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2. Bevezetés

A dolgozat kozponti kerdese, hogy mi a kapcsolat a molekulak szerkezete,
dinamikdja, a kozottik kialakuld kolcsonhatasok, valamint az azokbol felépiilé
makroszkopikus rendszerek viselkedése kozott. Ez a felvetés foglalkoztatott a kémiali
tanulmanyaim megkezdése 6ta. Doktori munkam soran a témak megvélasztasat az motivalta,
hogy gyakorlati példadkon keresztiil szerezzek ralatast a biokémidban alkalmazott

szerkezetvizsgalati modszerek erdsségeire és korlataira.

A dolgozat els6 felében a magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) modszer
oldatfazisu alkalmazaséara mutatok egy példat. Ebben a fejezetben az NMR spektroszkopiat
nemcsak mint szerkezetigazolasra alkalmas kisérleti modszert alkalmaztuk, hanem az
oldatban talalhaté kismolekulak kozotti kdlcsénhatasok termodinamikajat és a kialakulo
szupramolekularis szerkezetek méretét is jellemeztik. Az NMR-rel meghatarozott
molekulaméret kdzvetlenil 6sszevethetd volt a molekulamodellezésbdl szarmazo értékekkel.
Eredményeink kiegészitették az egyiittmiikod6ink &ltal fotokémiai modszerekkel
meghatarozott Kinetikai paramétereket, amelyeket figyelembe véve egy dinamikus

egyensulyban 1évé komplex rendszer modelljét allitottam fel.

A masodik tanulmany a hidrogén-deutérium csere tdmegspektrometria
fehérjeszerkezet vizsgalatban alkalmazasat targyalja. Ez a méréstechnika az eléz6hoz
hasonldan a makromolekula oldatbéli dinamikus viselkedésérol ad felvilagositast. A munka
soran nemcsak egy konkrét fehérje, a human dihidrolipoamid-dehidrogenaz (hE3) mutéaciok
hatasara bekovetkez6 szerkezetvaltozasat kovettik, hanem a konkrét szerkezeti példan
keresztill értelmeztik, hogy mely ismert szerkezeti és dinamikai paraméterek jatszanak

fontos szerepet a hE3 egyes amid protonjainak cseresebesseg profiljanak kialakitasaban.

A dolgozatban alkalmazott harmadik nagymiiszeres technika a fehérje kristalyositas
és egykristaly rontgenkrisztallogafia. A hE3 variansok kristalyositasi kiséerleteit bemutatva

szamos manualis és gépekkel segitett kristalyositasi eljarasrol teszek emlitést, valamint
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targyalom, hogyan hozhat6 6sszefliggésbe a fehérjék termikus stabilitasa és kristalyképz6
hajlandésaga. A dolgozatban roviden ismertetem a D444V-hE3 patogén varians

kristalyszerkezetének meghatarozasat is.

A dolgozat egyes tanulmanyait szerkezeti kémiai problémak gyakorlati fontossagu
kérdéseinek kisérleti koriiljarasa motivalta. A munka jelentds részét képezte a tudomanyos
kérdesfelvetés és az annak megfeleld6 mérési, valamint adatelemzési modszerek
megvalasztasa; ennek a folyamataba adok bevezetést a késébbi fejezetekben, azonban nincs
modom kitérni az emlitett technikak tovabbi alkalmazasi lehetdségeire; valamint nem teszek

emlitést a szerkezetvizsgélatban rutinszeriien alkalmazott tovabbi miiszeres eljarasokrol.
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Irodalmi el6zmények

A kovetkez6 fejezetek a dolgozat targyat képez6 szerves kismolekuldk — a
szangvinarin és a kukurbituril —, valamint egy Osszetett szerepet betolté enzim fehérje — a
human dihidrolipoamid-dehidrogendz — élettani jelentéségét és szerkezeti sajatossagait

targyaljak.

Bevezetést nyeriink a szangvinarin alapl gyogyszerek oldhatdésaganak és
instabilitdsanak problémajaba; majd a kukurbituril bemutatasan keresztll megismerjik az
elsé munkank alapjat képez6 hipotézist, hogy a zarvanykomplex képzés megoldast nyujt a
fenti kihivasra. Emellett tovabbi kérdéseket vetek fel a két molekula komplexének

szerkezetével és sztochiometriajaval kapcsolatban.

Az irodalmi attekintés masodik részében egy valtozatos feladatokat ellaté enzim a
dihidrolipoamid-dehidrogenaz élettani szerepébe adok betekintést, majd részletesebben
Kitériink a szerkezeti sajatossagaira. A dolgozat késObbi fejezeteiben a tudomanyos
érdeklédésem kodzpontjdban a vad tipusi enzim betegséghez vezetd variansai &ltal a
fehérjeszerkezetben és dinamikaban bekovetkezett valtozasokat elemzem. Munkank
megkezdése eldtt kisérleti informacié nem allt rendelkezésre a variansok szerkezetérdl, a

bevezetésben az in vitro és in vivo funkcionalis vizsgalatok tapasztalatait foglalom ossze.

A szangvinarin gy0gyaszati jelentdsége és alkalmazasanak korlatai

A szangvinarin (SA), egy természetes eredetli benzo[c]fenantridin alkaloid, mely
széleskorli felhasznalasat elsOsorban sejtkarositd hatasanak koszoneti: baktérium- és
gombadlo, gyulladascsokkentd, helyi érzéstelenitd, valamint hatékony rakellenes szer.(1-3)
A pozitiv toltésii iminium-ion forma (SA™) biologiai aktivitasat harom 6 tényezére vezetik

vissza: kotddik a nukleinsavakhoz(2,4-7), kéarositja a sejtmembrant és a Na'/K*-

10
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iontranszportot(8-10), illetve fokozza a mitokondrialis reaktiv oxigénszarmazék (ROS)
képzOdését(11-15). A semleges alkanolamin (SAOH) forma konnyebben &thatol a
sejtmembranon(16), ami a gyogyszermolekula eloszlasat segiti; emellett szelektiven kotédik

bizonyos fehérjékhez, mint példaul az albuminhoz(17,18).

O O ] O "V O
> N+/ = N/ - = = N/
‘ | |+I I |20 i - 02 i \:

0 0
o/ o/ o/

iminium-ion (SA") alkanolamin (SAOH) oxiszangvinarin

1. 4bra A szangvinarin oldataban egyensuly alakul ki az iminium-ion és az
alkanolamin alak kozott, melynek irreverzibilis a fotooxidacidja. A SA™ formaban a 6-0s
helyzetii szénatomnak alacsony a m elektronstirisége, pozitivan polarozott, igy fogékony a
hidroxid-ion nukleofil timadasara. A SAOH alak fény hatasara, szinglet gerjesztett allapotba

kerll, és a gerjesztett forma irreverzibilisen oxidalddik oxiszangvinarinna.

Alkalmazasaban kihivast jelent, hogy a SA lugos kémhatasra, valamint oxidaciora
érzékeny vegyulet. Vizes oldataban reverzibilis, pH-fiiggé egyensuly alakul ki az iminium
és az alkanolamin (SAOH) alak kozt (1. bra).(19-24) Az SAOH forma a dominans pH=7,14
felett (sajat méréseink és (19-24)), mely fény hatasara, oxigén jelenlétében egy bioldgiailag

inaktiv vegyuletté, az oxiszangvinarinna alakul at.(24,25)

Munkénk soran olyan biokompatibilis hordozdkdzeg kidolgozasat tliztiik ki célul,
mely egyrészt el@segiti a SA™ forma oldatban tartasat, masrészt gatolja annak a degradaciojat

a SAOH képz6dés visszaszoritasaval, illetve az oxidaciora hajlamos OH-csoport

11
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learnyékolasaval. Erre a molekuldris csomagoldsi feladatra a kovetkezd fejezetben
bemutatott kukurbiturilt alkalmaztuk. A kukurbiturillal vald zarvanykomplexképzodés
gyakorlati alkalmazhatésagat egyiittmtikodoéink, Dr. Biczok Laszlo laboratériumaban
ismertek fel és vizsgaltdk, a mi célunk a kialakult komplexek szerkezeti és dinamikai

elemzése volt.

A zarvanykomplex-képz6 kukurbituril szerkezeti bemutatdsa és gyakorlati

alkalmazésai

A zarvanykomplex képz6 — mas néven gazda — molekuldk olyan makrociklusos
vegylletek, melyek iireges szerkezetiiknek koszonhetéen a vendégmolekulakkal stabil, nem
kovalens kolcsonhatasok kialakitasara képesek, igy a vendégmolekulat részben vagy
egészben elzarjak a kilvilagtol.(26) A zarvanykomplex képz6dés elésegiti a gyogyszerek
célbajuttatasat, stabilizalasat, oldatban tartdsat és kontrollalt leadasat, de szadmos
élelmiszerkémiai és analitikai alkalmazésa is ismert.(27-32) Ezek a makrociklusok fontos
alkotoelemei a molekularis méretti gépezeteknek, melyek kifejlesztését a 2016. evi kémiai
Nobel dijjal ismerték el.(33) Legismertebb gazdamolekulak az apolaris vendégmolekulak
megkdtésére alkalmas ciklodextrinek; illetve az els6sorban ionokat komplexald kalixarének
és koronaéterek.(34) Ezekkel a gazdamolekulakkal dsszehasonlitva a tovabbiakban targyalt
kukurbiturilok elénye, hogy mind apoléris, mind pozitivan toltétt vendégmolekulak

megkotésére képesek.

A kukurbit[n]uril (CBn) csalad tagjai n glikouril-csoportbol felépiilé makrociklusos
vegyuletek (2. abra).(35-37) A szintézisik alapjaul szolgald, glikouril és formaldehid
kondenzacios reakcidjat mar 1904-ben leirtak(38), de a f6 termék, a CB6, szerkezetének
felfedezése 1981-ig varatott magara.(39) A CBn mind szilard, mind oldat fazisban nagy foku

szimmetriaval jellemezheté: n fogasu szimmetria tengellyel és egy erre merdleges

12
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tikorsikkal rendelkezik. A CB7 gazdamolekula a CBn csaléd tobbi tagjahoz hasonldan 9,1
A magassagli; a 7,3 A atmérji iirege 5,4 A atmérdjii bejaraton keresztiil hozzaférhetd.(40)
A CB7 karbonil-csoportokkal korilvett pereme negativan polarozott, mig az rege apolaris
kolcsonhatasok kialakitasara képes, ahogyan ezt az 2. abra C részén bemutatott molekularis

elekronpotencial eloszlas is szemlélteti.

9,1A

2. dbra A kukurbit[n]uril (CBn) csalad tagjainak szerkezete, az *H NMR-ben
megjelend metin és a két nemekvivalens metilén proton kiemelésével(A); a CB7 szerkezete:
magassaga, iiregének és peremének atméréje a CCDC 141409 azonositoju(41) szerkezet
felhasznalasaval(B); a molekularis elektrosztatikus potencial felszin szemléltetése a CB7
esetén (piros -, kék +); a SA* vendégmolekula méretei a PDB 3nx5 azonosituju(42) szerkezet

felhasznalasaval.

Az elektronszerkezeti sajatossdganak koszonhetéen a CB7 apolaris molekulak, illetve

pozitivan t61tott ionok megkotésére és oldatban tartasara alkalmas.(43) A CBn csalad szerves

13
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kismolekuldk felé mutatott specificitisa a megcélzott vendégmolekula alakjatdl és
toltéseloszlastol fiiggden hangolhatd. Az idedlis célvegylletek a pozitiv toltésiknek
koszonhetden ionos kolcsonhatasba Iépnek a CB7 peremével, masrészt megfeleld
méretiiknek kdszonhetden az apolaris iireget optimalisan ki tudjak tolteni. A CBn csalad
kismolekulak felé mutatott affinitasa a fehérjekémiaban referenciaként szamon tartott 10
M disszociacios egyiitthatoji avidin — biotin kdlcsénhatast is meghaladhatja.(44) A CBn
nem-zarvany tipusu, koordinativ kétések kialakitasara is képes a negativan polarozott pereme
felhasznalasaval.(37) Ezek a kolcsonhatdsok - hidronium ion és egyszerii fémionok
koordinécidjanak keépesseége — biztositja a CBn nemvart jo vizoldhatdsagat, ami tovabb
fokozhat6 a pH vagy az ioner6sség novelésével. Emellett a koordinaciosképesség a CBn
komplexek magasabb szintli, szupramolekularis szervezddésének a lehetdségét is magaban
hordozza; ezzel a tulajdonsaggal reakciok regio- €s sztereospecificitasanak iranyitasaban,
molekularis gépezetek elemeinek 0sszekapcsolasaban, lancok, illetve gytiriik kialakitasaban
is részt vehet.(45)

A dihidrolipoamid-dehidrogendz  (E3) szerepe, szerkezete és genetikai

rendellenességei

A human dihidrolipoamid-dehidrogenaz (hE3) egy flavin-diszulfid-oxidoreduktaz;
mely a cukrok és aminosavak anyagcseréjében jatszik fontos szerepet.(46) A hE3 a
mitokondriumban talalhaté a-ketosav-dehidrogenaz komplex csaldd harom tagjanak a
piruvat-dehidrogenaz, az a-ketoglutarat-dehidrogendz és az elagaz6 szénlanct a-ketosav-
dehidrogendz enzimkomplexeknek a kozos alkotéeleme; valamint a glicin-hasitd
rendszernek is alegysége (3. bra A).(47) A fenti négy enzimkomplex Osszetett szerkezetl,
tipustol fliggéen 42-132 fehérje egységbdl alloé szupramolekularis szerkezetet alkot, amit
harom kulcs enzim épit fel: E1, E2 és E3. Mig az E3 egy k6z0s 0sszetevo, az E1 és E2 minden

enzim komplexben kiilonb6z6 fehérjéket jelol. A  szupramolekularis komplexek
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szerkezetének feltarasa napjainkban is folyamatban van, de altalanosan elmondhatd, hogy a
E2 altal képezett oligomer alkotja a szabalyos kdzponti magot, melyhez az E1 és az E3
nemkovalens médon kot6dik, ezeken az alegységeken fellil esetenként egyéb kotéfehérjék is
stabilizaljak a komplexeket.(48-61)

Az enzimkomplexek a megfelel6 a-ketosavak oxidativ dekarboxilacidjat katalizaljak.
A dekarboxilaciot az E1 egyseg végzi, ami az E2 egységhez kovalensen kot6dé lipoamid
(LA) kofaktor dihidrolipoamidda val6 redukcidjaval jar. Az hE3 szerepe a LA oxidativ
regeneralasa, ezzel az enzimkomplex felkészitése a kovetkezo katalitikus ciklusra.(62) A 3/B
abra szemlélteti, hogy az oxidaciot az E3 az intramolekularis diszulfid kotése és a flavin-
adenin-dinukleotid (FAD) prosztetikus csoportja kozremtikodésével végzi. Az igy felvett két
elektront az E3 a hozza lazan k6t6dé nikotinamid-adenin-dinukleotidnak (NAD) adja le,
ezzel NADH-t termelve, amit a mitokondrium &ltalanos redox haztartasa regeneral.

A hE3 a fenti enzimkomplexek miikodésétol fiiggetlentil, tovabbi szerepeket is betdlt
a szervezetiinken; a fent emlitett reakci6 megforditottjat is katalizalja, ekkor a
dihidroliponsavat és a NADH-t, alakitja at dihidrolipoamidda és NAD*-da.(63) A hE3
diaforaz aktivitassal is bir, azaz a NADH-t képes oxidalni szdmos elektronakceptor
segitségével (O, Fe®',(64) NO(65), ubikinon(66,67), stb.). A fenti reaktivitasnak
kovetkeztében a hE3 a legjelentds szerepet jatszik a mitokondrium reaktiv oxigenszarmazék
(ROS) képz6désében is. A keletkez6 ROS-t normal korilmények kozott a szervezet
antioxidans rendszerei eliminaljak.(47,62,68,69) A szabad forméban el6fordulo hE3
proteolitikus aktivitasat az utobbi éveken azonositottak, ezekben a kisérletekben egy a

vashaztartasban fontos mitokondrialis fehérje, a frataxin lebontasat katalizalta.(70)
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3. &bra A glicin-hasité rendszer (GCS), a piruvat-dehidrogenaz komplex (PDHc), az
a-ketoglutarat-dehidrogendz  komplex (aKGDHc) és az elagazd lanci a-ketosav-
dehidrogendz komplex (BCKDHCc) anyagcserében betoltott szerepének attekintése (A). A
hE3 koz0s alkotéeleme mind a négy Osszetett enzimkomplexnek, melyekben a

dihidrolipoamid reoxidalasaért felelds (B).

A vad tipusu hE3 kristalyszerkezetében és oldatban is 100 kDa méretii funkcionalis
homodimert képez, ami kétfogast nem-krisztallogrdfiai szimmetriaval jellemezhetd.(71) A
monomerek katalitikus zsebében egy-egy FAD prosztetikus csoport helyezkedik el, valamint
a hE3 monomeregységenként egy NAD*/NADH megkotésére képes (4. abra, A). A dimerben
két intramolekuléris diszulfid hid kotés taldlhaté a C45-C50 aminosav kozott, ezek képezik
a két 15 A mély katalitikus Greg kdzponti elemét, melynek kialakitasdhoz mindkét
monomeregység aminosavai hozzajarulnak. A FAD segiti el6 a Kkatalitikus
elektrontranszportot az izoalloxazin gytrtijének si oldalan elhelyezked6 diszulfid hid, és a re
oldalan talalhato NAD kotohely kozott. A hE3 6t f6 szerkezeti egységére utalunk majd a
tovabbiakban: a mitokondriumba torténd transzportot iranyitd szekvenciara (MTS, -34 - 0
aminosavak); a FAD-ko6té (FAD, 1-149 aminosavak), NAD*/NADH-kot6 (NAD, 150-182
aminosavak), kozponti (KP, 283-350 aminosavak) és dimerizacios (DIM, 351-474

aminosavak) doménekre. Az MTS a mitokondriumban levagasra keriil és nem része az érett
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enzimnek. A 4. abra B panelje mutatja az érett, 474 aminosavbdl all6 vad tipust (WT) hE3
aminosav szekvenciajat, és a késébbiekben targyalt betegséget-okozd mutécids helyeket, a

megfeleld szamozassal.(72)

Kevés ismert arrél, mi szabalyozza a hE3 valtozatos szerepei kozotti egyensulyt;
azonban az egyértelmii, hogy akdar egy-egy aminosav mutacidja is képes felboritani azt,
ahogyan ezt lathatjuk a dihidrolipoamid-dehidrogenéz-elégtelenség esetén.(73-98) A hE3-
at a hetedik kromoszoman elhelyezkedé DLD gén kodolja.(99) A DLD 14 exonbol épil fel;
de a fehérjet kodol6 mRNS poszttranszkripciés modositdsa kovetkeztében (alternativ
splicing) nem minden esetben tartalmazza az 6sszes exon szakaszt, ennek kdvetkeztében egy
egészséges személyen belul négy vad tipusu fehérje izoforma megjelenésére szamithatunk.
Tizennégy klinikai jelentdségii DLD gén varidnst mutattak ki napjainkig, amelyek
dihidrolipoamid-dehidrogenaz-elégtelenséghez  vezettek(81), a mutaciok - a K37E
kivételével - mindegyik fehérje izoforma aminosav szekvencidjat érintik. A genetikai
rendellenesség csak homozigdta formaban vezet tilinetekhez, amelyek kialakulasanak
valoszintiségét 1:35000 és 1:48000 kozottire teszik vilagszerte, de el6fordulasa ennél sokkal
gyakoribb az askendzi zsidé kozosségben, akik a G194C varianst 1:94 valdsziniiséggel
hordozzak.(91)

A rendellenesség egyértelmiien csak szekvenalassal azonosithato,(79,91) bar jelentds
elore 1épések torténtek a vérképbdl és vizeletb6l vald felismerésére.(77,100-108) A
leggyakoribb korai tlinetei a hipotonia, elsavasodas és az eldgazé lanci aminosavak vérben
valo felszaporodasa. Az anyagcsere felborulasa hulldmokban jelentkezhet, ami sokszor
csecsemOkori elhaldlozashoz vezet. A betegség késObbi fazisdban visszamaradott szellemi és

mozgas fejlédéssel, idegrendszeri-, sziv- és majkarosodassal jarhat.(81,89,98)
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4. abra A hE3 funkcionalis homodimer felépitése (A): monomer A (kék), monomer B
(szlirke), NAD (narancssarga), FAD (lila). A 14 egyedi patogén varians mutacios helyét piros
gbmbok szemléltetik a monomer A egységen (B). A dimerizacids fellilet bemutatdsahoz a
monomer A egységet az el6z6 két abrahoz képest -90°-kal elforgattuk az &bran jeldlt tengely
koril; a monomer B-t61 mért tvolsagot sarga (4 A), illetve z6ld (5 A) szin mutatja (C). A
hE3 négy ismert izoformajanak aminosav szekvencidja (D). Az els6 sor mutatja be a
vizsgalataink soran vad tipusnak nevezett hE3 aminosav szekvenciat az egyes strukturalis
egységek megnevezésével és aminosav szamozasaval; a piros arnyékolas jelzi a patogén

mutacios pontok elhelyezkedését. A kisérleteink soran hasznalt vad tipusu fehérje (WT), és
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annak variansai nem tartalmaztdk a mitokondriumba torténé transzportot iranyito
szekvenciat (MTS); csupan az érett enzimre jellemz6 FAD koté (FAD), NAD koté (NAD),
kdzponti (KP) és dimerizacios (DIM) doménekbdl épiiltek fel.

