavanként a szabad
S100A4A9 (piros) és az S100A4A9-C-ERMAD komplex (kék) esetében egymassal osszehasonlitva. Az
intramolekularis hidrogénkotések a -4,5 ppb/K érték feletti értékek (vastag vizszintes vonallal jelolve)

esetében jelennek meg. Az abra az S100A4A9 szekvencidja lathaté az expresszios maradékGSH nélkiil.

modell hatarait is jelzi (inkabb nagysagrendet lehet vele becsiilni, mintsem pontosabb értéket),
tovabba fakadhat abbdl is, hogy a kinetikai gérbét nem az Osszes jelre illesztettem, hanem csak

kivalasztott tiz jelre.
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A végallapotbol szamolt kémiai eltolodas-valtozasok alapjan az S100A4A9-C-ERMAD
komplex szerkezetére vonatkoz6 megéllapitasokat is tehetiink (a kapott értékek az aminosav
szekvencia mentén abrazolva a 13B. 4dbran lathatok). A komplexképzddés hatasara a H1, H3, H4
hélixek és az L2 hurok kémiai eltoldédasai valtoztak a legjobban — hasonldéképpen a korabban
vizsgélt SI00A4A13-MPT komplexhez. Ez azt jelenti, hogy a vart médon a C-ERMAD az
S100A4 ismert kotozsebében talalhato (L2, H3, H4), és emellett a HI hélix ismét varatlanul
hasonlé nagysagrendii valtozast mutat. Ugyanakkor az eltolodasvaltozasok abszolutértékei
atlagosan kisebbek a C-ERMAD eset¢ben az MPT-hez képest, ami a kozel négy-ot
nagysagrenddel gyengébb kotddés miatt lehet. A keletkez6 komplex jelei nagyobb
félértékszeélességlick a szabad allapotu fehérje jeleihez viszonyitva, amely jelkiszélesedés a
komplex nagyobb méretével (igy nagyobb globdlis korrelacios idejével, s ebbdl fakado kisebb
transzlacidés relaxacids idejével) magyarazhatd. Ezental hirom régioban az atlagosnal
jelentdsebb jelkiszélesedés tapasztalhatd: L42-G47, L68-S64 és V77-S80 (rdadasul az S44,
D63, V77, F78 jelek teljesen beolvadnak a zajszintbe, igy egyaltalan nem detektalhatok) — ezeket
a régiokat piros szinnel jeleztem az 13B. 4dbran. A jelkiszélesedés oka feltehetden a kozepes
iddskalaju cserefolyamatok jelenléte — a szabad és kotott allapot kozott. Ez arra utal, hogy az
emlitett szakaszokon gyengébb lehet a kotddése a C-ERMAD-nak, mivel itt a szabad és a kotott
allapotu fehérje egylittesen jelen van, s ezzel magyarazhatd a cserefolyamatok ilyen jellegi
megjelenése a spektrumon.

A C-ERMAD kotédésének eredményeként bekovetkezd szerkezeti valtozasok jellemzésére
megvizsgaltam az amid protonok kémiai eltolodasainak hémérsékletfiiggését (13D. abra). A
szabad és a kotott allapot homérsekleti koefficienseit dsszevetve megallapithatd, hogy nincs
jelentds eltérés a két allapot kozott, ami azt mutatja, hogy — dsszhangban az ECD mérésekkel —
nem torténik jelentds szerkezeti véaltozas az S100A4 molekulaban a C-ERMAD kotddése folytan
hasonloan az MPT-komplexhez. A 3. tablazat tartalmazza azokat az aminosavakat, amelyeknél
a komplex képzddése folytan megszilinik vagy létrejon egy 1j hidrogénkotés (azaz a koefficiens
-4,5 ppb/K érték alattirdl afolottire valtozik vagy forditva). Ebbdl jol lathato, hogy a legtobb
valtozas a H3 és H4 hélixben torténik — ahol a kotShely is talalhaté. Erdekesség, hogy a HI
hélixben is kiemelkedd a valtozas (két aminosav esetében intramolekularis hidrogénkotés sziinik
meg €s ugyanigy kettd esetében jabb jon 1étre). Ez egy ujabb eddigiektdl fiiggetlen informacio
arra nézve, hogy a H1 hélix a kotdpartnerekkel vald kolcsonhatas soran valtozdson megy
keresztiil, noha a fehérje kotdzsebbel ellentétes oldalan talalhato. fgy nagy valosziniiséggel ez is

allosztérikus hatasnak tekinthetd.
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Maisodlagos szerkezet H-kotés megsziinik uj H-kotés létrejon
H1 hélix K7, Y19 H17, K18

L1 hurok K28 —

H2 hélix L42 E33

L2 hurok - T50

H3 hélix E52, F55, M59 Q56, S60

L3 hurok V70 -

H4 hélix — F72,Q73, L79, F89, G92

3. tablazat: A hémérsékleti koefficiensek értékének osszehasonlitisa a szabad S100A4A9 dimer és az
S100A4A9-C-ERMAD komplex esetében: a tiblazatban az eltérések, azaz komplexképzdédés hatisara
létrejové valtozasok vannak feltiintetve az egyes szerkezeti elemekben: a megsziiné és a létrejove

hidrogénkéotések.

6.2.2. Keletkezik-e N-ERMAD-S100A4-C-ERMAD harmadlagos komplex?

Az N-ERMAD-S100A4-C-ERMAD harmadlagos komplex 1étezésének eldontése HSQC-
spektrumok és diffuzios mérések alapjan torténhet.

Az els6 megkozelités esetében az S100A4A9-N-ERMAD komplexhez adtam
C-ERMAD-ot el6szor S100A4A9-dimer : N-ERMAD : C-ERMAD = 1:1:1, majd tovabbi
C-ERMAD hozzaadasara végiil 1:1:2 aranyban (az S100A4A9-molekula volt °N-jelélt, mig a
partnerek izotdpjeldletlenek). Mivel az S1I00A4A9-N-ERMAD komplex mérete Osszesen
58 kDa, a harmadlagos komplexé 66 kDa lenne, ezek keresztcsticsai a HSQC-spektrumon mar
nem detektalhatok (a nagy méretbdl fakaddan lelassul a globalis korrelacios 1d6, ami a T2
relaxacios 1d0 lecsokkenéséhez vezet olyan mértékben, hogy teljesen kiszélesednek a jelek a
spektrumon). Ezt igy is tapasztaltam az az SI00A4A9-N-ERMAD komplex esetében, ahol
Osszesen néhany keresztcstcs jelent meg a HSQC-spektrumon — egyszersmind ez a tény is
bizonyitja az N-ERMAD kotodését az S100A4A9-hez. Viszont miutan egyszeres, majd kétszeres
ekvivalens mennyiségli C-ERMAD-ot adtam a rendszerhez, egyre tobb jel jelent meg
spektrumon, raadasul ott, ahol az SI00A4A9-C-ERMAD komplex jeleit taldlhatok a korabbi
mérés alapjan (lasd 14A. abra). Ez a tapasztalat arra utal, hogy nem harmadlagos komplex jon
létre a harom molekula kozott, hanem kiillon S100A4A9-N-ERMAD komplex ¢és
S100A4A9-C-ERMAD komplexek keletkeznek, amelyek keverékének spektrumat detektaljuk,
hiszen a maradék jeleknek is ki kellett volna szélesedniiik, ha egy még nagyobb harmadlagos
komplex keletkezett volna.

A masik modszer esetében diffizioss NMR mérések segitségével kiilon-kiilon
meghataroztuk a szabad S100A4A9-dimer (22 kDa), az S100A4A9—C-ERMAD (30 kDa) és az
S100A4A9-N-ERMAD (58 kDa) komplexek transzlacios diffizios egyiitthatojat
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14, abra: (A) Az 1:1 aranya S100A4A9-N-ERMAD komplex (fekete), majd C-ERMAD kétlépcsos hozzaadasa
utan a harom fehérjére nézve a felsorolas sorrendjében 1:1:1 (narancs) és 1:1:2 (bordé) aranyd S100A4A9,
N-ERMAD, C-ERMAD keverékek 'H,>N-HSQC spektrumai egymasra illesztve. (B) A D67 és F72
keresztcsucsai kinagyitva: piros szinnel a szabad S100A4A9, kék szinnel a S100A4A9-C-ERMAD komplex
jelei, mig feketével az S100A4A9 : N-ERMAD : C-ERMAD 1:1:2 aranyu keverékének jelei. (C) Egy tipikus
transzlacios diffaziés gorbe, amely a S100A4A9-C-ERMAD komplex 1,892-1,276 ppm régigja
osszintegraljanak diffaziés NMR-rel mért lecsengésére illesztettem. Az egyes pontok a mért integralok, a
piros folytonos vonal pedig a Stejskal-Tanner-egyenlet alapjan illesztett gorbe.

300 K hoémérsékleten. A  kovetkezd értékeket kaptuk: 10,5 + 1,1 - 10 m?fs,
8,78 0,3 - 10 m%s €5 6,31 0,2 - 10"t m?/s. Mivel a difftiziés mérések sorédn az 1D *H-NMR
spektrumot hasznaljuk, s6t annak CH-régidjat, ezért a nagyobb méretli komplexeknek is
detektaljuk a jeleit, amelyek felhaszndldsaval tudjuk mérni, majd szamolni a transzlacids
diffizios egyiitthatot. A Stokes-Einstein egyenlet értelmében minél nagyobb a molekulaméret,
annal kisebb a diffizios egylitthato, ahogy ezt a mért eredményekbdl is latjuk. Ezutan a C-
ERMAD-ot adtam az S100A4A9-N-ERMAD-komplexhez minden fehérjére nézve 1:1:1
aranyban (S100A4A9 dimerre szdmolva), és ebben a rendszerben a diffiizios egyiitthato értéke
7,82 £ 0,4 - 10! m%/s, ami az S100A4A9-N-ERMAD és az S100A4A9—C-ERMAD komplex
esetében mért értékek kozé esik. Ez azt jelenti, hogy a két komplex keverékét mérjiik

¢s nem egy N-ERMAD-S100A4-C-ERMAD komplex diffuzids egyiitthatdjat, mert ennek
értéke a S100A4A9-N-ERMAD komplexhez képest is kisebbnek kellene lennie a

méretndovekedés miatt.

6.2.3. Kovetkeztetesek

Osszefoglalva az NMR spektroszkopia segitségével tett megallapitasokat, elmondhatjuk,
hogy kétféle NMR megkdzelitéssel is bizonyitani lehet, hogy ugyan az S100A4 fehérje kotddik
kilon-kiillon a C-ERMAD-hoz ¢és az N-ERMAD-hoz 1is, de nem jon Ilétre
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N-ERMAD-S100A4-C-ERMAD harmadlagos komplex, hanem a két komplex keveréke jelenik
meg, ha jelen van mindketté ezrin-fragmens az oldatban. Sejtes koriilmények kozott ez azt
jelenti, hogy egy ezrin molekula két S100A4 dimerrel is kdlcsonhatasba tud 1épni az N- és
C-terminalis doménjével kiilon-kiilon. Az C-ERMAD szerkezete az MPT-hez hasonldéan
rendezetlenbdl rendezett, mégpedig helikalis szerkezetli lesz, viszont a kialakulé komplex 5-6
nagysagrenddel gyengébb az S100A4-MPT komplexhez képest, ahogy ez az S100A4 HSQC
spektrumanak titralasi adataibol is kiszamithato (a Kq 10 uM koriili érték, szemben az MPT-
komplex 0,1 nM korili értékével). Ez megnyilvanul abban is, hogy kiilonb6zd cserefolyamatok
jelenléte tapasztalhato a HSQC-spektrumon, ami miatt az aszimmetrikus komplex képzddése
ellenére nem jellemzo a jelkettézodés, s6t egyes aminosavak teljesen kiszélesednek a komplex
spektruman. A kombinalt kémiai eltolodas-perturbacio adatokbol megallapithatd, hogy az
S100A4 ismert kotohelyére kotddik a C-ERMAD (féként az L2, H3 és H4 régiok érintettek).
Ugyanakkor a H1 hélix is jelentOs eltolodasvaltozast szenved az MPT-komplexhez hasonléan. A
szabad ¢s kotott allapotd SI00A4 amid protonjai kémiai eltolodasanak 278323 K tartoméanyon
mért homérsékletfiiggésének Osszehasonlitasabol megéallapitottam, mely esetben szlinik meg
vagy jon létre 0j intramolekuldris hidrogénkdtés, €s a kotorégid mellett a HI hélix ebben
jelentésebben érintett, mint a molekula tobbi régidja, ami szintén allosztérikus hatdsnak

koszonheto.
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6.3. Az S100A4 és a p5S3TAD komplexe

Ebben a projektben a p53 transzaktivaciés doménjének (p53TAD) S100A4 fehérjével
alkotott komplexének szerkezetét és dinamikai tulajdonsagait vizsgaltuk NMR spektroszkopia
¢s molekuladinamikai (MD) szimulacio egyiittes hasznalataval. A kristalyositasi probalkozasok
korabban nem vezettek sikerre, igy rontgenszerkezetet nem sikertilt eldallitani. Késobb a két
fehérjébol és egy harmadik partnerrel, az annexin A2-vel késziilt fazios fehérjét sikeriilt
kristalyositani egyediil, azonban ebben a rontgenszerkezetben sem detektalhaté a pS3TAD-
domén minden régidja annak mozgékonysaga miatt.

A projektben az S100A4 oldalarél megvalosuld vizsgalat és a p53TAD dinamikai
méréseinek kiértékelése és analizise volt az én feladatom, illetve az MD-szimulacio
eredményének NMR adatokkal vald dsszehasonlitasat a kémiai eltolodasok és a dinamikai adatok

alapjan is megvizsgaltam.

6.3.1. A komplexképzodes hatdasai az S10044 molekulara

Az S100A4 oldalarél torténd vizsgalodashoz °N-jeldlt teljes hosszasagi, vadtipusi human
S100A4 fehérjét hasznaltunk, amelyhez tobb részletben, 1€pcsdzetesen titralva adtuk a jeldletlen
S100A4A9, valamint egyéb irodalmi adatok alapjan végeztem el (Elliott 2012, Cho 2015,
Palfy 2016). A végsd kotott allapot és a szabad allapotrol késziilt HSQC-spektrum egymaésra
kiszamoltam és abrazoltam a szekvencia fliggvényében a (15B. abra). A kombinalt kémiai
eltolodas-valtozasok alapjan a leginkabb érintett régiok a L2 hurok és a H3 és H4 hélix, ahogy
varhato is (a kotdzseb altal érintett régiok hasonldan a tobbi komplexhez). Ezek mellett itt is
jelentdsebb perturbaciot mutat a H1 hélix.

Jol lathatd, hogy az eltolodo jelek kiilonb6zé viselkedést mutatnak a kémiai csere
szempontjabol: mind a gyors, mind a kozepes, mind a lasst csere esete megfigyelhetd a szabad
¢és kotott allapotok kozott (az egyes aminosavak cseretipusa lathato a 15C. dbran). S6t, némelyik
jelkett6zodést mutat, mig masokbol csak egyetlen jelenik meg, ami mutatja, hogy az aszimmetria
is részben detektalhatd az S100A4 spektruman, hiszen ez a komplex is egy atkarold komplex a
korabbiakhoz hasonldan. A cserejelenségeknek ilyen szinten véltozatos megjelenésében viszont
kiilonbozik a masik két altalam vizsgalt S100A4-komplextdl.

A titralas egyes lépéseiben kapott kombinalt kémiai eltolddasokbdl ebben az esetben is
kiszamoltan a komplex kotddési allandgjat. Itt is kivalasztottam tiz olyan aminosavat a fehérje

kiilonboz6 régidibol, amelyek j6 illesztésre adtak lehetdséget (C3, E23, K28, L29, L34, K35,
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15. 4bra: (A) Az S100A4 'H,">*N-HSQC spektruma szabad (viros) és komplex formaban a jeloletlen pS3TAD
fragmenssel (kék). (B) A komplexképzdédés soran mérheté valtozasok (Ao értékek) abrazolva a szekvencia
mentén (kék szinnel az egyes aminosavak, és ahol jelkett6zodés van, a masik jelre vonatkozé érték magenta
szinnel). A zold szinii régiok esetében nincsenek detektilhaté jelek kiszélesedés miatt. A sziirke nyilak
mutatjak azokat az aminosavakat, amelyek nem detektilhaték (prolinok vagy atfedé jelek miatt nem lehetett
asszignalni). Az S100A4 masodlagos szerkezete pedig a grafikon felett lathato (H1-H4 hélixek és az L.1-L3
hurkok, valamint a C-terminalis rendezetlen farok). (C) Az egyes aminosavak Kkiilonb6zé idéskalaju
cserefolyamatai abrazolva az S100A4 szekvenciajan: lassi csere egy jellel (voros) vagy kettozott jellel
(magenta), kozepes csere (legtobbszor jelkiszélesedést okoz) egy jellel (vilagos zold) vagy kettozott jellel (sotét
zold), és gyors csere (csak egy jel jelenik meg, szinezés: fekete). Azok az aminosavak, amelyek nem
detektialhatok vagy nem asszignalhaték, sziirke szinnel vannak jelolve. A szekvencia alatt harom példa a
kiilonb6z6 cseretipusokra a 'H,*>N-HSQC spektrum kinagyitott részletein: K31 gyors csere, L9: lassu csere,
GA47: lassu csere jelkett6zodéssel (voros: szabad allapot, lila: a titralas soran egy kozbensé allapot, kék: a

végso allapot).
E41, E69, Y75, K100). A kapott érték a Kg-re vonatkozdan 6,7 uM. mig az n-re 1,00. Ezek

0sszhangban vannak a korabban ITC-vel mért eredményekkel (2,1 + 0,6 uM az igy mért Kq és
1:1 a sztdchiometriai ardny az S100A4 dimer és pS3TAD komplexben).

6.3.2. A p53TAD szerkezeti-dinamikai predikcioja a kémiai eltoléddsok alapjan

A p53TAD domén szerkezeti és dinamikai tulajdonsagainak predikciojat a munkatarsaktol kapott

asszignaci6é alapjan tortént. Szabad és kotott allapotban az SSP értékek segitségével
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16. abra: A masodlagos szerkezet és a gerincdinamika predikciéja a kémiai eltoléodasok alapjan a pS3TAD
domén (A)-(B) szabad és (C)-(D) S100A4-kotott allapotaban. A masodlagos szerkezeti elemek valoszintiségét
az SSP értékek jellemzik, a rendparaméterek becslése pedig a random coil index (RCI) alapjan tortént. Az
abrak alatt a hasznalt pS3TAD fragmens szekvencidja lathaté (az expressziés maradék N-terminalis GS
aminosavak nincsenek feltiintetve).

vizsgalhat6 a méasodlagos szerkezet valosziniisége (Marsh 2006), amelyekhez a mért C, CP and
H® kémiai eltolodasokat hasznaltam fel (16A. és 16C. abra). A szabad allapotban a kapott értékek
0 kortiliek, tehat rendezetlen szerkezetli a fehérje. Inherens helicitas figyelhetd meg a Q16—N30,
tovabba gyengébb modon az A39-M44 és a D48—W53 régiokban. Az S100A4-komplexben a
p53TAD domén SSP értékei szignifikans modon névekednek: rendezetlenbdl rendezetté valik,
de csak részlegesen. Harom helikalis jellegli régio6 alakul ki: L14-V31, P36-L43 és IS0-T55. E
harom szakasz helicitdsa mar inherens mdédon megjelent a szabad allapotban is. Az N-termindlis
régio (M1-L14), illetve a hélixek kozotti hurok szakaszok tovabbra is rendezetlen szerkezetiiek
maradnak. A szabad és kotott allapot mozgékonysagat a kémiai eltolodasokbol szamitott random
coil index (RCI) alapjan prediktalt S%-értékekkel becsiilheté (16B. és 16D. abra). A masodlagos
szerkezetbecsléshez hasonldan a szabad p5S3TAD domén jellemzden flexibilis, mig a kotott
allapotban jelent6sen merevebbé valnak egyes részei — ebbdl is a harom merevebb szakasz
emelkedik ki.

6.3.3. A komplexképzideés dinamikai hatdasai a p53TAD-molekuldra

A szabad és a kotott allapott pS3TAD molekula gerincdinamikai a szokésos gyorsdinamikai
mérésekkel végeztiik. A szabad allapotban a prolinokon kiviil tovabbi néhdny aminosavra nem

lehet meghatdrozni megbizhatdan a paramétereket a spektralis atfedések miatt (E17, L.22, D42,
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M44, D49, Q52, W53, F54). A végeredményben megkapott dinamikai a 17A-C. adbréan lathatok.
A kotott formaban a prolinokon kiviil néhany mésik aminosav esetében a kiszélesedett jelek
miatt, igy az asszignacio hianyaban nem lehetett dinamikai paramétereket kiszamolni (D49, 150,
Q52, F54), tovabbi néhany a spektralis atfedések miatt itt is hianyzik (L22, M44, W53) — az
eredmények a 17H-J. abran lathatok. A kapott paraméterek atlagértékeit, valamint szélséértékeit
a 4. tablazat tartalmazza. Mig a longitudindlis relaxéacios paraméterekben nincs igazan jelentds
eltérés, a transzverzalis relaxacids és a heteronuklearis NOE értékekben szembetiing valtozast
vehetiink észre: a komplexképz6dés hatasara jelentékeny névekedés tapasztalhato — pontosabban
az elsé 13 aminosavat kovetden a szekvencia mentén egy fokozatos ndvekedés utan (dtmeneti
szakasz) valnak nagy értéklivé az illesztett értékek. Ez egyértelmiien bizonyitja a pS3TAD domén
C-termindlis részének rendezetlenbdl rendezetté valasat (a helikdlis szakaszok megjelenése
miatt), amely az S100A4 fehérjével valo komplexképzddés hatasara kovetkezik be. Ugyanakkor
az N-termindlis része valtozatlanul rendezetlen marad, vagyis nem vesz részt a
komplexképzodésben. Mindez a kémiai eltolodasokbdl késziilt predikcidval jo Osszehangot
mutat.

