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Egy szimmetrikus homodimer Ca*-koto fehérje, az S100A4
aszimmetrikus kolcsonhatasai

NYITRAY Laszl6*
ELTE Biokémiai Tanszék, Pazmany Péter sétany 1/c, 1112 Budapest

Bevezetés:szimmetriaésaszimmetriaafehérjeszerkezetek
vilagaban

Herman Weyl, a hires matematikus igy fogalmaz a
»Szimmetria” ciml kdnyvében: ,,A szimmetria olyan
fogalom, mellyel az ember hosszu korokon at igyekezett
a rendet, szépséget ¢és tokéletességet megérteni”.!
Természetesen igaz ez az allitas a szerkezeti biologusokra is.
Elég csak arra gondolnunk, hogy a sokak altal a molekularis
és a szerkezeti bioldgia sziiletésének tekintett felfedezés,
a DNS kettés hélix szerkezet megfejtése €s az abban rejlé
elegdns informaciotarolasi mod feltdrasa mit jelentett a
bioldgiai ,,rend” megértése terén. Ez a felfedezés 1953-ban
volt, amikor a proteinek, a bioldgia szempontbol ,,elsddleges”
(a gordg proteios szé jelentése ez) makromolekulak
térszerkezetérél még nem voltak ismereteink, az elso fehérje
kristalyszerkezeti modell megsziiletésére még 6t évet kellett
varni.

A weyli definici6 alapjan nem volt meglepd a fehérjekutatok
is azt feltételezték, hogy az altaluk vizsgalt bonyolult
molekulak téralkata is a természet altal kedvelt, nekiink
esztétikai élményt nyujtdé szimmetrikus szerkezetet
mutat. De tévedtek — amikor John Kendrew bemutatta az
oxigéntarolo fehérje, a mioglobin térszerkezeti modelljét,
azt csunyanak latta, s a legfontosabb tulajdonsaganak a
komplexitason tal a szimmetria hianyat tekintette.” Ma mar
tobb tizezer fehérje térszerkezetét ismerjiikk, de a keresett
szimmetriat az egyetlen polipeptidlancbol all6 fehérjék
haromdimenzios szerkezetében sehol sem fedezhetjiik
fel. Ez korantsem meglepd, hiszen a biologiailag fontos
polimerek épitékockaira a homokiralitas elve all fenn, ami
kizarja a tiikdrszimmetriat a fehérjék vilagabol.

A tobb tizezer ismert fehérje kozel felének téralkata
mégis szimmetrikus felépitésti, mivel a fehérjemolekuldk
tobb mint kétharmada negyedleges szerkezettel bir, azaz
tobb polipeptidlancbdl (tobb alegységbdl) all, amelyek
tobbségében azonosak (homooligomerek), bar van koztiik
sok heterooligomer is. (Zardjeles megjegyzés, hogy a
molekularis biologusok szamara a ,,molekula” fogalma nem
egyezik a kémikusokéval, mivel az eldbbiek a hemoglobint
vagy a DNS-t molekulanak tekintik, holott a hemoglobin
négy polipeptidlanca és a DNS két polinukleotidlanca
kozott ,.csak” gyenge masodlagos kotések vannak.) A
homooligomer fehérjék dontd tobbsége forgasi (kisebb
hanyaduk helikalis) szimmetriat mutat, azaz a weyli
vilagrend helyreallt. Erdemes megjegyezni, hogy méar a Max
Perutz altal megoldott masodik fehérje térszerkezet, a két-két
azonos alegységbdl allo, tetramer hemoglobin térszerkezete
is szimmetrikusnak bizonyult (pszeudo-D,-es szimmetridja).

A negyedleges szerkezetli fehérjék legnagyobb része
homodimer. Ezek szinte kivétel nélkil C, szimmetriat
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mutatnak, de érdekes modon, a komplexitds iranyaban
csokkend sorrendben az Osszes (forgasi) krisztallografiai
szimmetriatipus megtalalhatdé az oligomer fehérje-
szerkezetek kozott (C,,C,,C,,C,,C,D,,D,,D,,D,T,O,1I).
Mi az a hajtéerd, ami a fehérjék vilagadban elényt biztosit a
szimmetrikus oligomerek szamara? Jacques Monod tomdren
igy fogalmazta meg a valaszt: “.. finiteness, stability, and self-
assembly” > Az oligomer fehérjék szimmetriaviszonyainak
olvasok a hivatkozasok kozott szerepld alapos dsszefoglald
kozleményben olvashatnak.*

Vajon mennyire tokéletes a szimmetria a komplex
fehérjékben és a fehérje komplexekben? Viszonylag gyakori
a ,szimmetriasértés”, bar ezek az esetek tobbségében
viszonylag kismértékiieck ¢és lokalisak. A szimmetria
atmeneti megsziinése tipikus tulajdonsaga az allosztérikusan
szabdlyozott illetve kooperaciora képes oligomer szerkezetii
fehérjéknek.* Nagyobb mértékii aszimmetria alakul ki sok
esetben a jeltovabbitdé membranreceptor fehérjékben a
ligandumaik (pl. fehérje hormonok) kotésének illetve a
transzkripcios faktorok DNS-hez kotddésének hatasara. A
szimmetrikus oligomer szabalyozofehérjékben bekovetkezd
aszimmetrikus perturbaciokrél és az ezeket felfedd
modszertani lehetségekrol kitiing 6sszefoglald kdzleményt
jelentetett meg a kdzelmultban két magyar kutatd.’