Korabbi tanulmanyok a hE3 mutacidk altal okozott szerkezeti és funkcionalis
kovetkezményeket négy szempont szerint jellemezték: az hE3 variansok oxidativ stresszre
gyakorolt hatéasa,(95,109-113) a hE3 dimer disszociacidja,(112,114,115) a FAD prosztetikus
csoport elvesztése,(71,93,112,116,117) valamint rendelkezésre allnak az egyes mutéciok
szerkezetre gyakorolt hatasat feltar6 molekuladinamikai modellek.(118,119) Izol&lt fehérjék
vizsgalata feltarta, hogy a D444V-, E340K-, P453L- és G194C-hE3 reverz katalitikus
miikodése emelkedett ROS képzédéssel jar.(112) Eleszté modellben a D444V-, E340K-,
G194C-, R447G-, és R460G-hE3 variansok a KGDHc and PDHc komplexekben talalhatd
LA kofaktor oxidativ karosodasat okoztdk; ugyanez volt megfigyelhet6 a D444V-hE3
mutacié esetén human homozigéta fibroblasztban.(120) Mindezek a megfigyelések
0sszhangban allnak azzal, hogy maga a vad tipusu hE3 is szerkezeti atalakulason megy at a
kémhatés savasodasaval (pH 5,5-6,8), ami az els6dleges enzimaktivitasanak csokkenésével
és a ROS képzésének ndvekedésével jar.(92,109-111,113)

A hE3 nemkovalens homodimer szerkezet szilkséges az enzimatikus
mitk6déshez.(114,115) Ma maér bizonyitott, hogy még a dimerizacios feliileten elhelyezked6
mutaciok sem vezetnek a hE3 monomerizéciéjahoz,(54,111,112) azonban a pontos
szerkezeti valtozasok feltarasa varat magara. Bizonyos hE3 varidnsok csokkent FAD
kotoképességét még a nem FAD-koté régidban elhelyezked6 aminosav mutaciok esetén is
megfigyelték; egy monomeregységre vonatkoztatva a P453L 0,66 mol, G194C 0,72 mol ,
E340K 0,99 mol, D444V 0,95 mol(112), K37E 0,76-0,67 (121), illetve 0,67 mol(112) FAD-
ot tartalmaz. A molekuladinamikai szimulaciok nem tudtak lényeges szerkezeti
kilonbségeket feltarni a hE3 patogén variansai és a vad tipusu fehérje kozott,(113,119)
munkank megkezdésekor Kisérleti szerkezeti informacio nem allt rendelkezésre a patogen

hE3 variansokrol.
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Az alkalmazott vizsgalati modszerek ismertetése, azok informaciotartalma és korlatai

NMR spektroszkdpia

A mégneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia oldatok és szilard anyagok
szerkezetének és dinamikus tulajdonsagainak vizsgalatara alkalmas modszer.(122,123)
Maéagneses tér jelenlétében a mintat alkotd6 nemnulla spinnel rendelkez6 atommagok
magneses energiaszintjei felhasadnak. Az NMR mérés soran az energiaszintek kozotti
atmeneteket gerjesztjik és a relaxacio sordn kibocsajtott radiofrekvencias hulldmokat
rogzitjuk. A frekvenciat a vizsgélt atommag mindsége ¢és a vizsgalt mag altal érzékelt
magneses térerdsség hatarozza meg. A magneses térerdsség a spektrométerre jellemzo
mennyiség, amelyet a vizsgalt atommag kémiai kornyezete milliomodrésznyi mértékben
befolyéasolja, igy hordoz a mért NMR jel frekvencidja informdaciot a kémiai szerkezetrdl. Az
adott atommagra vonatkozé referencia frekvenciatdl valo eltérést nevezzik kémiai
eltolodasnak, melyet hagyomanyosan a referencia frekvenciara normalva ppm (10)
egysegben fejezlink ki. A kémiai eltolodas mellett az oldat NMR spektroszkdpia tovabbi
megfigyelheté mennyiségei az NMR jel lecsengését befolydsolé spin-spin és spin-racs
relaxacios idok a kémiai kotések altal kozvetitett homo- és heteronukleéris skalaris csatolési
allandék és a spin keresztrelaxacios (NOE) effektus. Ezek a mennyiségek tovabbi
informaciét hordoznak az oldott molekula méretér6l, mozgékonysagardl, alakjarol, a
molekularészlet konformécios sokféleségérol, a konformacids-csere sebességérol, az atomok
kémiai kapcsolodasanak sorrendjérél és az atomok térbeli kozelségérdl. Valtozatos
informaciotartalma mellett az oldat NMR spektroszkopia 6 korlatja a kis érzékenysége, ami
miatt nagy mintamennyiség, illetve az NMR aktiv magok dusitésa valhat sziikségessé. Az
NMR nem ad felvilagositast a konfiguraciora vonatkozodan; illetve makromolekulék esetén a

vizsgalhat6 legnagyobb molaris témeg értéket 70 kDa koril szoktdk meghatarozni.

Az NMR spektroszkopiai vizsgalatok egyik meghatarozo 1épése a jelhozzarendelés,

melynek fontos eszkdzei a homonuklearis, illetve a heteronuklearis tébbdimenzios mérések.
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A hagyomanyos kétdimenzids NMR pulzusszekvencidk vazlatdt az 5. &bra mutatja
be.(122,124) A mért adatsor két id6 jellegii (t1 és t2) valtozo figgvénye, melyek kett6s Fourier
transzformaciojaval nyerhet6 a frekvencia-dimenzioju kétdimenzios NMR spektrum. A
hagyomanyos kétdimenzios NMR kisérlet az skalaris csatolast vagy spinkeresztrelaxaciot
felhasznalva méagnesezettseg atvitelt hoz létre a kdlcsonhatdé NMR-aktiv magok kozott. A
kétdimenzids spektrumban megjelend keresztcsiics a rezonanciafrekvencidkhoz tartozo
atomok kozotti kémiai kotésre (pl.: HSQC, HMBC) vagy térbeli kdzelségre (pl.: NOESY,
ROESY) utal. Az eclébb emlitett technikak els6sorban a jelhozzarendelésben és
szerkezetmeghatarozasban nyujtanak segitséget. Munkank sordn tovéabbi kétdimenzids
méréseket is hasznaltunk, melyek fizikaikémiai paraméterek meghatarozasara alkalmasak.
Ezek az NMR technikak nem két kémiai eltolodas dimenzié mentén bontjak fel a spektralis
informécidt, hanem a kémiai eltolodasokat egyéb fizikaikémiai paraméter, mint a diff(zios

egyutthatd fliggvényében &brdzoljak, ez utdbbira példa a késdbbiekben targyalt DOSY

kisérlet.
a) b) c)
kifejl6dés detektalas
6,4----- ®
4 | I FT |
‘\lw B = Sty t) > F(5,6,) :
\ L y
2

5. &bra A hagyomanyos kétdimenzios NMR mérések felépitése (a). Az els6
,,elokészités” szakaszban egy vagy tébb radidfrekvencias pulzust felhasznalva gerjesztjik a
mintat. A gerjesztés hatasara kialakult magnesezettséget t; ideig szabadon hagyjuk kifejlédni.
A keverési szakaszt pulzusok sorozata épiti fel, melyek a kifejlodott spektralis informaciot
(koherenciékat) a detektalt magon mérheté mennyiséggé alakitja. A detektalas soran a jelet
a masodik idéparaméter, to fuggvényében rogzitjuk. A mérést tovabbi t; értékekkel
megismételjik. A két id6 tipusu valtozo fuggvényében felvett adatsort, S(ti,t2) Fourier

transzformacioval alakitjuk frekvencia fiiggé mennyiséggé F(61,62) (b). A F(61,82) fliggvény
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nagy abszolut intenzitdst értékei, a keresztcslcsok, sajatos kapcsolatra utalnak a 81 és 62
rezonanciafrekvencidju mag kozott. A kapcsolat jellegét az el6készités €s keverési idO alatt

leadott pulzusok hatarozzak meg. (Az abra (122-124) nyoman.)

Dinamikus NMR jelenség vizsgalata

A dinamikus NMR mérések alkalmasak az egyensulyi allandok, reakcidsebességi
egylitthatok és ezek homérséklet fiiggése révén termodinamikai paraméterek
meghatarozasara.(125) A mintaban zajlé dinamikus jelenségeknek a hatasa - sebességiiktol
fliggben - mas és mas maodon jelenik meg az NMR spektrumokban.(126,127) A véltozasok
sebességét az ,,NMR id6skalakkal” szoktuk Osszevetni. Az id6 jellegii megfigyelhet6 fizikai
mennyisegeknek (relaxacios idok, rotacios korrelacios id6) ,,NMR idéskalaja” az értékiknek
felel meg, mig a frekvencia jellegii mennyiségek (csatolasi allandok, kémia eltolodasok)
reciprokanak nagyséagrendje utal az NMR iddskalajukra. Az NMR paraméterekre
legszembetindbb hatassal a velikk egy iddskalan zajlé folyamatok vannak: a lényegesen
gyorsabb mozgasoknak az iddatlaga befolyasolja a mérheté mennyiséget, mig a lassabb
mozgéasok nem okoznak kimutathaté valtozast. Azokban a kémiai reakcidkban, melyek 6rék
vagy napok alatt zajlanak le - tehat egy teljes NMR méréshez képest hosszl id6t vesznek
igénybe — a reaktansok koncentraciovaltozdsa spektrumok ismételt felvételével és
integraldsaval kovethet6. A jelintenzitas valtozasa a tobbi spektroszkopianal megszokott

modon elemezhetd.

A rovidebb iddéskalaju folyamatok vizsgalata kémiai egyensulyban 1évé elegyekben
zajlik. A relaxacios folyamatokra (T1) a masodperc-szazadmasodperc alatt zajl6 valtozasok
vannak befolyassal, ezek cseresebessegi egyiitthatéjanak meghatarozasara a szeletiv inverzid
felépllés (SIR) és a NOESY mérés alkalmas.

A spektrélis (kémiai eltolddas) idéskala kozelitéleg a ms — ps tartomanyba esik,

értékét a vizsgalt allapotokhoz tartozo6 rezonancidk kilonbsége hatarozza meg. A spektralis
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idéskalaval Gsszemérhetd sebességli atalakuldsok jelentds hatdssal vannak a spektrum
megjelenésére és a jelek félértékszélességére, ebben a tartomanyban a jelalak analizis

modszere hatékonyan alkalmazhatd a reakciosebességi egytthatd meghatarozasara.

A Larmor precesszio idéskalaja (ns) egy hatart képez, az ennél gyorsabb molekularis
mozgasok nem oldhatéak fel NMR-rel. Ezért nem jelennek meg az oldat spektrumokban a
rotamerek, a kémiai eltolodas anizotropiaja (CSA) és a dipdl-dipdl csatolas. Mindebbdl az is
kovetkezik, hogyha ezek a mozgasok lassabbak a vizsgalt rendszerben (szilard anyagok,
folyadékkristalyok), akkor a fenti jelenségek megfigyelhetévé valnak.

Diffuzios NMR spektroszkopia

A diffazibs NMR (DOSY: Diffusion Ordered SpectroscopY)(128,129)
spektroszkopiaval a vizsgalt minta egyes komponenseinek a transzlacids diffuzios
egyltthatdja (D) hatarozhaté meg. A diffuziés NMR legkdzismertebb alkalmazasi példai az
MRI képalkotési technikdk az orvostudomanyban, de hasznos eszkdze az élettani- és
szovetvizsgalatoknak, valamint a geoldgia és a nanotechnoldgia szdméra is.(130-133) A
kémian belll az transzlacios diffuzids egyitthatd értéke fontos informaciot szolgaltat a
molekularis szervezdésrdl és az oldatbéli szerkezetrdl; érzékenyen tiikr6zi a molekulan
beliili szerkezeti valtozasokat, a kotddési és asszociacios folyamatokat.(134) Lehetové teszi
az oOsszetett elegyek komponenseinek méret szerinti szelektiv vizsgalatdt (NMR
kromatografia(135-137)), azok fizikai szétvalasztasa nélkil. Hatékony eszkdz a
makromolekuldk molaris tomegének vagy aggregacios fokanak meghatarozasara.(138) A
szolvatéciéfok kozeg- és konformaciofiiggd valtozasa tanulmanyozhaté a segitségével.(139)
A molekuldk kozotti kdlcsonhatasok jelenléte nem csupan bizonyithatd, hanem az affinitas
mértéke Osszehasonlithatova is valik, valamint a jelentés méretkiilonbséget eredményez6

cserefolyamatok esetén meghatarozhat6 az asszociacios allando értéke.(140)
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A DOSY Kkisérletek két-, vagy esetenként tébbdimenzios mérések, melyek dsszetett
mintdk NMR jelkészleteit azok difflzios egyutthatoja szerint bontjdk fel. A DOSY
pulzusszekvencidk fontosabb elemeit a 6. abran ismertetem. A mérés két f6 1épésbdl all,
elészor kddolja a molekulak mintaban elfoglalt helyzetét, majd adott difftizios id6 elteltével
kiolvassa az elmozduldsukat. Az anyagaramlas mértékének meghatarozasat az teszi lehet6vé,
hogy a mérés sordn a minta hossztengelye mentén gradiens pulzusokkal inhomogén
magneses teret hozunk létre. A maximalis jelintenzitast (lo) akkor kapjuk, ha a gradiens
pulzust nullara allitjuk. A gradiens erésség (G) vagy a gradiens id6 (8) fokozatos névelésével
a jelintenzitas (I) exponencialis csokkenése figyelheté meg, melynek a transzlacids diffazios

egyutthatétol (D) valo fuggesét a Stejskal-Tanner egyenlet(141) a kovetkezéképpen kozeliti:
I = I, exp(—Dy?02G?5%4),

ahol vy a vizsgalt mag giromagneses tényezdje; o a gradiens pulzus alakfliggvénye; A’
korrigalt diffazios id6, ami fligg az alkalmazott pulzusszekvenciatol és a gradiens pulzusok

alakjatol. A kozelités homogén gémbokre ad egzakt eredményt.

B

6. abra A DOSY NMR pulzusszekvenciak altalanos vazlata. Felul (A) a spin echo
(SE) szekvencian, mig alul (B) a stimulalt echo (STE) szekvencian alapulo eljarast mutatjuk
be. Az els6é Iépés mindkét esetben, hogy egy 90°-os radiéfrekvencias (RF) pulzussal

gerjesztjik a mintat. Az ezt kovet gradiens pulzus a minta hossztengelye (z) mentén valtozo
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magneses teret hoz Iétre, ami a spinek faziseltolodashoz vezet. A A diffuzios id6 alatt a
molekulak szabadon mozognak, de megérzik az eredeti térbeli helyzetiiknek megfelelé
fazisukat. A kovetkez6 gradiens pulzus el6jele az elséével ellentétes; célja, hogy
megszintesse a z tengely mentén kialakult faziseltolodast mindazokban a spinekben, amik
nem mozdultak el a A id6 alatt. Ezek a ,,helyben maradt” spinek jarulnak hozza a detektéalhato

jelhez.

A mérés nehezen kivitelezhetd alacsony viszkozitasi, a szobahdmérséklettol
jelentdsen eltérd hdémérsékleti oldatokban, valamint minden olyan esetben, amikor
szamottevd a konvekcid. A technika pontossdga sokat fejlodott az arnyékolt gradiens
tekercsek elterjedésével, valamint a konvekcié mérséklésére szant kapillaris és Shigemi
NMR csdvek bevezetésével.(142) A pulzusszekvencidkban is szamos fejlesztés jelent meg:
a T1-hez képest alacsony T»-vel jellemezheté makromolekuldk esetén a stimulated echo-n
(STE)(143) alapulé mérések terjedtek el; konvekcido kompenzalt Kkisérleteket(144-146)
dolgoztak ki; és az indukalt 6rvényaramokat mérsékld sziineteket (LED: longitudinal eddy-
current delay)(147) iktattak be a gradiens pulzusokat kovetéen. Mindezeknek a
korrekcidknak koszonhetden a relaxacids idon, illetve rotacids korrelacios idon alapuld
mérésekkel 6sszehasonlitva a DOSY az egyik legmegbizhatobb NMR technika

molekulaméret meghatarozasara, kiilondsen pontos jelhozzarendelés hianyaban.

A diff(zios egyltthatd meghatarozasara alkalmas mérések informaciot hordoznak a
molekula méretér61(148), azonban a molekulaméret jellemzésére a kiilonb6z6 elven alapulo
méréstechnikak eltér6 mennyiségeket hasznalnak. A dolgozatban a hidrodinamikai és a
giracios sugarakat (Rn, Rg) hasznalom. Ry annak a szilard goémbnek a sugara, amely az adott
kdzegben a molekulaval azonos diffazios egyutthatoval irhato le. Az Ru-t hatarozza meg az
altalunk is alkalmazott DOSY NMR Kkisérlet, tovabba a dinamikus fényszoras és a

méretkizarasos kromatografia. Az adatelemzés soran leggyakrabban alkalmazott kozelités a
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Stokes-Einstein-féle leiras(149), mely a diffuzids egytthatd (D) és a Ry kozott a kovetkezd
Osszefuggeést allitja fel:

o _ keT
H™ 6mD’

ahol ks a Boltzmann-allando, T a hémérséklet, n az olddszer dinamikus viszkozitasa.

Az Rg az egyes atomoknak a molekula tdmegkozéppontjatdl mért tavolsaganak
tdmeg sulyozott szérasa:

N
ahol ra jeloli az atom térbeli koordinatait, m, a tdmegét. M a molaris tomeg M =
a=1Mq €s R a tomegkozéppont koordinatai R = —Xg_;mg7,. Az Re €rtékét a
molekulamodellezés soran kozvetlenul szamitottam, kisérleti meghatarozasara alkalmas

technikék a kisszogii rontgenszoras, kisszogli neutronszoras €s nagyobb részecskék esetén (>

10 nm) a statikus fényszoras.
R . -/ . vy v " SO
Az R—G arany a molekula alakjara jellemz6 tényez6. Egyenletes tomegeloszlasu, tomor
H

gbmbre E—G = \E Burchard(150) megmutatta, hogy ez az érték nagy pontossaggal igaz
H

gdmbszerli molekuldkra és polimerekre is.

Hidrogén-deutérium-csere tomegspektrometria (HDX MS)

A hidrogén-deutérium-csere  tdmegspektrometria (HDX MS) rutinszer(ien

alkalmazott technoldgia a fehérjék szerkezetének és dinamikajanak vizsgalataban.(151-153)
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Kilondsen hasznos modszernek bizonyult a fehérje feltekeredés,(154) a fehérje
oligomerizéci6,(155,156) a fehérje-fehérje,(157) a fehérje-DNS,(158) a fehérje-

kismolekula(159) és fehérje-membran(160) kdlcsonhatasok feltarasaban.

A deuterdlt oldoszernek kitett fehérjében mért hidrogén-deutérium csere mérteke a
fehérje f6lancbeli amid protonjainak kornyezetérdl szolgaltat informaciot. Az amid protonok
gyorsan cserélédnek deutériumra, ha oldoszernek Kitett, rendezetlen vagy mozgékony
szerkezeti elemben taldlhatdéak. A lassu csere oldoszertdl elzart, szabalyos masodlagos
szerkezettel jellemezhetd vagy szerkezeti vizmolekuldkhoz erésen kotott régiokra utal.
Emellett meghatarozd tényezé az adott aminosav mindésége, a kornyezé aminosavak
sztérikus és elektrosztatikus hatdsa, a pH és a hémérséklet, amit a Koriiltekintd
Kisérlettervezésnél, referencidk kivalasztasanal és az eredmények interpretalasanal fontos

figyelembe venni.

A hidrogén - deutérium cserét fehérjék szerkezetének jellemzésére az 1950-es
években kezdték el alkalmazni,(161) a csere sebességet ekkoriban tricium és siirliség
gradiens oszlop segitségével hataroztdk meg, majd az 1980-90-es években az NMR
spektroszkopia volt a vezeté detektalasi mod.(162) A HDX MS eldnye a kis mintaigény (5-
100 pmol) és a mintel6készités és elemzés automatizalhatosdga (kapcsolt technikék). Mi a
HDX MS rendszernek egy hazi épitésii valtozatat hasznaltuk a Rutgers Egyetemen.(57,163)
Az eljarés 6 lépései a deutérium csere, a csere pillanatszerti megallitasa, a fehérje emésztése
hiitott mintafeldolgozé rendszerben, a peptid fragmensek elvélasztdsa az alacsony
hémérsékletii magas nyomasu folyadékkromatografiaval (HPLC), majd a peptid szakaszok
pontos tomegének meghatarozasa tomegspektrometriaval (7. abra). A nem-deuteralt
referencia mintakat a fenti eljarashoz hasonloan készitettikk elé azzal a kivétellel, hogy

minden puffer D20 helyett H,O-t tartalmazott.
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"'aA hE3 vagy [ egyedi fagyasztott mintak ]
A P variansai g \ueferencia vagy deuterdlt (hE3 vagy variansai)
{ o e
) -] Puffer A - puffer csere o/é emésztés: pepszin oszlopon
eH & o fehérjekoncentracié beallitasa 2 15°C, 20s
ep ¢ 25°C, 1 h | I~ _
52 peptid
[ egységes egyensulyi fehérje oldat ] | L"j I fra;mensek ]
hE3 vagy varidnsai N = . f (1
16 buff ¢ sotalanitas és koncentralas:
Puffer A - x 20 higitas Deutehrg 0 putrer — peptidcsapdan, 0°C
25°C, 3 min * 20 higitas 1 ,
25°C, 3 min [ koncentralt peptid ]
[ referencia hE3 ] [ deuterdlt hE3 ] fragmensek
. Vagy variansal Vagy variansal - elvalasztas: reverz fazisu
€o Kvencseld puffer : é_,\_ HPLC, 0°C, 15 min
[% v B

9 [ , | fragmensek
‘.3 K Fagyasztas folyékony ‘.3 = ) o
¢ o nitrogénnel P o analizis: ESI FT MS

[ egyedi fagyasztott mintak ] nyers MS
referencia vagy deuterdlt hE3 vagy varidnsai adatsor

7. &bra A hidrogén-deutérium csere Kiserlet Kivitelezése (A); a minta feldolgozas és

a csere mértekének detektalasa (B)

A kiértékelés folyaman a deuteralt és nem-deuteralt mintdk pepszines emésztése
soran keletkezd peptideket megfeleltettiik egymasnak és minden egyes beazonosithatd
bomlastermékre kiszamitottuk a koztiik 1év6 abszolut tomegkiilonbséget (AD). A deutérium
beéplilési szazalékot (AD%) - a vissza iranyu cserefolyamatot elhanyagolva - a kovetkez6

egyenlet alapjan szamitottuk:
AD%=AD/(maxDx1,0063x0,949) x 100%

ahol 1,0063 a deutérium (?H) és a procium (*H) kozotti tomeg kiilonbség; 0,949 a
D0 / H20 arény a deuteralo pufferben. A fehérje folanc cserélheté hidrogénatomjainak a
szamat (maxD) a kovetkezé modon hataroztuk meg: a lancot felépité Gsszes aminosav szama
kivéve a prolinokat és az elsé kettd N-terminalis aminosavat.(164-166) A peptidlancban
talalhato prolinnak nincs cserélhetd amid protonja. Az N terminalis aminosav nitrogénhez
kdzott protonjainak és az azt megel6z6 aminosav amid hidrogénjének cseresebessége olyan

gyors, hogy ezek a protonok a mintafeldolgozas soran pillanatszeriien visszacserélédnek
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hidrogénre. Hasonl6 okok miatt nem mérjiik a C-termindlis karboxil-csoporthoz és a poléris
oldallancokhoz kotétt hidrogének hozzajarulésat.