A mért gerincdinamikai adatokat els6ként a redukalt spektralis slirliség-analizis segitségével
elemeztem. Az adatok a 17. abran lathatok a szekvencia mentén, az atlagértékeket szintén a 4.
tablazat tartalmazza. A J(0) altal jellemzett lassi mozgasok aranya jelentdsen megnd a kotott
formaban (az atlagérték majdnem tizszeresére ndvekszik), mig a gyorsmozgasok jellemzésére
hasznalt J(wn) ardnya hatarozott csdokkenést mutat (az atlagérték harmadara csdkken), ezzel
szemben a kozepes mozgasokat jellemzd J(wn) értékek kozel hasonléak maradnak. Ez is
egyértelmiien mutatja a rendezett szerkezet megjelenését a komplexben. A részletesebb
elemzésben segit a térképezés modszere: a J(0)-J(wn) értékeket tartalmazo grafikonok a 17G.
¢s17N. abran talalhatd. A szabad allapotban a rendezetlenséget bizonyitja, hogy az alacsony
frekvencidju teriiletre csoportosul az dsszes aminosav értéke, mig a kotott allapotban a vizszintes
tengely mentén sokkal szélesebb tartomanyban helyezkednek el. Utobbiban az ,,egymozgis”
gorbéhez viszonyitott elhelyezkedésilik alapjan az aminosavaknak négy kiilonalld csoportjat
tudjuk megkiilonboztetni, amelyek fel is vannak tiintetve az abran. Az 1. klaszterbe tartoznak a
foként N- és C-termindlison elhelyezkedd nagymozgékonysagi aminosavak (M1, E2, E3, QS,
S6, D7, S9, V10, E11, L35 — ez kivétel: két merevebb szakasz kozott talalhato —, valamint D57,
G59), a II. klaszterbe a fehérjén beliili mozgékony aminosavak (L14, S15, Q16, E17, T18, F19,
N29, N30, V31, S33, D48, E56) — ide tartozik a rendezetlen N-terminalis és a C-terminalis
rendezett szakasz kozotti atmeneti, valamint a helikalis régiok kozotti hurokrégiok, a III

klaszterbe sorolhato a megjelend helikalis szakaszok merev aminosavai (S20, D21, L25, L26,
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17. abra: A mért, majd illesztett °N-relaxaciés adatok a szabad p53TAD (A-G) és a pS3TAD-S100A4
komplexre (H-N): fentrél lefelé az Ri1, Rz relaxaciés allandék és a heteronuklearis NOE értékek a szekvencia
mentén. A redukalt spektralis siiriiség-elemzésbol kapott értékek esetében pedig (D, K) a lassi mozgasokat
jellemzd J(0), (E, L) a kozepes mozgasokat jellemzo J(wn) és (F, M) a gyors mozgasokra jellemzé J(wn) értékek
az aminosav szekvencia mentén, valamint (G, N) a redukalt spektralis siirliség-térképezés J(0)-J(®n)

grafikonjai.

67



Mért és szamolt paraméterek szabad p53TAD | p53TAD-S100A4
atla 1,40 1,07
Ri/s? - =
min. — max. 0,91-1,79 0,77—1,39
atlag 2,04 12,65
Ro /st -
min. — max. 1,18—3,05 1,36—24,94
) -0,48(M1-P13)
atlag -0,41 0.50(L14-P60)
HetNOE ' -1,45—0,05M1P13)
min. — max. ‘2,09—>0,09 _0’10_)0’72(L14-P60)
J(0) / ns rad™? atlag 0,31 3,09
J(on) / ns rad? atlag 0,19 0,16
J(wn) / ns rad™ atlag 0,03 0,01
7/ ns illesztett / atlag 2,56 10,1

4. tablazat: A szabad pS3TAD és ennek S100A4-komplexének mért és az ebbdl szamolt gerincdinamikai
paraméterek atlagértéke és szélséértékei. (A HetNOE esetében a komplexben az atlag és a széls6értékek két
kiilon szakaszban van feltiintetve, mert a molekula e két régioja jelentésen kiilonbozik: az elsé rendezetlen
marad, a masodik valik rendezett szerkezetiivé, és ebben az esetben a kett6t nem érdemes egyiittesen atlagolni
ellentétben az R1 és Rz értékekkel, ahol a teljes rendszerre szamolt atlag esetében is jol lathaté a valtozas). A
7c paraméter esetében esetében a szabad allapotban a Lefévre-egyenes illesztésébol, mig a kotott allapotban
az R2/R1 értékek atlagaibél szamolt érték lathato.
E28, S37, Q38, A39, M40, D41, D42, 143, L45, S46, T55), és végiil a IV. szakasz tartalmazza a
legmerevebb (ES1) vagy valdszinisithetéen konformacios cserével bird6 aminosavakat (ezek a
»egymozgas” gorbén kiviilre kerlilnek: W23, K24, L32). Ezeket az eredményeket ugy
Osszegezhetjliik a kémiai eltolodasokbol prediktalt szerkezeti informaciokkal egyiitt, hogy a
p53TAD fragmens S100A4 fehérjével alkotott komplexében a hosszabb N-terminalis régio (M1—
P13), valamint a rovid C-terminalis vég (E56-P60) egyaltalin nem vesz részt a
komplexképzésben, a kotd régié pedig harom elkiiloniilé helikalis szakaszt tartalmaz: S20—E28,
S37-S46 és ES1-T55. A kialakulo hélixjellegii régiok kozott mozgékony hurokrégiok talalhatok
(N29-L35 és D48-150), mig az L14-F19 szakasz egyfajta Osszekotoként atmenetet képez
dinamikai szempontbol a mozgékony N-termindlis és a merevebb elsd hélix kozott.
Konformacids csere megjelenése varhato az elsé hélix két (W23 és K24), valamint a masodik
flexibilis hurok egy aminosavanak (L32) esetében.

Tovabbi jellemzdket is megallapithatunk a molekuldk véletlenszer(i bukdacsolé mozgasara
vonatkozoan. A szabad allapoti p53TAD esetében a Lefévre és munkatarsai altal kozolt egyenlet

alapjan (Lefévre 1996) a térképezés soran kapott pontokra illesztett egyenes egyenletébdl
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kiszamithottam a globalis korrelacios idot (zc) €s a gyorsabb belsé mozgéasokat jellemz0 belsd
korrelacios id6t (az N- és C-terminalis gyorsmozgasi aminosavakat, M1-E3 és G59, kihagytam
az illesztésbol). Az igy kapott zc értéke 2,56 ns. Mivel ez a mddszer a rendezett fehérjékre nem
miikodik, a komplex esetében a globalis korrelacids id6t az Ro/R1 hanyados alapjan becsiiltem.
Az egyes aminosavakra kiszamitott értékeket atlagoltam a teljes molekuldra ugy, hogy a
mozgékony M1-P13 szakaszt kihagytam a szdmitasbol, igy 10,1 ns lett az eredmény. A globalis
korrelacids 1d6 tehat kdzel négyszerére novekedett, ami az S100A4 dimerrel 1étrejott komplex
nagyobb méretének (&s igy lassabb bukdacsoldo mozgasanak) tudhaté be.

Minthogy a rendezett fehérjék esetében a mozgasok pontosabb leirasat altalaban a Lipari-
Szab6 modellfiiggetlen analizis teszi lehetdve, ezt felhasznéalva igyekeztem a komplex mozgésait
részletesebben analizalni. Ismét axialisan anizotrop kozelitést hasznaltam az MPT-komplexhez
hasonl6 moédon, és ehhez az MD-szimulaciobol kapott két szerkezetek atlagszerkezetét
hasznaltam fel. Az MD-szimulaciod kiindulési szerkezete tobb, korabban meghatarozott SI00A4-
komplex szerkezetbdl szarmazo informacid egyiittes figyelembevételével késziilt (az S100A4-
MPT ¢és az S100A4-annexin A2 szerkezetek, valamint kisszOgli rontgenszorasbol kapott
S100A4-p53TAD feltételezhetd alakja és az S100A4-pS3TAD fuzios fehérjérol mért
rontgenszerkezet részleges adatai felhasznalasaval). Ezek alapjan a tobb kiindulasi szerkezetbdl
inditott MD-szimulacio koziil az NMR mérésekb6l meghatarozott NOE alapt
15 tavolsag-kényszerfeltételnek végiil két kiilonboz6 sokasag felelt meg legjobban, amelyek
egylittesen irjak le megfelelé pontossaggal a komplexet. Ezek a tovabbiakban 1. és 2. szammal
kiilonboznek (a 18A-B. abra).

A Lipari-Szabo analizist a két szerkezet felhasznalasaval kiilon-kiilon elvégeztem, ennek
eredményét a két esetre nézve egylittesen kell értelmezni. Nem lehetett modellt illeszteni a
kovetkezo aminosavakra: M1-S15, L35, E51, D57, G59 az 1. szerkezet esetében, és M1-S15,
L35, L43, E56, D57, G59 a 2. szerkezet esetében. Ennek lehetséges okai kozott emlithetjiik a
nagymértékii mozgékonysagot vagy az olyannyira 6sszetett mozgasokat, amelyekhez az 5. tipusu
modell sem tartalmaz elég illeszthetd paramétert, vagy az MD-bdl kapott modellben is lehet hiba.
A tobbi aminosavra kapott eredmény a 18. dbran lathatd. A két eredmény nem kiilonbozik
jelentdsen, csak lokalis kiilonbségek detektalhatok. A globalis korrelacios idé6 mindkét esetben
JO egyezést mutat a kozelitéssel szamolt értékkel (10,0 ns lett mindkét esetben). Az anizotropia
mértékét jellemz6 paraméter a D /D, jelent6sen kiilonbozik a két szerkezetben: a 2. esetében
sokkal kisebb ez az értek (0,65) az 1. szerkezethez képest (0,83). A kapott rendparaméterek

értékei hasonloak a két szerkezetben (mindkét esetben 0,78 az atlagértekiik, illetve
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az 1. szerkezetre szamolt esetben 0,53—0,89 kozotti, mig a 2. szerkezetre szamolt esetben 0,58—
0,89 kozotti értékek). A legtobb aminosav esetében a 4. vagy 5. szamu modellt lehetett illeszteni,
ami azt jelenti, hogy a p53TAD domén mozgasa a komplexben is Osszetett (sok paraméter
sziikséges a leirashoz). Ez azt latszik alatamasztani, hogy a kvantitativ kiértékelés
megbizhatdsdga megkérddjelezhetd. Ez magyardzhatja azt is, hogy a kémiai eltolédasokbol
prediktalt rendparaméterek sem mutatnak igazan jo egyezést a kisérletileg meghatarozottakkal:
a hélixek kozotti mobilis régiokra kapott rendparaméterek értékei jelentésen nagyobbak a
predikciohoz képest. Mégis megallapithatjuk, hogy az S20—T55 szakasz valik merevebbé a tobbi

régiohoz képest — a kialakulo helikalis jellegli szakaszok hatarait viszont e modszer alapjan nehéz
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18. abra: A p53TAD-S100A4 komplex MD-szimulaciobél kapott legnagyobb populaciéji atlagszerkezetei:
(A) 1. és (B) 2. szerkezet. Sotét sziirke szinnel az S100A4 A-lanca, vilagosabb sziirke szinnel a B-lanc (feliiletet
abrazolé abra), a p53 piros szinnel latszik. Ezek felhasznalasaval késziilt Lipari-Szabé modellfiiggetlen
analizis a komplexbeli p53TAD-roél: a kapott (C) és (D) S?, (E) és (F) 7e és (G) és (H) Rex paraméterek
az 1. szerkezetre (C, E, H) és a 2. szerkezetre (D, F, H) szamitva. A két eredmény nem kiilonbozik jelentdsen,

csak lokalisan.
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lenne meghatarozni. A gyors belsé mozgésokra jellemz6 ze paraméterek foként az elsd hélixben
jelentdsek mindkét szerkezetben, de megjelennek a tobbi kdzEépsd régiokhoz tartozo aminosavak
esetében is. A legnagyobb Rex értékek a redukalt spektralis stiriség modszerével meghatarozott
IV. klaszterhez tartozd aminosavak esetében jelentkeznek (W23, K24, L32) — kivéve az E51-et,
amelyre nem lehetett modellt illeszteni.

Az S100A4-MPT komplex vizsgalata soran lathattuk, hogy egy merevebb szerkezetii
fehérje esetében a fehérje-fehérje komplexre is kivaloan hasznalhato a Lipari-Szabo
modellfiiggetlen analizis — és még sok irodalmi példat lehetne emliteni. A S100A4-p53TAD
komplex esetében e megkozelités kvantitativ eredménye mégis megkérddjelezhetd, inkabb
kvalitativ képet kaphatunk ezen keresztiil. Ez a tény 6nmagaban is a komplex dsszetett, nehezen

leirhatd mozgéasaira utal.

6.3.4. Az MD-szimulacio és az NMR eredményeinek osszevetése

Végiil az MD-szimulécio eredményeképpen eldallitott két szerkezeti sokasagot és az NMR
segitségével mért adatokat vetettem Ossze — ez validalhatja az MD-szimuldcioval kapott
szerkezeteket. A mért C% CP és H® kémiai eltoloddsok értékei és az 1. szerkezet klaszterezett
szerkezetei koziil az 1-83. klaszterek, a 2. szerkezet esetében pedig a 1-106. klaszterekbdl
felépiild ,,sokasagokbol” — ezek a teljes sokasag 95%-at fedik le — szamolt adatok alapjan
végeztem el az Osszehasonlitaist a CONSEnsX+ webszerverrel. A szamitott és mért értékeket
egylitt tartalmazd grafikonok a 19A-H. abran lathatok. A C-atomok eltolodasai igen jo
korrelaciot mutatnak mindkét szerkezet esetében, kiillonosen az S20 aminosav utani C-terminalis
régiodban (a teljes szekvenciara szamolt korrelacios egyiitthatok az 1. és 2. szerkezetre nézve:
0,916 és 0,925 a C* mig 0,997 és 0,997 a CP kémiai eltoléddsok esetében), ami azt jelenti, hogy
az MD-szerkezetek elfogadhato modellt jelentenek szerkezeti szempontbdl.

A H® kémiai eltoléddsok nem mutatnak ilyen jo korrelaciot: 0,503 és 0,545 a korrelacios
egylitthato értéke, rdadasul a V31, M40 és M44 aminosavak esetében a szamitott értékek nem
realisak (3,1 és 3,5 ppm kozotti értékek, amelyek nagyon valoszintitlenek — a mért értékek
varhato modon a 4,0-4,5 ppm tartomanyba esnek). Ennek az lehet a magyarazata, hogy a
hidrogén atomok kémiai eltolodasa nem csak a szerkezettdl, hanem sok egyéb tényezotdl is
fiigghet ebben az esetben. A sokasagokbol szamitott rendparaméterek viszont jelentdsen eltérnek
az illesztett értékektdl. Ennek oka lehet az, hogy a kisérleti adatokra illesztett rendparaméterek
eleve nem voltak elég pontosak (hiszen lattuk a Lipari-Szabd modellfiiggetlen analizis kvantitativ
eredménye elve megkérddjelezhetd volt), s emellett az MD-szerkezeti sokasagok sem irjak le

megfelelden a rendszert dinamikai szempontbol. Mivel ennél sokkal jobb egyezést is lehet kapni

71



70 70
A _ . B ]
. . S < ¢
2 6o & O 2 & . 2 6o MR- N o ¢ °
& o0 okt % e o 18 P = OO R % e T 89 s .
Iy 3 ¢ 5 0 9<_> S oce @ o 3 = & -0 % ¢ e ot -0969000 -
@) ] 8 " ® U ] & 8 " 3
= 50 X 50
s ®
40 , : : , : 40 ; ; : ; )
10 20 30 40 50 60 10 20 30 a0 50 60
Aminosav szekvencia Aminosav szekvencia
c = D =
€ & < ¢ ® %
E ol 2 & ¢ o E ol s 5 & s 8 ¢
o a
) ~
—~ °
€ & ° e ® % Lo ® £ 4o o 8 e % of w3 ¢
% We o o o ¢ 2 % o o0 @ = we % w0 0 e % & PP
20 ® 204 ¢
10 20 30 40 S0 60 10 20 30 40 50 60
Aminosav szekvencia Aminosav szekvencia
5 5
E o F
E L ¢ " P Tes E Bt 8 ¢ to, &. o
a o = = om LR O S ua" o b = = ] &
a |s&.3 o' an ® M . a =0 on sg 0 " v .
o RIS PR Se © u 2 o S N 005505 LA SON & Y
= A 000 ° Y e ¢
b o] o oy g -
= =
3
3
o
3 : : , 2 : 3 . ; i : .
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
Aminosav szekvencia Aminosav szekvencia
G H =
< o <
o8 Vo © ® RN B Yo Om o m " 0 . »
< L % . > mm .
LIRS ._?_ 06 = eoo PO -; * & 6 =0 auat ooo%- ;o?-l %o o
[l o <
. o' .
v 0.5 " . (%) o.s| LY °
o
0.0 r T T T T 0.0 T T T r T
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
Aminosav szekvencia Aminosav szekvencia

19. abra: Az MD-szerkezeti sokasagok és az NMR adatok dsszehasonlitisa a ConNSEnsX* szoftverrel a
p53TAD-S100A4 komplex esetében. A sokasagokbdl szamitott (iires rombusz) és kisérleti iton meghatarozott
(fekete négyzet) kémiai eltolédasok (A), (B) a C* (C), (D) a CP és a (E), (F) H* atomokra, valamint (G), (H) az
S? rendparaméterekre az 1. szerkezetre (A, C, E, G) és a 2. szerkezetre (B, D, F, H) kiszamolt gorbék. A nagy
Rex értékkel rendelkez6 aminosavak két allapota az (I) 1. szerkezet (W23, K24) és a (J) 2. szerkezet (K24 és
L32) esetében. Piros szinnel a p53 linca, sziirke szinnel az S100A4 lancai és halvanypirossal a kiemelt

aminosavak lathatok.
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a szimulalt és mért adatok kozott mas esetben (egy példa Czajlik 2017), ez a gyenge egyezés is
val6jaban a p53-S100A4 komplex Osszetett és nehezen leirhaté mozgasaira utal.

Ezek mellett a kvantitativ 6sszehasonlitdsok mellett egy kvalitativ jellegli 0sszevetést is
tehetiink, ami erdsiti az MD-szerkezetek megbizhatésagat: ha megvizsgaljuk a harom
legjelentdsebb Rex értékkel jellemzett aminosavat (W23, K24 és L32) a szerkezeti sokasdgokban,
azt lathatjuk, hogy az 1. szerkezetben a W23 ¢és a K24 aminosavak a klaszterekben tobb
hatarozottan eltérd térallast vesznek fel, mig a 2. szerkezetben ugyanez elmondhaté a K24 és .32
aminosavakra (191-J. abra). Tehat ez a megfigyelés az MD-modellek megbizhatosagat noveli, és
egyben ramutat arra, hogy a két kiilonbozd szerkezet csak egyiittesen irja le megfelelden a

p53TAD-S100A4 komplex szerkezetét.

6.3.5. Kovetkeztetesek

A p53TAD-S100A4 komplexet mindkét kdlcsonhatd partner oldalarél jellemeztiik NMR
spektroszkopiaval. Az S100A4 oldalardl végzett vizsgalat sordn megallapitottam, hogy a
pS3TAD a C-ERMAD-hoz hasonlé6 modon kozel 4-5 nagysagrenddel gyengébben kotddik az
S100A4-hez, mint az MPT, hiszen a titralasbol adodé Kg értéke 6,7 pM-nak adddott
(6sszhangban az ITC alapt mérésekkel). A gyengébb kotddés is lehet az oka annak, hogy kisebb
kémiai eltolodéas-valtozasok jelentkeznek az S100A4 'H,55N-HSQC spektruman, mint az MPT-
komplex esetében — szintén a C-ERMAD-komplexhez hasonlé mdédon. Emellett viszont az
S100A4 jol ismert kotorégidjaba kotddik a pS3TAD, hiszen a tobbi esetben is tapasztalt mddon
az L2, H3 és H4 régiok eltolodasvaltozasai a legjelentosebbek. Mindemellett a masik két
komplexhez hasonléan a H1 hélix is atlagosnal jelentGsebb az eltolodasok valtozasai — ami a
korabbi ismeretek fényében itt is valosziniileg allosztérikus effektus. A hasonld nagysagrendii
kotédesi allandoval bir6 C-ERMAD-komplexhez képest a pS3TAD hatdsira az S100A4
keresztcsucsain bekovetkezo perturbaciok sokkal valtozatosabbak: gyors, kozepes €s lassu cserét
mutat6 jelek egyarant el6fordulnak, s6t némelyik esetben jelkett6z0dés is tapasztalhatd, bar nem
az Osszes jel esetében. Ezzel 6sszhangban sokkal tobb szakaszon tapasztaltunk nem detektalhato,
kiszélesed? jeleket a komplex spektrumén (kozepes idOskalaju cserére utalnak ezek a szakaszok)
a C-ERMAD-komplexhez képest — szinte minden atlagosnal nagyobb eltolodasvaltozast mutato
régioban. Ezekbdl egyrészt kovetkezik, hogy a pS3TAD-komplex is aszimmetrikus az MPT-
komplexhez hasonldan, viszont nemcsak gyengébb a pS3TAD kotddése, hanem dinamikusabb is
a keletkez6 komplex a masik kettdhoz képest.

A p53TAD oldalarél szerzett informaciok tovabb finomitjdk a komplexrol szerzett

képiinket. A kémiai eltolodasokbol szamolt SSP és RCI alapjan prediktalt S? értékek, valamint a
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dinamikai mérésekre alapul6 redukalt spektralis stirtiség térképezés modszere alapjan a p5S3TAD
szabad allapotban rendezetlen szerkezetli (azaz IDP). Harom inherens helicitasu régidval
rendelkezik: Q16-N30, A39-M44 és D48-W53. Ezek koziil az els6 a TAD1 szubdoménhoz
tartozik, mig a masik ketté a TAD2-hoz. A korabbi NMR-rel végzett vizsgalattal ez j6 6sszhangot
mutat, ugyanis a T18-L26, M40-M44 és D48—W53 szakaszok inherens helicitasat mutattak ki
(Lee 2000) — bar a két mérés homérséklete eltérdé (mi 313 K-en, Lee és munkatarsai 298 K-en
mérték a pS3TAD-ot). Az S100A4 hatasara a pS3TAD a komplexben részlegesen rendezetté
valik — ahogy ez a kémiai eltolodasokbdl is prediktalhatd, de a dinamikai mérések elemzése
alapjan egyértelmiien kijelenthetd: az Rz és HetNOE értékek jelentésen ndvekednek a
komplexben a szabad allapothoz képest, ugyanakkor nem az egész fragmensben. Ez a
rendezetlenbdl rendezett d&tmenet a masik két komplexben is megfigyelhet volt az S100A4
kotdpartnerei esetében, €s a pS3TAD is helikalis jelleglivé valik (6sszhangban azzal az ismert
ténnyel, hogy az S100A4 kotdpartnerei jellemzoen helikalis szerkezetet vesznek fel a kotodés
soran). A komplexben kialakul harom helikalis jellegii szakasz a korabban inherens helicitast
mutatd régiokbol, ezek a redukalt spektralis stirliség-elemzés alapjan: S20-E28, S37-S46 és
E51-T55. Ezek koziil az elsé hélix a TAD1 szubdoménba tartozik, a masik ketté a TAD2-be (bar
a szubdomének hatdra nem egyértelmii mindig). Az N-termindlis M1-P13 ¢s a C-terminalis
E56-P60 szakaszok egyaltalan nem vesznek részt a komplex kialakitasaban. A Lipari-Szabo
modellfiggetlen elemzés is kimutatta a rendezettebb régiokat, és azt is, hogy a merevség ellenére
nagyon Osszetett mozgast mutatnak a pS3TAD aminosavai (jellemzben 4. és 5. modellt lehetett
rajuk illeszteni), ami miatt nem is jellemezhetd megbizhaté modon kvantitativan e modszerrel a
komplex dinamikaja. Ugyanakkor mindkét megkozelités egybehangzoan konformacios cserét
mutatott ki az els6é hélixben talalhato W23 és K24, valamint az utana kovetkez6 hurokrégio L32
aminosavai esetében. Az MD-szimulacio eredményeként kapott két szerkezet megbizhatosagat
nem csak a kémiai eltolodasok, hanem e harom aminosav tobb elkiilonithetd konformacios
allapotanak jelenléte is megerdsitette.