A Krisztallografia Nemzetkozi Eve keretében megtartott
akadémiai ilésen elhangzott eldaddsomban egy olyan
fehérjeszerkezeti példat ismertettem, ahol a kisérleteink
soran egy tumor attétképzésben szerepet jatsz6 homodimer
fehérjének egy partnerfehérjével alkotott komplexében
jelentés mértékli szimmetriasértést tartunk fel — jollehet,
az eddigi szakirodalom szimmetrikus kdlcsonhatast vetitett
elére.

Miel6tt bemutatom a kutatasaink targyat képezo kélesonhatd
fehérjéket, néhany altalanos megjegyzés a fehérje-fehérje
kolesonhatasok (PPI) jelentdségérdl és tipusairdl. Az €16
rendszerek megismerésének egyik kulcsa, hogy a megértsiik
a biomolekulak kozotti molekularis felismerés szerkezeti
alapjait. Ebbdl a szempontbdl a legfontosabbak a két vagy
tobb fehérje kozotti (valamint a DNS-ko6té fehérjék és a
DNS kozotti) kolecsonhatasok feltérképezése. A fehérjék
egymassal és mas molekulakkal, ionokkal kizarolag ezeken
a kolcsonhatasokon keresztiil képesek kommunikalni. A
fehérjék kozotti kolesonhatasok részletes, mechanisztikus

s

agendaja.

Alapvetden kétfele PPI-t kiilonboztetiink meg. Az egyik
tipusu interakcio két globularis fehérje vagy azok doménjei
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(kvazi-fiiggetlen feltekeredési egységei) kozott jon Iétre,
amelyek sokszor kiterjedt kdlcsonhato felszint alkotnak. A
masodik tipusnal —amely az én érdeklédésem homlokterében
all — az egyik kdlcsonhatd partner rovidebb peptidszakasza,
egy un. linedris motivum vesz részt a kotédésben. A linedris
motivumok nagyon gyakran eredendéen rendezetlen
fehérjeszakaszokon (IDP: intrinsically disordered protein)
fordulnak eld, kozponti szerepet jatszanak a tranziens
fehérje-fehérje haldzatok (az interaktom) kialakitasaban,
és halmozottan fordulnak el6 a jeltovabbitas (szignal
transzdukcid) valamint sok mas szabalyozo fehérje
kolcsonhatasaiban.® Példaként egy linearis motivum és
egy sok PPI-ben résztvevé homodimer csomoponti fehérje
(hub protein) kozott 1étrejott szimmetrikus 2:2 komplex
térszerkezetét mutatom be, amelyet a kutatdocsoportunk
hatarozott meg.’

PDB kod:

felbontas: 1,3 A 2XQQ

1. Abra. Az LC8 homodimer fehérje két lineéris kétémotivammal (a
miozin-5a motorfehérjébdl szarmazo peptid) kialakitott szimmetrikus
komplexének kristalyszerkezeti modellje.

Az EF-kéz Ca?*-kot6 fehérjecsalad és az S100 fehérjék

A Ca” a sejtek szamara egy un. masodlagos hirvivo,
amely az izomkontrakciétol és a sejtmigraciotol kezdve
a programozott sejthalalig szamos biologiai folyamatot
szabalyoz. A sejten beliili koncentracidja kiils6 jelek hatasara
a nyugalmi <107 mol/dm3-rél ~10° mol/dm?-re emelkedik,
s Ca*-érzékeld fehérjékhez kotédik. A Ca**-kotés hatasara
ezek a ,,molekularis kapcsold” szerepet betdltd fehérjék
olyan konformaciévaltozason mennek keresztiil, aminek
kovetkeztében kolcsonhatasba 1épnek mas fehérjékkel,
s azok aktivitasat szabalyozzak. A Ca®*" minden esetben
koordinacios kotéssel kapcsolddik a fehérjékhez, méghozza
a legtobb szabalyozo fehérjében egy tipikus hélix-hurok-
hélix szerkezetli motivumhoz, amely az EF-kéz nevet viseli
(a név a parvalbumin Ca?*-k6té fehérje ,,E” és ,,F” jelii
a-hélixére és az emberi kézhez hasonl6 alakjara utal).

2. Abra. Egy tipikus EF-kéz Ca?*- koté motivum szerkezete és a kétértékii
kation koordinalasaban résztvevo oxigén atomok elhelyezkedése.

crer

oxigéntartalmi oldallancok (elsésorban Asp és Glu), a
polipeptidgerinc karbonil-oxigénje vagy szerkezeti vizek
koordinalhatjak a kétértékii kationt, altalaban pentagonalis
bipiramis alakdl ligandumteret alkotva. Szinte mindig
két EF-kéz motivum alkot egy kooperativ funkcionalis
egységet. Az EF-kéz fehérjecsalad (amelynek >500 tagja
ismert) legtipikusabb képviseldje az eukariota sejtekben
univerzalisan el6fordulo, 4 kalciumiont k6té kalmodulin.