Minden muténs esetén a vad tipusu fehérjétdl valo szerkezeti eltérést a AAD értékkel

jellemeztik:
AAD = ADmuténs — ADvad tipus

A AAD azt mutatja meg, hogy az adott mutansban az adott peptidszakasz flexibilitasa,
lokalis kornyezete milyen mértékben tér el a vad tipusétol. A HDX MS méréseink soran nem
értlink el aminosav-szinti felbontast; a szerkezeti informacio felbontasat az emésztés soran
keletkezett peptidek hossza és atfedései befolyasoljak. Hosszabb emésztés rovidebb
peptidszakaszokat, tehat pontosabb szerkezeti informaciot jelent, azonban ekkor fokozédik a

mellékreakciok lehetdsége is.

Fehérje egykristaly rontgenkrisztallogréfia

Rontgenkrisztallogréafidval a szabalyos kristalyokat alkoté atomok és molekulak
szerkezete vizsgalhatd.(167) A rontgensugarak szérédnak az egyes atomok elektronfelhéjén
és azok szabalyos elrendez6dése kdvetkeztében jellegzetes diffrakcios mintazat jelenik meg
a kristdly mogott lehelyezett detektoron. A szorddo rontgensugarak szorodasi szogét és
intenzitasat elemezve meghatarozhat6é az elektroneloszlas a kristaly elemi cellajaban. Az
elektroneloszlast alapul véve az atomok atlagos helyzete, kémiai kotések és az adott

szerkezeti elem rendezetlensége is meghatarozhato.

Az els6 fehérje kristalyszerkezeteket az 1940-es evekben hataroztdk meg,(168,169)
ma tobb, mint szazezer egyedi kristalyszerkezet all rendelkezésre a Protein Data Bank (PDB)
adatbézisban.(42) Az egykristaly krisztallografia akar 101° m (A) nagysagrendii felbontéssal

képes meghatarozni az atomok helyzetét, a helyzet bizonytalansagat, illetve a kdtésszdgeket.
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A technika kiilonos eréssége, hogy az abszolut konfiguracié meghatarozasara is alkalmas. A
hE3 patogen variansainak szerkezeti vizsgalatara azert valasztottuk ezt a modszert, mert Kis
szerkezeti valtozasok is jol kovethetéek, mint példaul a hidrogén-kotések atrendezédése, az
megvaltozdsa, mely tényezOk fontossagara a korabbi molekuladinamikai szimulaciok
utaltak.(116,119)

A mddszer alkalmazasa soran azonban figyelembe kell venniink annak Kkorlatait.
Kihivast jelent a mintael6készités, hiszen a fehérje mintak kristalyositasa nehezen tervezhet
folyamat. A diffrakcids adatok elemzése sordn bizonytalansagot jelenthet az egyes atomok
kémiai minéségének azonositasa, kiilondsen igaz ez a hasonld elektronstiriiségii fémionok
mindségének meghatarozasara. A nyert kristalyszerkezet értelmezése soran figyelembe kell
vennlink, hogy a fehérjér6l a kristalypakolas altalbefolyasolt, atlagolt szerkezettel
rendelkeziink; a tovabbi konforméaciok, valamint az oldatbéli dinamikai viselkedés
feltardsahoz egyéb mddszerek kombinalt alkalmazasa szilkséges. A tovabbiakban a

fehérjekrisztallografia f6bb 1épéseit ismertem.

A kristalyositas sorén fokozatosan csokkentjik a fehérje oldhatésagat, ezzel
Osztondzve a diffrakcidra alkalmas kristalyok kivalasat.(170-174) A nagyrendezettségli
kristalyszerkezet kialakulasa a legkritikusabb tényezd, ami meghatarozza a szerkezeti adatok
felbontasat. A kristaly szabalyossagat elosegiti, ha ndvekedése lassan zajlik, illetve nagy
tisztasdgl, megfeleléen feltekeredett, homogén fehérjeoldatbél indulunk ki. A
kristalyképzOodést az oldhatosag csokkentésével valtjuk ki, aminek fokozatossaga a fehérje
oldat és a kristalyosito puffer kozotti fizikai korlat beiktatasaval biztosithatd; leggyakrabban
a két oldat csak a g6ztéren keresztiil érintkezik (iil6 csepp, fliggd csepp modszerek), de a ket
oldat kozotti anyagcsere tovabb lassithatd olajréteg vagy agaréz (kapillaris modszer)
beiktatasaval.(172,174) A kristalyképz6dés két 1épésre oszthatd: az elsé 1épés a nukleacio,
melynek soran az els6 néhany szaz molekula szabalyos elrendez6dést kezd felvenni, mig a
masodik 1épés a kristaly novekedés. A diffrakcios mérésekhez megfeleld méretd, kiilonalld
kristalyra van szikség; ehhez kevés kristaly mag képzOodését szeretnénk elérni, amelyek

nagyra névekednek. A kristaly mindsége a rutinszertien a kristalyosito oldat osszetételének
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optimalizalaséval javithatd, de a két kristalyositasi lépést esetenként érdemes beoltéssal
kettévalasztani, amely sorén a kristaly ndvekedéseét biztosité oldatba kristdlymagokat, - vagy
egyéb nukleaciot eldsegitd alkotéelemet - Kkiviilrdl juttatjuk be.(175) A megfeleld
kristalyositasi korulmények nehezen jésolhatoak, gyakran szaz vagy ezer korilmény
Kiprébalasa szlikséges. Munkank soran az optimalis pH tartoméany, kicsapdszer és sotartalom
feltérképezésere a kozvetlen kristalyositasi probak mellet a kovetkez6 alfejezetben targyalt

termofluor méréseket is alkalmaztuk.

A krisztallogrdfiai adatgyiijtés soran egy kristalyrol a diffraktométerrel néhany szaz
képet rogzitink, a felvételek kozott a kristalyt egy tengely koril kis lépéskozzel
elforgatjuk.(176,177) A diffraktométer f6bb részei a sugarforrds, az optika
(monokromatizalas és fokuszalés), a goniométer, a kristaly elhelyezkedését kéveté kamera,
a direktsugarfogd és a detektor. A kristalyokat a mérés el6tt egy hurokra rogzitjik és
folyékony nitrogénnel lefagyasztjuk, mivel a fagyasztas a kristaly roncsolédasat okozhatja,
azt el6zetesen egy krio-véddéoldatba aztatjuk. A goniométer segitségével pozicionaljuk és
forgatjuk el a kristalyt a sugarforras el6tt. A mérés soran krio gazok biztositjak az alacsony
hémérsékletet (~100 K), ez a homozgast és a kristaly sugarzas hatasara bekovetkezo
roncsolddasat is csokkenti. A kristalyszerkezet felbontasanak fizikai hatarat a sugarforras
hullamhossza és annak monokromatikussaga hatarozza meg. A fehérjekrisztallografiaban a
hullamhossz optimuma 1 A kériil van, ez finom felbontast biztosit, de még nem hat jelentésen
kolcson az anyaggal. Egy felvétel elkészitésenek hosszat, illetve a kristaly diffrakciora
alkalmas életideje alatt felvehet6 képek szamat a rontgensugarzas fluxusa hatarozza meg. Itt
mutatkozik meg a szinkrotron sugarforrés elénye a hazi katddsugarcsoves késziilékekkel
szemben, hiszen legalabb egy nagységrenddel nagyobb a fluxusa, valamint nagy stabilitasu,
Osszetartd, fokuszalt sugarzast biztosit. A kristalyrol szérédo6 sugarakat a detektor érzékeli, a
szamitogépes adatfeldolgozdrendszer digitalizalja és tarolja. A detektor védelmét szolgalo

direktsugarfogd nyeli el a mintan kdzvetlendl athaladd, nagy intenzitasu sugarzast.

A szerkezetmegoldas célja a kétdimenzios diffrakcids képek felhasznalasaval egy
haromdimenzios elektronsiiriiség térkép eldadllitisa.(178-181) Az egykristaly mintarol

felvett szorasi mintazat sajatossaga, hogy minden mért reflexids pontja informaciot hordoz a
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mintaban taldlhatd Osszes atom mindségérdl és koordinatajarol; a szerkezeti informacid
visszafejtésének o 1épései a reflexiok indexelése, a fazisprobléma megoldasa, majd a
modellépités és -finomitds. Az indexelés soran informaciot kapunk a kristaly legkisebb
ismétlédé  egységének, az elemi cellanak a méretér6l és a kristaly forma
szimmetriacsoportjardl. A szimmetria ismeretében a kristalyrol kiilonb6z6 elfordulasban

felvett kullonallo képek egy adathalmazként elemezhet6ek.

A krisztallogréfiai adatfeldolgozas legnagyobb kihivasa a fazisprobléma
megoldasa.(182) Egy monokromatikus elektromagneses hullam leirdsdhoz az amplitado és
fazis ismerete szukséges. A fenydetektorok az adott helyen beesd sugarzas intenzitasat
rogzitik, azonban nem szolgaltatnak informaciot a fazisrdl. A fazis és az amplitadé egyittes
ismeretében a diffrakcios képbdl a kristalyszerkezet egy Fourier transzformacidval
eléallithatd lenne. A fazisprobléma megoldasara a nehézatom helyettesitsen, molekuléris
helyettesitésen és az anomalis diszperzion alapulé modszereket dolgoztak ki, illetve a
szubangstrém felbontasl adatok esetén direkt iterativ modszerek alkalmazasa is lehetségessé
valik. Napjainkban az adatelemzesre felhasznalobarat szoftverek &llnak a szerkezeti
biokémikusok rendelkezésére.(42,183,184)

Termofluor mérések

A termofluor kisérlet egy kis anyag igényli és nagy ateresztoképességii modszer a
fehérjék olvadasi homérsékletének (Tm) meghatarozasara.(185-188) A Tm az az értek,
amelyen a hdmérséklet novelése hatdsara megjelend denaturalddott fehérje és a megfelelden
feltekeredett feherje azonos mennyiségben vannak jelen az oldatban. A termofluor mérés
soran egy fluorofor hidrofob kismolekula segitségevel mutatjuk ki a denaturalddott fehérje
jelenlétét az oldatban. Idealis esetben, alacsony homérsékleten a fluoreszcencia nem

mérhet6, mivel a vizes kozegben oldott fehérje feltekeredett &llapotban van és nem
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talalhatoak rajta olyan hidrofob felszinek, amellyel a fluorofor kdlcsonhatasba tud I1épni. A
hémérséklet fokozatos emelésével a fehérje olvadasnak indul, és a hidrofob régiok
hozzaférhetévé valnak. A fluorofor ekkor mar képes kotédni a fehérjéhez és ezzel a

fluoreszcencia intenzitasa jelentdsen megnovekszik.

A termofluor - vagy mas néven differencialis pasztazo fluorimetria(187) - méréseket
kezdetben kismolekulds gyogyszerjeloltek fehérjekotodésének gyors ¢és széleskori
tesztelésére fejlesztették ki,(185-187) de a késdbbiekben széles felhasznélasi terlletet nyert
a fehérje-ligandum(189-191) fehérje-fehérje(192) kolcsonhatasok és a fehérje
stabilitads(185,187,193-195) vizsgalataban is. A megndvekedett hostabilitas csokkenti a
fehérje flexibilitasat, ezzel elésegitve a konformaciés homogenitast,(188,196,197) ami mind
a fehérje termelést(198), mind a kristalyképzédés hatékonysagat(191,198,199) jelent6sen
megndvelheti. A megfeleld kristalyndvekedest befolysold tényezok a fehérjeminta
tisztasaga, kémiai és konforméacids homogenitasa és stabilitasa.(174) Mivel a Tr informaciot
hordoz a fehérjeszerkezetet Osszetartd -elektrosztatikus és hidrofob kolcsonhatasok
erOsségérdl, a termofluor mérésekkel konnyen feltérképezhetd az adott fehérje
szempontjabol optimalis pH, ionerGsség, tovabba hagyomanyos adalékok stabilitasra

gyakorolt hatasa.
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3. Célkitiizések

A szangvinarin és kukurbit[7]uril zarvanykomplexeinek jellemzése

A bevezetésben ismertettem, hogy a szangvinarin gyakorlati alkalmazhatésagaval
kapcsolatban kemiai instabilitasa kihivasokat jelent. Egyiittmi{ikod6ink Dr. Biczok Laszlo
laboratoriumaban  felismerték, hogy a zarvanykomplex-képz6 hajlamarol ismert
kukurbit[7]uril (CB7) jelent6sen noveli a szangvinarin (SA) stabilitasat. Fel kivantuk tarni,
hogyan fejti ki a CB7 a stabilizal6 hatasat ugy, hogy zarvanykomplex képz6dése soran a SA
molekula egészét mérete miatt nem tudja egy CB7 learnyékolni. Az irodalmi példéakat
attekintve szamos kérdés merilt fel a két molekula kdlcsdénhatasaval kapcsolatban: Vajon
megtorténik-e a bedgyazddas vagy csak ionos kolcsonhatas alakul ki a SA* és a CB7
karboxil-csoportjai kozt? Van-e a SA*-nak kedvezményezett fele a zarvanykomplex
képzddés soran vagy mindkét vége hasonld valoszinliséggel dgyazodik be? Kialakulnak-e
magasabb szervezddésili, makromolekularis szerkezetek is az oldatban? Munkdm sorén a
gazda- és vendégmolekulak kozotti kdlcsonhatas szerkezeti feltarasat bioldgiailag relevans,
alacsony koncentrécidjd, vizes oldatokban kivantam Kivitelezni. NMR spektroszkopias
méréseket terveztem, melyek lehetdvé teszik az oldatban kialakulé komplexek méretének,
sztochiometridjanak és orientacidjanak feltarasat, valamint az egyes specieszek kozti

egyensulyi allanddék meghatarozasat.

Munkam elsé célkitiizése a SA és CB7 zarvanykomplexeinek szerkezeti jellemzése
volt, ehhez az elegy *H NMR spektruméanak jelhozzarendelését kivantam Kivitelezni. Ezt
kovetden titralasos kisérleteket terveztem, melyek soran az *H NMR spektrum valtozésait
kovetve kivantuk meghatdrozni, hogy a SA molekula mely végének beékelddése

kedvezményezett a CB7 liregébe.

34



DOI:10.14753/SE.2021.2491

Az elbzetes titralasos Kisérletek soran felismertik, hogy CB7 feleslegében a SA -
CB7 elegyben harom *H NMR jelkészlet is elkulonil. A harom speciesz Gsszetételének és
szerkezetének jellemzésére, a titralasos kisérleteket a molekulaméret feltarasara alkalmas

kétdimenzios diffazios NMR mérésekkel és molekulamodellezéssel kivantuk kiegésziteni.

A harom *H NMR jelkészlettel jellemezhetd elegyben zajlo egyensulyi folyamatok
termodinamikai jellemzésére hémérsékletfiiggd 'H NMR és a kémiai cserefolyamatok
kimutataséra alkalmas, kétdimenzids *H-'H NOESY méréseket terveztiink.

Az E3-elegtelenseg fehérjeszerkezeti megkdzelitese

Doktori munkam soran célul tiiztem ki a hE3 fehérje 14 ismert patogén varidnsanak
eloallitasat és szerkezeti sajatossagainak vizsgalatat. A szerkezeti munka el6készitd
Iépéseként a laboratoriumunkban korabban kidolgozott fehérje eldallitasi és tisztitasi
eljaras(200) tovabbfejlesztése volt a célom. Az optimalizalds sordn a nagyobb fehérje
mennyiségek reprodukélhato eldallitasat tiiztiik ki; a megnovekedett mintamennyiséghez a
feltarasi és tisztitasi eljaras lépéseit is felulvizsgaltuk. A fehérjeszintézis ndvelésében harom
fo faktort kivantunk modositani: az expresszios vektor kodonoptimalizalt valtozatait
kivantuk felhasznalni, kiméletes sejtfeltarasi eljarasok tesztelésével terveztiik a megfelel6en
feltekeredett fehérje mennyiséget ndvelni és az affinitas kromatografias tisztitas Iépéseit is
terveztilk felllvizsgélni az alkalmazott affinitas-cimke (tag) és annak lehetséges
kdlcsonhatasai, valamint a kromatografias oszlop 6sszeallitasa szempontjabol. A sejtek
feltarasa sordn a hofejlodéssel jard szonikalasrol megfelelo, kereskedelmi forgalomban
kaphaté detergensre kivantunk atterni. Az egylépéses affinitas kromatografias tisztitasi
eljaras soran feliil kivantuk vizsgalni a kiilonb6z6 tipusu affinitas-tag-ek és oszlopok

hatékonysagat.
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Munkdm sordn a hE3-elégtelenség szerkezeti patomechnizmuséat kivantam
értelmezni. A patogén hE3 varidnsok fehérjeszerkezetre gyakorolt hatdsat két iranybol
kozelitettem meg: célom volt a hE3 variansok oldatbéli dinamikajanak feltarasa hidrogén-
deutérium  csere  tomegspektrometriaval (HDX MS), valamint a variansok

kristalyszerkezetének megismerése.

Vizsgélataink sordn a hE3 patogén muténsainak hidrogén-deutérium csere (HDX)
mintézatat kivantuk 6sszehasonlitani egymaéssal és az egészséges fenotipushoz tartozé vad
tipust fehérjével. A munka els6 Iépéseként a vad tipusi hE3 oldatbéli szerkezetének
értelmezéset terveztik. A hE3 HDX mintazatat meghatarozd paraméterek feltérképezése
utdn a hE3 variansok mintazatdban mutatkozo eltéréseket kivantuk értelmezni és azokat a
bioldgiai funkcidvesztéssel kapcsolatba hozni. El6zetes molekuladinamikai szimulaciok arra
utaltak,(118,119) hogy a vizsgalt mutéciok befolyasoljdk a hE3 oldatbéli dinamikéjat,
melynek a finom megvaltozasa is fontos hatassal lehet az oldatban spontan kialakul6 dimer
szerkezet Osszetartasara, a katalitikus aktivitasra, valamint a hE3 enzimkomplexeiben a

fehérjepartnerekkel val6 kolcsonhatasra.

Munkam maésik lényegi torekvése a hE3 variansok krisztallogréfias vizsgélatainak
elokészitése volt. A kristalyositasi probak megkezdése elétt fel kivantam térképezni, mely
tényezOk finomitasa segitheti el6 a hE3 varidnsok kristalyosithatosagat, a kristalyok
diffrakcios képességét, illetve egy variansra kidolgozott eljaras, milyen mértékben vihetd 4t
a tovébbiakra. A kristalyositas elokészitéseként részletesen vizsgélni kivantam a hE3
variansok oldatbéli stabilitasat, azok olvadasi homérsékletének dsszevetésével. Fel kivantam
tarni a szerkezeti stabilitas hOmérséklet, kémhatas és ionerésség fiiggését termofluor mérések
segitségével. Az egyes variansok és a vad tipus hdstabilitasanak sszevetésébol kovetkeztetni
kivantunk a mutaciok hatasara bekovetkezé molekularis stabilitas csokkenésre, illetve a
fehérjére jellemz6 szimmetrikus homodimer szerkezet esetleges fellazuldsara; az optimalis
pH ¢és ionerdsség tartomany meghatarozasaval pedig a kristalyositasi kortilmények

megvalasztasat terveztiik eldsegiteni.
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A D444V-hE3 varians sikeres kristalyositasi tesztjei utan celom volt a kristaly
diffrakcios képességének javitdsa, annak fagyasztisara szolgalo optimalis krio-véddoldat
megtalalasa, a diffrakcios adatgytlijtés és az eldzetes adatfeldolgozas, valamint modellépités.
A vad tipusu hE3 és a D444V varians szerkezetek 6sszevetése Dr. Szabd Eszter doktori

munkajanak targyat képezi.
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4. Moddszerek

Anyagok

Szangvinarin-kloridot a Sigma-Aldrich Kft.-té1 (St. Louis, MO, USA) vésaroltuk és
modszerrel hataroztuk meg a 328 nm-en értelemezett ¢ = 30700 M-tcm™ molaris abszorpcids
egyltthatd felhasznalasaval. A kukurbit[7]urilt Kisérleteinkhez Dr. Anthony 1. Day

biztositotta, melyet felhasznalas el6tt napokig vakuum alatt szaritottunk.

Az NMR és HDX MS mérések soran hasznalt deuteralt oldészereket (d6-DMSO,
99,9% D20) Sigma-Aldrich Kft.-t6l, illetve a Cambridge Isotope Laboratories-tol
(Tewksbury, MA, USA) vasaroltuk.

