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1. Bevezetés

A vékonybél tavoli szakaszaban termel6dé human epesav-koté fehérje (I-BABP)
kulcsszerepet tolt be az epesavak metabolikus célbajuttatdsdban, konkrétan azok 1un.
enterohepatikus (bél-m4j) korforgasaban. Az epesavak azon tulmenden, hogy segitik a zsirok,
zsirban o0ld6do vitaminok felszivodasat a szervezetben, fontos szerepet jatszanak az
anyagcsere folyamatok, tobbek kozott sajat maguk szintézisének és ezzel a
koleszterinszintnek a szabalyozasaban. Az intracellularis lipidkotd fehérjék (iLBP) csaladjaba
tartoz6 human I-BABP két kotdhellyel rendelkezik, amelyek kozott kotdhely szelektivitassal
parosul6 pozitiv kooperativitds miikodik. Mindkét jelenség esetében meghatirozd szerepet
jatszik a ligandumok hidroxil-csoport mintazata, amely alapjan val6sziniisithetd, hogy a
kommunikéacio a két kotohely kozott H-kotések kozvetitésével valosul meg. Ennek
molekularis részletei azonban egyelére tisztizatlanok. Ugyszintén tisztazatlan miként jutnak
be a ligandumok a fehérje belsejében taldlhatdo kotdiiregbe, és miként tdvoznak onnan.
Megallitott aramlasos kinetikai mérések ¢€s rokon iLBP fehérjéken végzett biofizikai
vizsgalatok a konformacids fluktuacidk fontossagara utalnak az [-BABP fehérje
mikodésében.

Az NMR spektroszkopia azon ritka kisérleti modszerek egyike, amellyel a molekuléris
felismerési folyamatoknak mind a szerkezeti, mind a dinamikai aspektusa tanulméanyozhato.
Tovabbi elonye, hogy segitségével a fehérjékben egymasra szuperponalédo és a biologiai
mikodés szempontjdbdl meghatdroz6 molekuldris  mozgasok  széles  iddskalan
tanulmanyozhatok. Fontos szempont az is, hogy az NMR vizsgalatokkal nyert atomi- vagy
legalabbis aminosav-szintli informaci6é Osszefliggésbe hozhaté makroszkopikusan mérhetd
termodinamikai €s kinetikai paraméterekkel.

Rontgen-szerkezet hianyaban a ~ 14 kDa molekulatomegli human I-BABP fehérje
kiilondsen idedlis célpontja az NMR szerkezeti és dinamikai vizsgalatoknak. Segitségével
mechanisztikus kép nyerheté a fehérje-epesav kolcsonhatas molekularis részleteirél, mely a
jovoben hozzajarulhat 1j, a fehérje bioldgiai funkciojaval osszefiiggésbe hozhatd patologias

allapotok gyogyitasahoz illetve megel6zéséhez.



2. Célkitiuzések

Doktori munkam célja a bioldgiai mikodés szempontjabol meghataroz6 ps-ms és ps-
ns iddskalan zajlo belsé mozgasok aminosav-szintii jellemzése a human I-BABP fehérjében,
beleértve a ligandum kotédés hatdsanak feltdrasat a fehérjében zajlo molekularis
fluktuaciokra. Ezzel 0sszefiiggésben célom tovabba a ligandumkotddés - korabbrol ismeretes
- termodinamikai paramétereinek, valamint a komplexképzodést kiséré szerkezeti

valtozasoknak az értelmezése a belsé dinamikai folyamatok tiikrében.

3. Modszerek

A fehérje belsd mozgasainak karakterizalasara iranyuld dinamikai vizsgdlatainkat
elsédlegesen NMR relaxacios modszerekkel végeztiik °N izotopjelzett apo és holo (GCDA és
GCA epesavak ekvimolaris elegyével komplexalt) human I-BABP fehérjén. Méréseink
tulnyomo6 részét 600 MHz-es téreron végeztik inverz detektdlasu z-gradienssel ellatott
IHBCN mérdfejen. A N T, T2 relaxacios paraméterek és *H-{**N} NOE értékek Lipari-
Szab6é modellmentes elemzését alapul véve, az aminosav szekvencia fliggvényében tobb

kiilonbozé hémérsékleten (10-40 °C) meghatdroztuk az amid 'H-°N kotésvektor ps-ns
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zajlo konformécids cserefolyamatokat CPMG relaxéacios diszperzids NMR technikaval
tanulmanyoztuk a 10-25 °C homérséklet-tartomanyban. A cserefolyamatb6l adodo
hozzajarulast a ®N transzverzilis relaxdciohoz a CPMG tér fiiggvényében a GUARDD
programmal elemeztiik, melynek soran kétallapoti cserefolyamatot feltételezve
meghataroztuk a konformacios fluktuacié kinetikai (kex), termodinamikai (ps=konformacios
cserepartner populdcioja) és szerkezeti (Sw=cserepartnerek kozotti N kémiai eltolodas
kiilonbség) paramétereit. Az apo és holo fehérje relaxacios viselkedésének Osszevetéséhez
sziikség volt az apo fehérje gerincatomjainak jelhozzarendelésére kisérleti koriilményeink
kozott, melyet H-1*C-N harmasrezonancia NMR mérések kombinicidjaval végeztem
13C/N  izotopjelzett fehérjén a Felix (Accelrys) program felhasznaldsdval. NMR
vizsgélatainkhoz a fehérjét rekombindns modszerrel allitottam eld ampicillin rezisztens

PMON-5840 plazmiddal transzformalt E. coli (MG1655) sejtekben.