Az erésen konzervativ kalmodulinnal ellentétben az
altalunk vizsgalt S100 fehérjecsalad tagjai igen sokfélék.
Az evolucid soran a gerincesekben jelentek meg, a
human genom huszonnégy S100 gént kodol, s az ezekrdl
atirodo  izoformak  tobbé-kevésbé szdvetspecifikusan
fejezédnek  ki.  Dontd  tobbségik  szimmetrikus
homodimer fehérje, mindkét alegységiik két EF-kéz
Ca*"-koté motivumot tartalmaz, amelyek kozil az egyik
a csak erre a csaladra jellemz6 tUn. pszeudo-EF-kéz.®
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3. Abra Az EF-kéz fehérjecsalad tagjainak részleges torzsfaja. Sziirke
hattérrel az S100 fehérjék alcsaladja (a kis gombok és négyzetek a
kanonikus ill. a pszeudo-EF-kéz motivumokat jelolik)

Honnan szarmazik az S100 csalad elnevezése? A
biokémikusok  altal  eldszeretettel  hasznalt  durva
fehérjetisztitasa modszer, a kis6zas soran ezek a fehérjék
100%-0s ammonium-szulfat szaturacid mellett is oldatban
maradnak (igy konnyen tisztithatok).

Az S100 fehérjék fiziologias jelentségérdl dsszefoglaldan
azt mondhatjuk, hogy nagyon sokoldalu a szerepiik, amit
még fokoz, hogy a sejten beliil és kiviil is megtalalhatok.
Ca**-fuggé modon célfehérjékhez kotédve szabalyozzak
tobbek kozott a sejtproliferaciot, differencidciot, apoptozist,
az energia metabolizmust, gyulladdsos folyamatokat és a
sejtmigraciot. Human vonatkozasban fontos kiemelniink
a patologias jelentdségiiket, mivel a taltermelddésiik
szamos betegséggel hozhatd oOsszefiiggésbe: neurologiai
korképekkel (pl. S100B), kiilonb6z6 tumorok kialakulasaval
(pl. S1002, S1006, S100P), gyulladdsos folyamatokkal
(S1008/9, S100A12), pikkelysomorrel (S100A7) és
kardiomiopatiakkal (SI00AT1).°

120. évfolyam, 4. szam, 2014.



Magyar Kémiai Folydirat - Eléaddsok 161

Az S100A4 funkcidi, diszfunkcioi és célfehérjéi

Az S100 csaladtagok koziil a munkacsoportom az
S100A4, ,leanykori” nevén metasztazin fehérjével
kezdett el foglalkozni, mivel ismert volt az irodalombol,
hogy az altalam korabban sokat tanulmanyozott miozin
motorfehérjék egyik, un. nem-izom izoforméjanak (NM2A)

sy

sejtek migracios képességét.

»A Small Actor Playing Many Roles” — ezt a cimet adta az
S100A4-gyel foglalkozo egyik kutatd a fehérjét bemutato
osszefoglald kozleménynek.'® A szamos fiziologias funkcio
mellett a metasztazin név egy diszfunkciéra utal: szamos
klinikai eredmény és allatmodellen végzett kisérlet is
azt mutatja, hogy az S100A4 mennyisége jelentsen
megemelkedik a metasztazisra, tehat attétképzésre hajlamos
mell-, vastagbél-, petefészek-, prosztata és néhany tovabbi
raksejtekben. Minél magasabb a fehérje szintje a primer
tumorban, annal nagyobb valoszintiséggel kdvetezik
be az attétképzés. 1dokozben kideriilt, hogy az S100A4
tultermelddése tobb mas kronikus betegség, igy a reumas
iziileti gyulladas, kiilonboz6é fibrozisok, st a leglijabb
kutatasok szerint allergias korképek kialakulasaban és
fenntartasaban is szerepet jatszik.!!

Az 4. abra foglalja 6ssze azokat a funkcidkat, amelyekben
az S100A4 minden bizonnyal szerepet jatszik, valamint a
tultermelddésébdl adddod diszfunkcidkat és betegségeket.
Erdekes médon az un. KO egér, amelybdl célzottan
eltavolitottak (,.kiiitotték) az SI00A4 gént, nem nagyon
kiilonbozik a vad-tipust tarsaitol — kivéve, hogy a makrofag
sejtjei nem képesek a gyulladasos helyekre kemotaxissal
eljutni; ezenkiviil ezekben az egerekben szinte sosem alakul
ki tumor metasztazis. '

Kemotaktikus
sejtmigracio
EMC
remodeling

Eernant s Invazids képessé
fokozédik [

4. Abra. Az S100A4 fehérje funkcioi (felsd két sor), diszfunkcioi
(harmadik sor), valamint azok a betegségek (also sor), amelyekkel
kapcsolatba hozhato

gacpliinores Citokin-szer(

hatas

Sejttulélés

Fibrézisok Allergia

Mit tudunk az S100A4 célfehérjéir6l? Az irodalomban
eddig kozel két tucat fehérjérél bizonyitottak kisérletesen
(de az esetek egy részénél csak in vitro), hogy komplexet
alkotnak az S100A4-gyel. A Ca?*-kotés hatasara olyan
konformaciovaltozas kovetkezik be a fehérje mindkét
alegységében, aminek a hatasara hozzaférhetévé valik két
azonos hidrofob kotézseb, amelyet a célfehérjékben talalhatd
S100 kotészekvenciak felismernek.