A biokémiai pufferek Osszetevdit molekularis bioldgiai tisztasagl, protedz mentes

forméban a Sigma-Aldrich Kft.-t6] szereztiik be.

Fehérjeelballitas és -tisztitas

A kovetkezo fehérjeeldallitasi es -tisztitdsi modszer a laboratoriumunkban korabban
kidolgozott periplazmatikus expresszios eljaras(200) citoszol alapuva alakitasaval késziilt. A
modositas soran a sejtfeltaras, az indukcios id6, az expresszids hémérséklet €s a nagyobb
fehérjemennyiség miatt az affinitas tag és a kromatografias modszer optimalizalasat végeztik
el, ennek a részleteire a dolgozatban nem tériink ki. Az optimalizalt eljarast az alabbiakban

ismertetjik.
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Expressziosvektor létrehozésa

Annak érdekében, hogy fokozzuk Escherichia coliban a fehérjetermelést, az
alkalmazott génszekvencidk kodonoptimalizalt valtozatat hasznaltuk. A 474 aminosavél allo
hE3 fehérjét kodolé DNS szekvencia kodonoptimalizalt valtozatat a DNA2.0, Inc. (Newark,
egy tovabbi Strep-tag szekvencidval bévitettik ki, ami lehetévé teszi az affinitas
kromatogréfias tisztitast. Annak érdekében, hogy a tag enzimatikusan lehasithat6 legyen, az
expresszids terméekek a tag és a hE3 fehérjeszakasz kozott egy (HRV) 3C proteolitikus
hasitasi helyet tartalmaztak. Az ilyen moddon megtervezett inszertet az ampicillin
rezisztenciat biztosit6 pET-52b(+) vektorba (Novagen, Madison, WI, USA) Dr. Tor6csik
Beéata klonozta. A patogén varidnsokat a vad tipust vektort felhasznalva, hely-specifikus
mutagenezissel Dr. Tor6csik Beata allitotta eld, QuikChange 1 site-directed mutagenesis kit
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) segitségével. A mutéaciokat kdédold primereket a
QuikChange Primer Design (Agilent, Santa Clara, CA, USA) programmal terveztik és a IBA
Lifesciences-t61 (Gottingen, Németorszag) vasaroltuk. A mutacié meglétét minden esetben
DNS szekvendlassal igazoltuk (Agowa GmbH, Berlin, Németorszag).

Fehérje expresszio és tisztitas

Az eldallitott hE3 aminosavszekvenciaja a kovetkezo:
ASWSHPQFEKGALEVLFQGPGADQPIDADVTVIGSGPGGYVAAIKAAQLGFKTVCI
EKNETLGGTCLNVGCIPSKALLNNSHYYHMAHGTDFASRGIEMSEVRLNLDKMM
EQKSTAVKALTGGIAHLFKQNKVVHVNGYGKITGKNQVTATKADGGTQVIDTKNI
LIATGSEVTPFPGITIDEDTIVSSTGALSLKKVPEKMVVIGAGVIGVELGSVWQRLG
ADVTAVEFLGHVGGVGIDMEISKNFQRILQKQGFKFKLNTKVTGATKKSDGKIDV
SIEAASGGKAEVITCDVLLVCIGRRPFTKNLGLEELGIELDPRGRIPVNTRFQTKIPNI
YAIGDVVAGPMLAHKAEDEGIICVEGMAGGAVHIDYNCVPSVIYTHPEVAWVGKS
EEQLKEEGIEYKVGKFPFAANSRAKTNADTDGMVKILGQKSTDRVLGAHILGPGA
GEMVNEAALALEYGASCEDIARVCHAHPTLSEAFREANLAASFGKSINF, a Strep-

tag-et, majd az azt koveté (HRV) 3C hasitasi szekvenciat alahizas jel6li; az aminosavak

szamozasanal ezt a részt nem vettik figyelembe. A hE3 14 patogén variansa egy-egy
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aminosavban tér el a fenti szekvenciatol (P453L-, G194C-, M326V-, D444V-, R460G-,
R447G-, 1445M-, 1318T-, K37E-, 112T-, E340K-, 1358T-, G426E-, G101del-hE3).

Az expresszids vektort BL21(DE3) Escherichia coli vonalba (Novagen, Madison,
WI, USA) transzformaltuk és 0,1 mg/mL ampicillin (Amp) tartalmu Luria-Bertani-agar (LB-
agar) lemezre szélesztettik. Ezt 18-24 dran keresztiil, a telepek megjelenéséig 37°C-on
inkubaltuk. Az éjszakai kultdra tapoldatat LB-bdl és 0,1 mg/mL ampicillinbél (LB-Amp)
készitettilik és egy kulonallo teleppel oltottuk be, majd razoinkubatorban 37°C -on és 200 rpm
razatas mellett 18 dran at szaporitottuk. Az éjszakai kultarat 6tvenszeresere higitottuk 5 |
friss LB-Amp oldatban és 37 °C -on, 200 rpm rézatas mellett szaporitottuk. Amikor a kultira
elérte az ODegoo ~ 0,5 600 nm-en mért optikai stiriiség értéket, a fehérje expressziot 1 mM
végs6 koncentracidju izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukaltuk, és tovabbi
3 6ran at 25 °C-on folytattuk. A sejteket 6500 rpm-es sebesseéggel 4 °C-on 15 percen keresztil
centrifugaléassal Ulepitettiik és a pelletet -20 °C-on fagyasztva taroltuk. Az 5 | tapoldatbol
keletkezett baktériumok teljes mennyiségét 120 mL B-PER (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) sejt lizis reagenssel tartuk fel 24 mg lizozim, 1,2 ml EDTA mentes
Halt protedz inhibitor koktél (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) és 12 ul
Universal Nuclease (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) jelenlétében. A sejteket
doérzshomogenizator segitségével oszlattuk el, majd 4 °C-on 30 percig kevertettik. A
lizatumot 30 percig centrifugaltuk (15000 g, 4 °C), majd a fellilaszohoz 70 pl 20 mM FAD-
ot adtunk, hogy a kofaktorként szolgalé FAD feleslegét folyamatosan fenntartsuk. Az
oldathoz 33 pul 50 mg/ml avidint (IBA Lifesciences, Gottingen, Németorszag) is adagoltunk,
mely a szennyezésként jelen 1évd természetesen biotinilalt fehérjeket maszkolja,
megakadalyozva azok kotodését az affinitds kromatografias oszlophoz.

Az affinitas kromatografias elvalasztast egy AKTA Purifier 10 UPC FPLC rendszer
(GE Healthcare Biosciences, Piscataway, NJ, USA) segitségével 5 ml Strep-Tactin
Macroprep FPLC oszlopon (IBA Lifesciences, Gottingen, Németorszag) vegeztik a csoport
altal mar korabban kozolt protokoll alapjan.(200) A nagytisztasagu fehérje mintakat 10-15
mg/ml-re koncentraltuk (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, MWCO=30 kDa, Merck
KGaA, Darmstadt, Németorszag), mikdzben a sziikség szerint puffer cserét is végrehajtottuk,

majd folyékony nitrogénnel gyorsfagyasztottuk es -80°C-on taroltuk. A fenti eljarassal a vad
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tipust fehérjét, valamint annak 10 variansat sikerilt nagy mennyiségben és tisztasagban
eléallitani, négy varians (G101del, I12T, M326V, G426E) ismételt el6allitasi kisérletei mind
mennyisegi, mind tisztasdgi szempontbol elégtelennek bizonyultak, ezért ezeknek a

mutansoknak a teljes korti vizsgalata nem valt lehetévé munkamban.

NMR

Az NMR méréseket 400 MHz és 600 MHz *H rezonancia frekvenciaji (9.4 T és 14.4
T) NMR spektrométereken (Varian, Palo Alto, CA, USA) folyadék tizemmaodban végeztik.
Az oldat mintakat 5 mm-es atmér6jii NMR csovekbe toltottik. A deuterdlt vizes (D20)
olddszer 7 v/iv% deuteralt dimetil-szulfoxidot tartalmazott (DMSO-ds). Az *H spektrumokat
a DMSO-ds bels6 standard maradvany proton jelére referaltunk (3:H(DMSO) = 2,50 ppm).
Az 'H NMR spektrumban a szangvinarin protonok jelhozzarendelését kukurbit[7]uril mentes
oldatban végeztiik el: a kétdimenzids, heterokorrelacids hosszi hatdtavolsagu *H-3C J-
csatolasra optimalizalt gHMBC, valamint az egydimenziés homonuklearis dipolaris
csatolason alapuld egydimenziés 'H ROESY mddszerekkel. A ROESY Kkisérletekhez
szlikséges formazott pulzusokat a Pbox szoftverrel (Varian, Palo Alto, CA, USA) terveztik
meg. A szangvinarint és kukurbit [7] urilt tartalmaz6 komplex szerkezeti és dinamikai
jellemzésére a kétdimenzids homonuklearis dipolaris csatolason alapulé *H-'H NOESY
kisérleteket hasznaltuk, a keverési id6t 0,05-0,4 s kozé allitottuk be. Az olddszerelnyomast
az egydimenzios 'H NMR spektrumokban a gyari PRESAT szekvenciaval biztositottuk. Az
oldatok koncentraciéja 0,4-1 mM kozott volt. A spektrumokat a VnmrJ 2.2C szoftver
(Varian, Palo Alto, CA, USA) segitségével elemeztik és jelenitettik meg. A méréseket 10

°C-on, illetve az eredmények részben megjeldlt hdmérsékleteken végeztik.
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A difflizios egyutthatét *H-DOSY NMR kisérletekkel hataroztuk meg.(129,201,202)
A mégneses térgradienst a 60 Gauss/cm Z-gradiens kapacitast Performa IV XYZ gradiens
erdsitovel allitottuk elé. A diff(zios egyutthato es a térer6sség gradiens kozotti kalibraciot 5
vIV% szachar6z D,O 25 °C-os oldatan végeztiik el (D = 5.22x10%° m? s1). Az oldatok
alacsony koncentricioja miatt konvekcié kompenzaciét nem tartalmazé Dbppste
pulzusszekvenciat alkalmaztuk, a diffGzios sziinet 50 ms volt, a 8 kiilonb6z6 gradiens pulzus
er0ssége négyzetes 1épéskozzel 1 és 50 Gauss/cm kodzott valtozott és minden gradiens
erésségnél 256 H tranzienst vettiink fel. A DOSY csomagot (Varian, Palo Alto, CA, USA)

hasznaltuk a mérés kivitelezéséhez és a megjelenitéshez.

A SA:CB7 komplexek méretének és alakjanak jellemzését DOSY NMR és
molekuladinamikai modellezés alapjan végeztem el. A hidrodinamikai sugarat (Rn) a

kgT
6nnD

bevezetésben bemutatott Ry, = egyenlet alapjan szamitottuk. Az oldészer (7% DMSO,

10 °C) dinamikai viszkozitasaként 2,509 cP-t hasznaltam, amit a 0%, 10%, 20% és 25%-0s
DMSO vizes oldatanak 10°C-on mért viszkozitasértékeinek(203) linearis interpolacidjaval
hataroztam meg (R? = 0.9985). A molekulamodellezésre szemiempirikus RM1 médszerrel a
HyperChem8.0 (Hypercube Inc., Gainesville, FL, USA) programcsomagot hasznaltuk.
Kiindulasi szerkezetekként a SA(7) és CB7(40) kristalyszerkezeteit hasznaltuk (PDB 3nx5,
CCDC 141409). Az Rg értékét a kristalyszerkezetek és a modellek atomkoordinataibdl sajat

készitésii Python programmal szamitottam a bevezetésben ismertetett RZ =
Yijk zfg:l%(rgi — R?) egyenlet alapjan. Ugyanez a program az atomkoordinatakra a

(z—20)? _

(x—x0)2 + (y—YO)Z + —

a? b2 c?

1, ahol Xo, Yo, o a k6zéppont koordinatai, mig a, b, ¢ az ellipszoid tengelyei.

legkisebb négyzetek elve alapjan ellipszoid felletet illesztett:

HDX MS
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A Hidrogén-deutérium csere toémegspektrometriai (HDX MS) méréseket a kordbban
kdzolt protokollokat kovetve vegeztiik el.(163)(57) Mind a 11 fehérje varians (hE3 és annak
10 patogén mutansa: K37E-, G194C-, 1318T-, E340K-, 1358T-, D444V-, 1445M-, R447G-,
P453L- és R460G-hE3) oldoszerét puffer A-ra cseréltik (10 mM KH2PO4 pH 7.0, 50 mM
KCl, 2 uM FAD). Puffer A segitségével 40 uM-os torzsoldatokat keszitettiink és 25 °C-on
egy Orén at pihentettik azokat, hogy a mintak elérjek az egyensulyi allapotot.

A deutérium-csere-reakcio kezdetén 2 pl fehérje térzsoldatot 38 ul deuteralo6 oldattal
(10 MM KH2PO4, 50 mM KCl, 2 uM FAD, 99.9% D0, pD 7.0) higitottunk, a végs6 oldat
nehézviz tartalma 94.9% DO volt. A pD meghatarozasa soran a pH-méré altal kijelzett
értékhez 0.40-et adtunk. A reakciot 3 percig folytattuk 25 °C-on, majd pillanatszertien
megallitottuk azt. Ennek eléréséhez a reakcioelegy 30 pl-éhez azonos térfogatu jéghideg
kvencs puffert (0.2 M KH2PO4, pH 2.6) adtunk, a mintakat folyékony nitrogénnel
gyorsfagyasztottuk, és -80 °C-on taroltuk. Minden egyes fehérje varidnshoz a nem-deuteralt
referencia vegyuletet a fentihez hasonldan allitottuk eld, azzal a kiilonbséggel, hogy a
deuteral6 oldat helyett puffer A-t hasznaltunk.

Az analizis sorén a fagyasztott mintakat pillanatszeriien felolvasztottuk és jéghideg
fecskend6 segitségével a 20 pl-es, hiitétt mintahurokba t6ltottiik azokat. Kozelitéleg 20 pmol
fehérje mintat 0.3 ml/perc aramlasi sebességii 0.1 v/v% hangyasav oldattal immobilizalt
pepszin oszlopra (15 °C, Poroszyme Immobilized Pepsin Cartridge, 2.1 mm x 30 mm,
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) vittiink és a 20 masodpercig emésztettiik azt.
A terméket hécserélével O °C-ra hitottik, majd peptid csapdan (Michrom peptide
MacroTrap, 3 x 8 mm, Michrom Bioresources, Auburn, CA, USA) koncentréaltuk és
sotalanitottuk. A peptid elegyet reverz fazisu C18 HPLC kromatogréfias oszlopon (Agilent
Poroshell 300SB- C18, 2.1 mm x 75 mm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA, 15
perc, 0,2 ml/perc, 0°C, 0.1 v/v% hangyasav oldat) 2-40% acetonitril gradienst alkalmazva

valasztottuk el.

Az elektroszpray ionizacios (ESI) mintabevitelt 5 perccel az eltcio megkezdése utan
inditottuk el és 6sszesen 10 percig folytattuk az adatokat tomegspektrometriaval elemeztik.

A tdmegspektrométer beallitasai a kovetkezdek voltak: EST+ mod; kapillaris fesziiltség: 4500
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V; spray shield: 4000 V; szérit6 gaz hémréklete: 190 °C; tdmegtartomany: 400-2000 m/z,
felvételi sebesség: 0.5 scan/s. Minden Kkisérletet hdromszor megismételtink meg. A
spektrumokat a Bruker Daltonics DataAnalysis 4.0 (Bruker, Billerica, MA, USA) szoftver
segitségével értékeltik. Az egymasnak megfelel6 deuterdlt és nem-deuterdlt peptid
fragmenseket a DXgest program(204) segitségével azonositottuk, a tiiréshatart <1.5 ppm-re
allitottuk. Az adott fragmens cserélheté félancbéli amid protonjainak szamanak (maxD)
meghatarozasakor a peptidet felépité aminosavak szamabol kivontuk a prolinok szamat,
valamint két N-terminalis aminosavat.(164,165) A deutérium beépllési szazalékot a
AD%=AD/(maxDx1.0063%0.949) x 100% egyenlet alapjan szamoltuk, elhanyagolva a
visszacserélddés mértékét. 1.0063 a relativ atom tdmeg killdnbség a deutérium és a hidrogén
(précium) kozott, mig 0,949 a D20/(D20O + H20) arany a deuterald oldatban. Az abrékat az
Origin (OriginLab, Northampton, MA, USA) segitségével készitettik.

A HDX értékekkel Osszefuggésbe hozott fizikai paraméterek elemzését a hE3
aminosav szekvenciaja és az 1zmc PDB azonositoju kristalyszerkezete alapjan végeztik el a
mért fehérje fragmensekre nézve. A masodlagos szerkezettel nem rendelkez6 régiokat a
DSSP(205,206) programmal azonositottuk és azok aranyat szamitottuk az egyes peptid
fragmensekre. A kristalyszerkezet alapjan a flexibilis régiok azonositasara az amid
nitrogének B faktorainak atlagat hataroztuk meg minden fragmensen belul. A lehetséges
hidrogén kotések szamat, melyeket az amid hidrogének a fehérje f6lancaval vagy az
oldallancokkal alakithatnak ki a kr2istalyszerkezet elemzésével hataroztuk meg.

Rontgenkrisztallogréfia

A D444V-hE3 varians kristalyositasi koriilmeényeit az 1. tablazat foglalja 6ssze. A
fehérjeminta tisztasagat és homogenitdsdt SDS-PAGE modszerrel ellendriztik, a

fehérjeszekvencia helyességét MS maodszerrel igazoltuk. A megtisztitott fehérjemintak
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elucios pufferét fehérje taroldoldatra cseréltik (ld. 1. tabladzat) 30 kDa porusméretii
centrifugélis koncentratort alkalmazva. A fehérjekoncentraciot Bradford modszer(207)

szerint hataroztunk meg. A fehérjét tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

Kristalyositas el6tt a felengedett fehérjeoldatot homogenizaltuk, majd
centrifugalassal és sziiréssel szabadultunk meg minden esetleges aggregatumtol. A végso
fehérjekoncentraciot Nanodrop 1000 spektrofotométerrel (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) ellenériztiik. A 96-lyuku kristalyosito talcakat Crystal Gryphon (Art
Robins Instruments, Sunnyvale, CA, USA) kristalyosito robot segitségével toltottik fel. Az
elézetes tesztek soran 24-lyuku kristalyosito talcaba manualisan 500 pl kristalyosito oldatot
adagoltunk, majd a fedélemezen a fehérje oldat és a kristalyosito oldat valtozd térfogataranyt

cseppjeit (0.5-2 pul) elegyitettiik (fliggd csepp modszer).

A legnagyobb felbontasu D444V-hE3 kristalyszerkezet adatgyiijtésének paramétereit
a 2. tablazat foglalja 6ssze. Minden tesztelt kristalyrol elézetesen ketté 90°-kal elforgatott
diffrakcids képet vettiink fel, amit az XDS programcsomaggal(208,209) processzaltunk,
majd a BEST(210,211) programmal terveztik meg a legrovidebb adatgytijtési id6re
optimalizalt adatgyiijtési stratégiat (elforgatasi szog 1épéskoze, elforgatasi szogtartomany,

szkennelési sebesség és detektor tvolsag).
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1. tablazat D444V-hE3 kristalyositasi korilményei

Modszer ilé csepp

Kristalyosito télca tipusa Intelli 94-well, standard

Homérséklet 293 K

Fehérje koncentrécid 40 mg/ml?

A fehérje taroldoldat Gsszetétele 100 mM Tris-Cl pH 8.00, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA

A kristalyosito oldat 0sszetétele 1,5-1,9 M Na/Ko-foszfét puffer pH: 6,99-8,10°

A Kkristalyosito csepp Osszetétele 0,3 ul:0,15 pl = fehérje:kristalyosito oldat

A kristalyosit6 oldat térfogata 70 ul

A krio-oldat ¢sszetétele 20 vIv% glicerin a kristalyosité oldatban oldva

2280 nm-en mert abszorbancia alapjan; Nanodrop 1000

b Az oldatok pH-jat 2 M-o0s NaH2PO4 és 2 M KoHPO4 oldatok megfelelé aranyu
elegyitésével allitottuk be, majd az adott kémhatasu oldatok fokozatos higitasaval fedtiik le
az 1,5 — 1,9 M-os koncentraciotartomanyt. A puffer oldatok kémhatdsa nem valtozott a

higitas hatasara.
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2. tAblazat Adatgyiijtés és feldolgozas

Rdéntgen forras megnevezése (beamline)

BESSY 14.1 beamline, Helmholtz-

Zentrum Berlin  (Berlin-Adlershof,

Németorszag)
Rontgensugarzas hullamhossza 0,91841 A
Detektor Pilatus 6M
Kristalyok darabszama 1
Homérséklet 100 K

Kristaly-detektor tavolsag

323,725 (324,20) nm

Egyedi képek kozatti elforgatasi szog 0,1°
Teljes elforgatasi sz6g 180°
Képenkénti besugarzasi id6 1.4s

Felbontas (kiils6 héj)

48,34-1,59 (1,68-1,59) A

Tércsoport

P21212

Elemi cella paraméterei

11793 A, 168,81 A, 61,19 A

Mozaicitas 0,078°
Osszes mért reflexiok szama (kiilsé héj) 856021
Egyedi reflexiok szama (kiilsé hé;) 163597
Multiplicitas (kiils6 hé;j) 5,23

Teljesség (kiils6 héj)

99,1 (97,5) %
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Atlagos jel/zaj viszony <I/z(1)> (kiils6 héj) 13,73 (1,48)

Mérés R-faktora (kiils6 héj) 8,6 (105,0) %

B-faktor a Wilson-féle abrazolas szerint 26,63 A?
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3. tdblazat Szerkezetfinomités

Modszer

molekularis helyettesités (a modell PDB kddja: 1ZMC)

Alkalmazott programcsomag (verzio)

REFMAC (5.8.0073)

Felbontasi hatarai

48,338 — 1,588 A

Teljesség 99,14 %
Adatlevagas nincs
Reflexok szama 163590 (kiolvasott)
munka adatkeszlet 11397
teszt adatkészlet 161488
Krisztallografiai R-faktor (Reryst) 0,1798%
Szabad R-faktor (Rfree) 0,2078%
Diffrakcios ontossagi index
Cruickshank szerri)nt (DPI)g 0.0727 A
Atomok szdma 7733
fehérje 7139
ionok 6
ligandumok 146
H20 442
Standard eltérés (r.m.s.) 0,0211
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kotések 2,0868 A
Atlagos B-faktor 24,60
fehérje 44,77 A?
ionok 47,70 A2
ligandumok 21,31 A?
H20 29,12 A2

Eloszlas a Ramachandran térképen
a legkedvezdébb ¢ /v régioban 96,52%

a megengedett ¢/ y régioban 3,27%
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Termofluor mérések

A termofluor kisérleteket a MyiQTM Thermocycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
valos ideji, egy szincsatornas PCR késziiléken végeztiik. A vizsgalando oldészerekbdl (lasd
7. tablazat) 20-20 ul-t 96-lyuku PCR talcakba (Bio-Rad, Hercules, CA, USA vagy Roche,
Indianapolis, IN, USA) toltottuink -80°C-on fagyasztva taroltuk felhasznalasig. Az
5000xSYPRO Orange DMSO-s oldatat (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) vizzel
szazszorosara higitottuk és ezt a munkaoldatot legfeljebb néhany 6rén at 4 °C-on, sététben
taroltuk. A PCR talcdn minden koriilményhez 2.5 pl munkaoldatot és 2.5 pl fehérjeoldatot
(végso koncentracido ~50 uM) adtunk. A talcakat atlatszo foliaval lefedtiik (Optical Quality
Sealing Tape, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), 2 percig 4000 rpm sebességgel centrifugaltuk,
majd 2 6ran at 4 °C-on allni hagytuk.