A p53TAD mas interakcios partnerekkel vald kolcsonhatasa esetében is hasonlo helikalis
jelleglivé valasat tapasztaltak: az MDM2-vel, a CBP és p300 fehérje tobb doménjével, valamint
a TFlIH-val képzett komplexe esetében is (Raj 2017). Ezekben az esetekben a p5S3TAD egy
szakaszabol két amfipatikus hélix keletkezett: az elsé a TAD1, a masik a TAD2 régiobol alakult
Ki. A pS3TAD rendezetlenségébdl fakadoan eléggé flexibilis ahhoz, hogy alkalmazkodjon a
partner kotézsebének szerkezetéhez. Az altalam taldlt néhany kiemelt aminosav kapcsan
megjegyzendd, hogy a W23-r6l bizonyitottak, hogy fontos szerepldje az Mdm2-vel képzett
komplexnek (az L22-vel egyiitt, amit a spektralis atfedések miatt nem tudtam vizsgalni)
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jatszanak jelentds szerepet (Lin 1994), az ES1 szerepe pedig a TFIIH-val alkotott komplex
esetében fontos (Di Lello 2006). Viszont az altalam tapasztalt konformacios csere jelensége ezen
aminosavak esetében arra utalhat, hogy nem lehetnek ugyanilyen idében alland6 kulcsszerepl6i
az S100A4-hez valo kotddésnek, hanem legfeljebb részben, az egyik konformacios allapotukban
jatszhatnak fontos szerepet.

A korabban tanulmanyozott p53TAD-komplexek koziil a hRPA70-p53TAD esetében
vizsgaltak legrészletesebben NMR segitségével a kotddés hatasara bekovetkez6 dinamikai
valtozasokat a pS3TAD doménben (Vise 2005). Itt is tapasztaltak a keresztcsticsok kiszélesedését
a komplexképz6dés hatasara, emiatt nem 1:1, hanem 4:1 aranyban (a pS3TAD volt feleslegben)
vizsgaltak, viszont igy valdjaban a szabad és kotott allapot keverékét tanulmanyoztak. A
szokasos gyorsdinamikai mérések mellett Ri, méréseket is végeztek a cserefolyamatok
vizsgalatara, és a mért adatokat redukalt spektralis siiriiség analizissel elemezték. Mivel
298 K-en végezték a méréseket, nem érdemes a dinamikai adatok abszolut értékeit dsszevetni a
mi 313 K-en mért adatainkkal, viszont a komplexképz6dés hatasara bekovetkezd relativ
valtozasokat igen. A madasodlagos kémiai eltolodasokbdl és a dinamikai adatok alapjan
egyértelmiien lathatd, hogy mindossze a hRPA70-komplexben csak a TAD2 domén valik
merevebbé (P36-D61), mig a TAD1 domén valtozatlanul rendezetlen szerkezetli marad. A mért
dinamikai paraméterekben és a szamitott J(0) atlagértékeiben bekovetkezd valtozasok sokkal
kisebbek, mint az S100A4-komplex esetében (utobbi 1,44-szeresére  valtozik
a hRPA70-komplexben, mig az S100A4 hatasara kozel tizszeresére), a J(on) atlagértékei hasonlo
modon minimalisan valtozik, mig a J(wn) atlagértékében is kisebb a valtozds (minddssze
0,9-szeresére, mikozben az S100A4 hatdsara harmadara csokken). A HetNOE értékekben
minimalis valtozast tapasztaltak. Mindez azzal is magyarazhatd, hogy a 4:1 arany miatt egy
részlegesen kotott allapotot tanulmanyoztak. Az Rz és Ry, értékek Osszevetése alapjan
megallapitott konformacids cserét mutaté aminosavak a D42, 145, D48, 150 és TS5, ami teljesen
kiilonbozik az altalunk tapasztalthoz képest.

Egy masik interakcios partner, a CBP fehérje tobb doménjével is kotdédik a pS3TAD-hoz,
amelyeket vizsgaltdk NMR spektroszkopiaval. A TAZ1 és TAZ2 domének pS3TAD-dal alkotott
komplexeinek NMR alapt szerkezetét az utobbi években oldottak meg egy érdekes oOtlet
felhasznalasaval: intein alapi fizidos modszerrel Gsszekototték egyrészt a vizsgalando CBP-
domént a p5S3TAD-doménnel, amelyek koziil mindig csak az egyik volt izotopjeldlt (Krois 2016).
fgy sikeriilt novelni a kotddés erdsségét és a kémiai cserét a lassii csere tartomanyba eltolni, ami

miatt az addig sok kiszélesedett és igy nem detektalhaté jel helyett élesebb keresztcsticsokat

75



kaptak, amelyek alapjan megfeleld6 mennyiségli NOE-kényszerfeltételt tudtak gytjteni a
szerkezetszamolashoz. Mindkét CBP-doménnel alkotott komplexrdl és a szabad pS3TAD
fragmens esetében mérték a HetNOE értékeket, és az S100A4-komplex esetében altalunk
mérthez nagyon hasonlé eredményt kaptak. Ugyanakkor ebben az esetben is csak két helikalis
szakasz keletkezett a p53TAD-bol: a TAD1 szubdoménbol a Q16-L25 régio helikalis mindkét
komplexben, mig a TAD2-bdl a P47-W53 a TAZ1- és P47-T55 régi6 a TAZ2-domén esetében.
A HetNOE értékekkel valo egyezés mellett a masik két dinamikai paramétert (R1 és R2) alakulasat
nem lehet 6sszevetni, mivel ezeket nem vizsgaltak.

A CBP fehérje N-terminalis doménjével, az NCBD-vel alkotott p5S3TAD komplex
szerkezetét is vizsgaltak (Lee 2010), s késobb megallapitottdk, hogy ez ,,bolyhos” komplex
(Sharma 2015), emiatt szerepel a FuzDB adatbazisban (Miskei 2017) is. Errél ugyan dinamikai
mérések nem késziiltek, de NMR alaptl szerkezetszdmolast végeztek a hagyomanyos NOE
tavolsagkényszerek meghatarozasan til paramagneses relaxacid novekmény (PRE) mérések
eredményeinek felhasznalasaval. Ebben a komplexben is két hélix alakul ki a pS3TAD-doménbdl
a F19-1.25 és a P47-W53 szakaszokon (a TAD1 és TAD2 szubdoménekben). Mindezek alapjan
lathatjuk, hogy az S100A4-komplexben a TAD1 szubdomén hasonldan viselkedik a kordbban
vizsgalt fehérjékhez, még ha a kialakult hatdrai nem teljesen egyeznek ezekkel. Ugyanakkor a
TAD?2 a szokésostol némileg eltéré modon viselkedik az altalunk tanulmanyozott rendszerben,
hiszen ez nem egy, hanem kettd kiilonallo helikalis szakassz4 alakul.

Az S100A4, valamint a pS3TAD oldalar6l végzett NMR alapt szerkezeti és dinamikai
informaciok alapjan kijelenthetjiik, hogy a p53TAD-S100A4 komplexben is jelentésen
dinamikus marad a p5S3TAD domén és csak részlegesen valik rendezett szerkezetiivé. Ezzel
Osszhangban vannak az MD-szimulacio eredményei is: épp emiatt nem lehetett csak egy modellel
leirni a komplex szerkezetét, hanem két kiilonb6z6 modell irja le az NMR kényszerfeltételeknek
megfelelden azt. S6t, feltételezhetden ezért nem voltak sikeresek a fehérjemodositas nélkiili
kristalyositasi probalkozasok sem, €s ezért nem lehetett rontgendiffrakcioval meghatarozni a
komplex szerkezetét. A fazids fehérje formaban meghatarozott rontgenszerkezetben a pS3TAD
egyes régiodi tvoabbra sem detektalhatok a mozgékonysag miatt. Mindezek alapjan egyértelmd,
hogy a p53TAD az S100A4 fehérjével a p53TAD-NBCD-hez hasonld médon dinamikus,
,,bolyhos” komplexet képez.
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7. A nemizom-miozin II fragmenseinek vizsgalata

7.1. A foszforilacio hatasai

Ebben a kutatasi projektben az NMIIA ¢s NMIIB filamentumszétesésének S100 fehérjék és

crer

crer

foszforilacid hatasait elemeztiik szerkezeti-dinamikai szempontok alapjan. Az NMIIA esetében
vizsgaltuk részletesebben, hiszen ebben az esetben vetddott fel korabban a foszforilacio hatasara
bekovetkez6 szerkezeti visszahajlas a kisérleti eredmények szerkezeti magyarazataként.
Mindehhez az NMIIA-bol az M111A és M111A-P fragmenseket hasznaltuk, valamint a coiled
coil szakasz stabilitasanak ndvelése érdekében az MI111A-L és MI111A-L-P mesterségesen
eléallitott mutansokat is. Mindehhez kontrollként a csak a teljes rendezetlen C-terminalis farok
régiot tartalmazd M67A-t és M67A-P-t hasznaltuk. Az NMIIB esetében az MS és ECD mérések
soran az M111A-val analog M121B-t és M121B-P-t, mig az NMR mérések soran a kiméra
M121AB-t ¢s M121AB-P-t vizsgaltuk.

7.1.1. A foszforilacios helyek meghatdrozasa a tomegspektrometria alapjan

A HPLC-MS modszerrel végzett vizsgalatok alapjan az M67A és az M111A esetében is egy
helyen torténd foszforilaciot mutattunk ki: az M67A mért tomege 7504 Da (elméleti tomege:
7503 Da), az M67A-P esetében 7584 Da (az egyszeresen foszforilalt elméleti tomege 7583 Da),
az M111A esetében a mért tomeg 12940 Da (elméleti tomeg: 12938 Da), mig az M111A-P mért
tomege 13019 Da (egyszeresen foszforilalt elméleti tomege: 13018 Da). Az M121B és M121AB
esetében viszont a foszforilacio tobb helyen is megtortént a varhatd modon, ezért a foszforilalt
valtozatok esetében a nemfoszforilalt eredeti fehérjén kiviil egyszeres és kétszeres foszforilacio
is detektalhatd volt. Az M121B mért tomege: 14168 Da (elméleti tomeg: 14167 Da),
az M121B-P esetében a két legnagyobb csucs 14248 Da (az egyszeresen foszforilalt elméleti
tomeg: 14247 Da) és 14329 Da (a kétszeresen foszforilalt elméleti tomege: 14327 Da). A mért
tomegek és az elméleti tomegek eltérése a mérés hibahataran beliil vannak, ezért elfogadhato
pontossagu eredmények ezek.

A tripszines emésztést és a foszfopeptidek dusitasat kovetden az M67A-P és M111A-P
esetében a S1943 helyen foszforilalt peptideket mutattuk ki (mivel a tripszines emésztés nem volt

100%-o0s hatékonysagl, ezért tobbféle foszforilalt hasitisi termék keletkezett), a legnagyobb
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20. abra: (A) Az M67A-P és M111A-P tripszines emésztményébol TiO2-os disitast kovetéen megtalalt
foszfopeptid, a **’KGAGDGSDEEVDGKADGAEAKPAE MS spektruma. Az ESI médszerrel tobbféle
toltottségii ion Kkeletkezik, ezek vannak jelolve a csiicsok felett. (B) Ugyanennek a peptidnek a tandem
tomegspektruma, amely soran fragmentalodik a peptid. A fekete rombusszal az anyaion van jelolve, és -P
jelzéssel a foszfat veszteséget szenvedett fragmens (ez bizonyitja a foszfat csoport jelenlétét). Az int egy belsé

fragmension, a b és y ionok szekvencialis peptidfragmensek.

intenzitdst termék szekvencigja: **’"KGAGDGSDEEVDGKADGAEAKPAE!®? (20A. abra), és
emellett kisebb mennyiségben még a *’KGAGDGSDEEVDGK!® ¢s detektalhato a
1938GAGDGSDEEVDGKADGAEAKPAEY®, Mivel a foszforilacié szerinen vagy treonin
torténhet, ezért csak az S1943 lehet a foszforilalt aminosav. Ezt a legnagyobb intenzitasi
fragmens tandem tomegspektrometrias vizsgalata is megerdsitette (20B. abra). Az M121B
esetében tobbféle foszfopeptidet lehetett kimutatni: 1***TSDVNETQPPQSEX"® (ez nagyrészt
egyszeresen foszforilalt, de kisebb mennyiségben kétszeresen foszforilalt is el6fordult),
194 RQLHLEGASLELSDDDTESK!®® g5 1%45QLHLEGASLELSDDDTESK!3 amelyek csak
egyszeresen foszforilalt formaban voltak jelen. A foszforilacios helyek nem egyértelmiiek ezek
alapjan, mivel mindharom emlitett peptidben tobb lehetséges CK2 foszforilacids hely is talalhato.
Korédbbi tanulmanyok alapjan az S1952, S1956, T1960, S1965, S1975 mind foszforilaloédik
(Vicente-Manzaneres 2009), ehhez képest mi kevesebb helyet talaltunk, hiszen az emésztett
peptidek alapjan kett6 f6 (R1944-K1963 és T1964-E1976 aminosavak kozotti szakaszokon) és
egy kisebb mértékben foszforilalt helyet lehet kimutatni (az T1964-E1976 aminosavak kozotti
szakaszon). Elvégeztiik a vizsgalatot az M121AB-P-re, és ugyanezeket a foszforilalt peptideket
talaltuk, vagyis a kiméra fragmens ugyanolyan modon foszforilalédik, mint az M121B, ami azt
jelenti, hogy hasznélhatjuk az NMIIB modelljeként a tovabbiakban.

A tomegspektrometrias mérések eredményei tehat ramutattak arra, hogy a vartnak

megfeleléen az NMIIA esetében csak a S1943 aminosav foszforildlodik a CK2 enzim hataséra,
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az NMIIB esetében viszont a vartnal kevesebb foszforilacids helyet talaltunk (kettd f6 és

harmadik minor helyet), amelyek pontos helye a mérések alapjan nem lettek egyértelmiiek.

7.1.2. A foszforildacio hatasa a coiled coil stabilitasdra és az aggregdcios készségekre

Az ECD spektroszkopiai mérésekkel az M111A és M111A-P masodlagos szerkezetét €s
héstabilitasat vetettiik 6ssze. A coiled coil régio stabilizalasa céljabol készitettilk az M111A-L
¢s M111A-L-P mutansokat is, amelyeket szintén vizsgéltunk. Mind a négy fehérje helikalis
szerkezetli alacsony hémérsékleten, mivel a 278 K-en mért ECD spektrumuk jellegzetes C tipusu
spektrum (21A. abra), viszont magas hémérsékleten letekerednek és rendezetlen fehérjékre
jellemz6 spektrumot kapunk (az M111A és M111A-P esetében 328 K-en, az M111A-L és a
M111A-L-P pedig 358 K-en mért spektrumok alapjan, 21B. abra). A 222 nm-en mért értékek
valtozasait az M111A és M111A-P esetében 278-328 K kozott, mig a mutansokat nagyobb
hostabilitasuk miatt 303-358 K ko6zott mértiik (21C. abra). Mind a négy hdstabilitasi gorbe
jellegzetesen szigmoid alaku, amely egy kétallapota rendszerre jellemzd. A nativ és a foszforilalt
fehérjék gorbéjének lefutdsa nagyon hasonlo, a kiszamolt olvadasi homérsékletiikben sincs
szamottevd kiilonbség: az M111A-nak és az M111A-P-nek 300 K, mig az M111A-L-nak ¢és
M111A-L-P-nek egyarant 335 K az olvadasi homérséklete. Ez azt jelenti, hogy a coiled coil

szakasz hdstabilitdsara nincs hatassal a foszforilaci6. Ugyanakkor figyelemre mélté eredmény,
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21. abra: A coiled coilt tartalmazé NMIIA fragmensek ECD spektrumai (A) alacsony (278 K) és (B) magas
(328 KM111A és M111A-P esetében és 358 K M111A-L és M111A-L-P esetében) hémérsékleten. (C) E négy
fragmens felfiitési gorbéje: a 222 nm-en mért ECD értékek homérsékletfiiggése. Az abrakon M111A piros,
az M111A-P kék, M111A-L narancs, az M111A-L-P sziirke szinnel szerepel.
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hogy minddssze harom aminosav A-L cseréje milyen nagy valtozast okoz, hiszen az olvadasi
hémérsékletek 35 K-nel nagyobbak lettek a leucin mutans fehérjékben.

Ezt kovetéen homérsékletfiiggd diffuzios NMR mérésekkel is vizsgaltam ugyanezeket a
miozin fragmenseket, hogy a diffizios allandobol a Stokes-Einstein egyenlet alapjan szamolt
latszolagos hidrodinamikai sugarak homérsékletfiiggd valtozasat kovethessiik 278-323 K kozott.
(Mivel a coiled coil szakaszt tartalmazd fehérjék inkabb rud alakuak, semmint gombszeriiek,
ezért csak egy feltételezett latszolagos hidrodinamikai sugarat kaptunk ebbdl, ami az eredmények
egymassal vald Osszevetését teszi lehetdvé és nem az abszolutértékiik a mérvado.) A 22. abran
lathatd eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a foszforilacié egyik fragmens esetében sem
okoz igazan jelentés méretbeli valtozast egyik hdmérsékleten sem. Erdekesség, hogy a legkisebb,
az M67A és M67A-P minden hémérsékleten kozel azonos méretii, ami abbol fakad, hogy teljes
mértékben rendezetlen szerkezetli. Az MI111A és M111A-P esetében a coiled coil fokozatos
letekeredése okozza a méretbeli csokkenés tendenciajat — ahogy az ECD mérések alapjan is
lathatd, hogy ebben a hémérsékleti tartomanyban torténik a coiled coil szerkezet fokozatos
letekeredése. Az MI111A-L és M111A-L-P mutdnsok viszont végig feltekeredett coiled coilt
képeznek, ahogy az ECD eredmények mutatjak. Ez a mért latszolagos hidrodinamikai sugar
értékék alakulasaban is tiikrozodik, hiszen 298 K felett szinte végig azonos marad méret, és kozel
azonos az M111A és M111A-P 278 K-en mért értékével. Ugyanakkor 298 K alatti hdmérsékleten
aggregatumma allnak Ossze.

Az eredmények alajan a fragmensek aggregacios tulajdonsagait is érdemes részletesebben

megvizsgalni. Mivel a diffuzios alland6 és a molekulatomeg kozotti 6sszefliggéseket 287 K
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22. abra: (A) A diffizios NMR spektroszképiaval mért transzlaciés diffuzios egyiitthatok (a mérési hiba
1-5% kozotti minden pontnal, igy nem abrazolhato) és (B) ebbél szamolt latszélagos hidrodinamikai sugarak
alakulasa 278-323 K tartomanyban az M67A (vilagos kék négyzet), az M67A-P (magenta iires négyzet), az
M111A (piros kor), az M111A-P (kék iires kor), az M111A-L (narancs rombusz) és az M111A-L-P (sziirke

iires rombusz) esetében.
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Fragmens Meméteti/ Da| 101D/ m2st | ru/A Mszamort/ Da Ms':i?“r?gl\jzijéleﬁ
MG67A 7503 7,89 £ 0,04 22,1 6784 0,90
M67A-P 7583 7,48+ 0,11 23,4 7602 1,00
M111A 12938 4,26 +0,03 41,0 25121 1,94
M111A-P 13018 | 4,18+0,05 41,8 26087 200
M111A-L 13064 3,26 £0,01 53,6 44330 3,39
M111A-L-P 13144 3,37+ 0,04 51,8 41185 3,13
M121AB 14072 3,47+ 0,03 50,3 38756 2,75
M121AB-P 14232 4,76 £ 0,12 36,7 19774 1,39

5. tablazat: A miozinfragmensek 287 K-en mért transzlacios diffuzios allandéibol kiszamolt latszolagos
hidrodinamikai sugar értékei és molekulatomege, amelyet az elméleti molekulatomeggel osszevetve az
aggregacié6 mértéke kiszimolhaté. (Az M121AB-P esetében a kétszeresen foszforilalt forma elméleti

molekulatomegét vettem figyelembe.)

hémérsékleten allapitottdk meg (F Dudas 2019), ezért ezen a hdmérsékleten vetettem Gssze a
molekulatomeggel, hogy igy az aggregacié mértékét megallapithassam (5. tablazat). Az NMIIA
fragmensei mellett az NMIIB farok régiojat is tanulmanyoztam ezen a hémérsékleten a kiméra
M121AB ¢és MI121AB-P segitségével. Az M67A és MI111A fragmensek esetében pontos
egyezést kaptam a rendezetlen fehérjékre megallapitott Osszefliggés alapjan (az M67A és
a M67A-P monomerek, az M111A és M111A-P dimereket képez, azaz a coiled coil dimerek nem
aggregalodnak), ezért a tobbi esetben is a rendezetlen fehérjékre szamolt Osszefliggést
hasznaltam. Ezek alapjan megallapithat6, hogy az M111A-L hajlamos ezen a hémérsékleten
aggregalodni, amin a foszforilacio sem valtoztat sokat, ahogy lathato a tablazatban. Az M121AB
esetében viszont jelentds az eltérés a nativ és a foszforilalt forma aggregacios tulajdonsagaiban:
még dimereknél is kisebb a mért atlagos méret ebben az esetben, vagyis a foszforilacio hatasara

a coiled coil fellazul.

7.1.3. A 0 foszforilacios helyek pontositasa NMR adatok alapjan

Az M67A, M111A és M121AB, valamint ezek foszforilalt valtozatainak H,**N-HSQC
spektruman a jelazonositast sikeresen elvégeztem az altalam mért TOCSY-HSQC ¢és NOESY-
HSQC spektrumok alapjan (mivel ezekhez °N-jeldlt mintakat haszniltam) és az MPT
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asszignacidja, masrészt irodalmi adatok (Badyal 2011) segitségével (23A-C. abra). Az M67A és
az M67A-P 68 spinrendszerébdl 62 azonositasa volt eredményes (csak az elsé két aminosav, az
Y1893 és R1894, valamint az R1898 nem volt azonosithato, tovabba a P1927, P1931, P1958
prolinok nem detektalhatok). Az *H dimenzidban kicsi a jeldiszperzio mindkét esetben, ami utal
e fehérjék rendezetlen szerkezetére. Ez varhato is volt, hiszen az M67A jelentds része az NMIIA
lehetséges 115 keresztcsucs koziil 48 volt detektalhato a spektrumon, ezek az N- és C-terminalis
szakaszok jelei, a tobbi jel kiszélesedett (K1867-D1925 szakaszban) — ami a coiled coil szerkezet
jelenlétére utal, ahogy ezt korabbi vizsgalatban is megallapitottak (Badyal 2011). Azt, hogy a
kozépso kiszélesedd régid valoban coiled coil szerkezetet vesz fel, a szekvencia alapji predikcio,
a COILS/PCOILS szoftverrel elvégzett analizis is megerdsiti: ez alapjan legalabb 0,94 feletti
valoszinliséggel coiled coil szerkezetii a K1862—-R1923 szakasz (23D. abra). Az M121AB és
M121AB-P foszforilalt valtozata esetében hasonlo jelenség tapasztalhato, itt is ugyanaz a coiled
coil régid, mint az M111A esetében, amelynek jelei nem detektalhatok. Ebben az esetben a
lehetséges 124 keresztcsucsbol 50-et sikeriilt azonositani. Ezen beliil az M121AB C-terminalis
F1929, S1932, R1933, R1937, Q1938 és a harom prolin, P1926, P1965 ¢és P1966 kivételével az
Osszes aminosavat sikeriilt azonositani (46-bol 38-at). A detektalhaté jelek jeldiszperzitasa az *H
dimenzioban kicsi mindegyik coiled coilt tartalmazo fragmens esetében (0,6-0,7 ppm), ezért
valoszintisithetjiik, hogy az NMR szamara ,lathat6” szakasz rendezetlen szerkezetli mind
az N-, mind a C-terminalis végeken.