A nem-izom miozin-2 motorfehérje

Mi a szerepiik €s milyen a szerkezetik a ,,nem-izom”
miozin-2 (NM2) motorfehérjéknek? Az tin. konvencionalis

extracelluldris
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5. Abra. Az S100A4 célfehérjéi, amelyek az bra kézepén bemutatott

konformaciovaltozassal kinyilo, két azonos hidrofob zsebbe (korok
szaggatott vonallal) kotddnek.

citoszkeleton

(/Ii;;IM )

449

miozint (miozin-2), amely képes az ATP-ben tarolt
kémiai energidjat mechanikai munkava alakitani, az izom
motorjaként ismerjiik, habar a kissé eltéré ,nem-izom”
izoformai majdnem minden eukaridta sejtben el6fordulnak.
Sokoldalt  szerepet toltenek be a sejtosztodasban,
sejtmigracioban, sejtdifferenciacidban, altalaban az aktin
citoszkeleton atrendezdését igénylé folyamatokban. A
harom NM2 izoforma (NM2A, 2B, 2C) sejttipusonként
eltéré mértékben termelddik, kiilonb6z6 helyen lokalizalodik
¢és eltérd mechanikai tulajdonsagokkal bir. Az izom vastag
(tobb szaz miozinbdl alld) filamentumaitél eltéréen az NM2
motorok 28 molekulabol all6 minifilamentumma allnak
Ossze, s kizarolag ebben a komplex formaban képesek
erdkifejtésre.'?

A miozin-2 heterohexamer fehérje, két tn. nehézlancbol
és négy konnylilancbdl all. A nehézlancok N-terminalis
végén talalhatd a két globularis motor domén (itt torténik
az ATP hidrolizis, az aktinkdtés és az erdgeneralds), ide
kotddnek a regulacids szerepet betoltd kdnnyiilancok. A két
fejet egy hosszl, coiled-coil szerkezeti farok régid tartja
Ossze, mig a coiled-coil felszinek eltérd toltésmintazata
felel6s ionos kotésekkel a filamentumok kialakitasaért. Ez
utébbihoz nélkiilozhetetlen a coiled-coil végénél talalhato
ACD (assembly competent domain) régid, ami részben atfed
az altalunk pontositott S100A4 kotdrégioval, ami viszont
részben a szerkezetnélkiili ,,farokvégre” esik.

S100A4
ACD kotérégio

coiled-coil farok régié :

coil
. bipolaris farokvég
minifilamentum

-

6. Abra. A nem-izom miozin-2 térszerkezete (feliil) és a funkcioképes
minifilamentumok vazlatos szerkezete (lent).

Az amdboid migraciora képes sejtekben (pl. makrofagok
vagy attétképzd tumorsejtek) a miozin-2 motorok a sejtek
vezetd ¢le mogott (NM2A izoforma) és a sejtek hatso
végén (NM2B izoforma) helyezkednek el. Alapvetden
nem a sejt elejének a kitiiremkedéséért felelések — bar ezt
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feltételezhetnénk —, hanem éppen ellenkezéleg, a motorként
selérenyomulé”  polimerizalodd — aktin  filamentumok
visszahuizasaban, a sejteket valamilyen ,,aljzathoz” rogzit6
stabil sejtadhéziok kialakulasaban (NM2A) és a sejttest hatso
részének az eléremozditasaban (NM2B) jatszanak szerepet.
Az NM2C {6 feladata a sejtosztodas végsd fazisaban, a
citokinézisben van.'?

Az S100A4-NM2A komplex (nem vart) aszimmetrikus
térszerkezete

A munkahipotézisiink az volt, hogy az S100A4 és az NM2A
szimmetrikus dimer-dimer fehérjekomplexet hoz Iétre. Mivel
a miozin szerkezeten beliil az S100A4 kotdhelye a kétlanct
farok régioban van, ezért feltételeztiik, hogy a két azonos
lanc a homodimer Ca?"-k6t6 fehérje két azonos kotézsebével
1ép specifikus kolcsonhatasba. Raadasul a PDB térszerkezeti
adatbazisban az S100 csaladbol mar tobb célfehérje komplex
szerkezete ismert volt, amelyek mindegyike az ,elvart”
forgasi szimmetriat mutatta, két azonos kotdpeptiddel.