A PCR késziilékben a talcakat 4 °C-rol 0,5°C lépéskozzel, 1 °C/perc sebességgel 95
°C-ra melegitettik. A készulék fedelét allandé 105°C-on tartottuk, hogy elkeriljuk a
kondenzaciot. Az oldatok fluoreszcencia valtozasat folyamatosan kovettiik, a gerjeszté fény
hulldmhossza 492 nm, mig a detektalt hullamhossz 516 nm volt. Miutan a minta elérte a 95
°C-ot, a hdmérsékletet a fent leirtakhoz hasonloan fokozatosan 4°C-ra csOkkentettiik és a
hiitési gorbéket is felvettik. A Tm olvadasi homérsékletként a szigmoidalis jellegii
fényintenzitas / hdmérséklet hiitési és fiitési gorbék inflexios pontjat hasznaltuk, amelyet a

gorbék masodik derivaltjanak zéruspontjabdl hataroztunk meg.
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5. Eredmények

A szangvinarin és kukurbit[7]uril zarvanykomplexei

A 8. dbra mutatja a SA és CB7 szobahémérsékletii 1:1 molaranyi oldatanak *H NMR
spektrumat; a vizhez tartoz6 maradék olddszer jelet (4,77 ppm) a presat szekvenciaval
nyomtuk el. A 1étrejové komplex szerkezetének feltarasa sordn kihivast jelentett, hogy
szobahdmérsékleten rezonancidk jelentOsen elszélesednek, ezért a késébbiekben
alacsonyabb mérési hémérsékletet és valtozo SA:CB7 aranyu oldatokat hasznaltunk. A
kémiai csere jellemzésére kétdimenzios *H-'H NOESY mérést, mig a kialakuld specieszek

méretének meghatarozasara a DOSY Kisérletet alkalmaztuk.

A szabad CB7 és SA 'H NMR spektroszkopiaja

A szabad CB7 oldat *H NMR spektruméban csak 3 azonos intenzitasi rezonancia
jelenik meg a molekula nagyfokli szimmetridjanak koszonhetden: a metin protonoknak
megfelel6 szinglet (5,3 ppm), valamint a két nem ekvivalens metilén proton dublett parja. A
CB7 szimmetria tengelyével kozel parhuzamos (a, 5,6 ppm) és a kifelé mutaté (b, 4,0 ppm)
protonok geminalis helyzetitknek megfelel csatolasi allandoval (J = 15,6 Hz) és nagy kémiai
eltolodas kiilonbséggel jellemezhetéek, mely a szomszédos karbonil-csoportok arnyékolo
helyezkedik el, igy a zarvanykomplex képz3dés nem okoz jelentés valtozast a CB7 *H NMR
spektrumdban, igy annak értelmezésétdl a késdbbiekben eltekintiink. Emellett, a kifelé

mutaté CB7 protonoknak a vendégmolekulatol mért tavolsaga meghaladja a 6 A-6t, igy nem
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tudtuk alkalmazni az intermolekularis H-'H keresztrelaxacion alapulé NOESY vagy
ROESY Kkisérleteket a zarvanykomplex szerkezetének jellemzésére.

Hc *

OHa Hp

o
SR
N (s

IIII'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII'IIII'IIII'IIII'II'IIII!III

Hb

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 PPpm

8. dbra A SA* és CB7 1:1 mdlarany( szobahémérsékletii D2O oldatanak *H NMR
spektrumaban a jelek elszélesednek és nem alkalmasak a kdlcsdnhatas szerkezeti feltarasara.
(0,4-0,4 mM; *7% DMSO, 811°MS° = 2,50 ppm; 298K)

A szabad SA oldat szobahémérsékletii 'H NMR spektruma éles jelkészlettel
rendelkezik, melyben minden molekularészlet egyedileg azonosithatd. A SA H NMR
jelhozzarendelését H-3C egy és tobbkdtéses skalaris csatolasra érzékeny gHSQC és
gHMBC, valamint a térkozelségeket igazolé H-'H egydimenziés ROESY kisérletekkel
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végeztik el. Az elektronegativ heteroatomok jelenléte miatt az alifas protonok magas kémiai
eltoldassal jellemezhetk: a metil-csoport (2,0 ppm) és a két metilén-csoport (6,1 ppm; 6,3
ppm) szingletként jelenik meg a spektrumban; az aromas régio jelhozzarendelését a 9. abra

tartalmazza.

CB7 és SA arany valtoztatasanak hatasa a *H NMR spektrumra

A 9. dbra szemlélteti, hogyan valtozik a SA *H NMR spektrumanak aromas régidja
fokozatos CB7 adagolas hatdsara 283 K-en. A rezonancidk jelentésen elszélesednek,
kiléndsen a SA 1. metilén proton jelének eltiinését figyelhetjiik meg, amelyet kés6bb
kapcsolatba hozunk a SA:CB7 1:1 zarvanykomplex keletkezésevel.

A 10. dbra a CB7 oldatnak SA-nal torténd titrdlasa soran rogzitett ‘H NMR
spektrumokat mutatja; az abra felsé részén a tiszta SA* oldat D2O-ban mért spektruma
talalhatd, mint referencia. Az alsdé spektrumokon az 1:10 és 1.5 kozotti SA:CB7
koncentracidaranynal egy (kék) jelkészlet figyelhetdé meg, amely 1ényegesen eltér a tiszta SA
oldat spektruméatol. Ezt a jelkészletet a késobbieckben a SA:CB7 1:2 zarvanykomplexnek
felleltettiik meg. A CB7 iiregébe agyazott I és II metilén protonok erésen arnyékoltta valnak
és a 4-5 ppm-es tartomanyba tolddtak el a rezonanciaik, ahol atfednek az oldoszer és a CB7
jeleivel; ezért hidnyoznak a bemutatott spektrumtartomanybél. A komplexképz6dés hatasara
az 1 és 9 protonok arnyékoltsaga is megnovekszik. Mindez Osszhangban all azzal a
feltételezéssel, hogy a vendégmolekula mindkét vége egy-egy CB7 makrociklusba
agyazodott. A 11 és 12 protonok arnyékoltsaga csokken a szabad SA-hoz képest, amita CB7
karbonil-csoportjaihoz viszonyitott elhelyezkedésiikkel magyaraztunk.
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9. dbra A SA titralasa CB7-ral *H NMR spektrum aromas régiojan bemutatva. (4
mM SA; D20 *7% DMSO, §:1PMS° = 2,50 ppm; 283 K). A CB7-et nem tartalmazo, szabad
SA jelhozzarendelését az als6 spektrum tartalmazza.

Az 1:3 SA:CB7 koncentréacidaranynal egy masodik (zold) jelkészlet jelenik meg a
spektrumban, ezt a késdbbiekben a SA:CB7 1:1 aranyu komplexként azonositottuk. A z6ld
és kék jelkészletek kozott Kis eltérést mutatkozik a SA 6, 9, 10, 11, 12, rezonanciai esetén, a
z6ld jelkészlet szisztematikusan alacsonyabb rezonancia frekvenciaknal jelenik meg. A SA
molekula 1. oldalan elhelyezkedd 1, 9 és a II. metilén protonok kémiai eltolddasa jelentdsen

kilonbozik a zold es a kék jelkészletek kozott. A zold jelkészletben a 1l metilén protonoknak
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két kiszélesedett jel felel meg 6,1 ppm korul, melyeknek a kémiai eltolédasa a SA-hoz
hasonld. A geminalis 1. metilén protonok kémiai inekvivalencidja arra utal, hogy
diasztercotop kornyezetbe keriiltek a komplexképzOdés hatasara,(212) azonban a két proton

kozotti kétkotéses csatolasi allandd nem olvashatd le a spektrumbol (J < 2 Hz).

Tovabb novelve az SA™ koncentraciot eleinte az 1:1-es komplexhez tartozé
rezonancidk intenzitasnovekedése figyelhetd meg, majd egy harmadik (sarga) jelkészlet
tlinik fel a spektrumban. A harom jelkészlet egymas mellett a koncentracidaranyok egy sziik
tartoméanyaban figyelheté meg, amelyben a késdbbiekben a kétdimenzids spektroszkopiai
vizsgalatainkat is végeztik. A Kiszélesedd, sarga jelkészlet nem jellemezhetd egyetlen
molekularis szerkezettel. A rendszer koncentracid és homérséklet fliggése arra utal, hogy a
sérga rezonancidk a szabad forma és a vele gyors csere allapotaban 1év6 gyengén Kotott
asszociatumok atlagolt jelkészlete. Itt jelenhetnek meg a SA* és CB7 kis energiagattal
jellemezhet6, nem kizardlag zarvanykomplex tipust asszociatumai, valamint a SA*-SA*
tipust kolcsonhatasok is Gsszetettebbé teszik a képet (lasd 19. abra felul). Osszefoglaldan
erre a jelkészletre nem specifikusan kétott SA*-ként fogunk utalni, megkiilonboztetendd az

1:2 és 1:1 komplexek lassu kémia csere allapotaban 1év6 rezonanciditol.

CB7 es SA altal képzett komplexek cserefolyamatainak azonositasa

Az eldzd fejezetben bemutattuk, hogy a kiilonb6z6 koncentracié aranyu SA:CB7
elegyek egyedi jelkészletekhez jarulnak hozzéa az *H NMR spektrumban. Ebben a fejezetben
az oldatot alkotd egyes specieszek szerkezeti, kinetikai, termodinamikai és hidrodinamikai
jellemzését mutatjuk be. A harom jelkészlet asszignacidjat a szabad SA-bol kiindulva
vegeztik el, majd az egyes jelek egymasnak valé megfelelteteését ket fuiggetlen modszerrel is
igazoltuk: homérséklet-fiiggd és 'H-'H NOESY méréseket végeztiink. Tovabba becslést

adtunk az oldatban zajlo cserefolyamatok sebességérél €s meghataroztuk az egyensulyi
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allanddkat. A megfigyelt specieszek szerkezetének és a SA:CB7 arény igazolasa végett, az
egyes jelkészletekhez tartozd specieszek hidrodinamikai sugarat *H DOSY mérésekkel
hataroztuk meg. A zarvanykomplexek szerkezetének szemléltetésére szemiempirikus
szamitasokat végeztink, majd a modellek hidrodinamikai sugarat 0sszevetettilk a kisérleti
értékekkel.
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10. abra CB7 titralasa SA-nal a *H NMR spektrum aromas régidjan bemutatva. (D-O
*7% DMSO, 81+°M5° =2 50 ppm; 283K). A CB7 koncentracidjat allanddan tartottuk (1 mM),
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mentes SA spektrumot &brdzoltuk. A jelkészletek szinezése a 19. &brdn ismertetett
molekularis modelleknek felel meg.

A 11. abra mutatja be, hogyan valtozik a homérséklet emelése hatasara a SA:CB7
elegy 'H NMR spektruma. Az alkalmazott oldatdsszetétel (0,43 mM SA és 1 mM CB7)
mellett alacsony hémérsékleten harom jelkészkészlet jelenik meg. A homérséklet emelése
hatasara a kiilonb6z6 specieszekben az egymasnak megfeleltetheté SA protonok rezonanciai
dsszeolvadnak, 333 K felett egy jelkészlet figyelhetd meg a *H NMR spektrumban. Ez a
jelkészlet azonban lényegesen eltér a szabad SA oldatdban mérttdl. Az oldat ismételt hiitése
és melegitése soran azonos spektralis képet kaptunk, tehat az oldatban zajlo folyamatok

reverzibilisek, nem mutathat6 ki degradéacio.

Az H-'H NOESY spektrumban megjelené keresztcsticsok egyszerre hordoznak
informéciot a molekuldk térszerkezetérdl és a kozottiik zajlo cserefolyamatok sebességérol.
A 12. abréan korrel kiemelt keresztcsicsok egy adott specieszen belil, a molekula dinamikus
térszerkezetében egyméshoz térben kozel elhelyezkedd protonoktdl szarmaznak, igy a
jelhozzarendelésben voltak a segitseégiinkre. A négyzettel jel6lt keresztkorrelaciok a merés
keverési ideje alatt zajlé kémiai cserefolyamatok kovetkeztében jelennek meg a
spektrumban; ezek két speciesz egymasnak megfeleld protonjai kozt jelentkeznek. A
cserefolyamatok jol megfigyelhetdek a sarga és zold, valamint a zold és kék jelkészletek
kdzott, azonban a sarga és kék jelkészlet kozott a csere elhanyagolhatd. A valtozo keverési
idokkel felvett H-'H NOESY mérések alkalmasak a cseresebességi egyitthatok
meghatérozasara is, mi azonban az er6forrasok hianyaban az egyensulyi rendszer

termodinamikai jellemzését vegeztik el gyorsabb médszerekkel.

58



DOI:10.14753/SE.2021.2491

»

T (K) 12 CB7 mentes

283 wa

11. dbra A hdmérséklet valtoztatasanak hatasa a *H NMR spektrum aromas régiojara
20,43 mM SA és 1 mM CB7 elegyben. (D20 *7% DMSO, §:1°MSC = 2,50 ppm) A legfelsé

sorban referenciaként a CB7 mentes SA spektrumot abrézoltuk. A hémérséklet emelése

hatasara egymassal dsszeolvado jeleket szaggatott vonallal jel6ltik, ezek azonos kémiai

helyzetli protonoknak felelnek meg a kiilonb6zd specieszekben.
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12. 4bra A 0,43 mM SA - 1 mM CB?7 elegy *H-'H NOESY spektrumanak aromas
régidja. (D20 *7% DMSO, 8:1°PMSO = 2,50 ppm; 263K; tmix = 0.1 s) A legfelsd sorban

referenciaként a CB7 mentes SA *H NMR spektrumat abrazoltuk. A keresztcsticsok kétféle

folyamatbol

erednek a spektrumban:

intenzitdsu keresztcsucsok kémiai

cserefolyamatok soran fejlédtek ki, ezek a SA kiilonb6zé specieszekben talalhatd, azonos

helyzetii protonjai k6zott jelennek meg (o). A NOE tipusu keresztcsucsok egy specieszen

beliil fejlédnek ki a térben kozel elhelyezkedd protonok kozott (o).
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A komplexképzdés egyensulyi allandéit harom fliggetlen modszerrel hataroztuk
meg: a 11. abran lathaté koncentraciofiiggd NMR spektrumokat felhasznalva allapitottam
meg az egyensulyi allamdokat (4. tablazat), tovabba abszorpcidés és fluoreszcencia
spektroszkdpiaval egyiittmiikod6ink — dr. Biczok Laszld, dr. Miskolczy Zsombor és dr.
Medgyesi Ménika — is vizsgaltadk a rendszer termodinamikai és Kinetikai paramétereit. Az
Osszehasonlitds soran figyelembe kell venniink, hogy az egyes méréseket kiilonb6zo
koncentracié tartomanyokban végeztik: NMR méréseket 0,1-1 mM, az abszorpcios
spektrumokat 10-100 uM, mig a fluoreszcencia spektrumokat 0,5-2 uM
koncentraciotartomanyokban rogzitettik. A spektrofluorimetrids mérések soradn csak a
szabad SA és CB7, valamint az 1:2 és 1:1 komplexek jelenétét vettik figyelembe;
elhanyagoltuk a SA komplexeken kiviili tovabbi gyenge kolcsonhatasait, amit az *H NMR
spektrumban sarga jelkészlet képvisel. Az asszociacios egyensulyi allandokat a

kovetkezoképpen definialtuk:

K — [1:1]
17 [SA][CB7]

[1:2]

K2 = e

4. tablazat A komplexképzodési egyensulyi allandok értéke a SA és CB7 elegyben.

Ki/ M1 Ko/ M1

abszorpcids spektrum (490 nm, 298K) 108 1000
fluoreszcencia spektrum (558 nm, 298K) 1,4 108 1000
koncentraci6 fliggd NMR (283K) ¢ 2900

¢ Nem mért mennyiség
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Az NMR spektrumokban megjelend jelkészletek alapjan meghatarozott
koncentracidaranyok és az ebbdl szamitott Ko jO egyezeést mutat az abszorpcids és
fluoreszcencia spektrumokkal nyert értékekkel. A K; meghatarozasara nem volt lehet6ség az
NMR technikaval, hiszen a szabad SA mennyisége nem hatarozhaté meg a spektrumokbdl,

ez a sérga jelkészletnek csak egy részét képezi.

o
(4]
1

o

-7 0.96 £ 0.09

H
R
1

diffuziés egyutthato
(x107° m?s™)
[o]
©
| |

R
&
1

'H (ppm)

13. dbra A 0,3 mM SA - 1 mM CB7 elegy 'H DOSY spektrumanak a SA 6-0s
protonjara vonatkozo részlete (D0, *7% DMSO, 8::°M0 = 2,50 ppm; 283K). (A) A
meghatarozott transzlaciés diffuziés egyltthatd (D) értékét mutatja be az abra mindkét
specieszre. A két SA:CB7 zarvanykomplex szemiempirikus szamitasokkal nyert
molekulamodellje (B: 1:1; C: 1:2)

62



DOI:10.14753/SE.2021.2491

5. tdblazat A SA-CB7 elegyben kimutatott specieszek méretének 6sszehasonlitasa.
A bal oldalon szerepel a H DOSY mérésekbdl meghatarozott transzlacios diffizios
egyutthatd (D) és a belble szamitott hidrodinamikai sugar (Rn). A jobb oldalon a
kristalyszerkezetekbdl (SA, CB7), illetve a molekulamodellekbdl (1:1, 1:2) szarmaztatott
atomkoordinatdk alapjan meghatarozott giraciés sugarat (Rg; merev gdémb kozelités)
tintettilk fel, melyb6l az Rn értékét a szilard gomb kozelitéssel szadmitottuk ki. Az

atomkoordinatékra illesztett forgéasi ellipszoid tengelyeinek hosszat a, b és ¢ oszlopok

ismertetik.
'H DOSY Kristalyszerkezet* / molekulamodell** alapjan
D/ Rn/ A Rg/A Rn/ A alA b/A c/A
1019 m2st (Rg/0,775)
CB7 5,498* 7,08* 6,7355* 6,2502*  3,5569*
SA 4,119* 5,31* 19,1501* 1,1257* NAN
1:1 11+0,1 75+£0,7 |533** 6,88** 9,6992** 6,3470**  4,0623**
1:2 096+009 86+08 |7,283**  940** 14,1202**  74716**  4.2723**

A 13. dbra mutatja be a 0,3 mM SA és az 1 mM CB7 elegy *H DOSY spektrumanak
részletét. A zold szinti jelkészletre szamitott transzlacios diffazios egytitthato (1.1 +0,1) 10°
10 m?st szignifikansan meghaladja a kék jelkészletét, (0,96 + 0,09) 10°° m?st. A difflizios
egyutthatokbol - a Stokes-Einstein-féle, szilard gdmbokre vonatkozé kozelitést felhasznalva
(lasd Bevezetés) - szamitott hidrodinamikai sugarakat (Rp) a 5. tablazatban tiintettiik fel. A
DMSO 7%-o0s vizes oldatdnak dinamikai viszkozitas értéket 10 °C-on az irodalmi
adatok(203) extrapolacidjabol hataroztam meg (2.509 cP). A mért Ry értékek ésszhangban
allnak az 1:1 és 1:2 Osszetételit SA:CB7 zarvanykomplexek szemiempirikus szamitasokkal
nyert molekulamodelljeivel. Az 1:1 és 1:2 komplexek energiaminimalizalt szerkezetét
0sszehasonlitva az 1:1 komplexben a SA I.-es vége mélyebben Ul az tregben. Az 1:2 modell
szerint - a SA aszimmetrigjat kdvetve - a két gazdamolekula egymas felett elcsusztatva
helyezkedik el és hossztengelyuk kis szoget zar be egymassal (< 10°). A girécids sugar (Rg)

kozelitésmentesen szdmolhatd az egyes modellekbdl, amit sajat készitésli programmal
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végeztem el. Az Ry ismeretében az Ri értéke megbecsiilhetd, és ez kdzvetleniil 6sszevethetd
a mérési adatokkal. Az Rn szdmitésa soran a merev gémb kozelitéssel éltiink.(150) A merev
gomb kozelités ellenbrzése végett az atomkoordinatakra forgasi ellipszoidot illesztettiink €s
az b5. tablazatban foglaltuk 6ssze az ellipszoidok harom tengelyének hosszat. Az 5. tablazat
mutatja a szabad SA és CB7 kristalyszerkezetéb6l szamitott Ry és Rn értékeket is. A
zarvanykomplexképzddés soran nem mérhetd jelentds méretndovekedés; a naiv varakozéssal

ellentétben az 1:1 komplex kompaktabbnak bizonyult, mint a szabad CB7.
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A patogén hE3 variansok el6allitasanak és tisztitasanak optimalizalasa

A szerkezeti vizsgalatok elokészitéseként egy egységes fehérjeeldallitasi és tisztitasi
protokoll kidolgozasa volt a célunk, mely a variansok tobbségét megfelel6 mennyiségben és
minbségben szolgaltatja. A munkam megkezdése el6tt megjelent, a hE3 nagytisztasagu
eléallitasat leird kozleményt vettiik alapul(200), melyhez képest az elallitott oldhatd fehérje
mennyiség novelése érdekeben végeztink modositdsokat. A legfontosabb fejlesztést az
jelentette, hogy a kordbban alkalmazott periplazmatikus fehérje expresszios eljarést
citoszolikussa valtoztattuk, ennek soran az expresszios vektort, E. coli gazdasejt vonalat,
illetve a sejtfeltarasi eljarast médositottuk. Tovabba, a citoszolikus eljaras kdvetkeztében
varhatd szennyezé fehérjék mértékének novekedése miatt felilvizsgaltuk az alkalmazott
affinitas kromatografias tisztitasi eljarast is.