A foszforilacio az M67A és M111A esetében az asszignacid alapjan egyértelmiien az S1943
aminosavat értinti — Osszhangban a tomegspektrometia eredményeivel. A foszforilalt szerin
keresztcsticsanak kiilondsen az 'H-dimenzidjaban né jelentdsen a kémiai eltolodas értéke. A
M121AB esetében viszont két foszforilalt szerin keresztcsucsat lehetett azonositani (23C. abra),
ezek az S1956 és az S1975. A jelazonositas eredményét megerdsitette az egy €jszakan at NMR-
csOben kovetett foszforilacids reakcid kinetikdja is, amelyet az M121AB esetén mértem. Az
1dében valtozo intenzitast jelek integraljainak értéke lathat6 az 1d6 fliggvényében abrazolva az
23E. abran. Megallapithatjuk, hogy az S1956 szinte azonnal foszforilalodik, viszont az S1975
ehhez képest sokkal lassabban. Ennek oka, hogy utobbi aminosav kdzvetleniil a C-terminalis vég
el6tt talalhato, ugyanis a CK2 enzim katalitikus aktivitasaban fontos szerepet jatszanak a szerint
kovetd aminosavak is, amelyek az enzim fehérje szubsztrathoz valé kotddéséért felelnek. Mivel
a C-terminalis végen csak egyetlen ilyen aminosav talalhato (az E1976), ezért feltételezhetden a
CK2 enzim nem képes ezen a helyen olyan hatékonyan kétddni az M121AB-hoz, mint az S1956-

hoz kozel, ami miatt lassabb lesz a foszforilacid folyamata.
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23. abra: (A) Az M67A (vilagos kék) és M67A-P (magenta), (B) az M111A (piros) és M111A-P (kék),
(C) az M121AB (zold) és M121AB-P (lila) *H,"®°N-HSQC spektrumai paronként egymasra fektetve és az

asszignacio feltiintetésével. Az M121AB esetében az egyszeresen ((a)-val jelolve) és kétszeres ((b)-vel jelolve)

foszforilalt valtozat egyarant detektilhaté. A foszforilalt valtozatok jelei —P jelzéssel szerepelnek a

spektrumokon, mig azok a keresztcsiicsok, amelyek mindkét formaban ugyanolyan eltolodas értéket adnak

(P) jelzéssel vannak jelolve. (D) A COILS/PCOIL szofverrel szamolt predikcié az M111A szekvenciaja

alapjan az aminosavak mentén 14 aminosav ablakfiiggvénnyel szamolva, sziirke hattérrel jelolve az a régio,

amelyre a coiled coil képzés valésziniisége 0,94-nél nagyobb. (E) Az M121AB foszforilaciojanak kovetése

NMR-csében: az S1975 (zold kor) és a foszforilalt S1975-P (lila rombusz), valamint a gyorsan foszforilalodo

S1956-P (bordo négyzet) keresztcsucsok integral értékének valtozasa az idé fiiggvényében.

Az eredmények alapjan tehat kijelenthetjiik, hogy az NMII C-terminalis farokrégiokon a
CK2 16 foszforilacios helyei az S1943 az NMIIA és az S1956 és az S1975 aminosavak az NMIIB

esetében.

7.1.4. A foszforildacio hatdsa a szerkezetre és dinamikadra

A nativ és foszforilalt forma kozotti kombinalt kémiai eltolodas-valtozasok (40 értékek) azt

mutatjak, hogy a foszforildcid6 mindharom fragmens esetében csak lokalis valtozast eredményez:

csak a foszforilacios helyek kozelében jelentkezik nagyobb valtozas a kémiai eltolodasokban, a

tavolabbi régiokban viszont elhanyagolhat6 az eltérés (24A-C. abra). Ez a rendezetlen M67A-ra

ugyanugy igaz, mint a coiled coilt tartalmaz6é M111A-ra és M121AB-re. Az M67A esetében a
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legkisebb, az M121AB esetében pedig a legnagyobb mértéki a foszforilalt szerin kémiai
eltolédasanak megvaltozasa.

A szerkezet valtozasarol tovabbi informaciot kapunk a H* kémiai eltolédasokbdl szamolt
masodlagos kémiai eltolodas értékek (SCS) alapjan (24D-F. abra). Ezekbdl is lathatd, hogy az
M67A és M67A-P rendezetlen szerkezetii, mivel az SCS 0-hoz kozeli, kis értékeket vesz fel, és
az MPT-hez hasonldéan inherens helicitdssal rendelkezik az N-termindlis K1895-R1932
szakaszon (ebbdl alakulna ki a coiled coil, ha hosszabb lenne a fragmens N-terminalis iranyban).
A masik négy fragmens esetében a coiled coilhoz kozeli N-terminalis vég az M67A-hoz képest
jelentdsebb a-helikalis hajlamot mutat (a teljes hosszsagu fehérjében ezek a szakaszok is coiled
coilt képeznének), amire az SCS értékek negativ tendenciaja utal. Az M121AB és M121AB-P
C-terminalis régiodja teljesen rendezetlen (az SCS értékek nem mutatnak tendenciat), az M111A
és MI111A-P esetében viszont a coiled coilt kovetdé szakaszon ismét a-helikalis hajlam

mutatkozik, viszont emellett a foszforilalddo szerint is tartalmazd G1938-D1944 aminosavak
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24, abra: A bal oldali grafikonok a nativ és foszforilalt fragmensek kozotti kombinalt kémiai eltolédas-
valtozast (49) abrazoljak a (A) M67A, (B) M111A és (C) M121AB esetében az aminosav szekvencia mentén.
A grafikonok fiiggéleges tengelyén az atlathatésag érdekében 120 és 310 egységek kozott ki van hagyva az
abrazolas. Jobb oldalon a H* kémiai eltolodasok alapjan szamolt masodlagos kémiai eltolodasok (SCS
értékek) lathatok az aminosav szekvencia mentén (D) az M67A (vilagos kék) és a M67A-P (magenta), (E) az
M111A (piros) és M111A-P (kék), valamint (F) M121AB (zold) és M121AB-P (lila) fragmensek esetében. A
grafikonok fiiggélegesen ugy vannak elrendezve, hogy a szekvencia analégok éppen egymas alatt

helyezkednek el.
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enyhe B-redds hajlammal birnak (az SCS értékek pozitiv értékiiek). Ez a hajlam megerdsodik a
foszforilacié hatdsara.

Megallapithatjuk tehat, hogy a kisebb kiilonbségek ellenére sem mutathatd ki a vizsgalt
fragmensek esetében, hogy a foszforilacio jelentés szerkezeti valtozast okozna.

Ezért felvetddik a kérdés, hogy a foszforilacio a miozinfragmensek dinamikajat valtoztatja
meg esetleg? Ezt a M111A és MI111A-P esetében vizsgaltam a szokasos gyorsdinamikai
mérésekkel. A 25A-C. abran és a 6. tablazatban Osszefoglalt eredmények azt mutatjak, hogy a
két fragmens kozott nincs szignifikans eltérés a dinamikai viselkedés szempontjabol. Erdekesség,
hogy mindkét esetben a coiled coilhoz kozeli aminosavak (foként az N1897—-A1865 és L1926—
R1933 szakaszon) transzverzalis relaxacios allandoja (R2) az atlaghoz képest megnovekedik,
mikdzben a longitudindlis relaxacids allando (R1) csokken a nem detektalhat6 coiled coilhoz
kozeli aminosavak esetében — erre a dinamikai jellemzore a coiled coil szerkezeti elem vizsgalata
soran a kovetkezd fejezetben részletesebben is kitériink. A HetNOE értékekben is jelentkezik a
novekmény az emlitett régiokban, de 0,4-nél nem lesz nagyobb egyik esetben sem, ami azt
mutatja, hogy nem valnak igazdn merevvé ezek a szakaszok. Emiatt is hasznos a mért dinamikai
értekeket egylittesen értékelni, mégpedig a redukalt spektalis slirliség-analizis modszerével,
minthogy ezek jol szerkezettel nem bird, rendezetlen régiok. A 25D. abran bemutatott grafikon

¢s a 6. tablazat adatai alapjan lathat6, hogy a coiled coilhoz kozeli

A 20 C 0.5 v -
! & LFLL N PPN N
- Ly & P ] Q?f_g w 0.04% "%c—.%_—
L e TR, | 2 a5
& 10| : . ® -0.5 Ui
8 T
0.5 1.0
?
T T T T T T -1.5 T T T T T T
1860 1880 1500 1920 1840 1960 1860 1880 1900 1920 1940 1960
Aminosav szekvencia Aminosav szekvencia
B = D o
Lo F1928 A1865 K1862
- 15 1 g
o 55; @ 0.3
~ 104
% g & =~ o
R & a% - e 0.2 LR B
5-5 LI S SO \/‘ \\
Wiaﬁam / V1929 Y1861
1860 1880 1500 1820 1840 1960 1 2 3 4 5
Aminosav szekvencia J(0) / ns rad™

25. abra: Az M111A és M111A-P dinamikai vizsgalata: (A) R1, (B) Rz és (C) HetNOE értékek az aminosav
szekvencia mentén (M111A: fekete négyzet, M111A-P: sziirke rombusz). (D) Az adatok redukalt spektralis
siiriiség elemzése alapjan késziilt térképezés grafikon (J(0)-J(wn)) abrazolasa), ahol sziirke vonal a ,,single
motion” gorbe, fekete az M111A és vilagos sziirke az M111A-P értékei, a négyzetek az N-terminilis,
haromszogek a C-terminalis aminosavak. A foszforiliciéo hatasara a coiled coillal szomszédos régiokban
novekszik a J(0) értéke, ezek koziil példaként kiemelve lathaté a Y1861, A1865, K1862 az N-terminalis feloli,
és F1928, V1929 a C-terminalis feloli szakaszbol.
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Mért és szamolt paraméterek M111A M111A-P
1.3 (N1857-R1933) 1.32(N1857-R1933)
atlag 1 37 (tbbi) 1 37 (tbbi)
1 ! !
Ri/s 1.15—1.72 (N1857-R1933) 1.16—1.65 (N1857-R1933)
min. — max. 0,81—1,60 (tobbi) 0,86—1,60 (tobbi)
g.27 (N1857-R1933) 9.53(N1857-R1933)
atlag ’ - ’ .
2,99 (tobbi) 3,35 (tobbi)
-1 ! !
Ra2/s 5 36— 14 9 (N1857-R1933) 4.81—17.4 (N1857-R1933)
min. — max. 0,96—6.95 (tobbi) 1,06—7,16 (tobbi)
) 0,23 (N1857-R1933) 0.26 (N1857-R1933)
atlag -0.06 (16obi) -0,03 (@bbi)
HetNOE . 0,04—0,36 (N1857-R1933) -0.16—0 44 (N1857-R1983)
min. — max. 11,24—0,21 (t5bbi) -1,23—0,28 (tobbi)
) 1’94 (N1857-R1933) 2,26 (N1857-R1933)
J(0) / ns rad? atlag 0.58 (@b) 0,66 (16bb)
’ 0,20 (N1857-R1933) 0,20 (N1857-R1933)
J((DN) / ns rad'l atlag 0.19 (tobbi) 0,20 (t6bbi)
) 0,02 (N1857-R1933) 0.02 (N1857-R1933)
J(on) / ns rad™ atlag 0.02 (t6bb) ’ 0,02 (t6bbi)

6. tablazat: Az M111A és M111A-P mért gerincdinamikai paraméterek és a redukalt spektralis siiriiség-
analizissel szamolt adatok atlagértéke és szélséértékei. Az eredmények két kiilon halmazban vannak
feltiintetve, mert a molekula e kozépsé régidja a coiled coil két oldalan (N1857-R1933 szakasz) és a rovid N-
terminalis, valamint a hosszi C-termintalis régioja (Q1850-R1856 és M1934-E1960 egyiittesen) jelentésen
kiilonbozik egymastol.

aminosavak J(0) értéke nagyobb a nativ és a foszforilalt fragmensek esetében egyarant. Az
N-terminalis szakaszon t6bb a nagyobb J(0) értékkel jellemezhetd mozgassal bird aminosav, mig
a C-terminalison nagyobb az aminosavak flexibilitdsa — Osszhangban azzal a ténnyel, hogy
a C-terminalis farokrégio a teljes hosszusaglt NMIIA fehérjében is rendezetlen szerkezetii. Végiil
megallapithato, hogy az M111A-P esetében enyhén novekszik a nevezett coiled coilhoz kozeli
régiok merevsége, ami a térképezés grafikonon is lathatd, hiszen az aminosavak nagyobb J(0)
értéke miatt az M111A-P esetében nagyobb értekek felé tolodnak a pontok a vizszintes
tengelyen. Ebbdl az is kdvetkezik, hogy valdsziniileg maga a detektalhatatlan coiled coil szakasz
is merevebbé valik, hiszen ez torténik a vele szomszédos régiokkal is. Ugyanakkor ez sem akkora
valtozas, amely egy nagymértékii konforméacidvaltozassal, igy a C-terminalis régid
visszahajlasaval jarna egyiitt.

Tehat végeredményben megallapithatjuk az Gsszes elvégzett vizsgélat, a hdstabilitas és
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aggregacios tulajdonsagok, valamint a szerkezeti és dinamikai elemzés alapjan, hogy az M111A
esetében nem torténhet meg a C-terminalis régid feltételezett visszahajlasa, egy ilyen mértékii
konformaciévaltozashoz nem elegendé a C-termindlis vég egyetlen szerin aminosavjanak
foszforilacidja. Ennél sokkal enyhébb effektust, inkdbb a coiled coil szakasz merevségének

kismértékii novekedését okozza a CK2 altal torténd foszforilacio.

71.1.5. Kovetkeztetesek

A sokrétii vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a CK2 kinaz in vitro az NMIIA C-terminalis
régiojan csak a S1943 aminosavat foszforilalja, az NMIIB esetében elsédlegesen az S1956 és
S1975 szerin aminosavakat. Ezt tomegspektrometria és NMR vizsgalatok egylittes
alkalmazasaval hataroztuk meg. Az NMIIA esetében ez a korabbi irodalmi adatokkal
Osszhangban van, az NMIIB esetében viszont ennél tobb CK2 foszforilacios helyet mutattak ki
(Vicente-Manzaneres 2009). Lehetséges, hogy sejtes kornyezetben vagy kisebb mértékben a
tobbi aminosav is képes foszforilalddni, de a mi vizsgalatunk kimutatta az elsddleges
foszforilacios helyeket, st azt is megallapitottuk a reakcio idébeli kdvetésével, hogy az S1956
sokkal gyorsabban foszforilalodik, mint az S1975.

A rendezetlen farokrégiot tartalmazo, inherens helicitassal rendelkez6 M67A ¢és ennek
foszforilalt valtozata, az M67A-P kozott semmilyen értékelhetd kiilonbséget nem taldltunk sem
a szerkezetben, sem aggregacios tulajdonsdgukban. Ez tehat azt jelenti, hogy a dimerizaciot
okozo coiled coil szakasszal egyiitt lehet a foszforilacio hatasat megérteni.

Az NMIIB-t modellez6 kiméra fragmens, az M121AB esetében 287 K-en kimutattuk, hogy
a foszforilalt véaltozat sokkal kevésbé képes az aggregaciora, mint a nativ forma. Ez tobb foszfat
csoportot is tartalmaz, s igy megnovekedik a negativ toltések szama, ami a nativ formahoz képest
noveli a molekulak kozotti elektrosztatikus taszitast megakadalyozzva az aggregaciot. A
filamentumok Osszeallasanak egyik kiindulé pontja az aggregacio, igy eérthetd, hogy a
foszforilacié milyen mdodon befolyasolja a filamentumok szétesését. Ez az effektus viszont az
NMIIA fragmensek esetében nem volt kimutathatd, nemcsak a vadtipus, hanem a harom A-L
mutaciot tartalmazé M111A-L esetében sem. Erdekesség viszont, hogy ez utobbi héstabilitasa
jelentdsen megndtt @ mutacio hatasara (+35 K a valtozas).

A részletes szerkezeti és dinamikai elemzés alapjan megéllapitottuk, hogy sem az M111A,
sem az M121AB esetében nem tapasztalhatd szignifikdns szerkezeti valtozas a foszforilacio
hatasara, legfeljebb csak a tovabbra is rendezetlen fehérjében egy lokalis és enyhe B-redds hajlam
meger6sodése latszik az NMIIA foszforilalt szerinjének kornyezetében (G1938-D1944

szakaszon). A dinamikai vizsgalatok pedig a coiled coil szakasz merevségének enyhe
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novekedését mutattadk ki az NMIIA esetében. Mindezek a megfigyelések megkérddjelezik annak
a korabbi feltételezésnek a lehetdségét, hogy a rendezetlen C-terminalis végen torténd egyetlen
foszforilacid egy jelentds konformaciovaltozast okozna, mégpedig a teljes C-terminalis vég
visszahajlasat az ACD doménre igy akadalyozva meg a filamentumok 6sszeallasat és eldidézve
filamentumszétesést (Dulyaninova 2005, Dulyaninova 2013). Ehelyett a foszforilacié az NMIIA
esetében csak intermolekularis hatdst okozhat, vagyis a molekuldk kolcsonhatasat
befolyasolhatja — ezt azonban az altalunk vizsgalt fragmensekkel nem tudtuk kimutatni. A
filamentum Osszeallast és szétesést ezeknél sokkal hosszabb fragmensekkel lehet csak vizsgalni,
amelyek az NMR spektroszkopia szamara mar til nagy méretiiek. Ugyanakkor e projekt
keretében biologus kooperacids partnereink vizsgaltak a NMIIA és az NMIIB filamentumok
tulajdonsagait tobb fehérjekonstrukcidval és egyéb biokémiai és elektronmikroszkdpos
modszerre, és igy sem lattak jelentds valtozasokat a foszforildlt NMIIA esetében. Viszont az
NMIIB filamentumok szétesését valoban eldsegitette a foszforilacio. Ezek alapjan végiil
megallapitottuk, hogy a filamentumok szétesésének €s Osszeallasdnak regulacidja az NMIIB
izoforma esetében tehat elsésorban a foszforildcio, mig az NMIIA izoforma esetében S100
fehérjékkel (ezen belill is az egyik kitiintett szerepldvel, az S100A4-gyel) vald kdlcsonhatas.
Ezzel megerdsitettilk az irodalomban korabban mar 1étezd feltételezést a filamentumszétesés
fényében sziiletett elméleteket (Dulyaninova 2013).

Mivel a foszforilacié a fehérjék egyik leggyakoribb poszttranszlacios modositasa, amely
nagyon sok biokémiai folyamatban jaszik fontos szerepet, igy sok tanulmany sziiletett a
foszforilacié hatasara bekovetkezd kiilonféle szerkezeti-dinamikai hatasok vizsgalatdbol
(Nishi 2014). Ezek koziil is figyelemre méltdo az IDP fehérjék esetében tapasztalt valtozasok,
hiszen az altalam vizsgalt miozinfragmensek is rendezetlen szerkezetiick — legalabbis az NMR
altal detektalt régidikban. Tobbek kozott NMR vizsgélatok révén megéllapitottak, hogy az ilyen
IDP fehérjék foszforilacioja altalaban nagyon kevés szerkezeti valtozast okoz — akkor is, ha tobb
foszforilaciés hely talalhato a fehérjén. Az SSP értékek vagy a ‘H,®N-HSQC spektrum
keresztcsticsainak kis valtozasat figyelték meg példaul a HPV-16 E7 fehérje N-terminalis
Drosophila kromatin transzripcids faktor segité fehérje kilenc szerinjének (Hashimoto 2013)
CK2 altal torténd foszforilacidja hatasara. Foként inkabb a konformacids sokasag eloszlasat
valtoztatja meg, igy attételesen a dinamikara van nagyobb hatéssal a foszforilacio IDP fehérjék
esetében. Ezt tapasztaltak példaul a rendezetlen szerkezetli PAGE-4 fehérje HIPK1 kinaz éltal

torténd foszforilacioja esetében: a moddositds megvaltoztatta a konformacids preferenciakat,
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crer

megnovelte a kozponti régié merevségét is (He 2015). Az NMIIA fragmensének, az M111A-nak
részletes vizsgalata soran hasonlo effektusokat figyeltiink meg mi is: a B-jellegli hajlam és a
coiled coil szakasz merevségének ndvekedését tapasztaltunk, mikdzben a globalis szerkezet és

dinamika nem valtozott szamottevden a foszforilacid kovetkeztében.

89



7.2. A coiled coil szerkezet

E kutatas keretében kiilon vizsgaltuk a nemizom-miozin coiled coil szakaszanak
C-terminalis végét NMR és ECD spektroszkopia segitségével. Mindezt az M111A fragmensrél
szerzett informaciokbol kiindulva tettiik. Harom fehérje konstrukcidt készitettiink, amelyek
koziil az M78A az MI111A rendezetlen C-termindlis farok régido nélkiili szakasza
(Q1850-P1927), ez tizenegy coiled coil heptadot tartalmaz. Az M57A ennek C-terminalis feldl
roviditett valtozata, amely nyolc heptadot tartalmaz (Q1850-T1906) és az M36A pedig még
rovidebb, mindossze 6t heptadot foglal magaban (Q1850—E1885). A harom fragmens vizsgalatan
keresztiil a nemizom-miozin coiled coil hossztol fliggd stabilitasat és NMR spektroszkopiai

jellemzdit tanulmanyoztuk.

7.2.1. A hostabilitas és az aggregacios készségeK vizsgalata

A harom fragmens a szekvencia alapu coiled coil predikcié alapjan ugyanolyan mértékben
mutat coiled coil képzé hajlamot, mint az M111A és MI111A-L (23D. abra), ugyanis a
COILS/PCOIL szerver csak a szekvenciat tudja figyelembe venni. Ez alapjan varhato, hogy az
N-termindalis szakaszuk kevésbé stabil, mint a C-terminalis végiik, hiszen a predikci6 alapjan
megallapitott valdszinliségek fokozatos csokkenést mutatnak az N-terminalis végen. A
fragmensek szekvenciait és a heptad egységeket mutatja a 26. abra.