7. Abra. A Ca?'kétott, de ,,iires” S100A4 (A; PDB kod: 3ZWH) és
néhany korabbrol ismert térszerkezeti modell, ahol S100 fehérje egy-egy
célfehérje kotdmotivummal szimmetrikus 2:2 komplexet hoz létre (B-D).
B: S100A6-SiP ((2JTT), C: S1I00A10-ANXAZ2 (1BT6), D: S100B-p53
(1DT7).

Eldszor azonositottuk a NM2A nehéz lancon beliil azt a
minimalis, 45 aminosavbol allé peptidszakaszt (linearis
kotémotivum), amivel a szerkezeti munkat megkezdhettiik
(a teljes méretli miozinnal torténd kristalyositds a
motorfehérje nagymértékii flexibilitdsa miatt reménytelen
vallalkozas). Megjegyzendd, hogy az irodalomban korabban
kozolt 16-tagh ,,minimalis k6tépeptid” mérete hibas adatnak
bizonyult; de nem ez volt az egyetlen tévit, hiszen a komplex
sztochiometriajat 2:2-nek feltételezték (ez lett volna varhato
egy szimmetrikus homodimer komplexben).!?

Ezzel szemben a 8. abran bemutatott izotermalis titrald
kalorimetrias mérési eredménylink erésen valdszinisitette,
hogy csak egy NM2A peptid kotddik egy S100A4 dimerhez.
Raadasul a fehérjecsaladban eddig nem tapasztalt nagyon
erds kotést mértiink: az ~0,1 nM-os disszociacios allando egy
linearis peptid motivumtol igen figyelemremélto, viszonylag
nagy kotofelszint elrevetitd érték.

Szerencsénkre (mivel a fehérjék kristalyositdsa ma is
leginkabb ,,proba-szerencse” koriilmények kozott torténik)
sikeriilt nagy felbontasban (1,4 A) diffraktalodo kristalyokat
kapnunk, amely adatokbol megsziiletett a 9. dbran lathato
szerkezeti modell."
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8. Abra. Az S100A4 és NM2A kétépeptid kozotti kolesonhatas
meghatarozasa ITC méréssel. A titralas molaranya mutatja, hogy 1 NM2A
peptid kotédik az SI00A4 dimerhez.

PDB kéd:
2ZWH

1,4 A felbontas

9. Abra. Az S100A4 és az NM2A kétémotivum (45-tagti peptid)
komplexének kristalyszerkezeti modellje szalag abrazolassal. Az EF-kéz
motivumokhoz k6t6dd kalciumionokat gombdok abrazoljak.

Els6 latasra szembetiind a komplex aszimmetridja,
nevezetesen, hogy az NM2A peptid mintegy atkarolja az
S100A4 dimert: az N-terminalis régidja (ez a teljes NM2A
szekvencian beliill a coiled-coil régid C-terminalis végén
helyezkedik el) az egyik, mig a C-terminalis régio (a teljes
szekvencian beliil a random szerkezetli ,,farokvégre” esik) a
masik kotézsebbe illeszkedik, amit egy helikalis régio kot
Ossze. Ha a Ca?"-kotott, de ,iires” S100A4 térszerkezetet
nem szembdl (a szimmetriatengely iranyabol), hanem
90°-kal elforditva abrazoljuk (7. abra A része), jol latszik
egy, a dimer ,,derekan” végigfutd arokszerii képzodmény,
ami mar Onmagaban ,gyanus lehetett volna”, hogy
kotofelszinként szolgalhat (amire azonban senki sem gondolt
a szerkezetiink megjelenése el6tt). Ebbe a kotdarokba az
eredetileg coiled-coil régid legvége ugyanolyan hidrofob
intrakciokkal kotédik, mint a masik (azonos) NM2A lanchoz
a szuperhélix szerkezetben. A kétdfelszin kb. 2600 A2, ami
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a fehérjecsalad ismert komplexeinél joval nagyobb, ezzel
magyarazatot adva az igen er0s affinitasra a két fehérje
kozott. A ,,szimmetriatorés” részletesebb analizis azt
mutatta, hogy a kdtdmotivum N-termindlis régidja inkabb
hidrofil, mig a masik azonos kotézsebbe kertild C-terminalis
régid elsdsorban hidrofob kdlcsonhatasokat alakit ki, tehat a
ligandum kotés kivaltotta aszimmetria feltétele az volt, hogy
a kotézseb Janus-arcu legyen, tobbféle kémiai természetii
ligandumot is befogadjon. Fontos még kiemelnem a komplex
kialakuladsanak bioldgiai kdvetkezményei szempontjabol,
hogy a peptid C-termindlis régidja gyengébben, mig az
N-terminalis része erésebben kotodik.