A kordbban kozolt hE3 el6allitasi eljaras(200) a pASK-IBA6C (IBA GmbH,
Goettingen, Németorszag) expressziosvektor-plazmidot hasznélta, ennek megvaltoztatasara
a citoszolikus fehérjeexpresszidra valo attérés soran két f6 szempontbol is sziikség volt:
Egyrészt, a pASK-IBAG6C segitségével elballitott fehérje irdnyitottan, az E. coli
periplazméajaba valasztddik ki. A pASK-IBA6C plazmidrél a tetraciklin prométer (tet,
kozepesen erds promoter) segitségével indithatd be a transzkripcio (amely
transzlacioban/fehérjeexpresszioban folytatddik) anhidrotetraciklin adasara; a terméket a
periplazméba az ompA szignalszekvencia iranyitja, ami a transzlokacio soran eltavolitasra
kerll a rekombinans fehérjér6l. Masrészt, a pASK-IBA6C plazmid a kléramfenikol-
acetiltranszferaz enzimet is kddolja (CamR), mely az E. coli citoszoljaban szaporodik fel,
ezzel szennyezve a citoszolikus eljarast. A pASK-IBA6C a CamR gén segitségével
kléramfenikol antibiotikum rezisztenciat biztosit a gazdasejtnek. Mindezeket
figyelembevéve a széles korben elterjedt pET expresszios rendszer egyik tipusara, a pET-
52b(+) (Novagen, Madison, WI, USA) expressziés plazmidra tértiink at. A pET-52b(+) a
pASK-IBA6C-hez hasonldan kddolja az affinitds kromatografianal hasznalni kivant Strep-
tag-et, valamint a (HRV) 3C proteolitikus hasitasi helyet. Azonban a pET rendszere a T7
promoétert (er6s promoéter) hasznélja, igy a fehérjeexpresszid izopropil-B-D-1-
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tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukalhatd. A fehérjekitermelés optimalizalasa soran az
indukcid id6zitését, az alkalmazott IPTG koncentraciot, valamint a fehérje expresszio hosszat
is felUlvizsgaltunk. A tesztek soran a tapoldatbdl kozvetlenll vettiink mintakat és az
expresszalodott fehérje mennyiségét Na-dodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) kovettiink a terleten elterjed eljards szerint.(213) A pET-52b(+) vektor
ampicillin (Amp) rezisztenciat biztosit a gazdasejtnek a B-laktamazt kodolé ampR gén
segitségével. A B-laktamaz nem szaporodik fel a gazdasejtben, azt az E. coli a tapoldatba
valasztja ki, ezzel fokozatosan lebontva a tapoldat Amp tartalmat. Mi keresztfert6zés jelét
nem tapasztaltuk, az Amp poétlasat a 3 6ran at folytatott expresszid soran nem lattuk
szlikségesnek. A plazmid megvaltoztatasaval egyitt a fehérjéket kodol6 DNS szekvenciak
kodonoptimalizalt valtozataira tértink at. A kodonoptimalizalast a hE3-ra nézve a DNA2.0
Inc. (Newark, CA, USA) vegezte el, mig a variansok szekvenciait ennek médositasaval Dr.
Tor6esik Beata tervezte meg. A nehezen el6allithatd hE3 varidnsok esetén tobb kodon

szinonimat is teszteltlink, ami egyik esetben sem okozott tovabbi javulést a kitermelésben.

Az expressziés JM83 E coli vonalat a BL21(DE3)-ra modositottuk. A kordbban
alkalmazott pASK-IBA6C plazmid minden E. coli vonallal kompatibilis volt, mert a
fehérjetermelés kdzvetlenil indukalhat6 anhidrotetraciklinnel. Azonban minden pET-52b(+)
plazmidkonstrukt altal kodolt rekombinans fehérje eldallitasahoz olyan modositott E. coli
vonal sziikséges, amely hordozza T7 RNS-polimerazt. A T7 RNS-polimerdz a T7 bakteriofag
természetes promotere, 5-szor er6sebb, mint az E. coli baktérium konszenzus promdtere,
ezért nagymerték és specifikus expressziot biztosit. A DE3 E. coli vonalak genomjaba fag-
fertézéssel juttattak be a T7 RNS-polimerdz geénjét, melyet a lacUV5 promoter szabalyoz.
Indukcid soréan, az IPTG hatasara megkezdédik a T7 RNS-polimeraz termelése, ami beinditja
a rekombinans fehérjét kodol6 gén transzkripcidjat. A DE3-tipusiu E. coli vonalak harom
valtozatat teszteltlink a BL21(DE3)-t, a Rosetta-gami B(DE3)-t és a Rosetta-gami 2(DE3)-t.
Ezeket azért vélasztottuk, mert megndvekedett fehérjestabilitast igérnek: mindegyikbdl
hianyzik a lon és a ompT proteaz, melyek lebonthatnak a termelddott fehérjét. A Rosetta-
gami B(DE3) és a Rosetta-gami B2(DE3) a hagyoméanyos BL21(DE3) sejtvonal laktoz

permeaz hianyos valtozatai, melyekben a rekombinans fehérjetermelés sebessége aranyos az
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IPTG koncentracioval. A lassabb fehérjetermelés esetenként kedvezd lehet a fehérje
oldhatdséga, illetve az aktivitasa szempontjabol. A diszulfid kotéseket tartalmazd hE3
szempontjabol a Rosetta-gami B(DE3) és a Rosetta-gami B2(DE3) vonal tovabbi elénye,
hogy trxB/gor mutécidkat hordoznak, melyek elényosek a diszulfid kotéseket tartalmazo
fehérjék expresszioja soran. Az expresszid teljesitménye nem mutatott jelentés valtozast a

harom sejtvonal esetén, igy a széles korben alkalmazott BL21(DE3) vonalat valasztottuk.

A korédbbi affinitds kromatografias eljaras lépéseinek felllvizsgélatat két
szempontbol végeztiik el: a célfehérjénk leghatékonyabb kinyerését céloztuk meg, mikdzben
a szennyezOk aranyat alacsonyan kivantuk tartani. Rekombindns fehérjeszekvencidinkban
Strep-tag alapu affinitas tag-eket alkalmaztunk, melyek a kromatografids oszlophoz
kémiailag kapcsolt Strep-Tactin fehérjéhez nagy affinitassal kotddnek. A Strep-Tactin a
sztreptavidin  fehérje mddositott verzidja. A 8 aminosav hosszUsagu Strep-tag
(WSHPQFEK)(214) és a Strep-Tactin kolcsonhatds a természetben el6fordulo,(215)
kdzismerten az egyik legnagyobb affinitasa, avidin és biotin kdzotti kblcsonhatast méasolja.
A biotin kismolekula (B7 vitamin) szabad formaban és fehérjékhez kotddve is eléfordul a
természetben. Ez alapjan fennallt a lehet6sége annak, hogy az affinitas kromatografias 1épés
utan a mintdink f6 szennyezdit az E. coli-bdl szarmazo termeszetesen biotinilalt feherjék
fogjak képezni. A 14. abra A részén lathaté két alacsony kitermeléssel elballitott - igy
szennyezOket nagyobb aranyban tartalmazé - M326V és G194C hE3 varidns SDS-PAGE
gélképe. A leger6sebb savokat a célfenérjék adjak, amelyek a hE3 monomer
molekulatomegénél (53 kDa) jelennek meg. Emellett ~5-10 %-o0s jelintenzitassal szdmos
szennyez6 fehérje jelenlétét is tapasztaltuk. Azzal a feltételezéssel éltiink, hogy a szennyezdk
nagy része biotinilalt fehérje, melyek biotin tartalma avidin hozzaadasaval maszkolhat6 (a
biotin-avidin/sztreptavidin, illetve a Strep-tag-Strep-Tactin interakciok paronként
specifikusak, a keresztaffinitasok kb. két nagysagrenddel kisebbek, mint az eredeti értékek).
Figyelembe véve a kimutatott szennyezést mértékét és azt az irodalmi adatot, hogy 1 L telitett
E. coli tapoldatban ~1,75 pg biotin jelenlétére szamithatunk,(216,217) az affinitas
kromatografias 1épés elétt a E.coli sejtlizatumhoz 330 pg avidint adtunk 1 L tapoldatra

vonatkoztatva. A Strep-tag-konjugalt fehérje, ha kot is avidint, elengedi azt, amikor majd a
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kolonnén ~100-szoros affinitassal kot6dik a Strep-Tactin-hoz, igy ez a lépés nem csokkenti
a fehérje kitermelést. A 14. &bra B része az M326V és G194C variasok avidin jelenlétében
tisztitott preparatumainak SDS-PAGE képét mutatja. Ezzel a modositassal a szennyez6dés
mértékét még a legrosszabb kitermelésti hE3 variansok esetén is ~2% ala tudtuk szoritani.
Teszteknek vetettik ald a Strep-tag-hez hasonld, Twin-Strep-tag-gel ellatott rekombinéns
fehérjék affinitds kromatografiés viselkedését is. A Twin-Strep-tag kétszer tartalmazza a 8
aminosav hosszusagu specifikus szekvenciat, aminek kovetkeztében megnovekedett
affinitast figyeltiink meg az oszlophoz. A megndvekedett affinitas hatranya azonban, hogy a
kromatogréafias ellcios csucs ellaposodott, térfogata 2 mL-r61 20 mL-re ndvekedett, ezzel
meghosszabbitva az elucidt koveté koncentralast, illetve puffercserét. A Twin-Strep-tag

alkalmazasatol a fenti okok miatt munkam soran eltekintettem.

A Kkitermelést tovabb javitotta a kromatografias allofazis térfogatdnak pontos
beallitasa, illetve a kromatografids atfolyé oldatban megjelend célfehérje esetén, az oldat
ismételt affinitds kromatografias tisztitdsa. A variansok sorozatos eldallitasa soran 3 db 5
mL-es Strep-Tactin oszlop soros kapcsolasaval értik el az ideélis 15 mL all6fazis térfogatot.
A feheérjetisztasag megtartdsa érdekében, valamint vegyszer- ¢és idGtakarékossagi

szempontokbol nem forgattuk vissza a kromatografias atfolyé oldatot.
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14. adbra A megtisztitott hE3 varidnsok SDS-PAGE kepe. A feheérjetisztasag
szemléltetése avidin mentes korilmények kozott (A), valamint néhany reprezentativ hE3

varians fehérjehozamanak és tisztasaganak bemutatasa a véglegesitett protokoll alapjan (B).
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Minden variansbol az 1L tapoldatbol nyerheté teljes fehérjemennyiség 0,04%-at
alkalmaztuk. A redukalé koriilmények kozott elokészitett, legalabb 10 percig 70 °C-on
inkubalt mintakban a hE3 variansok a monomernek megfelel6 53 kDa molekulatdmegnél
jelennek meg. A szennyezés mértékenek becslésénél fontos volt figyelembe venni, hogy az
inkubacios id6 csokkentésével a dimernek megfeleld molekulatomegnél talalhatd sav valt
egyre dominansabbg, annak ellenére, hogy a természetes dimer szerkezet nem tartalmaz

intermonomer diszulfid kotéseket.

A mutécio hatasa a fehérjekitermelésre

A fehérjeelballitasi eljaras 1épéseinek allandoan tartasa ellenére az egyes hE3
variansok hozama jelentds ingadozast mutatott. A 14. dbra B részén taldlhato SDS-PAGE-en
bemutatott reprezentativ hE3 varidnsoknak megfeleld savok intenzitds aranyai a valos
fehérjekitermelési aranyokat tiikrozik. A G101del-, 112T-, M326V- és G426E-hE3 varidnsok
Kitermelesi szazalék értékei léenyegesen elmaradtak a tobbi 10 variansétol, amelyet ismételt
probalkozasok, illetvea mutéciot hordoz6 aminosav kodonjanak tovabbi médositasa sem
oldott meg. A 10 magasabb kitermelésii fehérjébél 1 L LB tapoldatra vonatkoztatva a
kitermelés 0,2 és 1 mg kozott valtozott, mig a négy nehezen termel6do varians 0,05 mg/L
korili kitermelést mutatott. Ez a kitermelés novekedés jelentds javulast jelentett a

periplazmatikus eljarashoz képest, amellyel ~120 ug/L hE3 el6allitasa volt lehetséges.(200)

A dolgozat kés6bbi fejezeteiben bemutatott szerkezetvizsgélati eljardsokhoz készitett

fehérjemintak egységesen a Modszerek fejezetben bemutatott eljarassal késziltek.
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A hE3 és patogén variansainak HDX MS vizsgalata

A 15. 4dbra mutatja be a hE3 pepszines emésztése utan azonositott, és az
0sszehasonlitod vizsgalataink soran felhasznalt 33 peptid részletet, melyek atfedesekkel a
teljes szekvencia 95%-at képviselik; az atlagos peptidhossz 19 aminosav. A patogén
muténsokbdl szdrmazo peptid részleteket a 6. tablazatban soroltuk fel, ezeknek a szekvenciéi

csak a feltiintetett esetekben mutattak eltérést a hE3-tol.

A hE3 szekvencia gyors deutérium cserét mutatd peptid részleteinek azonositasa

A hE3 hidrogén-deutérium csere (HDX) térkép reprodukélhatésaganak mértékét
tobb, kiilonbozo idopontban eldallitott fehérje parhuzamos elemzésével becsiiltiik meg. A
hibahataron bellli reprodukalhatosag eléréséhez a tarolasi koriilményeket egységesitettik.
Az elbzetes kiséreltek megmutattdk, hogy az egy hétig 4°C-on tarolt hE3 deutérium
beépilése kilonbozik a gyorsfagyasztott és a kisérlet megkezdéséig -80°C-on taroltétdl. Az
oldatban tarolt mintak deutérium felvétele megndvekedett a 146-162 és a 459-474 aminosav
tartomanyban. Ezt a jelenseéget fokozatos FAD vesztéssel magyaraztuk, és a tovabbiakban
reprodukalhatd eredményeket értink el, ha a mintdkat FAD feleslegben és -80°C-on
fagyasztva taroltuk. A HDX nem volt érzékeny az N-terminalis régio elé beépitett tag

mindségére (Strep-tag, His-tag), a késobbi kisérletekben kizardlag a Step-tag-et hasznaltunk.
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AD g P IDADVTVIGSGPGGYVAATIRKA AA g LGFKTVYCTIEKNETLGGT CLNVSGC
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15. abra A hE3 szekvenciajanak lefedettsége peptikus peptidekkel a HDX MS
kisérletek soran. A kék szakaszok a hE3 pepszines bontésa utan tizenkét parhuzamos kisérlet
mindegyikében tdmegspektrometridval kimutatott peptidek szekvenciajat mutatjak. A peptid

szakaszok a 474 aminosavbél allé szekvenciabél 452 aminosavat fednek le az dsszesen.
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Deutérium beéplilési szazalék (AD %)
8

16. abra A hE3 deutérium felvétele. A vizszintes tengely a pepszines emésztés soran
keletkezett peptid szakaszokat abrazolja; a feltlintetett aminosav szamozas a 4. abra szerinti
WT szekvencianak felel meg. A fliggbleges tengely az egyes peptid szakaszok
tdmegnovekedését (A), illetve deutérium beépllési szazalékat (B) mutatja a Bevezetésben

ismertetett 6sszefliggések szerint. A hibahatarok harom parhuzamos mérés szorasat mutatjék.

A 16. dbra mutatja, hogyan valtozik a hE3 amid protonjainak deutériumcserére valo
hajlanddsaga az aminosav szekvencia mentén. A legnagyobb deutérium felvétellel a 81-85,
339-351 és a 275-289 aminosavak altal hatarolt régiok voltak jellemezhetdek. A hE3 dimer
kozponti magjat képez6 261-274, 434-441 és 459-464 aminosavak kozti peptid szakaszok
esetében a jelen moddszerrel nem volt kimutathatd mértéki deutérium csere. A modszer
természetébdl adoddan aminosav szintii felbontast nem sikeriilt elérni a pepszines emésztés
sorén, de a peptidszakaszok atfedése egyes régiok részletesebb elemzésére is lehetséget
adott. A kiemelkedd deutérium cserét mutatd 275-289 szakasz utan fokozatos lecsenges
figyelhetd meg: a 290-338 aminosav régio atfedd peptidjei az aminosav sorszammal
csokkend deutérium csere mértéket mutatnak. Az aminosav sorszammal ndvekedd deutérium
csere mértékre a 352-380 és a C-terminalist tartalmazd 465-474 szakaszok esetén latunk
példat. A 220-259 és a 403-428 aminosavak kozotti atfedé peptidszakaszok a régio atlagos
deutériumcsere-szazalékaval voltak jellemezhetok, igy egybefiiggd szerkezeti elemnek

bizonyultak.
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6. tdbldzat A hE3 és patogeén variansainak pepszines emésztését kovetéen tomegspektrometriaval azonositott peptid
szakaszok. A vad tipusu fehérje (WT) esetében a deutérium beépiilés mértékét az abszolut tomegnovekedéssel (AD) mutatjuk be.
A variansok deutérium beépulésének WT-t6l valo eltérését (AAD) tartalmazza a tAblazat. Az adatok hibajat tizenketté (WT), illetve

harom (variansok) parhuzamos merés szoras értékeként tlntettik fel.