A coiled coil jelenlétét és hostabilitasat részletes ECD spektroszkopiai elemzés segitségével
vizsgaltam: 278-358 K tartomanyban (27A-C. abra). A méréseket mind az NMR méréseknek
megfeleld olddszerben (20 mM MES, 150 mM NaCl, pH = 6,0), mind desztilallt vizben

elvégeztem (pH = 5,0). A két koriilmény kozott jellegzetes kiilonbség nincs, ezért az elemzéshez

abcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabcde fgabcdefgabcdefgabcdefgabcdefg

M78A: 1850QVDDERRNAEQYKDQADKASTRLKQLKRQLEEAEEEAQRANASRRKLQRELEDATETADAMNREVSSLKNKLRRGDL P97

abcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabcde fgabcdefg
M57A: 1850QUDDERRNAEQYKDQADKASTRLKQLKRQLEEAEEEAQRANASRRKLORELEDATET1906

abcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabcdefg
M36A: 185°QYDDERRNAEQYKDQADKASTRLKQLKRQLEEAEEE!8

26. abra: A harom vizsgalt NMII fragmens, az M78A, M57A, M36A szekvenciaja (az expresszios maradék az
N-terminalis végen GSHM szakasz, ez nincs feltiintetve). Az egyes coiled coil heptadok megfelel6 pozicioi (a—
b—c—d-e—f—g) a szekvenciak felett fel vannak tiintetve, illetve az dsszetartozoé heptadok alahizassal és anélkiil
valtakozva vannak jelolve. A hidrofob aminosavak kiemelve félkovérrel és sziirke hattérrel, ezek a és d

poziciéban a ,,hidroféb varrat” létrehozasiahoz sziikségesek.
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27. abra: A harom fragmens ECD spektroszkopiai elemzése: a tavoli UV-tartomanyban (185-260 nm) ECD
spektrumok hémérsékletfiiggése (A) M78A, (B) MS57A és (C) M36A esetében (a spektrumok intenzitisa
molaris ellipticitas értékekben vannak megadva, ezért az intenzitisok egymassal is Osszevethetdk).
Mindharom 278-358 K tartomanyban M78A és MS7A esetében 5 K egységenként, mig az M36A esetében
csak 278, 288, 298, 308, 318 358 K hémérsékleten mért spektrumok egy grafikonon abrazolva (a hdmérséklet
emelésével parhuzamosan kéktdol piros szin felé fokozatos Atmenettel abrazolva). A gorbék CCA+ szoftverrel
torténé felbontasa 2 bazisspektrum, az elsé (piros) és utolso (fekete) alapjan az (D) M78A, (E) MS7A és (F)
M36A esetében. Az a-hélix két jellegzetes (208 nm és 222 nm Kkoriili) minimuma aranyanak valtozasa a
homérséklettol fiiggéen (G) M78A és (H) MS7A esetében. (I) A 222 nm-en mért molaris ellipticitas értékek
homérsékletfiiggése a harom fragmensre ahol az M78A kék, M57A piros és az M36A fekete szinnel szerepel.

a desztillalt vizes oldatok eredményét hasznaltam fel, mert az oldatok nagyobb ionerdssége
csokkenti az ECD mérések pontossagat.

Megéllapithatd, hogy alacsony homérsékleten az M78A és M57A helikalis szerkezetli (C
tipusu a spektrumuk), mig az M36A mar ezen a hdmérsékleten is rendezetlen, de enyhe helikalis
jelleggel rendelkezik. Magas hémérsékleten mindharom rendezetlen szerkezetiivé valik (az
M36A is veszit a naszcens helikalis hajlamabdl). Visszahtitve a kiindulasi 278 K hémérsékletre

az elsé mérésnek megfeleld spektrumot lehetett mérni, ami azt jelenti, hogy a hdmérsekletfiigggd
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atalakulas reverzibilis mindharom esetben. A 278 K-en mért spektrumokon a 222 és 208 nm
hulldmhossznal jelentkezd két minimum aranya az M78A esetében 1,1 és az M57A esetében 1,0.
Ez azt jelenti, hogy mindkett6 coiled coil szerkezetii (Cooper 1990, Zhou 1992), viszont ez a
jelleg nem erdteljes egyik esetben sem, s6t az M57A mar hataresetnek tekinthetd. A CCA+
szoftverrel elvégzett spektrumfelbontds alapjan az atmenetrdl részletesebb képet kapunk. A
felbontast 2, 3, 4 és 5 bazisspektrum alapjan is elvégeztem kiilon-kiilon mind a harom fragmens
mérési sorozatara, de csak a kett6 bazisspektrum hasznalata volt értelmezhet6: ebben az esetben
az egyik alapspektrum a 278 K-en mért rendezett a-helikalis szerkezet, a masik pedig
a 358 K-en mért rendezetlen szerkezet spektruma. Igy e két spektrum lineris kombinacijara
bontotta fel a szoftver egy adott mérési sorozat Gsszes spektrumat.

A két bazisspektrum koefficiensébdl szamolt arany hdmérsékletfiiggése szigmoid alakt az
M78A esetében, ami a tisztan kétallapotu atalakulast mutatja (27D. abra). Ezzel szemben az
M57A-ra szamolt eredmények esetében nem kapunk teljes szigmoid gorbét (27E. abra), annak
elso szakasza ,,hianyzik”, ami azt jelenti, hogy mar 278 K homérséklet is az olvadasi gorbe egy
kozbensd pontjanak tekinthetd, vagyis alacsony hémérsékleten is csak részlegesen tekinthetd
coiled coil szerkezetinek. Az M36A-ra is elvégeztem a felbontast (27F. abra), itt még
erételjesebben mutatkozik az MS57A-nal tapasztalt tendencia. A coiled coil szerkezet
letekeredését a helikalis szerkezet két minimuma ardnyanak homérsékletfiiggése is jol mutatja az
M78A és M57A esetében (27G-H. 4bra), ami szintén szigmoid alaka kétallapotu rendszerre
jellemz6 gorbe. Ezek mellett a helikalis szerkezetet jellemz$ szokasos olvadasi gorbe, a
222 nm-en mért molaris ellipticitdsok hdmérsékletfliggése is mutatja ugyanezeket a tendenciakat
(271. éabra). Ezen kovethetd az M36A inherens helicitasanak elvesztése is. Az olvadasi
hémeérsékletek a CCA+ felbontasbol meghatarozott aranyok hémérsékletfiiggésének inflexios
pontja alapjan az M78A-ra 308 K és az M57A-ra 295 K (az M36A esetében nem értelmezhetd
olvadasi hdmérséklet fogalma, hiszen itt nem két elkiiloniilt allapot kozotti atmenet torténik).

Ezekbdl az eredményekbdl lathatd, hogy a leghosszabb fragmens, az M78A stabil coiled
coilt képez, mig az M57A rovidebb és csak részben képzodik beldle coiled coil alacsony
hémérsékleten, mig a legrovidebb fragmens, az M36A egyaltalan nem képes coiled coilt képezni,
hanem rendezetlen szerkezetli, de alacsony hémérsékleten inherens helicitassal rendelkezik.
Magasabb homérsékleten mindharom letekeredik és elvesziti coiled coil vagy kevés helikalis
jellegét is, mivel rendezetlen szerkezetlivé alakulnak at.

Hasonl6 mddon az elézdekben targyalt foszforilalt fragmensek tanulmanyozéaséhoz, ezutan
transzlacidés diffizioss NMR mérések alapjan vizsgaltam mindharom fehérje aggregacios

készségeének ¢€s latszolagos hidrodinamikai sugaranak alakuldsat a hdmérséklet fliggvényében
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28. abra: (A) Az M78A (kék négyzet), az M57A (piros rombusz) és az M36A (fekete haromszog) transzlacios
diffaziés egyiitthatojanak hémérsékletfiiggése 278-323 K tartomanyban, és (B) a Stokes-Einsten egyenlet
alapjan ebbdl kiszamolt latszélagos hidrodinamikai sugarak a hdmérséklet fiiggvényében. Ez utobbi gorbén
kereszttel az M67A korabban mért rendezetlen fragmens értékei is fel vannak tiintetve (fekete kereszt) az
osszehasonlitas céljabol.

278-323 K tartoméanyban (28. abra). Az M78A latszolagos hidrodinamikai sugara fokozatosan
csokken a homérséklet emelésével, ami a coiled coil letekeredésével értelmezheto. Az M57A
latszolagos mérete szinte végig allandé marad, csak enyhén csokken, ez esetben ugyanis mar
alacsony homérsékleten is a kevésbé stabil coiled coil és a rendezetlen szerkezet keverékét
mérjiik, amelyek aranya ugyan folyamatosan valtozik a hdmérséklet ndvelésével, viszont ez nem
mutatkozik meg az atlagos méret valtozasaban. Erdekesség, hogy a rendezetlennek tekinthetd
M67A-val szinte teljesen megegyez6 méretli az M57A annak ellenére, hogy tiz aminosavval
rovidebb (28B. abra), ami csak az M57A részlegesen aggregacidjaval magyarazhatd. Az M36A
viselkedése viszont varatlan, mivel hidrodinamikai sugara 300 K alatt allando, majd afelett
jelentdsen csokkend tendenciat mutat. Egy teljesen rendezetlen fehérje esetében azt varnank,
hogy a hémérséklet novelésével nem valtozik a méret jelentésen — ahogy az M67A esetében is
tapasztaltuk. Ez tehat arra utal, hogy az M36A — annak ellenére, hogy nem képez coiled coilt
szerkezetet — feltételezhetben mégis gyenge aggregacios készséget mutat alacsonyabb
hémeérsékleten, ami megsziinik a hdmérséklet emelésével.

A hidrodinamikai sugar és az ECD spektrumok homérsékletfiiggése, valamint a CCA+
szoftverrel elvégzett spektrumfelbontasok megallapitasaibol tehat az kovetkezik, hogy az M78A
€s MS57A kétallapota rendszerként jol modellezhetd: a coiled coil €és rendezetlen szerkezeti
elemekbdl épiilnek fel, amelyek ardnya a hdmérséklet novelésével valtozik, ahogyan a coiled coil
szerkezeti elem aranya csokken ¢és a rendezetlen szerkezeti elemek aranya nd. Magas
homérsékleten rendezetlenné valik szinte a teljes rendszer. Az M36A ezzel szemben nem képez
coiled coil dimert alacsony hémérsékleten sem, hanem inherens helicitassal bird rendezetlen

szerkezetli, és magas homérsékleten ezt a gyenge helicitasi hajlamat is elvesziti, mikozben
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fokozatosan teljesen rendezetlen forméva alakul. Az atalakulas reverezibilis mindhdrom esetben.

1.2.2. Jelkiszélesedés a coiled coil fragmensek NMR spektrumain

A héarom fragmens gerinc és oldallanc kémiai eltolodasainak azonositasat elvégeztem az
M78A 3D BEST-spektrumai alapjan, felhasznalva a korabbi eredményeket is (az M111A
M36A esetében a 'H,®°>N-HSQC spektrum keresztcsticsainak azonositdsa mellett a gerinc
He-eltolodasokat hatdroztam meg (mivel ezekbdl °N-jelslt mintak alltak rendelkezésre).

Az M78A 1H,lE’N-HSQC spektruman minddssze 24 keresztcsucsot lehetett azonositani az
elméletileg lehetséges 77 jelb6l (egy prolint tartalmaz), az M57A esetében pedig 26
keresztcsucsot a varhatd 57 jelbdl, a tobbi keresztcstics ugyanis kiszélesedett, ezért egy résziik
nem is detektalhatod, mas résziik nagyon kis intenzitasu, S €2 nem teszi lehetévé az asszignaciot.
Raadasul a !H,®N-HSQC spektrumok 278-323 K tartomanyban 5 K 1épésenként mért
hémérsékletfliggésének vizsgalatabol kidertilt, hogy mas hémérsékleten sem jelenik meg sokkal
tobb jel a 298 K-en mért spektrumokhoz képest. Az M36A esetében viszont mind a 36 jel
azonosithaté volt (29. dbra). Az *H dimenzidban mért jeldiszperzitds mindharom fragmensnél
kis értékd (0,5-0,7 ppm), ami arra utal, hogy a detektalhaté aminosavak rendezetlen szerkezeti
elemben talalhatok.

Az M36A nem képez coiled coilt, ahogy az ECD eredmények alapjan lattuk, hanem teljes
mértékben rendezetlen szerkezetii, ezért lehet azonositani mind a 36 jelet a H,®®N-HSQC
spektrumon. A masik két fragmens esetében viszont a coiled coil szerkezetekre jellemzd
jelkiszélesedést tapasztaltuk, ahogy a hosszabb foszforildlodo fragmensek esetében is lathattuk
korabban. 298 K-en, a mérés hdmérsékletén a CCA+ felbontas alapjan az M78A esetében 80%,
mig az M57A esetében 50% a coiled coil szerkezet aranya, igy varhat6 is volt ez a jelenség. Az
N-terminalis régié aminosavai kozil joval tobb detektdlhatdo mindkét esetben (a teljes Q1850-
R1871 szakasz), mint a C-terminalis régiobol (M78A: minddssze harom, a G1924-L.1926, M57A
esetében pedig csak egy, a T1906), és a coiled coil szakasz fel¢ haladva egyre csokken a detektalt
jelek intenzitasa €s novekszik félértékszélessége. Ez mutatja, hgy ezen coiled coil szerkezetek
N-terminalis vége fellazult, szemben a C-terminalis végiikkel, igy a letekeredésiik feltehetdleg
az N-terminalis irdnyabol indul el. Ez a coiled coil predikcié alapjan is varhat6 volt, hiszen
az N-termindlis aminosavak coiled coilt képzd valosziniisége kisebb a C-termindlis régidhoz
képest. Ugyanezt tdmasztja al4 az a tény, hogy az M36A 6nmagéaban nem képes coiled coil dimer
képzésére — és ez csak az emlitett N-terminalis szakaszt tartalmazza. E megfigyelés fényében

ugy értelmezhetjiik a coiled coil és rendezetlen szerkezetek ardnydnak valtozasat
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a homeérséklettdl fiiggden,

hogy a coiled coil szerkezet az N-terminalis iranyabol fokozatosan

letekeredik, mondhatni ,,rojtozodik”, ezért novekedik a rendezetlen és csokken a coiled coil

szerkezet arnya a hémérséklet novelével. Igy kell tehat értelmezni a kétallapoti atalakulast, és

nem Ugy, hogy két forma, a teljesen rendezetlen é€s a teljesen coiled coil szerkezetben 1év6 forma

egyensulya van jelen az oldatban, amelyek populacidinak ardnya valtozik a homérséklet

novelésév

el.

Ugyanis ebben az esetben latnunk kellene a teljesen rendezetlen forma

keresztcsucsait is az NMR spektrumokon (kiilondsen az M57A esetében, ahol kozel 50% lenne

ennek aranya a CCA+ felbontés alapjan).

A kémiai eltolodasokbol szamolt SSP értékek alapjan a harom fragmens tovabbi szerkezeti

jellemzéit is megvizsgalhatjuk (az M78A esetében a C%, CP és H% a masik két fragmens esetében
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csak a H® eltolodasok alapjan szamoltam) (29E. ébra). Ezekbdl lathatd, hogy az
N-terminalis régié mindharom esetben inherens helicitassal rendelkez6 rendezetlen szakasz, de
az M78A helikalis jellege erdteljesebb a masik ketténél. A coiled coil kdzelében varhaté modon
az M78A és M57A egyarant az atlagosnal nagyobb helicitasi hajlammal bir. Az M36A végig
(K1867-Q1874) megndvekszik a helicitasi hajlama. Ez nem is meglepd, hiszen ez a régid
a coiled coil N-terminalis vége a masik két fragmensben.

A jelek félérték szélessége tobb okbol is megnovekedhet, amelyek koziil az egyik lehet6ség
az, hogy az N-H atomok kozepes sebességli kémiai cserefolyamatban vesznek részt. Ezt a
magyarazatot kizarja az a tény, hogy az M78A H,13C-HSQC spektruman a C*-H® régioban
mindossze 25 keresztcsucs talalhato a lehetséges 78 jelbdl (hiszen minden aminosavhoz egy C*-
H® keresztcsucs tartozna) (29D. abra). Fontos megjegyezni, hogy ezen a spektrumon sem jelenik
meg sokkal tobb jel mas hdmérsékleteken. Ez tehat azt jelenti, hogy a gerinc C*-H" keretcsucsok
ugyanazt az effektust mutatjak, mint az N-H keretcsucsok. Igy mindenképpen valamilyen egész
molekulat érintd tulajdonsag és nem csak egy lokalis moédon az N-H koérnyezetekre jellemz6

jelenség magyarazhatja a jelek kiszélesedését.

7.2.3. Dinamikai vizsgalatok

A harom fragmens gyorsdinamikai vizsgalatat is elvégeztem, hiszen az NMR jelek
kiszélesedése gyakran dinamikai jelenségekre vezethetd vissza, ugyanis a jelek félérték
szélességére a transzverzalis relaxacios paraméter (R2) kiilonsen nagy hatassal van. Raadasul az
MI111A és M111A-P dinamikai vizsgalata soran lathattuk, hogy a coiled coil szakasz szomszédos
régioira a fehérje méretéhez képest szokatlanul nagy R: értékek jellemzdek. A mérések
eredményét ebben az esetben is a redukalt spektralis stirliség-analizis modszerével elemeztem (a
7. tablazatban ¢s a 30. abran lathatok).

A dinamikai elemzés alapjan is egyértelmiien kideriil, hogy az M36A teljes egészében
rendezetlen szerkezetli fragmens: ahogy lathatd a redukalt spektralis slrliség-térképezés
grafikonjan is, az 6sszes aminosav esetében kis értékii a J(0), tehat kevés a lassi mozgas aranya.
Az M78A és M57A detektalt aminosavai esetében az Ry értékek nagyon jelentés novekedést
mutatnak, mikoézben az R értékek csokkennek a coiled coil kozelében, s mindkét effektus az
MT78A esetében erdteljesebben mutatkozik, mint az M57A esetében. Ugyanezt tapasztaltuk az
MI11A ¢és MI11A-P elemzése soran. (Megjegyzendd, hogy a coiled coil kdzvetlen
szomszédsagaban talalhatd aminosavakra nem igaz ez a tendencia. Ennek valoszintlileg a kis

intenzitasukbol fakado kisebb mérési pontossag az oka, hiszen az Ri1 és Rz értékek kiszamitasa
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30. abra: Az M78A (kék), M57A (piros) és M36A (fekete) fragmensek (A) Ri, (B) Rz és (C) HetNOE értékei
az aminosav szekvencia mentén. A redukalt spektralis siiriiség-elemzésbdl kapott J(0)-J(wn)) térképezés
grafikonok (D) az M78A, (E) a M57A és (F) az M36A esetében. A telt jelek az N-terminalis, az iires jelek
pedig a C-terminalis aminosavakat jelolik a (D) és (E) grafikonokon. Ugyanezeken a nagy értékii J(0)-val
jellemezheté aminosavak vannak jelolve, amelyek a coiled coil szomszédsagaban helyezkednek el.
soran egy csokkend intenzitasu exponencialis gorbét kell illeszteni, és igy az elve kis intenzitdssal
rendelkezd, sOt onnan tovabb csokkend gorbék illesztésébdl nehéz pontos és megbizhatod
adatokat kapni.) A redukalt spektralis striiség térképezés grafikonokon lathatd, hogy a coiled
coilhoz kozeli aminosavak joval nagyobb J(0) értékkel rendelkeznek (30D-E. abra), ami arra
utalhatna, hogy merev régiokban talalhatok. S6t egyes aminosavakat reprezentalé pontok a
szokatlanul nagy J(0) érték miatt nagyon tavol esnek az ,,egymozgas” gorbétdl, s ez olyan
mértékii cserejelenségre utalna, ami nem tekinthetd realis feltételezésnek. Emellett, ha
konformacios vagy kémiai cserejelenségek allndnak a hattérben, az R1 paraméterek az atlagos
értéket vennék fel, de nem ez a tapasztalat: ezeken a szakaszokon jelentds csokkend tendenciat
mutatnak. Tovabbi ellentmondas, hogy a HetNOE értékek sem nagyobbak 0,50-nél ezekben a
régiokban (7. tablazat), ami miatt nem tekinthetok nagyon merevnek ezek a szakaszok, hidba
nagyok a J(0) értékek.

A jelenségek magyarazata inkabb az R2/R1 értékek egyiittes valtozasa alapjan érthetd meg.
E két paraméter ugyanis egyiitt hatdrozza meg a globalis rotacios korrelacids idét (Cavanagh

2007). Az eredmények azt mutatjak, hogy a coiled coil felé kozeledve egyre nagyobb az amino-
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Mért és szamolt paraméterek M78A MS7A M36A
Ry /g atlag 1,34 1,53 1,66
' min. — max. |  0,88—1,75 0,93—1,74 0,98—1,94
R,/ atlag 13,0 6,93 3,16
21s min. — max. |  2,51—51,3 1,64—22,5 1,72—4,01
HetNOE | atlag 0,20 0,18 0,09
min. — max. -0,50—0,43 -1,07—0,50 -1,00—0,37
J(0) / ns rad™ atlag 3,14 1,56 0,54
J(on) / ns rad atlag 0,20 0,23 0,24
J(wn) / ns rad™ atlag 0,02 0,02 0,02

7. tablazat: Az M78A, MS7A és M36A mért gerincdinamikai paraméterei és a redukalt spektralis siiriiség-
analizissel szamolt adatok atlagértéke és szélséértékei.

savegységenként kiszdmolhaté becsiilt zc érték. Ennek a maximuma 20,8 ns az M78A
¢s 10,6 ns az M57A esetében, amelyek egy hasonlé aminosav tagszamu globuléris, gdmb alaka
molekulahoz képest joval nagyobb értékek (gondoljunk csak példaul a merev szerkezeti,
Osszesen kozel 180 aminosavat tartalmazéo S100A4A13 dimerre, amelynek ugyanezen a
hémérsékleten 11,3 ns a zc értéke). A coiled coilban elhelyezkedd aminosavakra feltehetdleg még
nagyobb R> és még kisebb R1 értékeket kapnank, ha a szomszédos, még detektalhaté aminosavak
paramétereinek tendencidja alapjan extrapolaljuk a varhat6 értékeket.