Az S100A4-NM2A  kolcsonhatas
funkcionalis kovetkezményei

szerkezeti  és

Mi torténik a miozin minifilamentumokkal, ha az S100A4
kotddik hozzajuk? Kisérletileg hosszabb miozin coiled-coil
fragmentumokkal lehet funkcionalis teszteket végezni (a
teljes miozin rekombinans fehérjeként torténd eldallitasa
igen koriilményes feladat). Ezek az NM2 ,,farokdomének”
fiziologias koriilmények kozott parakristalyokat (részben
szabalyos aggregatumokat) képeznek, amelyek az S100A4
koncentraci6 fiiggvényében — fényszordssal kovethetd
modon — szétesnek, disszocidlnak. A funkcionalis tesztek
megerdsitették a  korabbi méréseket, miszerint két
mol feleslegben adott S100A4 jelenlétében (c>>K) a
minifilamentumok teljesen szétesnek.
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gorbe illesztése alapjan a kotés Kd-je ~8 nM.

A szerkezeti eredmények, coiled-coil ~ miozin
fragmentumokkal  végzett cirkularis  spektroszkopiai
mérések (amelyek a masodlagos szerkezeti elemek, ebben
az esetben az a-hélixek mennyiségérdl tudositanak) és egyéb
megfontolasok alapjan a kovetkezé mechanisztikus modellt
allitottuk fel a miozin minifilamentumok szétesésére. Az
S100A4 dimerek ,.elkapjak” a miozin szerkezet nélkiili
»farokvégeit”, majd mintegy cipzart kinyitjak a fehérje
szuperhélix végét, s maguk koré tekerik a kdotdmotivumot.
Ennek hatasara a coiled-coil egy tovabbi rovid szakasza
destabilizalodik (kb. 15 aminosav, amely gyengébben
kapcsolodik egymashoz, mivel nem idealis aminosavak
helyezkednek el a két lancot Osszetartd hidrofob varrat a és d
pozicidiban), ezaltal a filamentumok Osszetartasaban dontd
szerepet jatszo ACD régi6 is destabilizalodik, s a miozin
molekuldk elvalnak egymastdl, a motorfehérjék ezaltal
inaktivalodnak.
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a filamentumok szétesnek (belso kis abra). Az ,,a” és ,,d” a szuperhélixet
hidrofob kolcsonhatéassal stabilizalo aminosav pozicidkat jelol.

Mi lesz a miozin filamentumok szétesésének fizioldgias
kovetkezménye? A miozin erdkifejtd hatasa nélkil a
sejtek adhézioja, letapadasi képessége csokken, a sejtélen
polimerizalédé aktin filamentumok visszafelé huzasa
lecsokken, végsd soron a (tumor)sejtek migracidjanovekszik.
Bar a filamentumok szétesésének modellje egyeldre
hipotetikus, a sejtek migracids képességének fokozddasat
(az S100A4 fehérjék taltermelédése kovetkeztében) mas
kutatocsoportokkal megegyezOen mi is tapasztaltuk. A
mechanizmus pontos feltarasa még tovabbi kisérleteket
igényel.

A kisérleteink azt is feltartdk, hogy a nem-izom miozin
izoforméak koziil az S100A4 nem csak az NM2A-hoz,
hanem az NM2C-hez is hasonl6 affinitassal kotédik. Ennek
a kolcsonhatasnak a bioldgiai jelentdsége egyelére nem
ismert.

Az S100A4 mas kotopartnerekkel alkotott komplexeinek
szerkezete

Ha visszatekintiink a 7. abrara és emléksziink az S100A4
,,derekarol” fentebb elmondottakra, akkor felmeriil a kérdés,
hogy az S100 csaladban nem alakulnak-e ki mashol is
aszimmetrikus célfehérje komplexek? Bar az irodalomban
ez idaig ilyet csak egy harmas komplex esetében irtak le
(S100A10-ANXA2-AHNAK),!¢ azzal a feltételezéssel
kezdtiink tovabbi S100 komplexeket vizsgalni, hogy a
szimmetriasértés altalanosabb lehet. A kérdésre még végsd
valaszunk nincs, de mar néhany biztato elézetes eredményrdl
be tudok szamolni.

Sikeriilt az S100A4 és a Ca?-fiiggd foszfolipid-kotd
annexin-A2 (ANXAZ2) komplexének a kristalyszerkezeti
modelljét is meghatarozni, s az is aszimmetrikusnak
bizonyult. Réaadasul, ennél a komplexnél nem csak a
célfehérje kotdmotivumat, hanem a teljes hosszusagh fehérjét
hasznaltuk a kristalyositdshoz. Az ANXA2 N-termindlisan
elhelyezkedd linearis motivum is aszimmetrikusan ,,6leli
at” a két kotozsebtél a homodimer S100A4-et!”. A 7. dbra
C paneljén is lathaté egy ANXA2 komplex szerkezete, de
érdekes modon az altalunk azonositottnal valamivel rovidebb
kotomotivum az S100A10-hez szimmetrikus modon, 2:2
sztochiometriaval kotédik. '
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12. Abra. Az S100A4 és az annexin-A2 komplexének kristalyszerkezeti
szalag modellje. Az SI00A4 EF-kéz motivumaihoz és az annexin mas
tipusu kotohelyein talalhato kalciumionokat sziirke gdmbok mutatjak.