AD /
Peptidek mmaxD4 b Eltérés a deutérium beépiilés mértékében (AAD / Da)
a
Helyzet Variansok Aminosav szekvencia WT  K37E G194C 1318T E340K I358T D444V 1445M R447G R453L R460G

2.18 + -0.01 + 0.03

I+

-0.02 + 0.03 =+ -0.02 = -0.01

I+

005 *-003 =011 =+ 0.03 =

8-34 Mind TVIGSGPGGYVAAIKAAQLGFKTVC 24
0.07  0.09 0.01 0.08 0.02 0.06 0.02 0.05 0.08 0.05 0.05
. . . 2.89 + 019 +001 +-002 =003 +001 =*-011 +0.08 =+-021 *=-0.01 =+
35-70  Kivéve K37E KNETLGGTCLNVGCIPSKALLNNSHYYHMAHGKD (diszulfid) 33
0.07 0.09 0.07 0.04 0.04 0.04 0.06 0.08 0.08 0.05
K37E ENETLGGTCLNVGCIPSKALLNNSHYYHMAHGKD (diszulfid) 33
0.64 £ -0.02 + 0.02 £ -0.03 £ -001 * 001 *-002 *001 =*-005 +0.04 =-011 =
71-77  Mind SRGIE 5
0.04 0.04 0.07 0.05 0.05 0.14 0.05 0.05 0.04 0.07 0.13
1.84 £ -0.01 £ 0.00 + -0.01 £ 0.00 + -0.09 £ 001 + 001 =+ 000 =+ -0.03 *-0.06 *
81-85 Mind LNL 3
0.01 0.02 0.07 0.02 0.02 0.07 0.03 0.02 0.03 0.06 0.06
. 259 £ 003 + -0.04 * 015 +011 =+ 025 *-013 *-010 =006 =+ -011 * -014 =
84-106 Mind DKMMEQKSTAVKALTGGIAHL 21
0.13 0.13 0.29 0.21 0.20 0.11 0.12 0.15 0.13 0.16 0.07
107- . 579 £ -036 + 0.06 =+ 0.03 % -0.11 * -022 *-005 * -009 *+0.00 +-0.02 *-038 =
Mind QNKVVHVNGYGKITGKNQVTATKADGGTQVIDTKNIL 37
145 0.10 0.11 0.13 0.10 0.12 0.11 0.13 0.08 0.11 0.10 0.09
146- . 448 + -038 + 010 +* -0.03 * -005 *-020 +-025 * 018 =+ -0.02 +0.04 =+ -023 =
Mind TGSEVTPFPGITIDE 13
162 0.01 0.01 0.05 0.01 0.07 0.06 0.04 0.04 0.01 0.10 0.09
163- 3.09 £ -0.11 + 0.08 =+ 0.04 + -002 * 002 =+ -003 *-004 *=-006 +-001 *-004 =
Mind IVSSTGALSLKKVPEKM 16
181 0.02 0.04 0.04 0.04 0.03 0.06 0.03 0.04 0.06 0.11 0.02

* A peptidek elsé két aminosavanak (sziirke) deutérium beépiilés mértékének jellemzésére nem alkalmas az enzimatikus

emésztéssel kombinalt HDX MS modszer, igy azokat a cserélhet6 protonok meghatarozasanal (maxD) figyelmen kivil hagytuk.
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Mutéciok hatdsa a hE3 HDX mintazatara

A 17. &bra mutatja, hogy a patogén hE3 varidnsok hidrogén-deutérium csere
képessege mennyiben tér el a vad tipusétdl. Az egyes peptid szakaszokra vonatkozo részletes
adatokat a 6. tablazatban gytjtottik ossze. A HDX mddszerrel tiz patogén hE3 varianst
vizsgaltunk, a G101del, 112T, M326V, G426E mutansokat nem sikeriilt megfeleld

mennyiségben, reprodukalhatban eldallitani ezekhez a kisérletekhez.

e =t G194C

Kiilénbség a deutérium beépiilésben (AAD / Da)
&
o

=)
434-441| Z
445458
459-464

465-474
469-474

339-351
352-374()
352-380
381-402
403-418
403427
419-428

17. dbra A vizsgalt patogén hE3 varidnsok deutériumfelvételének eltérése a vad
tipust fehérjét6l. A vizszintes tengely a pepszines emésztés sordn keletkezett peptid
szakaszok aminosav szamozasat, illetve az azoknak megfelel6 doméneket abrazolja: FAD
koté (FAD), NAD* / NADH kot6 (NAD), kozponti (KP) és dimerizacios (DIM) domén. A
AAD-t a Modszerekben ismertetettek szerint szamitottuk, a hibahatar a harom-harom
parhuzamos mérés szorasat mutatja. Ures karikaval azokat a szekvenciakat jel6ltiik, melyeket

nem tudtunk azonositani az adott varianshan.
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A hE3 variansok egyedi deutériumcsere mintdzatot mutattak, melyeket
tulajdonsagaik alapjan négy csoportba osztottunk. A G194C mutdcié hatdsa a
legkiemelked6bb, ez a NAD" / NADH koto feliletet érinti. A K37E és R460G variansokra
csokkent deutérium felvétel jellemzd a FAD kot régioban. Négy varians (E340K-, 1445M-,
R447G- és P453L-hEJ) esetén azt figyelhetjik meg, hogy a C-terminalis régio (peptid 465-
474, 469-474) deutérium felvétele jelentdsen megndvekszik a mutacié kdvetkeztében. Az
1318T, 1358T és D444V hE3 mutansok esetén kis mértékii, elsGsorban a dimerizacios
doménre kiterjedd valtozasok voltak megfigyelhetéek. Az a naiv varakozas, hogy a mutacio
helyét magaban foglalé peptidszakasz mutat jelends valtozasokat a deutérium felvételben
csak a G194C és a D444V varidnsok esetén valosult meg. A varidnsok deutériumcsere

mintazata minden esetben megegyezett a vad tipust hE3-méval kdzponti domén teruletén.

A patogén hE3 variansok kristalyositési probai

Kristalyositast el6készito tesztek

El6zetes kristalyositasi teszteknek a vad tipusu fehérjét és annak 12 betegséget okozé
variansat vetettem ald. Az elGzetes kristalyositasi tesztek célja az volt, hogy Kis
mintamennyiséget és gyors sziirdvizsgalatokat felhasznélva felmérjem, hogy az egyes
kristalyosodast befolyasolo tényez6k mely tartoményai lesznek optimalisak a diffrakcidra
alkalmas kristalyok képz6dése szempontjabol. Meghataroztam a fehérjék szerkezeti
stabilitasat, a minta homogenitasat, az optimalis fehérjekoncentracié tartomanyt, a

kristalyositas kivitelezésének modjat és az affinitas tag eltavolitasanak hatasat.
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7. tablazat A hE3 variansok olvadasi hdmérsékletének eltérése a fehérje tarolo
pufferben mért értékhez képest (1: vad tipus, 87,5 °C; 2: P453L, 64,5 °C; 3: D444V, 75,0 °C;
4. K37E, 88,5 °C; 5: E340K, 77,0 °C; 6: R460G, 74,5 °C). Az utolsé oszlop a 6 varians
atlagos eltérését mutatja °C-ban kifejezve. A hotérképeknek megfelelé skalat az alsd sor

tartalmazza, az anomalis viselkedésli vagy nem mérhet6 értékek fehérrel vannak jeldlve.

Korilmény 123 45 6 Atlagos Koriilmény 123 45 6 Atlagos
A07 50 mM Na-foszfat pH 6.0 4,83 B01 50 mM Na-foszfat pH 7.0 1,50
Al12 50 mM PIPES pH 6.7 4,75 D08 50 mM Bicine pH 8.0 250 mM NaCl 1,00
C10 50 mM ADA pH 6.5 250 mM NaCl 4,67 D09 50 mM Tris—HCl pH 8.5 250 mM NaCl 0,83
C12 50 mM PIPES pH 6.7 250 mM NaCl 4,67 B09 50 mM Tris—HCI pH 8.5 0,08
A10 50 mM ADA pH 6.5 4,58 B08 50 mM Bicine pH 8.0 -0,08
C11 50 mM MES pH 6.7 250 mM NaCl 4,58 D06 50 mM HEPES pH 8.0 250 mM NaCl -0,17
Al1 50 mM MES pH 6.7 4,25 A06 50 mM bis-tris pH 6.0 -0,58
D02 50 mM MOPS pH 7.0 250 mM NaCl 4,25 B06 50 mM HEPES pH 8.0 -0,58
D03 50 mM HEPES pH 7.0 250 mM NaCl 4,17 C09 50 mM bis-tris propan pH 6.5 250 mM NaCl -0,58
D05 50 mM Tris—HCI pH 7.5 250 mM NaCl 4,17 C06 50 mM bis-tris pH 6.0 250 mM NaCl -1,25
C07 50 mM Na-foszfat pH 6.0 250 mM NaCl 3,92 AO01 viz -2,50
B05 50 mM Tris—HCI pH 7.5 3,75 D10 50 mM CHES pH 9.0 250 mM NaCl . -2,50
C08 50 mM MES pH 6.2 250 mM NaCl 3,67 C04 50 mM Na-citrat pH 5.0 250 mM NaCl -2,58
B03 50 mM HEPES pH 7.0 3,58 A04 50 mM Na-citrat pH 5.0 -3,20
C05 50 mM Na-citrat pH 5.5 250 mM NaCl 3,58 B10 50 mM CHES pH 9.0 I -3,42
A05 50 mM Na-citrat pH 5.5 3,33 A03 50 mM Na-acetat pH 4.5 -3,50
D01 50 mM Na-foszfat pH 7.0 250 mM NacCl 3,33 D11 50 mM CHES pH 9.5 250 mM NaCl -7,90
D07 50 mM Tris—HCl pH 8.0 250 mM NaCl 3,33 B12 50 mM CHES pH 10.0 -9,40
A08 50 mM MES pH 6.2 3,17 B11 50 mM CHES pH 9.5 . . -10,75
B02 50 mM MOPS pH 7.0 3,17 D12 50 mM CHES pH 10.0 250 mM NaCl -12,40
D04 50 mM HEPES pH 7.5 250 mM NaCl 2,75 C03 50 mM Na-acetéat pH 4.5 250 mM NaCl -16,67
BO7 50 mM Tris-HCI pH 8.0 2,67 €01 250 mM NaCl N N | -20,00
A09 50 mM bis-tris propan pH 6.5 2,17 A02 50 mM Na-citrat pH 4.0 -32,00
B04 50 mM HEPES pH 7.5 1,75 C02 50 mM Na-citrat pH 4.0 250 mM NaCl . -70,50

10 -10 -30 -50 -70 °C

A kristalyosodast befolyasolo egyik kiemelten fontos tényez6 a fehérjék szerkezeti
stabilitasa, a szerkezeti stabilitds hdmérséklet, kémhatas és ionerdsség fliggése, melyet azok
olvadasi hoémérsékletének (Tm) valtozésdn keresztil kovettem a termofluor modszer
segitségével. Hat hE3 varians T értékét hatdroztam meg a fehérje tarold pufferben, melyek
a kovetkezdek voltak: vad tipus: 87,5 °C; P453L: 64,5 °C; D444V: 75,0 °C; K37E: 88,5 °C;
E340K: 77,0 °C; R460G: 74,5 °C. A 7. téblazat mutatja be Tm értek pH- és
ionerGsségfiiggését. A hat fehérje Tm értéke hasonlo fuggest mutatott az
olddszerkorilmények valtoztatasatol, ami 6sszhangban allt azzal, hogy a variansok csak egy-

egy aminosavban térnek el a vad tipustdl. Az utols6 oszlopban bemutatott atlagos Tm
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valtozasok mértéket vettiik alapul a kristalyositési tesztek megtervezésénél. A korilmények
valtoztatasa hatasara csak kis mértéki olvadasi homérséklet emelkedést tudtunk elérni,
néhany esetben jelentds csOkkenést tapasztaltunk, mig egyes korilmények kozvetleniil
denaturaltak a feherjéket és nem volt az olvadasi hémérséklet meghatarozhato. A pH 8,00-as
kémhatasu tarol6 pufferhez képest legnagyobb pozitiv eltérést azok a koriilmények mutatték,
melyeknek pH-ja 6,00 és 7,00 koz6tt volt. A pH 9,50 felett és a pH 5,00 alatti kémhatésu
korilmények kozott jelentésen csokkent az olvadasi homérséklet, avagy teljesen
mérhetetlenné valt. A NaCl koncentracio nem latszott befolyasolni az olvadasi

homérsékleteket vizsgalt 0 — 250 mM tartoméanyban.

8. tablazat A kristalyositasi probakhoz megfeleld
fehérjekoncentréaciétartomany meghatarozéasa a hE3 példajan.

koncentracié

PCT Al1/B1 PCT A2/B2 Kdvetkeztetés
mg/mL

5 tiszta tiszta hig
10 tiszta tiszta hig
20 tiszta finomszemcseés kicsapddas optimalis
40 tiszta finomszemcses kicsapddas optimalis

amorf, nagy mennyiségii ~ amorf, nagy mennyiségi .
60 koncentralt

KicsapOdas Kicsapodas

A kristalyositas megkezdése eldtt meggydzddtem a mintak szerkezeti stabilitdsarol
és homogenitasarol. A fehérje mintdk Osszetételét redukalo SDS-PAGE segitségével
igazoltuk. A 18/A abra reprezentalja az atlagos mintatisztasagot felhasznalas eldtt a D444V-
hE3 variansanak peldajan keresztil. A hE3 monomernek megfelelé molekulatomeg (53 kDa)
kétszeresénél megjelend sav a hE3 homodimernek tudhaté be, ami eltlinik, ha

mintaelOkészités soran a magas homérsekletii (70°C) denaturacios 1épést a protokoll szerinti
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2 percrél 10 percre noveltik. Az oldatokban esetlegesen eléforduld aggregatumoktol

szlréssel, majd felhasznalas el6tt ultracentrifugalassal szabadultunk meg.

A Kristalyositds szempontjabdl optimalis fehérjekoncentracio-tartomanyt a hE3
fehérje esetén hataroztuk meg a PTC (Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA) teszt
segitségével. A gyartd altal javasolt 5-20 mg/mL koncentracidtartomanyt kibévitettiik 40
mg/mL-ig, ettdl eltekintve mindenben a gyartd javaslatai szerint jartunk el. A 8. tablazat
mutatja be a megfigyeléseinket, amelyek alapjan a 20-40 mg/mL koncentraciétartomanyt
iteltik optimalisnak.

A kristalyositdsi modszer megvalasztasa kritikus a kristalyndvekedés, annak
mikroszkop alatti kovethetésége, a Kristalyositooldat tarolasa és a kristalyok Kkinyerése
szempontjabol. A hE3 és D444V variansa esetén az iil6csepp, a fliggdesepp, a kapillaris és
az olajfilmmel elvélasztott kristalyositasi modszereket probaltam ki a PEG | és PEG I
(Qiagen, Venlo, Hollandia) kristalyositd tesztoldat 96-96 kiilonbozé korilményét
felhasznalva. Az olajfilmmel elvalasztott kristalyositasi modszert azért probaltuk ki, mert
varhatéan rendezettebb kristalypakoldst eredményez, mint a hagyoményos gdzdiffizids
modszerek. A rendezetteb kristalyszerkezet azért valoszinisitettiik, mert ez a kisérleti
elrendezés lassabb kristalyndvekedést biztosit, hiszen a fehérjeoldatot és a kristalyosito
oldatot, nemcsak a légtér, hanem a kristalyosito oldatot fedé olajréteg is elvalasztja
egymastol, igy az oldatot kozdétti diffazio lassabb. Varakozésaink ellenére ezt a technikat
hamar elvetettik, mert Osszeallitasuk, kezelésiik és mozgatasuk komoly koriltekintést
igényelt, tovabba nem is sikerilt kristalyokat megfigyelniink ezzel a technikéval.

A kapillarismodszerrel azonban sikeresen allitottunk elé fehérjekristalyokat. A
gélbeszUrasos kapillariskristalyositas elénye, hogy a kapillarisba juttatott fehérjetarold puffer
és a kristalyosito puffer kortalményei kdzott fokozatos gradiens alakul ki a kapillaris hossza
mentén, mig a két oldat kozotti keveredési folyamatot agar6z gél lassitja le, amelybe a
kapillarisokat beleszdrjuk, majd folé a kristalyosito oldatot rétegezziik. Hasznos kisérleti
tapasztalat volt megfigyelni a kapillaris mentén sorban végig haladva, hogyan jelenik meg a

kicsapodott fehérje, az apro kristalyok, majd az egyre szabalyosabb és nagyobb méretii
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egykristalyok, ezt a pontot kovetden a kristalyok szabalyossaga szdma és mérete csokkent,
majd eltiintek a kristalygocok. A technika jellegébdl adoddan nagyobb fehérjemennyiséget
igényel, az optimalis kristalyositasi korilmények meghatarozasa és a Kkiserlet
reprodukalhatésaga nehézkes, a kristalyositas és kristalyndvekedés kovetése nem
automatizalhato. A kapillaris atmérdje korlatot szab a kristaly méretének, melynek novelése
tovabb fokozza az eredetileg is nagy mintaigényt. A kapillarisok, melyeket mi hasznaltunk
0,5 és 1 mm kozotti atmérdjliek voltak, mely 15 -50 pL fehérjeoldat felhasznalasat tette
szlikségessé, ami lényeges hatrany a 0,1-0,2 plL-t hasznalé iilécsepp modszerhez képest. A
kristalyok kinyerése a kapillarisokb6l a diffrakcids mérésekhez ligyességet igényel, amivel

én nem jartam sikerrel.

Az il6- és fliggdesepp modszereket hasznaltam rutinszertien a késObbiekben. Az
il6csepp modszer automatizalhatosaga és kis mintaigénye miatt bevett eszk6zom volt a
sz¢lesebb korl kristalyositasi probak kivitelezéséhez, mig az tilécsepp modszert az eldzetes
prébak soran igéretesnek Kkivalasztott kortlmények korlljardsara hasznaltam. A
kortlmenyek finomitasa sordn a pH, az ioner6sség és a kicsapdszer mennyiségében tettem

csekély mértékii, fokozatos valtoztatasokat, tovabba kristalybeoltassal is probalkoztam.

Sz&mitogépes elorejelzéssel és a D444V varianson elvégzett kis szamu teszttel
megvizsgaltuk, hogy az affinitas tag eltavolitdsa megndvelné-e a kristalyositasi tesztek
hatékonysagat. Az XtalPred webszerver(218) az aminosav szekvenciat alapul véve tesz
becslést a kristalyosithatosag mértékére; elérejelzése szerint az affinitds tag nem okoz
lényeges eltérést a hE3 és a D444V-hE3 kristalyosodasi val6szintiségében, a tag-et
tartalmazo (1-es, illetve 4-es kristalyositasi osztaly) és nem tartalmazo varianst (1-es, illetve
1-es kristalyositasi osztaly) is az jol kristdlyosod6 kategoridba sorolja. A gyakorlati
Kisérletekben sem tapasztaltunk minéségi javulast a tag eltavolitisa utan a D444V-hE3

varians esetén.
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A D444V-hE3 varians kristalyositasanak kidolgozasa

A D444V-hE3 varians tisztasagat SDS-PAGE-gyel ellendriztiik (18/A abra), mig a
mutécid jelenlétét az aminosav szekvencidban témegspektrometriaval igazoltuk (18/B abra).
A  D—V muticiot hordozé VLGAHILGPGAGEMVNEAALALEYGASCEVIAR
peptidrészlet jelenlétét négy parhuzamos Kkisérlet is 100%-ban igazolta, mig a
VLGAHILGPGAGEMVNEAALALEYGASCEDIAR peptidszekvencia jelenlétét csak a
hE3-at tartalmazo referencia esetén sikerult kimutatni. A mutaciét nem hordozo6 fennmarado
64 peptikus peptidrészlet azonos témegspektrometrias viselkedést mutatott a D444V-hE3 és
a referencia hE3 esetén. A 18. abra C-L részei szemléltetik a D444V-hE3 varians az {il6csepp
maodszerrel végzett kristalyositasi probainak néhany reprezentativ kisérletét. A 12 tovabbi
hE3 varianshoz hasonléan, az elézetes kristalyositasi probakat az alabbi egyenként 96
korialményt tartalmazd oldatkészlettel végeztik el: PEG I, PEG II, JCSG Core Suites,
NeXtal, Index HT, PEGRx HT, Wizard Classic 1 és 2.

Mikrokristalyok képzodését tapasztaltuk az alabbi koriilmények esetén:
1,5-1,9 M Na/K-foszfat; pH 7,00-8,10
0,1 M Na-acetét; 0,2 M Li»SOs; 0,1 M HEPES pH 7,50; 25 m/V% PEG4000
0,2 M NaSCN; 20 m/V% PEG3350
0,2 M KSCN; 20 m/V% PEG3350
Vékonys; tiis kristalyok jelentek meg az aldbbi koriilmények esetén:
0,2 M KClI; 20 m/V% PEG3350
0,2 M NaSCN; 20 m/V% PEG3350
0,2 M KSCN; 20 m/V% PEG3350
0,1 M Na-HEPES pH 7,50; 25 m/V%PEG1000
0,1 M TRIS-HCI pH 8,50; 25 m/V%PEG2000
0,1 M HEPES pH 7,50; 24 m/VV% PEG1000
0,1 M Na-acetat; 0,1 M MES pH 6,50; 30 m/V% PEG2000
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0,1 M HEPES pH 7,50; 20 m/VV% PEG4000; 10 v/v% i-PrOH
Mikrokristalyok jelentek meg az alébbi oldatokban beoltés utan:

0,19 M Li-citrat; 20 m/V% PEG3350

0,19M Li-citrat; 20 m/V% PEG3350; 4 v/v% pentaeritritol-etoxilat

0,19 M [NH2]2/[NHa]s-citrat

0,2 M KCI; 20 m/V% PEG3350

0,1 M HEPES pH 7,50; 25 m/V% PEG1000

0,1 M Na-acetét; 0,1 M MES pH 6,50; 30 m/V% PEG2000

0,1 M HEPES pH 7,5; 20 m/V% PEG4000; 10 v/v% i-PrOH

Diffrakciora alkalmas kristalyokat fiiggécsepp modszerrel a Na/K-foszfat puffer
kristalyositdo oldat korulmenyeinek finomitasaval nyertiink. Az optimalis koncentracid
tartomany 1,5-1,9 M kdzott volt, mig az optimalis kémhatas pH 6,99-8,10 kozott. A legjobb
felbontasu diffrakcios képet az 1,6 M NaH2PO4/K2HPO4, pH 8,10 esetén nyertiik. Ismételt
kisérletekben a fehérjeoldatba a hE3 funkcidja szempontjabol fontos ligandumokat
(lipoamid, liponsav, FAD, NAD*, NADH) 200x ekvivalensii 10%-0s DMSO oldatat
adalékoltuk, de ez nem javitotta a kristalyosodas mértékét.

A kristalyokat krio-védéoldatba aztattuk azok fagyasztasat megel6zden. Az etanol,
Paratone-N és glicerin krio-véddoldatok hatékonysagat vizsgaltam meg, melyeket 10, 15, 20,
25 és 30 v/v%-0s koncentracioban oldottunk az adott kristaly kristalyositd oldataban. Az
etanol és Paratone-N esetén a kristalyok nagy része eltort vagy oldddni kezdett az 5 perc alatt
tartott aztatasi 1dok sordn, a glicerin alkalmazasa esetén viszont a kristalyok megdrizték
alakjukat. A legjobb felbontasu diffrakcios kepeket a 20 v/v% glicerin krio-oldatokkal
nyertik.

Azonos koriilmények koziil gytjtott D444V-hE3 kristalyokat fagyasztas el6tt fehérje
funkcidja szempontjabol fontos ligandumok (lipoamid, liponsav, NAD", NADH; %200
ekvivalens 10% DMSO-ban oldva) oldatdba &ztattuk. Ezzel a moddszerrel kivantuk a
koszubsztatok (NAD*, NADH) és a model-szubsztatok (lipoamid, liponsav) kotddésének

szerkezeti részleteit értelmezni, de egyik esetben sem tudtunk a kismolekulaknak
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beazonosithatd elektronstiriiséget megfigyelni. Az dztatasi id6t fokozatosan 10 percrdl 30

percre majd 2 6rara ndvelve a kristalyok diffrakcids képessége jelentdsen csokkent.