Ebbdl az kovetkezik, hogy a merev coiled coil rud egy hasonl6 szdmu aminosavbdl felépiild
globularis fehérjénél sokkal lassabb bukdacsolé mozgast végez az oldatban, s ezért a mozgasa
szempontjabol lényegében gy viselkedik, mint egy nala sokkal nagyobb méretli gombszerti
fehérje: nagy globalis rotacios korrelacios iddvel jellemezhetd. Emiatt a transzverzalis relaxacio
gyors lesz (azaz R2 nagy értékii), ami viszont az NMR mérésb6l kaphatd jelek
félértékszélességének jelentés novekedését eredményezi, és ezért nem detektalhatok a coiled coil
szakasz aminosavai. Ezt tamasztja ala az is, hogy az M78A-nal rovidebb coiled coilt képezd
M57A esetében sokkal kisebb mértékii az R1 paraméterek csokkenésének és az Ro novekedésének
tendencidja a coiled coil kozelében, vagyis a kisebb és kevésbé stabil coiled coil gyorsabb
buldacsold mozgast végez a nagyobb méretli és stabilabb, igy merevebb coiled coilt képezd
M78A-nal. Tovabba a globalis mozgasok magyarazhatjak azt az ellentmondast is, hogy a coiled
coil szerkezet két detektalhato vége az *H dimenzidban mért kis jeldiszperzitas és a relative kis
HetNOE értékek alapjan rendezetlen szerkezetlinek tekinthetd, és mégsem az atlagosndl nagyobb
R1 és kisebb Rz értékkel rendelkeznek, hanem éppen forditva. A szerkezet szempontjabol valoban

rendezetlenek ugyanis, csak egy lassu globalis mozgast végzo szakaszban talalhatok.
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7.2.4. Kovetkeztetesek

Az NMIIA coiled coil régidjabol készitett harom fragmens ECD ¢és kiilonféle NMR
spektroszkopiai modszerekkel elvégzett részletes szerkezeti, dinamikai és diffuzios vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy az NMIIA Q1850-P1927 szakaszdnak N-terminalis régioja (Q1850—
R1871) lazébb szerkezeti a C-terminalis szakaszhoz képest. Ezt tdmasztja ald, hogy a
legrovidebb, az N-termindlis régidbol minddssze 6t heptadot tartalmazdé M36A rendezetlen
szerkezetli fehérje, amely ugyan inherens helicitdssal rendelkezik, de nem képes coiled coil
képzésére. Tovabba az MSTA is kevésbé stabil coiled coilt képez, mint a teljes szakaszt
tartalmazod M78A. A héstabilitasi vizsgalatok és az NMR spektrumok alapjan megallapitottuk,
hogy a coiled coil fragmensek letekeredése egy N-terminalis feldl induld ,,rojtozodas”
folyamatanak tekinthetd, és nem a teljesen rendezetlen és teljesen coiled coil szerkezetli formak
populacid aranyanak fokozatos eltolodasa torténik. Sok esetben ugyanis igy szoktak értelmezni
a kétallapotu rendszer olvadési gorbéjét, ehelyett a rendezetlen és coiled coil szerkezet ardnya
minden egyes molekulan beliill valtozik fokozatosan, s ez a valtozas tiikrozodik a
hémérsékletfiiggé ECD spektrumokban.

Ennek a jelenségnek az a szerkezeti magyarazata, hogy a vizsgalt szakasz N-terminalis
régidjanak a és d poziciodiban kisebb méretii hidroféb aminosavak talalhatok (foként alanin, s6t
egy helyen hidrofil aminosav van a d poziciéban, az E1854 esetében), mig a C-terminalis végen
nagyobb aranyll a nagyméretii hidrofob aminosavak (leucin, metionin és valin) eléfordulasa,
amelyek kozott erésebb diszperzios kotések onnek létre, igy ezek erésebb hidrofob varrat
létrehozasat teszik lehetdvé. E pozicidbeli hidroféb aminosavak méretének jelentdségére
legszemléletesebb példa a foszforilacios projektben vizsgalt M111A-L muténs esete, amelyben
minddssze harom alanint cseréltiink leucinra, és ennek hatasara 35 K-nel nétt az olvadasi
hémérséklete. Megjegyzendd, hogy a teljes NMIIA fehérje esetében a vizsgalt fragmensek
N-terminalis régidja egy hosszi coiled coil rad része, igy nyilvanvaléan nem indulhat el a
Q1850-R1871 feldl a coiled coil letekeredése, viszont ez a szakasz nyilvanvaléan lazabb
szerkezetll a hozza képest C-termindlis irdnyban elhelyezkedd régional.

Mindezeken tul a vizsgalatunk fontos megallapitasa, hogy a coiled coil szakasz azért
detektalhatd nehezen oldatfazisi NMR spektroszkopiai modszerekkel, mert a hosszu, merev
coiled coil rad bukdacsold mozgésa lassu az oldatban, azaz nagy a globalis rotacios korrelacios
ideje mas, hasonlé méretii globularis fehérjékkel Gsszevetve, ahogy ezt mar korabban is
felvetették hipotézis szintjén (Badyal 2011). Egyszerti, kvalitativ képpel élve tobb magyarazata

lehet ennek:
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(@) A hémérséklet a molekulak atlagos hémozgasanak energiajanak eloszlasat hatarozza meg,
igy egy gdmbszerii és egy rud alaku molekula azonos hémérsékleten azonos atlagos mozgasi
energiaval rendelkezik. Ennek a mozgasi energidnak egy fontos Osszetevdje a transzlacids
mozgas mellett a rotacidos vagy forgasi energia. Azonos forgasi energidji részecskék
esetében a merev rudszeri, nyujtott szerkezetli molekuldnak joval nagyobb a tehetetlenségi

nyomatéka (), mint egy gomb alakt molekulénak, igy (a hossztengelyére merdleges iranyi)
forgasanak szogsebessége (w) szlikségszerlien kisebb lesz. A forgési energiat ugyanis %00)2

képlettel lehet jellemezni, igy a nagyobb tehetetlenségi nyomaték Kisebb szdgsebességet

eredményez, ennek pedig lassabb mozgas, tehat nagyobb 7. korrelacios id6 a

kovetkezménye.

(b) Azonos molekulatomegii fehérjék esetében a gombszerii elrendez6désben sokkal kisebb a
relativ feliilet, mint a nyujtott, radszerti molekuldk esetében. Ez azt eredményezi, hogy t6bb
oldoszermolekuldval érintkezik a rad alaki molekula feliiletén, ami nagyobb
kozegellenallast eredményez a globalis mozgéasaval szemben, mint a gdmbalaki molekula
esetében. Ez tehat lelassitja a véletlenszerli forgd mozgasat is, ami szintén nagyobb tc
korrelacids id6t eredményez.

Természetesen ezeknél sokkal Gsszetettebb fizikai kdlcsonhatasok és egyéb okok is befolyasoljak

a molekulak bukdacsold globalis mozgasat, ezt részletes vizsgalatok €s szamitasok derithetnék

fel. Az emlitett effektusok ugyanakkor szerepet jatszanak ebben, akéar egyiittesen is.

Mindenesetre a lassabb bukdacsold mozgds az R: transzverzalis relaxacids allando

megnovekedését eredményezi, ami jelkiszélesedést okoz az NMR spektrumban.

Ezekbdl kovetkezik, hogy ha NMR spektroszkopiaval szeretnék tanulmanyozni egy coiled
coil rendszert, akkor olyan modszereket sziikséges alkalmazni, mint a nagyméreti fehérjék
mérései esetében: példaul a deuteralt minta hasznalata és/vagy nagy térerésségen alkalmazott
TROSY alapu mérések, esetleg a részleges izotopjelzés segithetnek (Foster 2007). Mindezek
mellett a szilardfazisat NMR spektroszkopia alkalmazasat is érdemes lehet meggondolni, hiszen
ebben az esetben a minta rendkiviil gyors forgatasaval kiiszoboljiik ki a molekulak lasst globalis

mozgasabdl fakado jelkiszélesedést.

100



8. Az eredmények értékelése

Az irodalomban korabban is ismert volt, hogy az S100A4 fehérje az NMIIA-val és a
pS3TAD-dal komplexet képez, azonban az S100A4-p53TAD szerkezetét és a két komplex
dinamikai tulajdonsagait mi vizsgaltuk el6szor. Tovabba mi mutattuk Ki els6ként, hogy az
S100A4 az ezrin két f6 doménjével, az N-ERMAD-dal ¢s C-ERMAD-dal is képes komplexet
képezni. Az MPT-vel, a C-ERMAD-dal és a p53TAD-dal alkotott S100A4-komplexek NMR
spektroszkopiaval atomi szinten részletesen tanulmanyozott szerkezeti és dinamikai
tulajdonsagai alapjan kideriilt, hogy az utobbi ketté az elséhéz hasonléan aszimmetrikus,
»atkarolo” komplexet képez, amelyben az S100A4 dimer addig ekvivalens két lancanak kémiai
kornyezetei eltérové valnak a kotOpartner hatdsara. A dimer és oligomer fehérjék esetében az
ilyen jellegli aszimmetrikus komplexek viszonylag ritkan fordulnak el6, altalaban annyi
ligandumot kétnek molekuldnként, ahdny egységbdl épiilnek fel (monomerenként egy kotéhelyet
feltételezve). Az S100A4 fehérje aranylag nagyméretii kotézsebe nem tulzottan specifikus — ezért
is képes sok fehérjével kolcsonhatast 1étesiteni.

A harom komplex kozos jellemzdje, hogy az S100A4 kotépartnere a kotodés elbtt
rendezetlen, majd rendezetlen-rendezett atmenet soran helikalis szerkezetet vesz fel — ez
altalanossagban is jellemzé az S100A4 kotdpartnereire. Az MPT és a pS3TAD esetében
kimutattuk, hogy inherens helicitassal birnak mar a szabad allapotukban is, tehat feltehetden
hélixképz6 hajlamuk és hidrofob aminosavaik megfeleld mintazata teszi lehetové kotddésiiket (a
C-ERMAD esetében pedig hasonlo effektus feltételezhetd). Az SI00A4-MPT kiilondsen erds,
0,1 nM Kg-val jellemezheté komplex, tehat az MPT jol illeszkedik a kotézsebbe. A C-ERMAD-
¢és az pS3TAD-komplexek erdssége ezzel szemben minddssze 1-10 pM tartomanyba esnek — ezt
NMR titralasos és ITC modszerekkel egyarant kimutattuk. Ezek tehat gyengébben kotédnek, igy
feltehetéen a hidrofob aminosav-mintazatuk nem olyan kedvezo6 az S100A4 kotézsebe szamara,
mint az MPT esetében. Rdaddsul NMR dinamikai mérések és elemzések alapjan lathattuk, hogy
a p5S3TAD kotott allapotban is részlegesen flexibilis marad, dsszetett és bonyolult mozgésokkal
rendelkezik, emiatt nehéz ezt a komplexet kristalyositani és modellezni molekuladinamikai
szimulaciokkal, s6t a hagyomanyos Lipari-Szaboé modellfiiggetlen analizis sem képes igazan
pontosan leirni a mozgasait. Mindezekbdl kovetkezik, hogy az S100A4-p53TAD ,,bolyhos”
(,,fuzzy”) komplex.

A harom komplex esetében az S100A4 H,®'N-HSQC spektruman is eltéré effektusok
jelentkeznek, amelyek a két lanc kozotti kiilonbozé idéskalaji cserejelenségekkel
magyarazhatok. A cseresebességek Osszefiiggésben allnak a komplexek eltérdé affinitasaval.
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Ugyanis a cserefolyamatot jellemzé kex paraméter az oda- és visszaalakulds sebességi
egyiitthatojanak Gsszege, mig a Kq disszociacios allando a kettd hanyadosa. Igy a kis Kg-val
jellemezhet6 (nagy affinitasi) S100A4-MPT komplex stabil, vagyis nagyon lassii a
visszaalakulas sebessége, emiatt a Kex relative kis értékii és igy lassu cserét tapasztalunk: a
keresztcsucsok jol definialt modon kettézodnek, és meg is lehet hatarozni a legtobb esetben, hogy
melyik lanchoz melyik jel tartozik. A C-ERMAD-dal képzett komplex kevésbé stabil, ezért a
visszaalakulas sebessége joval nagyobb, igy a Kex is nagyobb értékii lesz: a cseresebesség a
kozepes és gyors tartomanyba esik. Ezért inkabb a jelkett6zodés nélkiili eltolodasvaltozas
jellemz6 (gyors csere), sét jelkiszélesedés is eléfordul tobb régioban (kozepes csere). Utdbbi
egyébként a szabad és kotott allapot kozotti cserére is utalhat. A p53TAD-komplex spektruma a
legvaltozatosabb: a jelek egy része megkett6z6dik, mas része csak eltolodasvaltozast szenved
kett6z6dés nélkiil, tobb régioban pedig kiszélesedést tapasztalunk: tehat gyors, kdzepes és lassu
cserével jellemezhetd aminosavak egyarant el6fordulnak a kotott allapotd S100A4 spektruman.
Ennek affinitasa hasonld nagysagrendii a C-ERMAD-komplexhez, viszont sok Osszetett, belsd
mozgas jellemzi, és emiatt jelenik meg a sokféle cseresebesség egyszerre egy spektrumon.

Mindezeken tal a nemizom-miozin IIA ¢és IIB izoformak C-termindlis rendezetlen
kiegészitett NMR spektroszkopiai mérések segitségével. E16szor mutattunk rd, hogy az NMIIB
két f6 helyen foszforilalodik (S1956 és S1975) in vitro kisérletben, s igy a tobbi, irodalomban
korabban leirt foszforilacios hely feltehetden kisebb valdsziniiséggel alakul at a sejtes kdzegben
is. Eredményeink megerdsitették az NMIIA egyetlen, ismert foszforilacios helyét (S1943), és a
részletes vizsgélatok alapjan megallapitottuk, hogy nem torténhet jelentds szerkezeti valtozas a
foszforilacié kovetkezében: a kordbban feltételezett C-terminalis régid visszahajlasa az ACD
doménre nem feltételezhetd. Ehelyett inkdbb intermolekuléris kolcsonhatasokban jatszhat
szerepet a foszfat-csoport az NMIIA esetében, de egyéb mérések alapjan inkabb az S100-
csaladdal, kiemelten pedig az S100A4-gyel vald kolcsonhatas allhat az NMIIA-bol képzodo
filamentumok szétesésének regulacidja mogott. Az NMIIB filamentumok képzddését és
szétesését viszont valoban a foszforilacid szabalyozhatja: ez tiikr6z6dott a foszforilalt NMIIB-t
modellezé fragmens gyenge aggregacios készségében, amelyet transzlacios diffizios NMR
mérésekkel mutattunk ki. Szintén el6szor vizsgaltuk szisztematikusan és részletesen a coiled coil
szerkezeti elemek esetében gyakran eléforduld NMR jelkiszélesedés jelenségét tobb kiilonbozo
hosszusdgt NMIIA-fragmens hasznalataval, valamint a coiled coil letekeredésének
mechanizmusat NMR és ECD spektroszkopia egyiittes hasznalataval.

Az eredményeket 6sszegezve megallapithatjuk, hogy tobb esetben is a részletes dinamikai
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vizsgalat ad magyarazatot bizonyos jelenségekre akkor, amikor a szerkezetben nem mutathat6 ki
jelentds valtozas. Ezt lattuk az S100A4-MPT komplex esetében, ahol a Ca®*-affinitas
novekedését dinamikai okokkal tudtuk magyardzni az irodalombol ismert S100B-TRTK
komplexhez hasonlé modon. Ez utdbbi szimmetrikus 2:2 aranya komplexet képez, s mindossze
otszords a Ca®*-affinitds ndvekedése, viszont az MPT-komplex esetében kiszamolhatd, hogy
kozel 10000-szeres a valtozas. Ez a nagy kiilonbség a komplex sztdchiometrigjara és a
stabilitasbeli kiillonbségére egyarant visszavezethetd. Ugyanigy dinamikai valtozas kovetkezik
be a dimer Osszetartasaért felelds H1 hélixben: a lassti idéskalaji mozgasok megsziinnek a
komplexképzddés hatasara. Ez bizonyara allosztérikus hatds, mivel a H1 hélix a kotorégioval
ellentétes oldalon talalhatd, és nem része a hidrofob kotézsebnek. A H1 hélix altalanos médon is
¢érintett lehet a komplexképzésben allosztérikus modon, hiszen a C-ERMAD ¢s a pS3TAD
komplexének képzddése esetében is megfigyelhetd a kémiai eltolodasok jelentds valtozasa ebben
a régidban, st a hdmérsékletfiiggési vizsgalatok is ugyanezt erdsitették meg. Mindezeken tul az
NMIIA esetében az egyetlen foszforildcios hely hatasat szerkezeti valtozas helyett szintén a
dinamika oldalardl lehet megérteni: a coiled coil merevsége enyhén megnodvekszik ebben az
esetben.

Szintén dinamikai jelenség all az NMR jelek félértékszélességének novekedése mogott is.
Ezt tapasztaltuk az SI00A4-N-ERMAD komplex esetében, amelynek nem voltak detektalhatok
jelei (ez is bizonyitotta az N-ERMAD kotédését), mivel a nagy méret (58 kDa) miatt
megnovekedik a komplex globalis rotacios korrelacios ideje, ami a transzverzalis relaxacid
felgyorsulasdhoz, végsd soron a jelek kiszélesedéséhez vezet. E komplexhez tobb 1épésben
adagolt C-ERMAD hatasara megjelené jelek pedig ugyanemiatt cafoljak az
N-ERMAD-S100A4-C-ERMAD harmadlagos komplex létrejottének lehetdségét. (Emellett a
mért diffazids allandok is megerdsitik, hogy kiilon-kiilon képez komplexet az S1I00A4 az ezrin
két doménjével.) Ezekhez hasonléan a lassu bukdacsold mozgas magyardazza a coiled coil
szerkezeti elem esetében is azt az irodalomban ismert és altalunk is tapasztalt jelenséget, hogy
NMR jelei kiszélesednek és nem detektalhatok. Dinamikai vizsgalataink ramutattak arra, hogy
az Ro/R: hanyados értéke jelentdsen megndvekedik a coiled coil szakasz kdzelében 1évé még
detektalhato jelek esetében. Ezt viszont az emlitett komplexekkel ellentétben nem a molekula
mérete, hanem annak radszeri alakja okozza.

Lathatjuk tehat mindezekbdl, hogy az NMR spektroszkopia milyen széleskoriien
hasznalhato biologiai kérdések tanulméanyozéasidra. Az is megmutatkozik ezekbdl az
eredményekbdl, hogy a dinamikai ismeretek sok, egymastol kiilonbozd jelenség esetében
jatszhatnak fontos szerepet, amelyek oldatfazisti vizsgalata szempontjabol az NMR

spektroszkopia kiemelked6 vizsgalati modszer.
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9. Kivonat

Doktori munkam soran a tumormetasztazisban jelentds szerepet jatsz6 S100A4 fehérjét és
néhany komplexét, valamint a sejtvaz fontos alkotdi, a nemizom-miozin IIA és IIB izoforma
(NMIIA ¢és NMIIB) nehézlancanak foszforilacigjat és a hosszu coiled coil régié C-terminalis
végét vizsgaltam NMR spektroszkopiaval, valamint két kiegészit6 moddszerrel, ECD
spektroszkopiaval és tomegspektrometriaval. Az S100A4 dimer és a NMIIA aszimmetrikus,
»atkarold” komplexének képzddése soran nem torténik jelentds globalis szerkezeti vagy
dinamikai valtozas az S100A4 molekulaban, de a Ca®-koté EF-kéz régiok lokalis
gerincdinamikai valtozasai magyarazhatjak az S100A4 Ca®*-affinitdsdnak jelentds ndvekedését.
Emellett a dimer Gsszetartasaért felelds H1 hélixek lassu id6skalaju mozgasai megsziinnek, ami
allosztérikus hatdsnak tekinthetd, s a dimerstabilitds novekedésére adhat magyardzatot. Az
NMIIA fragmense rendezetlenbdl rendezetté valik, de mar szabad allapotaban is inherens
helicitassal rendelkezik, ami a rendiviil nagy affinitds magyarazatahoz jarul hozza. Az S100A4
¢és az ezrin két f6 doménje, a C-ERMAD ¢és az N-ERMAD kolcsonhatasanak vizsgalata soran
kimutattam, hogy a C-ERMAD az S100A4 szokasos hidrofob kotézsebébe kotodik
aszimmetrikus mddon, de a H1 hélixek allosztérikus valtozast szenved ez esetben is. Az S100A4
kiilon-kiilon 1ép interakcidba a két ezrindoménnel harmadlagos komplex keletkezése nélkiil. Az
S100A4 ¢és a pS3 TAD doménjének aszimmetrikus komplexében az S100A4 NMR jelei
valtozatos cserejelenségeket mutatnak. Kimutattam a pS3TAD domén rendezetlenbdl rendezetté
valasa mellett azt is, hogy tobb régidja a komplexben is flexibilis marad, és nehezen leirhato,
Osszetett mozgasokkal rendelkezik. Mindezekbdl alapjan ,,bolyhos” (,,fuzzy”) komplexnek
tekinthetjiik a képz6d6é komplexet. Kiilonbozoé fragmensek formajaban vizsgaltam az NMIIA és
NMIIB nehézlancanak CK2 kinaz altal torténd foszforilacio hatasat a hdstabilitasra, aggregacids
készségekre, szerkezetre és gerincdinamikara. Megallapitottam, hogy nem torténik jelentds
szerkezeti ¢és dinamikai valtozas az egyetlen helyen foszforilalodo NMIIA esetében, igy a
korébban feltételezett C-terminalis vég visszahajldsa nem lehetséges, minddssze a coiled coil
szakasz merevségének ¢s a rendezetlen szakasz [B-redds hajlamanak ndvekedését lehetett
kimutatni. Az NMIIA-val ellentétben az NMIIB esetében az elsésorban két helyen torténd
végét is tobb fragmens segitségével tanulmanyoztam, €s kimuttam, hogy a coiled coil szakasz
letekeredése ezek esetében az N-termindlis vég fel6l indulva fokozatosan torténik.
Bizonyitottam, hogy a coiled coil szakaszok NMR spektroszkopidban korabban jol ismert
jelkiszélesedésének oka a rad alaka molekula a hasonld méretli gombszeri molekuldkhoz képest

lassabb bukdacsoldé mozgasa.
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10. Abstract

In my doctoral thesis | studied the metastatic S100A4 protein and its several complexes as
well as the phosphorylation and the C-terminal coiled coil structure of the cytoskeleton
component nonmuscle myosin 1HA (NMIIA) and 1IB (NMIIB) heavy chains by NMR
spectroscopy supplemented by ECD spectroscopy and mass spectrometry. No significant
alterations were found in the global structure and dynamics in the asymmetric “hugging”
complex of the S100A4 dimer and NMIIA. However, the local changes in dynamics of the EF
hands could explain the elevated Ca®" affinity of S100A4. Furthermore, the slow timescale
motions of H1 helices involved in the dimer interface are restricted upon complex formation,
which is an allosteric effect and might be accompanied by an increase in dimer stability. The
NMIIA fragment undergoes disorder-to-order transition upon complex formation, yet in free
form it is intrinsically disordered with inherent helicity, which might contribute to the unusually
high affinity of the complex. Examination of the interaction between S100A4 dimer and the two
main ezrin domains, C-ERMAD and N-ERMAD revealed that C-ERMAD binds to the
conventional hydrophobic cleft in S100A4 in an asymmetric manner and allosteric changes in
H1 helices were shown as well. No ternary complex between the three proteins forms, therefore
S100A4 interacts with the two ezrin domains separately. NMR signals of S100A4 dimer could
be found in various exchange regimes in case of asymmetric complex with p53 TAD domain.
Backbone dynamics studies of the pS3TAD in free and bound forms revealed its disorder-to-
order transition and the remaining flexibility of several regions in the bound form. This can be
characterized by very complicated and complex motions, which is an important evidence for
being a fuzzy complex. Effects of NMIIA and NMIIB heavy chain phosphorylation by CK2
kinase on thermal stability, aggregation tendency, structure and backbone dynamics were
investigated using several fragments. No significant structural and dynamical changes were
detected in case of NMIIA phosphorylation, which occurs at only a single site, therefore
C-terminus cannot fold back as hypothesized before. Instead, only a slight increase in coiled coil
rigidity and disordered tail B sheet propensity were shown. However, aggregation tendency of
NMIIB were reduced upon phosphorylation, which occurs at two main sites. The C-terminal end
of the NMIIA coiled coil were studied as well by three fragments with different length. Unzipping
of the studied coiled coil fragments begins from the N-terminus and occurs progressively towards
the C-terminus. The reason for the well known coiled coil NMR peak broadening was shown to
be the slower global tumbling causing an elevated global rotational correlation time of these rod-
like structures compared to the spherical shaped molecules with similar size.