Az annexin-A2 is egy sokfunkcids fehérje, tobbek kozott
a membranok ¢és a citoszkeleton kozott 1étesit kapcsolatot,
részt vesz az exocitdzis folyamataban, az epitélialis sejtek
plazminogén enzim aktivalasan keresztiil hozzajarulhat
a rakos sejtek invazios képességéhez (az aktiv plazmin
proteaz un. matrix metalloprotedzokat aktival, amelyek
az extracellularis matrix emésztésével ,utat nyitnak” a
tumorsejtek attétképzéséhez). Az annexin csalad tagjai,
bar Ca?"-kot6 fehérjék, de nem az EF-kéz csaladba tartozik
(az altalunk meghatarozott szerkezetben is azonositottunk
harom kalciumiont a fehérje konvex oldalan, ahol a pozitiv
ionok a negativ foszfolipidekhez torténd kotodést kdzvetitik.

Kisérleti bizonyitékunk van tovabbi két szimmetriatord
S100 célfehérjére. Az egyik a ,leghirhedtebb” tumor
szupresszor fehérje (a human tumorok tébb mint felében
mutaciot hordozo), a pS53 N-terminalis transzaktivacios
doménjének linearis motivuma, mely aszimmetrikusan
kotddik az S100A4-hez. A kotédés feltehetdleg gatolja
a p53 génexpresszido szabalyozo funkcidjat, s ezzel
hozzajarulhat a rakos sejtek tuléléséhez vagy egyes
fibrotikus megbetegedések kialakulasahoz. A masik eldzetes
eredménytink, hogy az S100B-hez aszimmetrikusan kotédik
az RSKI1 protein-kindz enzim, ami melandma sejtekben
jarulhat hozza a sejtek tuléléséhez. A 7. abra D paneljén
bemutatott szimmetrikus S100B komplex szerkezetében
is latszik az ires ,,derék”, amit az RSK1 kotémotivuma
felismerhet.

Az S100 fehérjék lehetnek-e gyégyszercélpontok?

A valasz az eddig elmondottak alapjan szinte magatol
értetddden igen. Az S1009 fehérje kapcsan jutottak legtovabb
a kutatdk, ugyanis egy kismolekula inhibitor, a tasquinimod
(kinolin-3-karboxamid) mar I1I-as fazist klinikai vizsgalatok
alatt allo gyogyszerjeldlt molekula prosztata rak kezelésére. "
Az S100A4 esetében egy monoklonalis antitesttel végeztek
mar igéretes allatkisérleteket, ahol az extracellularis SI00A4
gatlasaval sikerdilt tiid6tumorok attétképzését csokkenteni.?
Tovabbi lehetéség lehetaz S100A4 fehérje kdlcsonhatasainak
gatlasa kismolekula vagy peptid inhibitorokkal. Az utébbiak
fejlesztésére, a nagy affinitassal kotédé NM2A peptidbol
kiindul¢ iranyitott evolucios modszerrel latunk lehetdséget;

ezeket a kisérleteket Pal Gaborral (ELTE Biokémiai Tanszék)
egylittmikodésben mar elkezdtiik.

A kismolekula inhibitorok kapcsan sikeriilt azonositanunk
tobb flavonoidot, amelyek mikromolos disszociacios
allandoval kotddnek az S100A4-hez.?! A zellerben,
petrezselyemben eléforduld apigenin és a bajkali csucsoka
(Scutellaria baicalensis) hatbanyaga, a baicalein rakellenes
hatasa korabbrol ismert volt, de hatdsmechanizmusuk még
feltaratlan. A potencialis S100A4 gatloszerek hatasanak
tesztelését rakos sejtvonalakon a kozeljovoben fogjuk
elkezdeni.

Zarsz6

A szimmetrikus homodimer fehérjék mas fehérjékkel
kialakitott komplexeitél intuitive azt varjuk, hogy
azok is szimmetrikusak lesznek. Az eléaddsomban egy
olyan szerkezeti bioldgiai példat mutattam be, ahol az
elvarasainkkal ellentétben a patologids jelentéséggel biro,
tumor attétek képzésében és mas korképek kialakulasaban
is szerepet jatszo Ca?-koté S100A4 fehérje a célfehérjéivel
- legalabbis az altalunk eddig tanulmanyozott harom
esetben, a nem-izom miozin 2A-val, az annexin-A2-vel
€s a p53 tumor szupresszor fehérjével is - aszimmetrikus
komplexet hoz létre. Ugy gondoljuk, hogy ez az Gjonnan
leirt, nem szokvanyos fehérje-fehérje kolcsonhatds a
jovoben 01j tamadaspontokat jelenthez terapias célt inhibitor
fejlesztésekhez.

apigenin

13. Abra. Az S100A4-hez mikomolos K ~vel kotdds két flavonoid
feltételezett kotdhelyei. (Hetényi Csaba molekularis dokkolassal késziilt
modellje).
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Asymmetric interactions of the symmetric homodimer
S100A4 Ca*-binding protein

For most scientists the birth of molecular and structural biology is
the discovery by Watson and Crick of the double helical structure
of DNA. Symmetry of the three-dimensional shape of proteins was
also expected, however the most remarkable features of myoglobin,
the first protein structure determined, were “its complexity and
lack of symmetry” as John Kendrew noted. Soon it turned out
that symmetry is the rule rather than exception for protein, since
the majority of them has quaternary structure (i.e. they consist of
more than one polypeptide chain) and the subunits are arranged
into rotational and helical symmetry. The highest percentage of
oligomers is dimers with C, symmetry, but all crystallographic
point group symmetries are represented among homooligomeric
proteins. Symmetric oligomers are favored because of finite control
of assembly and stability. Symmetry could be broken by many
ways, however usually only locally.