4. Eredmények

1. Meghatdroztam az apo human I[-BABP fehérje gerincatomjainak hozzarendelését
kisérleti koriilményeink kozott (20 mM K-foszfat, 50 mM KCI, 0,05% NaNs, pH =
6,3, 25 °C). A H, C, Cp, CO kémiai eltolodasok alapjan meghataroztam a
heterotipikus human I-BABP:GCDA:GCA komplexben talaltakkal. Megallapitottam,
hogy a masodlagos szerkezeti elemek elhelyezkedése a fehérje két formajaban
nagyban hasonld; legnagyobb kiilonbségek komplexalddas hatdsara a CD, EF és GH
régiokban jelentkeznek. Megallapitottam, hogy néhany mas iLBP-ben (pl. intesztinalis
zsirsavkotd fehérje) taldltakkal ellentétben a helikalis szegmens a humén [-BABP
fehérjében mind az apo, mind a holo formaban jol definialt masodlagos szerkezettel
bir.

2. Telitési atvitel NMR mérésekkel jellemeztem a fehérjegerinc amidprotonjainak
oldészer protonokkal torténd cserélodésének mértékét az apo és a holo formaban.
Megallapitottam, hogy a ligandumok kotddése noveli a fehérje stabilitasat,
legjelentésebben a hurokrégiokban (CD, EF, 1J), valamint az F béta szal N-terminalis
végén. A fehérje mindkét allapotaban a helikalis régid atlagon feliili stabilitasat

talaltam.

3. Az apo fehérjében CPMG relaxacios diszperzios NMR mérésekkel detektaltam egy
szobahdmérséklet kozelében ms iddskalan zajlé  kiterjedt  konformécios
cserefolyamatot, amely ligandumkotddés hatasara megsziinik. Megallapitottam, hogy
a cserefolyamatban érintett aminosav poziciok egy ,lassabb” és egy ,,gyorsabb”
klaszterbe tomoriilnek, mely két klaszter 25 °C-on Kex~2900 s cseresebességi

allandoval egymasba olvad.

4. A 10-18 °C hoémérséklet tartomanyban hoémérsékletfiigcdé CPMG Rex NMR
mérésekkel meghataroztam az apo fehérjében zajlé konformécids cserefolyamat
termodinamikai paramétereit, és megallapitottam, hogy mind a lassabb, mind a
szazalékos populacioban jelenlevd magasabb energidji allapot alacsonyabb

rendezettségére utal.



5. A CPMG Rex mérésekbdl szarmaztathato, alap és gerjesztett allapot kozotti °N kémiai
eltolodas kiilonbségek Osszevetése a ligandumkotddés hatdsara bekovetkezd °N
kémiai eltolodasokkal a direkt ligandum hatdsnak ki nem tett aminosav pozicidkban
valoszinisiti, hogy a ligandum kot6dés a konformacios szelekcid elve szerint valosul
meg a fehérjében, az apo forméaban jelenlevd ms konformacids fluktuacio

egyensulyanak eltolasaval.

6. A BN Ti, T relaxacios paraméterek és H-{**N} NOE értékek tobb kiilonbozo
hémérsékleten elvégzett analizise alapjan az amid ‘H-®N kotésvektorok ps-ns
fluktuacidinak nemlinearis hémérsékletfiiggését allapitottam meg a vizsgalt 10-40 °C

homérséklet tartomanyban mind az apo, mind a holo human I-BABP fehérjében.

7. Megallapitottam, hogy a ligandum kotddés hdmérsékletfiiggd modon befolyésolja az
amid 'H-1°N kotésvektorok ps-ns flexibilitasat a fehérjében a vizsgalt hémérséklet

tartomanyban.

8. Azonositottam tobb kulcsszerepet jatszdé aminosav poziciot €s szegmenst a human
I-BABP fehérjében, melyek tdmpontot adhatnak tovabbi, a ligandum kotédés

dinamikai aspektusainak feltarasat célzo6 mutagenezis vizsgalatnak.

5. Kovetkeztetések

A lassu (us-ms) konformacids mozgasok €s a gyors (ps-ns) fluktudciok tanulmanyozasara
iranyuld NMR relaxacios vizsgalataink révén az apo és holo allapot dinamikai viselkedésében
észlelt kiilonbségek felvetik a lehetdségét a ligandum ko6tddés dinamikai sajatsagok
valtoztatdsa révén torténd optimalizalhatosaganak. Ez utobbi a fehérje anyagcsere
folyamatokban vald érintettsége révén a jovOben hozzajarulhat 0 gyogyszermolekuldk,
diagnosztikus markerek, valamint az |-BABP allvanyzatan alapuld szallitofehérjék

tervezéséhez.
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