105



11. Irodalomjegyzék

Abragam A (1961) The Principles of Nuclear Magnetism, Clarendon Press, Oxford, 315-316. 0., 506-510. 0.

Alexa A, Lorincz Zs (2018) Rekombinans fehérjék eléallitasa, tisztitdsa, azonositasa, In Ezerarct fehérjék, szerk.:
Buday L, Nyitray L, Perczel A, Semmelweis Kiadé, Budapest, 21-69. o.

Arnesano F, Banci L, Bertini I, Fantoni A, Tenori L, Viezzoli MS (2005) Structural interplay between calcium(Il) and
copper(ll) binding to S100A13 protein, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 44(39), 6341-6344.

Austermann J, Nazmi AR, Muller-Tidow C, Gerke V (2008) Characterization of the Ca?*-regulated ezrin-S100P
interaction and its role in tumor cell migration, J. Biol. Chem. 283(43), 29331-29340.

Babu YS, Bugg CE, Cook WJ (1988) Structure of calmodulin refined at 2.2 A resolution, J. Mol. Biol. 204(1), 191—
204.

Badyal SK, Basran J, Bhanji N, Kim JH, Chavda AP, Jung HS, Craig R, Elliott PR, Irvine AF, Barsukov IL, Kriajevska
M, Bagshaw CR (2011) Mechanism of the Ca?*-dependent interaction between S100A4 and tail fragments of
nonmuscle myosin heavy chain 1A, J. Mol. Biol. 405(4), 1004—1026.

Batta Gy, Bodor A, Kovér K, Martinek T, Perczel A, Téke O (2018a) NMR- és ESR-spektroszkopia, In Ezerarcu
fehérjék, szerk.: Buday L, Nyitray L, Perczel A, Semmelweis Kiado, Budapest, 203-211. o.

Batta Gy, Bodor A, Kovér K, Martinek T, Perczel A, Téke O (2018b) NMR- és ESR-spektroszkdpia, In Ezerarct
fehérjék, szerk.: Buday L, Nyitray L, Perczel A, Semmelweis Kiado, Budapest, 216-222. o.

Batta Gy, Bodor A, Kovér K, Martinek T, Perczel A, Téke O (2018c) NMR- és ESR-spektroszkopia, In Ezerarca
fehérjék, szerk.: Buday L, Nyitray L, Perczel A, Semmelweis Kiado, Budapest, 223-224. o.

Batta Gy, Bodor A, Kovér K, Martinek T, Perczel A, Téke O (2018d) NMR- ¢és ESR-spektroszkdpia, In Ezerarct
fehérjék, szerk.: Buday L, Nyitray L, Perczel A, Semmelweis Kiado, Budapest, 250-251. o.

Baxter NJ, Williamson MP (1997) Temperature dependence of *H chemical shifts in proteins J. Biomol. NMR 9(4),
359-369.

Beach JR, Hammer JA 111 (2015) Myosin 11 isoform co-assembly and differential regulation in mammalian systems,
Exp Cell Res. 334(1), 2-9.

Berjanskii MV, Wishart DS (2005) A Simple Method To Predict Protein Flexibility Using Secondary Chemical Shifts,
J. Am. Chem. Soc. 127 (43), 14970-14971.

Bermel W, Bertini I, Felli IC, Lee YM, Luchinat C, Pierattelli R (2006) Protonless NMR experiments for sequence-
specific assignment of backbone nuclei in unfolded proteins, J. Am. Chem. Soc. 128(12), 3918-3919.

Bertini I, Das Gupta S, Hu X, Karavelas T, Luchinat C, Parigi G, Yuan J (2009) Solution structure and dynamics of
S100A5 in the apo and Ca2+-bound states, J. Biol. Inorg. Chem. 14(7), 1097-1107.

Bertini I, Borsi V, Cerofolini L, Das Gupta S, Fragai M, Luchinat C (2013) Solution structure and dynamics of human
S100A14, J. Biol. Inorg. Chem. 18(2), 183-194.

Best RB, Vendruscolo M (2004) Determination of protein structures consistent with NMR order parameters, J. Am.
Chem. Soc. 126(26), 8090-8091.

Bieri M, d'Auvergne EJ, Gooley PR (2011) relaxGUI: a new software for fast and simple NMR relaxation data analysis
and calculation of ps-ns and ps motion of proteins, J. Biomol. NMR. 50(2), 147-155.

Biri-Kovacs B, Kiss B, Vadaszi H, Gogl G, Palfy G, Térok G, Homolya L, Bodor A, Nyitray L (2017) Ezrin interacts
with S100A4 via both its N- and C-terminal domains, PLoS One 12(5), e0177489.

Boehr DD, Nussinov R, Wright PE (2009) The role of dynamic conformational ensembles in biomolecular
recognition, Nat. Chem. Biol. 5(11), 789-196.

Boye K, Maelandsmo GM (2010) S100A4 and metastasis: a small actor playing many roles Am. J. Pathol. 176(2),
528-535.

Bohlig L, Rother K (2011) One Function—Multiple Mechanisms: The Manifold Activities of p53 as a Transcriptional
Repressor, J. Biomed. Biotechnol. 2011, 464916.

Braun D, Wider G, Wiithrich K (1994) Sequence-corrected 15N ,,random coil” chemical shifts, J. Am. Chem. Soc.
116(19), 8466-8469.

Bresnick AR, Weber DJ, Zimmer DB (2015) S100 proteins in cancer Nat. Rev. Cancer 15(2), 96-1009.

Bresnick AR (2018) S100 proteins as therapeutic targets, Biophys. Rev. 10(6), 1617-1629.

Burgess NC, Sharp TH, Thomas F, Wood CW, Thomson AR, Zaccai NR, Brady RL, Serpell LC, Woolfson DN
(2015), J. Am. Chem. Soc. 137(33), 10554-10562.

Candau R, Scolnick DM, Darpino P, Ying CY, Halazonetis TD, Berger SL (1997) Oncogene 15(7), 807-816.

Camilloni C, Robustelli P, De Simone A, Cavalli A, Vendruscolo M (2012) Characterization of the conformational
equilibrium between the two major substates of RNase A using NMR chemical shifts, J. Am. Chem. Soc. 134(9),
3968-3971.

Cavanagh J, Fairbrother WJ, Palmer AG, Rance M, Skelton NJ (2007) Protein NMR Spectroscopy: Principles and
Practice, 2nd ed., Elsevier, San Diego, 21. o.

Cho CC, Hung KW, Gorja DR, Yu C (2015) The solution structure of human calcium-bound S100A4 mutated at four
cysteine loci, J. Biomol. NMR 62(2), 233-238.

106



Clark K, Middelbeek J, Lasonder E, Dulyaninova NG, Morrice NA, Ryazanov AG, Bresnick AR, Figdor CG,
Leeuwen, FN (2008) TRPM7 regulates myosin IlA filament stability and protein localization by heavy chain
phosphorylation, J. Mol. Biol. 378(4), 790-803.

Clore GM, Driscoll PC, Wingfield PT, Gronenborn AM (1990) Analysis of the backbone dynamics of interleukin-1
beta using two-dimensional inverse detected heteronuclear 15N-1H NMR spectroscopy, Biochemistry 29(32),
7387-7401.

Clore GM, Szabo A, Bax A, Kay LE, Driscoll PC, Gronenborn AM (1990) Deviations from the simple two-parameter
model-free approach to the interpretation of nitrogen-15 nuclear magnetic relaxation of proteins, J. Am. Chem.
Soc. 112(12), 4989-4991.

Clucas J, Valderrama F. (2014) ERM proteins in cancer progression, J. Cell. Sci. 127(2), 267-275.

Cole R, Loria JP (2003) FAST-Modelfree: a program for rapid automated analysis of solution NMR spin-relaxation
data, J. Biomol. NMR 26(3), 203-213.

Cohen C, Parry DA (1990) Alpha-helical coiled coils and bundles: how to design an alpha-helical protein, Proteins
7(1), 1-15.

Cooper TM, Woody RW (1990) The effect of conformation on the CD of interacting helices: a theoretical study of
tropomyosin, Biopolymers 30(7-8), 657—676.

Cox CJ, Dutta, K, Basavappa R, Zain SB, Pascal SM (2002) Sequence-specific chemical shift assignment of calcium-
loaded murine S100A4, J. Biomol. NMR 23(2), 153-154.

Cuccurullo M, Schlosser G, Cacace G, Malorni L, Pocsfalvi G (2007) Identification of phosphoproteins and
determination of phosphorylation sites by zirconium dioxide enrichment and SELDI-MS/MS, J. Mass Spectrom.
42,1069-1078.

Cukier CD, Maveyraud L, Saurel O, Guillet V, Milon A, Gervais V (2016) The C-terminal region of the transcriptional
regulator THAP11 forms a parallel coiled-coil domain involved in protein dimerization, J. Struct. Biol. 194(3),
337-346.

Czajlik A, Kovacs B, Permi P, Gaspari Z (2017) Fine-tuning the extent and dynamics of binding cleft opening as a
potential general regulatory mechanism in parvulin-type peptidyl prolyl isomerases, Sci. Rep. 7, 44504.

Csermely P, Palotai R, Nussinov R (2010) Induced fit, conformational selection and independent dynamic segments:
an extended view of binding events, Trends Biochem. Sci. 35(10), 539-546.

Dahan 1, Yearim A, Touboul Y, Ravid S (2012) The tumor suppressor Lgll regulates NMII-A cellular distribution
and focal adhesion morphology to optimize cell migration, Mol. Biol. Cell. 23(4), 591-601.

Daragan VA, Mayo KH (1997) Motional model analysisof protein and peptide dynamics using **C and ®*N NMR
relaxation, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 31, 63-105.

Davies BR, Davies MP, Gibbs FE, Barraclough R, Rudland PS (1993) Induction of the metastatic phenotype by
transfection of a benign rat mammary epithelial cell line with the gene for p9Ka, a rat calcium-binding protein, but
not with the oncogene EJ-ras-1, Oncogene 8(4), 999-1008.

Di Lello P, Jenkins LM, Jones TN, Nguyen BD, Hara T, Yamaguchi H, Dikeakos JD, Appella E, Legault P,
Omichinski JG (2006) Structure of the Tfh1/p53 complex: Insights into the interaction between the p62/Tfbl
subunit of TFIIH and the activation domain of p53, Mol. Cell. 22(6), 731-740.

van Dieck J, Teufel DP, Jaulent AM, Fernandez-Fernandez MR, Rutherford TJ, Wyslouch-Cieszynska A, Fersht AR
(2009) Posttranslational modifications affect the interaction of S100 proteins with tumor suppressor p53, J. Mol.
Biol. 394(5), 922-930.

Donato R (2001) S100: a multigenic family of calcium-modulated proteins of the EF-hand type with intracellularand
extracellular functional roles, Int. J. Biochem. Cell Biol. 33(7), 637-668.

Donato R (2003) Intracellular and extracellular roles of S100 proteins. Microsc. Res. Tech. 60(6), 540-551.

Dosset P, Hus JC, Blackledge M, Marion D (2000) Efficient analysis of macromolecular rotational diffusion from
heteronuclear relaxation data, J. Biomol. NMR 16(1), 23-28.

Drahos L, Schlosser G, Vékey K (2018) Tomegspektrometria-alapi proteomika azonositasa, In Ezerarcu fehérjék,
szerk.: Buday L, Nyitray L, Perczel A, Semmelweis Kiado, Budapest, 695-698. o.

Drohat AC, Weber DJ, Nenortas E, Beckett D (1997), Protein Sci. 6(7), 1577-1582.

Du M, Wang G, Ismail TM, Gross S, Fernig DG, Barraclough R, Rudland PS (2012) S100P dissociates myosin 1A
filaments and focal adhesion sites to reduce cell adhesion and enhance cell migration, J. Biol. Chem. 287(19),
15330-15344.

Dudola D, Kovacs B, Gaspari Z (2017) CoNSEnsX+ Webserver for the Analysis of Protein Structural Ensembles
Reflecting Experimentally Determined Internal Dynamics, J. Chem. Inf. Model 57(8), 1728-1734.

Duelli A, Kiss B, Lundholm I, Bodor A, Petoukhov MV, Svergun DI, Nyitray L, Katona G (2014) The C-terminal
random coil region tunes the Ca2*-binding affinity of S100A4 through conformational activation, PLoS One 9(5),
€97654.

Dukhanina EA, Dukhanin AS, Lomonosov MY, Lukanidin EM, Georgiev GP (1997) Spectral studies on the calcium-
binding properties of Mtsl protein and its interaction with target protein, FEBS Lett. 410(2-3),
403-406.

Dukhanina EA, Kabanova OD, Lukyanova TI, Shatalov YV, Yashin DV, Romanova EA, Gnuchev NV, Galkin AV,

107



Georgiev GP, Sashchenko LP (2009) Opposite roles of metastasin (S100A4) in two potentially tumoricidal
mechanisms involving human lymphocyte protein Tag7 and Hsp70, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 106(33), 13963—
13967.

Dulyaninova NG, Malashkevich VN, Almo SC, Bresnick AR (2005) Regulation of Myosin-l11A Assembly and Mts1
Binding by Heavy Chain Phosphorylation, Biochemistry 44(18), 6867—6876.

Dulyaninova NG, Bresnick AR (2013) The heavy chain has its day — Regulation of myosin-Il assembly,
Bioarchitecture, 3(4), 77-85.

Dutta K, Cox CJ, Alexandrov A, Huang H, Basavappa R, Pascal SM (2002a) Sequence-specific chemical shift
assignment and chemical shift indexing of murine apo-Mts1, J. Biomol. NMR 22(2), 181-182.

Dutta K, Cox CJ, Huang H, Basavappa R, Pascal SM (2002b) Calcium coordination studies of the metastatic Mts1
protein, Biochemistry 41(13), 4239-4245.

Dutta K, Cox CJ, Basavappa R, Pascal SM (2008) 15N relaxation studies of Apo-Mtsl: a dynamic S100 protein,
Biochemistry 47(29), 7637—7647.

Ecsédi P, Kiss B, Gogl G, Radnai L, Buday L, Koprivanacz K, Liliom K, Leveles I, Vértessy B, Jeszen6i N, Hetényi
C, Schlosser G, Katona G, Nyitray L (2017) Regulation of the Equilibrium between Closed and Open
Conformations of Annexin A2 by N-Terminal Phosphorylation and S100A4-Binding, Structure 25(8), 1195-1207.

Ecsédi P, Billington N, Palfy G, Gogl G, Kiss B, Bulyéki E, Bodor A, Sellers JR, Nyitray L (2018) Multiple S100
protein isoforms and C-terminal phosphorylation contribute to the paralog-selective regulation of nonmuscle
myosin 2 filaments, J. Biol. Chem. 293(38), 14850-14867.

Eisenberg D, Schwarz E, Komaromy M, Wall R (1984) Analysis of membrane and surface protein sequences with the
hydrophobic moment plot, J. Mol. Biol. 179(1), 125-142.

Elliott PR, Irvine AF, Jung HS, Tozawa K, Pastok MW, Picone R, Badyal SK, Basran J, Rudland PS, Barraclough R,
Lian L-Y, Bagshaw CR, Kriajevska M, Barsukov IL (2012) Asymmetric mode of Ca?>"-S100A4 interaction with
nonmuscle myosin I1A generates nanomolar affinity required for filament remodeling, Structure 20(4), 654—666.

Emberley ED, Murphy LC, Watson PH (2004) S100 proteins and their influence on pro-survival pathway in cancer,
Biochem. Cell Biol. 82(4), 508-515.

Fano G, Biocca S, Fulle S, Mariggio MA, Belia S, Calissano P (1995) The S-100: a protein family in search of a
function, Prog. Neurobiol. 46(1), 71-82.

Farkas V, Jakli I, Kardos J, Vass E (2018) Elektron- és rezgési spektroszkopia a fehérjekutatasban, In Ezerarcu
fehérjék, szerk.: Buday L, Nyitray L, Perczel A, Semmelweis Kiado, Budapest, 277-287. o.

Farrow NA, Zhang O, Szabo A, Torchia DA, Kay LE (1995) Spectral density function mapping using 15N relaxation
data exclusively, J. Biomol. NMR 6(2), 153-162.

F Dudés E, Bodor A (2019) A quantitative, diffusion NMR based analytical tool to distinguish folded, disordered and
denatured biomolecules, Anal. Chem. (elfogadva), doi: 10.1021/acs.analchem.8b05617.

Fenwick RB, van den Bedem H, Fraser JS, Wright PE (2014) Integrated description of protein dynamics from room-
temperature X-ray crystallography and NMR, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 111(4), E445-454.

Fernandez-Fernandez MR, Veprintsev DB, Fersht AR (2005) Proteins of the S100 family regulate the oligomerization
of p53 tumor suppressor, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102(13), 4735-4740.

Foster MP, McElroy CA, Amero CD (2007) Solution NMR of large molecules and assemblies, Biochemistry 46(2),
331-340.

Garcia de la Torre J, Huertas ML, Carrasco B (2000) HYDRONMR: prediction of NMR relaxation of globular
proteins from atomic-level structures and hydrodynamic calculations, J. Magn. Reson. 147(1), 138-146.

Garrett SC, Varney KM, Weber DJ, Bresnick AR (2006) S100A4, a mediator of metastasis, J. Biol. Chem. 281(2),
677-680.

Gill ML, Byrd RA, Palmer AG 111 (2016) Dynamics of GCN4 facilitate DNA interaction: a model-free analysis of an
intrinsically disordered region, Phys. Chem. Chem. Phys. 18(8), 5839-5849.

Gingras AR, Basran J, Prescott A, Kriajevska M, Bagshaw CR, Barsukov IL (2008) Crystal structure of the Ca(2+)-
form and Ca(2+)-binding kinetics of metastasis-associated protein, S100A4, FEBS Lett. 582(12), 1651-1656.
Grigorian M, Andresen S, Tulchinsky E, Kriajevska M, Carlberg C, Kruse C, Cohn M, Ambartsumian N, Christensen
A, Selivanova G, Lukanidin E (2001) Tumor suppressor p53 protein is a new target for the metastasis-associated

Mts1/S100A4 protein: functional consequences of their interaction, J. Biol. Chem. 276(25), 22699-22708.

Goddard TD, Kneller DG (2000) SPARKY 3., University of California, San Francisco

Griinberg R, Nilges M, Leckner J (2006) Flexibility and Conformational Entropy in Protein-Protein Binding, Structure
14(4), 683-693.

Hashimoto M, Kodera N, Tsunaka Y, Oda M, Tanimoto M, Ando T, Morikawa K, Tate S (2013) Phosphorylation-
coupled intramolecular dynamics of unstructured regions in chromatin remodeler FACT, Biophys. J. 104(10),
2222-2234.

He Y, Chen Y, Mooney SM, Rajagopalan K, Bhargava A, Sacho E, Weninger K, Bryan PN, Kulkarni P, Orban J
(2015) Phosphorylation-induced Conformational Ensemble Switching in an Intrinsically Disordered Cancer/Testis
Antigen, J. Biol. Chem. 290(41), 25090-25102.

Hiller S, Fiorito F, Wiithrich K, Wider G (2005) Automated projection spectroscopy (APSY), Proc. Natl. Acad. Sci.

108



USA. 102(31), 10876-10881.

Hiller S, Wasmer C, Wider G, Wiithrich K (2007) Sequence-specific resonance assignment of soluble nonglobular
proteins by 7D APSY-NMR spectroscopy, J. Am. Chem. Soc. 129(35), 10823-10828.

Hu B, Gilkes DM, Farooqi B, Sebti SM, Chen J (2006) MDMX overexpression prevents p53 activation by the MDM2
inhibitor Nutlin, J. Biol. Chem. 281(44), 33030-33035.

Huang L, Xu 'Y, Cai G, Guan Z, Cai S. (2012) Downregulation of S100A4 expression by RNA interference suppresses
cell growth and invasion in human colorectal cancer cells, Oncol. Rep. 27(4), 917-922.

Inman KG, Baldisseri DM, Miller KE, Weber DJ (2001) Backbone dynamics of the calcium-signaling protein apo-
S100B as determined by 15N NMR relaxation, Biochemistry 40(12), 3439-3448.

Ishigaki T, Ohki I, Utsunomiya-Tate N, Tate SI (2007) Chimeric structural stabilities in the coiled-coil structure of
the NECK domain in human lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1 (LOX-1), J. Biochem. 141(6),
855-866.

Jarymowycz VA, Stone MJ (2006) Fast time scale dynamics of protein backbones: NMR relaxation methods,
applications, and functional consequences, Chem. Rev. 106(5), 1624-1671.

Jenkinson SR, Barraclough R, West CR, Rudland PS (2004) S100A4 regulates cell motility and invasion in an in vitro
model for breast cancer metastasis, Br. J. Cancer 90(1), 253-262.

Joerger AC, Fersht AR (2008) Structural biology of the tumor suppressor p53, Annu. Rev. Biochem. 77, 557-582.

Kaplan AR, Brady MR, Maciejewski MW, Kammerer RA, Alexandrescu AT (2017) Nuclear Magnetic Resonance
Structures of GCN4p Are Largely Conserved When lon Pairs Are Disrupted at Acidic pH but Show a Relaxation
of the Coiled Coil Superhelix, Biochemistry 56(11), 1604-1619.

Kay LE (1998) Protein dynamics from NMR, Biochem. and Cell Biol. 76(2-3), 145-152.

Keller RLJ (2004) The computer aided resonance assignment tutorial, Cantina Verlag, Goldau

Kim EJ, Helfman DM (2003) Characterization of the metastasis-associated protein, SLI00A4. Roles of calcium binding
and dimerization in cellular localization and interaction with myosin, J. Biol. Chem. 278(32), 30063-30073.

Kiss B, Duelli A, Radnai L, Kékesi KA, Katona G, Nyitray L (2012) Crystal structure of the S100A4-nonmuscle
myosin 1A tail fragment complex reveals an asymmetric target binding mechanism, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
109(16), 6048-6053.

Kiss B, Kalmar L, Nyitray L, Pal G (2016) Structural determinants governing S100A4-induced isoform-selective
disassembly of nonmuscle myosin Il filaments, FEBS J. 283(11), 2164-2180.

Koltzscher M, Neumann C, Konig S, Gerke V. (2003) Ca?*-dependent binding and activation of dormant ezrin by
dimeric S100P, Mol. Biol. Cell 14(6), 2372-2384.

Korzhnev DM, Karlsson BG, Orekhov VY, Billeter M (2003) NMR detection of multiple transitions to low-populated
states in azurin, Protein Sci. 12(1), 56-65.

Kriajevska MV, Cardenas MN, Grigorian MS, Ambartsumian NS, Georgiev GP, Lukanidin EM (1994) Non-muscle
myosin heavy chain as a possible target for protein encoded by metastasis-related mts-1 gene, J. Biol. Chem.
269(31), 19679-19682.