At a scientific meeting at the Hungarian Academy of Sciences
on the occasion of the International Year of Crystallography, I
presented a crystal structure of a tumor metastasis associated
homodimeric protein in complex with an asymmetrically bound to
a single binding partner protein, an example of global symmetry
breakage in a protein complex.

Protein-protein interactions (PPI) are key to understanding
biological processes. Homodimer proteins usually make symmetric
dimer-dimer interactions. Figure 1 shows an example from our
laboratory, a hub protein, LC8 in complex with two so called linear
motif (short peptide region of an interacting partner) showing fully
symmetric interaction. During the course of studying PPIs of another
symmetric dimer, the Ca*binding S100A4 protein, in contrary
to the expected dimer-dimer stoichiometry we have revealed that
a single non-muscle myosin 2A (NM2A) peptide wraps around
dimer interface, leading to a ligand-induced asymmetry in the
homodimeric SI00A4.

S100 proteins are small, vertebrate-specific EF-hand Ca?*-binding
proteins that are involved in cell proliferation, differentiation,
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apoptosis, inflammation, and cell migration. Their overexpression
is associated with several diseases. Our protein of interest from
this family, SI00A4 is a “small actor playing many roles” (Figure
4, 5). Its previous name, metastasin refers to a well-documented
dysfunction; it is overexpressed in various solid tumors (breast,
colon, ovary, prostate, and others) and its high concentration in
the tumor microenvironment is inversely correlated with patient
survival. It seems to be involved in several steps in the metastatic
cascade, including migration, invasiveness, and angiogenesis. The
molecular mechanism by which S100A4 exerts these functions is
not fully clear. Upon Ca**-binding it undergoes a conformational
change exposing two identical hydrophobic binding pockets that
could recognize target proteins. The most studied intracellular
interaction partner of SI00A4 is NM2A; however at least a dozen
other proteins were shown to interact with it, including annexin A2,
the tumor suppressor p53.

Non-muscle myosin 2 motor proteins have a fundamental role in
processes that require cellular reshaping and movement, such as
cell adhesion, cell migration and cell division. NM2 molecules
assemble into bipolar minifilaments through interactions between
their rod domains and could generate force only in these ensembles.
S100A4 binds to the C-terminal end of the coiled-coil rod region
overlapping with the assembly competent domain (ACD; a region
necessary for filament formation) (Figure 6.).

We assumed that the homodimeric S100A4 would form a symmetric
2:2 complex with the two heavy chains of NM2A (or two recognition
peptides derived from it and used for crystallization in complex
with S100A4). All S100 complexes determined previously showed
a symmetric complex (Figure 7). Contrary to the expectations we
measured the stoichiometry to be one myosin peptide per SI00A4
dimer (Figure 8). We were able to solve the high-resolution crystal
structure of the complex that revealed a unique and asymmetric
target-recognizing mechanism in the S100 family (Figure 9). The
complex contains one NM2A peptide that is wrapped around an
S100A4 dimer forming a particularly large interface compared
to other S100 complexes. Functional test were carried out with
NM2A fragments that form paracrystals, resembling minifilaments,
confirming that two molar excess of S100A4 completely disrupt
filaments (Figure 10).
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Based on the asymmetric complex we proposed a model for the
structural basis of S100A4-induced NMIIA filament disassembly.
S100A4 is supposed to catch the nonhelical tailpiece, then partially
unwind the C-terminal end of the coiled-coil rod (Figure 11.).
Disruption of the ACD leads to filament disassembly. Physiological
consequence of this could be the decrease of cell adhesion to the
substratum and increase in cell migration. Although this model is
hypothetical yet, we were able to detect, in accordance with other
laboratories, increase of migration rate of cultured tumor cell lines.

Further structural studies from my research group also revealed
an asymmetric binding mode of S100A4 to the recognition motif

of annexin A2 (ANXA2) and p53. ANXA2 is multifunctional
Ca*- and phospholipide-binding protein involved in migration
of epithelial cells and plasminogen activation that could lead to
matrix metalloprotease activation and metastasis. Interaction with
the tumor suppressor pS3 could inhibit transcription activation and
an increase of survival of tumor cells.

I raised the possibility that the description of the novel interaction
surface in S100A4 complexes would facilitate the design of specific
inhibitors that interfere with the S100A4—target protein interactions
and could be used for therapeutic purposes. In this respect it is
notable that tasquinimod, a small-molecule inhibitor of SI00A9 is
in phase III clinical trial to treat prostate cancers.
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