Kriajevska M, Fischer-Larsen M, Moertz E, Vorm O, Tulchinsky E, Grigorian M, Ambartsumian N, Lukanidin E
(2002) Liprin beta 1, a member of the family of LAR transmembrane tyrosine phosphatase-interacting proteins, is
a new target for the metastasis-associated protein S100A4 (Mtsl), J. Biol. Chem. 277(7), 5229-5235.

Krizova H, Zidek L, Stone MJ, Novotny MV, Sklenar V (2004) Temperature-dependent spectral density analysis
applied to monitoring backbone dynamics of major urinary protein-1 complexed with the pheromone 2- sec-butyl-
4,5-dihydrothiazole, J. Biomol. NMR. 28(4), 369-384.

Krois AS, Ferreon JC, Martinez-Yamout MA, Dyson HJ, Wright PE (2016) Recognition of the disordered p53
transactivation domain by the transcriptional adapter zinc finger domains of CREB-binding protein, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 113(13), E1853-1862.

Lane DP (1992) Cancer. p53, guardian of the genome, Nature 358(6381), 15-16.

Lee H, Mok KH, Muhandiram R, Park KH, Suk JE, Kim DH, Chang J, Sung YC, Choi KY, Han KH (2000) Local
Structural Elements in the Mostly Unstructured Transcriptional Activation Domain of Human p53, J. Biol. Chem.
275(38), 29426-29432.

Lee CW, Martinez-Yamout MA, Dyson HJ, Wright PE (2010) Structure of the p53 transactivation domain in complex
with the nuclear receptor coactivator binding domain of CREB binding protein, Biochemistry 49(46), 9964-9971.

Lee W, Tonrelli M, Markley JL (2015): NMRFAM-SPARKY: enhanced software for biomolecular NMR
spectroscopy, Bioinformatics 31(8), 1325-1327.

Lefeévre JF, Dayie KT, Peng JW, Wagner G (1996) Internal mobility in the partially folded DNA binding and
dimerization domains of GAL4: NMR analysis of the N-H spectral density functions, Biochemistry 35(8),
2674-2686.

Leiter LM, Chen J, Marathe T, Tanaka M, Dutta A. (1996) Loss of transactivation and transrepression function, and
not RPA binding, alters growth suppression by p53, Oncogene 12(12), 2661-2668.

Li ZH, Spektor A, Varlamova O, Bresnick AR. (2003) Mtsl regulates the assembly of nonmuscle myosin-I1A,
Biochemistry 42(48), 14258-14266.

Li ZH, Bresnick AR (2006) The S100A4 metastasis factor regulates cellular motility via a direct interaction with

109



myosin-11A, Cancer Res. 66(10), 5173-5180.

Lin J, Chen J, Elenbaas B, Levine AJ (1994) Several hydrophobic amino acids in the p53 amino-terminal domain are
required for transcriptional activation, binding to mdm-2 and the adenovirus 5 E1B 55-kD protein,
Genes Dev. 8(10), 1235-1246.

Lipari G, Szabo A (1982a) Model-free approach to the interpretation of nuclear magnetic resonance relaxation in
macromolecules. 1. Theory and range of validity, J. Am. Chem. Soc. 104(17), 4546-4559.

Lipari G, Szabo A (1982b) Model-free approach to the interpretation of nuclear magnetic resonance relaxation in
macromolecules. 2. Analysis of experimental results, J. Am. Chem. Soc. 104(17), 4559-4570.

Liriano MA, Varney KM, Wright NT, Hoffman CL, Toth EA, Ishima R, Weber DJ (2012) Target binding to S100B
reduces dynamic properties and increases Ca(2+)-binding affinity for wild type and EF-hand mutant proteins,
J. Mol. Biol. 423(3), 365-385.

Lukanidin E, Sleeman JP (2012) Building the niche: the role of the S100 proteins in metastatic growth, Semin. Cancer
Biol. 22(3), 216-225.

Lum JK, Neuweiler H, Fersht AR (2012) Long-range modulation of chain motions within the intrinsically disordered
transactivation domain of tumor suppressor p53, J. Am. Chem. Soc. 134(3), 1617-1622.

Lupas A, Van Dyke M, Stock J (1991) Predicting coiled coils from protein sequences, Science 252(5009),
1162-1164.

Lupas AN (1997) Coiled coils: new structures and new functions, Trends Biochem. Sci. 21(10), 375-382.

Lupas AN, Bassler J (2017) Coiled coils — a model system for the 21th century, Trends Biochem. Sci. 42(2), 130-140.

Malashkevich VN, Varney KM, Garrett SC, Wilder PT, Knight D, Charpentier TH, Ramagopal UA, Almo SC, Weber
DJ, Bresnick AR (2008) Structure of Ca?*-bound S100A4 and its interaction with peptides derived from nonmuscle
myosin-11A Biochemistry 47(18), 5111-5126.

Mandel AM, Akke M, Palmer AG I1l (1995) Backbone dynamics of Escherichia coli ribonuclease HI: correlations
with structure and function in an active enzyme, J. Mol. Biol. 246(1), 144-163.

Marenholz I, Heizmann CW, Fritz G (2004) S100 proteins in mouse and man: from evolution to function and
pathology (including an update of the nomenclature), Biochem. Biophys. Res. Commun. 322(4), 1111-1122.

Markowitz J, Rustandi RR, Varney KM, Wilder PT, Udan R, Wu SL, Horrocks WD, Weber DJ (2005) Calcium-
binding properties of wild-type and EF-hand mutants of S100B in the presence and absence of a peptide derived
from the C-terminal negative regulatory domain of p53, Biochemistry 44(19), 7305-7314.

Marsh JA, Singh VK, Jia Z, Forman-Kay JD (2006) Sensitivity of Secondary Structure Propensities to Sequence
Differences Between a- and y-synuclein: Implications for Fibrillation, Protein Sci. 15(12), 2795-2804.

Marsh JA, Teichmann SA, Forman-Kay JD (2012) Probing the diverse landscape of protein flexibility and binding,
Curr. Opin. Struct. Biol. 22(5), 643-650.

Micsonai A, Wien F, Kernya L, Lee YH, Goto Y, Réfrégiers M, Kardos J (2015) Accurate secondary structure
prediction and fold recognition for circular dichroism spectroscopy, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 112(24),
E3095-3103.

Mishra SK, Siddique HR, Saleem M (2012) S100A4 calcium-binding protein is key player in tumor progression and
metastasis: preclinical and clinical evidence, Cancer Metastasis Rev. 31(1-2), 163-172.

Miskei M, Antal C, Fuxreiter M (2017) FuzDB: database of fuzzy complexes, a tool to develop stochastic structure-
function relationships for protein complexes and higher-order assemblies, Nucleic Acids Res. 45(D1),
D228-D235.

Mirzoeva S, Weigand S, Lukas TJ, Shuvalova L, Anderson WF, Watterson DM (1999) Analysis of the functional
coupling between calmodulin's calcium binding and peptide recognition properties, Biochemistry, 38(13),
3936-3947.

Moore B (1965) A soluble protein characteristic of the nervous system, Biochem. Biophys. Res. Commun. 19(6),
739-744.

Momand J, Zambetti GP, Olson DC, George D, Levine AJ (1992) The mdm-2 oncogene product forms a complex
with the p53 protein and inhibits p53-mediated transactivation, Cell 69(7), 1237-1245.

Motackova V, Novacek J, Zawadzka-Kazimierczuk A, Kazimierczuk K, Zidek L, Sanderova H, Krasny L, Kozminski
W, Sklenat V (2010) Strategy for complete NMR assignment of disordered proteins with highly repetitive
sequences based on resolution-enhanced 5D experiments, J. Biomol. NMR 48(3), 169-177.

Murakami N, Chauhan VP, Elzinga M (1998) Two nonmuscle myosin Il heavy chain isoforms expressed in rabbit
brains: filament forming properties, the effects of phosphorylation by protein kinase C and casein kinase 11, and
location of the phosphorylation sites, Biochemistry 37(7), 1989-2003.

Murakami N, Kotula L, Hwang YW (2000) Two distinct mechanisms for regulation of nonmuscle myosin assembly
via the heavy chain: phosphorylation for MIIB and mts 1 binding for MIIA, Biochemistry 39(37), 11441-11451.

Nakasawa T, Takahashi M, Matsuzawa F, Aikawa S, Togashi Y, Saitoh T, Yamagishi A, Yazawa M (2005) Critical
regions for assembly of vertebrate nonmuscle myosin I, Biochemistry 44(1), 174-183.

Neal S, Nip AM, Zhang H, Wishart DS (2003) Rapid and accurate calculation of protein *H, *3C and N chemical
shifts, J. Biomol. NMR 26(3), 215-240.

Neisch AL, Fehon RG (2011) Ezrin, Radixin and Moesin: key regulators of membrane-cortex interactions and

110



signaling, Curr. Opin. Cell. Biol. 23(4), 377-382.

Nishi H, Shaytan A, Panchenko A R (2014) Physicochemical mechanisms of protein regulation by phosphorylation,
Front Genet. 5, 270.

Nogueira MO, Hosek T, Calgada EO, Castiglia F, Massimi P, Banks L, Felli IC, Pierattelli R (2017) Monitoring HPV-
16 E7 phosphorylation events, Virology 503, 70-75.

Nowakowski M, Jaremko L, Jaremko M, Zhukov I, Belczyk A, Bierzynski A, Ejchart A (2011) Solution NMR
structure and dynamics of human apo-S100AL1 protein, J. Struct. Biol. 174(2), 391-399.

Nowakowski M, Ruszczynska-Bartnik K, Budzinska M, Jaremko L, Jaremko M, Zdanowski K, Bierzynski A, Ejchart
A (2013) Impact of calcium binding and thionylation of S100A1 protein on its nuclear magnetic resonance-derived
structure and backbone dynamics, Biochemistry 52(7), 1149-1159.

Orre LM, Panizza E, Kaminskyy VO, Vernet E, Gréslund T, Zhivotovsky B, Lehtio J (2013) S100A4 interacts with
p53 in the nucleus and promotes p53 degradation, Oncogene, 32(49), 5531-5540.

Ouderkirk JL, Krendel M (2014) Non-muscle myosins in tumor progression, cancer cell invasion and metastasis,
Cytoskeleton (Hoboken) 71(8), 447—463.

Pathuri P, Vogeley L, Luecke H (2008) Crystal structure of metastasis-associated protein S100A4 in the active
calcium-bound form, J. Mol. Biol. 383(1), 62-67.

Pélfy G, Kiss B, Nyitray L, Bodor A (2016) Multilevel Changes in Protein Dynamics upon Complex Formation of
the Calcium-Loaded S100A4 with a Nonmuscle Myosin 1A Tail Fragment, Chembiochem. 17(19), 1829-1838.

Palmer AG 111 (1997) Probing molecular motion by NMR, Curr. Opin. Struct. Biol. 7(5), 732-737.

Palmer AG Il (2014) Chemical exchange in biomacromolecules: past, present, and future, J. Magn. Reson. 241,
3-17.

Pascual J, Pfuhl M, Walther D, Saraste M, Nilges M (1997) Solution structure of the spectrin repeat: a left-handed
antiparallel triple-helical coiled-coil, J. Mol. Biol. 273(3), 740-751.

Perczel A, Park K, Fasman GD (1991) Deconvolution of the circular dichroism spectra of proteins: the circular
dichroism spectra of the antiparallel beta-sheet in proteins, Proteins 13(1), 57-69.

Pocsfalvi G, Cuccurullo M, Schlosser G, Scacco S, Papa S, Malorni A (2007) Phosphorylation of B14.5a subunit from
bovine heart complex | identified by titanium dioxide selective enrichment and shotgun proteomics, Mol. Cell
Prot. 6(2), 231-237.

Price WS (1997) Pulsed-Field GradientNuclear MagneticResonance as a Tool forStudying TranslationalDiffusion:
Part 1.Basic Theory, Concepts Magn. Reson. 9, 299-336.

Price WS (1998) Pulsed-field gradient nuclear magnetic resonance as a tool for studying translational diffusion: Part
I1. Experimental aspects, Concepts Magn. Reson. 10, 197-237.

Raj N, Attardi LD (2017) The Transactivation Domains of the p53 Protein, Cold Spring Harb. Perspect. Med. 7(1).
a026047.

Ramagopal UA, Dulyaninova NG, Varney KM, Wilder PT, Nallamsetty S, Brenowitz M, Weber DJ, Almo SC,
Bresnick AR (2013) Structure of the S100A4/myosin-11A complex, BMC Struct. Biol. 13, 31.

Renzoni D, Esposito D, Pfuhl M, Hinton JC, Higgins CF, Driscoll PC, Ladbury JE (2001) Structural characterization
of the N-terminal oligomerization domain of the bacterial chromatin-structuring protein, H-NS, J. Mol. Biol.
306(5), 1127-1137.

Richter B, Gsponer J, Varnai P, Salvatella X, Vendruscolo M (2007) The MUMO (minimal under-restraining minimal
over-restraining) method for the determination of native state ensembles of proteins, J. Biomol. NMR 37(2), 117—
135.

Rovoé P, Straner P, Lang A, Bartha I, Huszar K, Nyitray L, Perczel A (2013) Structural insights into the Trp-cage
folding intermediate formation, Chemistry 19(8), 2628-2640.

Rule GS, Hitchens TK (2006) Fundamentals of Protein NMR Spectroscopy, Springer, Dordrecht, Hollandia,
441. o.

Rustandi R, Vallely KM, Varlamova O, Klein MG, Almo SC, Bresnick AR, Weber DJ (2001) 1H, 13C, 15N NMR
sequence-specific resonance assignments for human apo-Mtsl1 (S100A4), J. Biomol. NMR 19(4), 381-382.

Sattler M, Schleucher J, Griesinger C (1999) Heteronclear multidimensional NMR experiments for the structure
determination of proteins in solution employing pulsed field gradients, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 34,
93-158.

Schanda P, Brutscher B (2005) Very fast two-dimensional NMR spectroscopy for real-time investigation of dynamic
events in proteins on the time scale of seconds, J. Am. Chem. Soc. 127(22), 8014-8015.

Schanda P, Van Melckebeke H, Brutscher B (2006) Speeding up three-dimensional protein NMR experiments to a
few minutes, J. Am. Chem. Soc. 128(28), 9042-9043.

Schubert M, Labudde D, Oschkinat H, Schmieder P (2002) A software tool for the prediction of Xaa-Pro bond
conformations in proteins based on *3C chemical shift statistics, J. Biomol. NMR 24(2), 149-154.

Scolnick DM, Chehab NH, Stavridi ES, Lien MC, Caruso L, Moran E, Berger SL, Halazonetis TD (1997) CREB-
binding protein and p300/CBP-associated factor are transcriptional coactivators of the p53 tumor suppressor
protein, Cancer Res. 57(17), 3693-3696.

Sellers JR (2000) Myosins: a diverse superfamily, Biochim. Biophys. Acta. 1496(1), 3-22.

111



Semov A, Moreno MJ, Onichtchenko A, Abulrob A, Ball M, Ekiel I, Pietrzynski G, Stanimirovic D, Alakhov V (2005)
Metastasis-associated protein S100A4 induces angiogenesis through interaction with Annexin Il and accelerated
plasmin formation, J. Biol. Chem. 280(21), 20833-20841.

Sharma R, Raduly Z, Miskei M, Fuxreiter M (2015) Fuzzy complexes: Specific binding without complete folding,
FEBS Lett. 589(19), 2533-2542.

Sharma AK, Birrane G, Anklin C, Rigby AC, Alper SL (2017) NMR insight into myosin-binding subunit coiled-coil
structure reveals binding interface with protein kinase G-Io leucine zipper in vascular function, J. Biol. Chem.
292(17), 7052—7065.

Shen Y, Bax A (2013) Protein backbone and sidechain torsion angles predicted from NMR chemical shifts using
artificial neural networks, J. Biomol. NMR. 56(3), 227-241.

Skinner SP, Fogh RH, Boucher W, Ragan TJ, Mureddu LG, Vuister GW (2016) CcpNmr AnalysisAssign: a flexible
platform for integrated NMR analysis, J. Biomol. NMR. 66(2), 111-124.

Soussi T (2000) The p53 tumor suppressor gene: from molecular biology to clinical investigation, Ann. N. Y. Acad.
Sci. 910, 121-137.

Tarabykina S, Scott DJ, Herzyk P, Hill TJ, Tame, JRH, Kriajevska M, Lafitte D, Derrick PJ, Dodson GG, Maitland
NJ, Lukanidin EM, Bronstein IB (2001) The dimerization interface of the metastasis-associated protein S100A4
(Mts1) — In vivo and in vitro studies, J. Biol. Chem. 276(26), 24212-24222.

Tompa P, Fuxreiter M (2008) Fuzzy complexes: polymorphism and structural disorder in protein-protein interactions,
Trends Biochem. Sci. 33(1), 2-8.

Uversky VN (2016) p53 Proteoforms and Intrinsic Disorder: An lllustration of the Protein Structure—Function
Continuum Concept, Int. J. Mol. Sci. 17(11), 1874.

Vallely, KM, Rustandi RR, Ellis KC, Varlamova O, Bresnick AR, Weber DJ (2002) Solution structure of human Mts1
(S100A4) as determined by NMR spectroscopy Biochemistry 41(42), 12670-12680.

Vavra KC, Xia Y, Rock RS (2016) Competition between Coiled-Coil Structures and the Impact on Myosin-10 Bundle
Selection, Biophys J. 110(11), 2517-2527.

Vicente-Manzanares M, Ma X, Adelstein RS, Horwitz AR (2009) Non-muscle myosin 11 takes centre stage in cell
adhesion and migration, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 10(11), 778-790.

Vise PD, Baral B, Latos AJ, Daughdrill GW (2005) NMR chemical shift and relaxation measurements provide
evidence for the coupled folding and binding of the p53 transactivation domain, Nucleic Acids Res. 33(7),
2061-2077.

Williamson MP (2013) Using chemical shift perturbation to characterise ligand binding, Prog. Nucl. Magn. Reson.
Spectrosc. 73, 1-16.

Wood CW, Bruning M, Ibarra AA, Bartlett GJ, Thomson AR, Sessions RB, Brady RL, Woolfson DN (2014)
CCBuilder: an interactive web-based tool for building, designing and assessing coiled-coil protein assemblies,
Bioinformatics 30(21), 3029-3035.

Wishart DS, Bigam CG, Holm A, Hodges RS, Sykes BD (1995) 1H, 13C and 15N random coil NMR chemical shifts
of the common amino acids. |. Investigations of nearest-neighbor effects, J. Biomol. NMR 5(1), 67-81.

Wright NT, Inman KG, Levine JA, Cannon BR, Varney KM, Weber DJ (2008a) Refinement of the solution structure
and dynamic properties of Ca(2+)-bound rat S100B, J. Biomol. NMR 42(4), 279-286.

Wright NT, Prosser BL, Varney KM, Zimmer DB, Schneider MF, Weber DJ (2008b) S100A1 and calmodulin
compete for the same binding site on ryanodine receptor, J. Biol. Chem. 283(39), 26676—-26683.

Wiitrich K (1990) Protein structure determination in solution by NMR spectroscopy, J. Biol. Chem. 265(36),
22059-22062.

Xiao H, Pearson A, Coulombe B, Truant R, Zhang S, Regier JL, Triezenberg SJ, Reinberg D, Flores O, Ingles CJ
(1994) Binding of basal transcription factor TFIIH to the acidic activation domains of VP16 and p53, Mol. Cell.
Biol. 14(10), 7013-7024.

Yang D, Kay LE (1996) Contributions to conformational entropy arising from bond vector fluctuations measured from
NMR-derived order parameters: application to protein folding, J. Mol. Biol. 263(2), 369-382.

Zhukov I, Ejchart A, Bierzynski A (2008) Structural and motional changes induced in apo-S100A1 protein by the
disulfide formation between its Cys 85 residue and beta-mercaptoethanol, Biochemistry 47(2), 640-650.

Zhou NE, Kay CM, Hodges RS (1992) Synthetic model proteins. Positional effects of interchain hydrophobic
interactions on stability of two-stranded alpha-helical coiled-coils. J. Biol. Chem. 267(4), 2664-2670.

Zimmer DB, Weber DJ (2010) The Calcium-Dependent Interaction of S100B with Its Protein Targets, Cardiovasc.
Psychiatry. Neurol. 2010, 728052.

Zuiderweg ER (2002) Mapping protein-protein interactions in solution by NMR spectroscopy, Biochemistry 41(1),
1-7.

112



ADATLAP

a doktori értekezés nyilvanossagra hozatalahoz*

I. A doktori értekezés adatai

A szerzo neve: Palfy Gyula

MTMT-azonosito: 10054806

A doktori értekezés cime és alcime: A tumormetasztazisban szerepet jatszo néhany fehérje

vizsgalata NMR spektroszkopiaval

A doktori iskola neve: Hevesy Gyorgy Kémia Doktori Iskola

A doktori iskolan beliili doktori program neve: Szintetikus kémia, biomolekularis kémia
A témavezetd neve és tudomanyos fokozata: Dr. Bodor Andrea, PhD.

A témavezeté munkahely: ELTE Természettudomanyi Kar, Kémiai Intézet

1. Nyilatkozatok

1. A doktori értekezés szerzdjeként

a) hozzajarulok, hogy a doktori fokozat megszerzését kovetden a doktori értekezésem ¢s a tézisek
nyilvanossagra keriiljenek az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban. Felhatalmazom a
Természettudomanyi kar Dékéani Hivatal Doktori, Habilitacios és Nemzetkdzi Ugyek Csoportjanak
ligyintéz0jét, hogy az értekezést és a téziseket feltdltse az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarba,
¢és ennek soran kitdltse a feltdltéshez sziikséges nyilatkozatokat.

b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illet6leg oltalmi bejelentés
kozzétételéig a doktori értekezést ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban és az
ELTE Digitélis Intézményi Tudéstarban;

¢) kérem, hogy a nemzetbiztonsagi okbol mindsitett adatot tartalmazo doktori értekezést a
mindsités (datum)-ig tart6 idotartama alatt ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban
¢s az ELTE Digitalis Intézményi Tudéstarban;

d) kérem, hogy a mii kiadasara vonatkoz6 mellékelt kiado szerzédésre tekintettel a doktori
értekezést a konyv megjelenéséig ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban, €s az
ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban csak a konyv bibliografiai adatait tegy¢k kozz¢. Ha a
konyv a fokozatszerzést kovetdn egy évig nem jelenik meg, hozzajarulok, hogy a doktori
értekezésem ¢és a tézisek nyilvanossagra kertiljenek az Egyetemi Konyvtarban és az ELTE Digitalis
Intézményi Tudastarban.

2. A doktori értekezés szerzéjeként kijelentem, hogy

a) az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarba feltdltendé doktori értekezés €s a tézisek sajat eredeti,
6nallo szellemi munkam és legjobb tudomasom szerint nem sértem vele senki szerzoi jogait;

b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozon benyjtott
tartalmak (szoveg €s abrak) mindenben megegyeznek.

3. A doktori értekezés szerzdjeként hozzajarulok a doktori értekezés és a tézisek szovegének
plagiumkeres6 adatbazisba helyezéséhez és plagiumellendrzd vizsgalatok lefuttatasahoz.
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