A B VLGAHILGPGAGEMVNEAAL C D
Mw ALEYGASCEDIAR 100% 3
160
no : VLGAHILGPGAGEMVNEAAL

T ALEYGASCEVIAR 0%

60

50
40

18. &bra A D444V-hE3 varians karakterizalasa és kristalyositasanak folyamata. (A)
A kiindulasi minta tisztasagat igazolé SDS-PAGE gélkép; (B) a mutacio jelenlétét igazolo
MS adatsor; (C-L) reprezentativ mikrokristalyok a PEG | és PEG Il kristalyositasi probak
felhasznélasaval.
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A D444V-hE3 diffrakcios adatgytijtése

A D444V-hE3 kristalyok tesztelését és a diffrakcids adatgytjtést a BL14.1
szinkrotron sugarforrassal végeztik a Helmholtz-Zentrum Berlin (HZB) kutatdintézetben.
Minden D444V-hE3 varians kristaly az ortorombos P2:2:2 tércsoportban tartozott, a legjobb
esetben 1,84 A felbontast sikeriilt elérniink. Az elemi cellaban két monomer egység volt
megtalalhatd, mérete a kovetkezonek adodott: a = 118,04, b = 168,94, ¢ = 61,28 A. Az
aszimmetrikus egységben talalhaté két monomert A és B lancként jeldltink. Az A és B
lancok nemkrisztallogréfiai kétfogasu szimmetraval voltak jellemezhet6ek, és az A-B egység
megfelelt az oldatban feltételezett funkcionalis homodimer szerkezetének. A korabban
meghatarozott hE3 szerkezeteknek megfelel6 domének azonosithatéak voltak a D444V-hE3
variansban is. A FAD koté (1-149) régié mindkét monomerben teljes betdltéttseggel
tartalmazta a FAD molekulat. A NAD kot6 régio (150-282) szerkezete hasonldnak adddott
az irodalomban talalhatéhoz, azonban a mi kristalyszerkezetiink nem tartalmazta a FAD-nal
gyengébben kotddé NAD*/NADH-t. Ezeknek a kofaktoroknak a hianyatol eltekintettiink,
hiszen az irodalomban nem talaltak lényegi eltérést a NAD*-dal, illetve a NADH-val
komplexalt hE3 szerkezetek kozott, és a szerzéknek egyik kofaktor setén sem sikertilt teljes
betoltottséget elérnitik. A D444V-hE3 szerkezetét a 5J5Z kdd alatt helyeztiik el a PDB
adatbazisban. A D444V mutacid szerkezeti hatasai dr. Szabd Eszter doktori munkajanak

targyat képezik.
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6. Megbeszélés

A molekularis kolcsonhatasok szerkezeti finomhangolhatdsaganak jelentségére
lattunk peldakat a dolgozatban. Mind a zarvanykomplex képz6 szangvinarin és kukurbituril
rendszer, mind a szervezetiinkben multienzim komplexek részeként el6forduld, homodimert

alkotd hE3 viselkedesét a molekularis kélcsonhatasok hatarozzak meg.

A szangvinarin és kukurbit[7]uril zarvanykomplexei

A SA és CB7 kolcsonhatasait vizsgalva egy sokoldali rendszert ismerhettiink meg,
aminek vizsgalataban a valtozatos technikék jol kiegészitették egymast. Ebben a fejezetben
bemutatom az NMR spektroszkopias méréseimbdl levont szerkezeti és termodinamikai
kovetkeztetéseimet, ezeket Osszevetem az egyiittmiikodéink — dr. Biczok Laszlo, dr.
Miskolczy Zsombor és dr. Medgyesi Monika — altal rogzitett abszorpcios és fluoreszcencia
mérések eredményeivel, illetve az irodalomban talalhatd tovabbi megfigyelésekkel. Az
egyuttmiikodésiink soran meghatarozott fizikaikémiai paramétereket a 9. tablazatban

foglaljuk Ossze.

Munkank korai fazisaban dr. Biczok Laszl6 kutatocsoportja fotokémiai modszerekkel
vizsgalta a kukurbit[7]uril (CB7) hatasat a SA*/SAOH egyensulyra (1. dbra). Feltartak, hogy
az egyensulyi allandé tébb, mint 3 nagysagrenddel valtozott meg hatszoros mennyiségiit CB7
jelenlétében, a SA™ forma keletkezését eldsegitve. Ez a jelentds valtozas feltehetden az ionos
és apolaris kdlcsonhatas egyittes jelenlétével magyarazhat6 a pozitivan toltétt SA* és a CB7
kozott, mely erésebb affinitdshoz vezet és ezaltal eltolja a SA*/SAOH egyensulyt a SA*

képzOédésének iranydba. Kimutattdk tovabba, hogy az SA oldatidban, erésen lugos
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kortlmények kozott (pH 12,8) dominans alkanolamin (SAOH) forma fotooxidacidjanak
meértékét a CB7 felére csokkenti. Az SAOH speciesz jelenlétével nem kellett szimolnunk az
NMR mérések koriilményei kozt (pH = 6), amit az is igazol, hogy a H-6 protonrezonancia

kdnnyen azonosithatd volt minden spektrumban.

9. tablazat A SA és CB7 elegyben feltart fizikaikémiai paraméterek

SA 1:1 1:2
molekularészlet magneses I. vég arnyékolasa I. és Il. végek
arnyekolasa csokken arnyekolasa csokken
D, 6ndiffuzios egyitthato (0,96+0,09)1010 10 21
(*H DOSY NMR) mPs? (1,10,1)10°" m"s
Rg, giracios sugar (modell) 4.1187 A 5.3313 A 7.2833 A
Rn, hidrodinamikai sugér i
(modell / 'H DOSY NMR) 5,3145/- A 6,8791/7,5A 9,3978/8,6 A
€, molaris abszorpcios A A1
eqgyiitthatd (490 nm) 3400 M™cm 5000 M™cm
quoteszcenua spektrum 604 nm 556 nm 556 nm
maximuma
IrIF(SA), SA-ra
vonatkoztato_tt_ N 1 177 16,0
fluoreszcenciaintenzitas
arany (558 nm)

T, fluoreszcencia élettartam 2,3ns 17,5ns 17,5 ns
PKsaoH, 7,14 + 0,04 10,83
fotooxidacio csokkent
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Specieszek azonositasa

A SA és CB7 kolcsonhatésat vizsgalva, kiserleti tapasztalataink alapjan a 19. abran
lathaté modellt allitottuk fel. Vizsgalati korilményeink kdzt oldatban két dominans, nagy
stabilitasi allandoval jellemezhet6 zarvanykomplex Vvolt megfigyelhets. Az 1:1
sztochiometridju komplex keletkezését az irodalmi elézmények alapjan is vartuk,(219) itt az
elsédleges kérdésiink az volt, hogy a szangvinarin (SA") molekula melyik részletének a
bekotddése kedvezményezett. Ujdonsagot az jelentett, hogy egy maésik speciesz - az 1:2
vendég:gazda Osszetételli asszociatum - is keletkezhet. A szabad SA formahoz képes 1:1
komplex képzddése jelentds valtozasokkal jar az abszorpcids €s fluoreszcencia spektrumban;
azonban az 1:1 eés 1:2 komplex spektruma nem megkiilonboztethetd ezekkel a
modszerekkel.(219,220) A 'H NMR spektroszkdpia fontos eszkoz volt az 1:2 komplex
kimutatasaban és szerkezetének vizsgalataban. A két stabil zarvanykomplex mellett egy
harmadik, jelkészletet is megfigyeltiink az *H NMR spektrumokban, ezek a rezonanciak a
mérési koriilményeink kozt a gyors csere allapotaban 1évé specieszekhez tartoztak, amely
részben a szabad — csak az olddszerrel kdélcsonhaté — SA*™ molekulanak tulajdonithaté, de az
elszélesedd, és homérsékletvaltozasra érzékeny jelkészlet arra utalt, hogy a szabad SA allapot
tovabbi, valtozatos nemspecifikus kolcsdonhatdsokban vehet részt CB7-ral. Ebben a
jelkészletben jelenhet meg a kevéshé kedvezményezett 11 végével zarvanykomplexet képez6
SA, illetve egyeb nem-zérvany tipusi komplexek a SA és a CB7 kozott.

A zarvanykomplexképzddést elosegitéd kdlcsonhatasok

A vizsgalt komplexek szerkezetének értelmezése soran figyelembe kellett venniink a
zarvanykomplexképzédést kivaltdo kolcsonhatasok szerepét. A két fontos tényezd, ami

hatassal van a zarvanykomplexképzddés gyakorlati jelentdségére: a komplex affinitasa és a
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szelektivitdsa.(221,222) A szelektivitast a kot6helyek Osszetettsége és hozzaférhetGsége
befolyasolja. A szelektivitas jelentésen novekedik, ha a vendégmolekula tobb fliggetlen
kotohellyel is kapcsolatba tud 1épni, amit a CB7 esetén a hidroféb iireg €s a negativan
polarozott perem képvisel. A harom f6 folyamat, amelyek befolydsoljak a gazda és
vendégmolekula affinitasat, azaz a zarvanykomplexképz6dés energetikajat: a gazda és
vendégmolekula kozotti kozvetlen kdlcsonhatasok, a vendégmolekula deszolvatécidja és a
CBn (regének vizvesztése, valamint a CB7-hez koordinalodott kationok elvesztése.(223—
227) A CBn apolaris Uregét kitolté vizmolekuldk magas energidji allapotban vannak,
jelentds entalpia felszabadulassal jar, amikor a vendégmolekula bekotddése kihajtja dket az
tiregbdl és a tobbi vizmolekulaval 1épnek kolcsonhatasba.(223,224) A CB7-SA kdlcsdnhatas
elemzése soran figyelembe kell venniink, hogy a CB7 (irege egy sajatos kdrnyezetet jelent a
vendégmolekulaknak. Az Ureg alacsony polaritdsa az n-oktanol oldoszerrel 6sszemérhet6;
polarizélhatésaga 0,12, mig latszélagos torésmutatdja 1,10+0,12, ami kozel all a gaz
fazishoz.(228) Ezeknek a tulajdonsagoknak koszonhetden a vendégmolekulak bedgyazodasa
hatdsdra megnodvekedett fluoreszcencia élettartam és az abszorpcidés spektrumban
hipszokrom eltolddas varhatd. A CB7 Urege a magneses arnyékolas csokkenéset okozza, ami
a kémiai eltolédas csokkenésével jar az NMR spektrumban; azonban a CB7 pereme
kozelében a karbonil-csoportok arnyékold hatasa valik dominanssa. A karbonil-csoportok
negativ polarizacidojanak koszonhetden a CB7 kationok megkotésére alkalmas, emellett a
SA:CB7 1:2 komplex képzodése soran le kell gy6zni a két CB7 molekula pereme kozotti
taszitast. Mind a kisérleti, mind az elméleti vizsgalatok soran korultekintést igényel a
zarvanykomplexek megkilonboztetése a nem zarvany tipust koordinaciotdl, valamint a

kedvezményezett zarvanykomplex sztochiometrigjanak értelmezese.(222)
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atlagolt jelkészlet

/ lassu
csere
~— 0K
~
1:1 1:2
erds kotoédés erds kotoédés

19. 4bra A SA és CB7 elegyben *H NMR spektroszkopiaval megfigyelt specieszek.
A z06ld jelkészlet ahhoz az 1:1 komplexhez tartozik, amelyben a SA | vége helyezkedik el a
CB7 Uregében. A kék jelkészlet az 1:2 SA:CB7 komplexhez tartozik, melyben a SA mindkét
vége zarvanykomplexet keépez. A harmadik, sarga jelkeszlet a szabad SA-hoz és az azzal
gyors cserében 1évo egyéb SA:CB7 asszociatumokhoz tartozik, melyeknek a szerkezetét nem

tudtuk felbontani ennek a vizsgalatnak a soran.
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Szerkezetigazolas

Az 1:1-es speciesz esetén a zarvanykomplex-képzddés csak részleges, mivel a CB7
makrociklus magassaga minddssze 0,91 nm.(37,229) A SA™ | benzodioxol része agyazodik
be a gazdamolekula apolaris liregébe, valamint egy erdés vonzo6 kdlesonhatés 1ép fel a pozitiv
toltésti nitrogéntartalmu heterociklusos molekularészletet és a CB7 negativan polarozott
metil-csoport térkitoltése miatt tavol tartja a vendégmolekula pozitiv toltésii részletét a
makrociklus karbonil-csoportokkal 6vezett peremétdl, igy az elektrosztatikus kolcsonhatas
nem tudja megfeleloképpen stabilizdlni a komplexet. A felrajzolt 1:1-es Osszetételi
zarvanykomplex modellt a kémiai eltolodasok elemzése is alatamasztja. A | metilén
rezonanciaja az alacsonyabb kémiai eltolodas értekek felé tolodik el, ahol atfed az olddszer
¢s a CB7 intenziv jeleivel. Tovabba a modell szerint az iiregben elhelyezkedd 9 és 10
protonok arnyékolasa is csokken. A Il metilén-csoport gemindlis protonjai a
komplexképz6dés hatasara diasztereotop kornyezetbe kertilnek és kémiailag inekvivalenssé

valnak,(212) azonban a kémiai eltol6dasuk nem tér el Iényegesen a szabad SA forméaétal.

A SA:CB7 1:2 komplexben a nitrogéntartalmu heterociklus pozitiv téltése kdlcsonhat
mindkét gazdamolekula negativan polarozott karbonil-csoportokbdl &ll6 peremével. A két
CB7 perem kodzott azonban taszitas 1ép fel, valamint a pozitiv toltésért valo versengést
sztérikus tényez0Ok is befolyasoljak, igy az 1:2-es komplexben az SA* I-gyel jel6lt vége nincs
olyan mélyen beagyazva, mint az 1:1-es komplexben. Az NMR mérések is alatdmasztjak,
hogy az 1:2 komplexben a 9 és 10 protonokon kisebb a kémiai &rnyékolas csokkenés
figyelhetd meg, valamint a molekula modellekben is megfigyelhet6 a fenti kiilonbseg az 1:1
és 1:2-es komplexek kozott. Az 1:2 komplex sztochiometrijat a koncentracio fliggé mérések
sugalmaztak, amit a SA mindkét vegén megfigyelt kémiai arnyékolas csokkenés is
megerdsitett. Az 'H DOSY mérések alatamasztottak, hogy 1:2 komplexként azonositott kék
jelkészlet nagyobb méretii, mint az 1:1 komplex. A kiértékelés soran a merev gémb modellt

alkalmaztuk, ami a méretet egy latsz6lagos hidrodinamikai sugarral irja le. Az 1:2 és az 1:1
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komplexek latszdlagos hidrodinamikai sugara szignifikansan kilonbdzik, azonban a n csak
15% novekedést mutatkozott az 1:2 komplex javara, ami 6sszhangban &ll az 1:2 komplex

molekulamodellekben latott kompakt szerkezetével.

Az 'H NMR-ben megfigyelt jelkészletek kozotti kémiai cserefolyamatok
alatamasztasa elengedhetetlen volt a szerkezetigazolas szempontjabdl és elékészitette a
rendszer kinetikai elemzését. A hémérsékletfiiggd *H NMR vizsgalatok igazoltak, hogy a
harom jelkészlethez tartalmazo specieszek reverzibilisen egymaésba alakithatéak, nem kémiai
reakcionak koszonheté a kémiai eltolodads kiilonbség. Az ismételt melegitési és hiitési
ciklusok nem okoztak megfigyelhet6 valtozast az oldatban. Ez a kisérlet azt is bizonyitotta,
hogy melegitéssel nem csupan kilizziik a vendégmolekulat az tliregbdl, hanem a kémiai
eltolédas iddskalahoz képest gyors csere allapotdba keriil a rendszer a legmagasabb
hémérsékleten is. A legmagasabb hémérsékleten, 353 K-en, ugyan egy éles jelkészlet volt
megfigyelhetd, de a kémiai eltolodasok Iényegesen eltértek a szabad SA™ oldataban azonos
hémérsékleten mérttdl (az adatot nem mutatjuk). A 'H-'H NOESY mérések a
cserefolyamatok egyes 1épéseinek igazolasat teszik lehetévé. A kémiai csere kdvetkeztében
kifejlédd keresztesticsok mutattdk, hogy az 1:2 komplex els6 1épésben egy CB7 leadasaval
1:1 komplexszé alakul, majd az 1:1 komplex egy CB7 leadasara vagy felvételére is képes; az
1:2 komplex esetén a két CB7 kozel egyidejii leadasa nem jellemz6, a csere mértékeét

szemlélteti a 19. abréan a nyilak mérete.

Kihivasok

Az NMR mérésekben szokatlanul alacsony koncentraciét nemcsak a SA* gyenge
oldhatosdga indokolta, hanem torekedtink arra is, hogy a korilmeényeket a
spektrofluorometriés és abszorpcios mérésekkel 6sszevethetd modon valasszuk meg. A hig

oldatok alkalmazésa jelentds érzékenységesokkenést okozott, ami hosszu mérésidot
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eredményezett, ezért kiillonosen tigyelniink kellett a miiszer- és oldatstabilitasra, valamint
nehézkessé valt a tobbdimenzids mérések kivitelezése. A gazda—vendég kapcsolatok atomi
szintli feltarasat a kukurbiturilok azon szerkezeti sajatossaga is nehezitette, hogy a CB7 CH
és CH2 hidrogénjei mind a molekula kiils6 feliiletén helyezkednek el, igy az liregben kotott

vendégmolekulaval *H-'H NMR korrelacidkat nem mutatnak.

A hE3 variansok el6allitasa

Tovébbfejlesztettem a hE3-ra kidolgozott eldallitasi eljarast a hE3 variansokon
végzett szerkezeti kutatésaink elékészitéseként. Attérve a citoszolikus alapl expressziora, 10
mutans és a vad tipus kitermelésében a kordbban hasznalt periplazmatikus expressziéhoz
képest legalabb 20-szoros kitermelés ndvekedést értiink el, mikozben finoman beallitott
affinitas kromatografias eljarassal fenntartottuk a mintak nagyfokl tisztasagat. Az
optimalizélt eljardés 2 munkanapot vesz igénybe és reprodukéalhatd mindségli fehérjét

szolgaltat.

Feltételezziik, hogy a G101del-, 112T-, M326V- és G426E-hE3 variansok alacsony
kitermelése mogott fehérjeszerkezeti sajatossagok rejlenek meg, hiszen ezek a variansok is
csak egy-egy aminosavban térnek el a vad tipust szerkezettdl, és a problémas mutaciokat
hordozé kodonoknak 6sszes lehetséges szinonimjat is teszteltuk. A fenti mutaciok
valoszintileg nehezitik a variansok megfelel feltekeredését, vagy szerkezeti instabilitashoz,
végs6 soron azok Kicsapodasahoz vezetnek. Mindezek a tapasztalatok hozzajarulhatnak az

érintett mutaciok altal okozott hE3 rendellenességek értelmezéséhez.
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A hE3 HDX mintazatanak szerkezeti meggondolasai

A hidrogén-deutérium csere (HDX) mérések értelmezése koriiltekintést igényld
feladat. Az amid protonok HDX sebességének vizsgalata elterjedt mddszer a fehérjék
szerkezeti véaltozasainak feltardsaban, ennek ellenére nem létezik egységesen elfogadott
algoritmus, amely kapcsolatot teremt HDX mintazat, valamint az oldatbéli szerkezet és
dinamika kozott.(165,230-232) Abban egyetértes van a terlleten, hogy a HDX mértékét két
tényez0 befolyasolja elsdsorban: az amid protonok vizhozzaférhetsége; valamint az amid
proton hidrogén kotésének felszakitasahoz sziikséges energia. A jelends vizhozzaférhetdség
nemcsak a molekula feliiletén elhelyezkedd aminosavakra jellemzd, hanem gyors csere
jellemezheti a gyakori konforméacids valtozasoknak kitett, valamint az olddszer csatornédk
kozelében elhelyezkedd protonokat is. Az amid protonok erds hidrogénkotés donorok, ezeket
a kotéseket a kornyezd aminosavakkal, a megkotott kismolekuldkkal, valamint a
szerkezetileg kotott vizmolekulakkal alakitjak ki. A HDX létrejéttéhez a hidrogén kotés
felszakadasa szlikséges.

A hE3 HDX mintdzatdt a kristalyszerkezetre vetitve a 20. &bra szemlélteti.
Megfigyeltiik, hogy a dimer olddszer altal konnyen hozzaférhet6 régidiban is taldlhatdak
cserétdl védett peptid szakaszok, és 6sszességében is igaz, hogy a kristalyszerkezet egyszerii
szemrevételezésével a mérési adatok nehezen magyarazhatéak. Nem volt okunk azt
feltételezni, hogy jelentds szerkezeti eltérés lenne a fehérje oldat- és kristalyszerkezete
kdzott, ezért az aminosav szekvenciat és a kristalyszerkezetet felhasznalva az irodalomban
megemlitett szerkezeti jellemzOk alapjan becsiiltik a hE3 peptid szakaszainak HDX
hajlaméat. A mért HDX értékekkel a leger6sebb antikorrelaciot az amid proton kozelében 1évo
hidrogén kotés akceptorok szadma, az adott peptidszakasz erésen rendezett szerkezeti
elemekben (alfa-hélix, béta-redé) vald részvétele, valamint a dimer olddszer altal
hozzaférhetd feliiletétdl tavol elhelyezkedd amid hidrogének ardnya mutatta. Arra
kovetkeztettiink, hogy ezeknek a tényezdknek az egyiittes hatasa indokolta a kiemelkedden

magas vagy alacsony deutérium beépulési szazalékot.
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20. &bra A deutérium beépiilési szazalék hotérképes megjelenitése a hE3 dimer egyik

monomer egysegén, a masik monomer egység altal kitoltott teret sziirke feliilet jel6li, a FAD-

ot és NAD-ot pélcika abra jeleniti meg (1zmc PDB kodu szerkezet, A és B lanc).

A deutérium cserére hajlamos 81-85 aminosavak altal hatarolt régio, az oldoszer altal
leghozzaférhetébb részén helyezkedik el a hE3 dimernek, és az amid hidrogének az
olddszerrel alakitanak ki hidrogén kotéseket. A hasonl6an magas cserével jellemezhet6 275-
289 aminosavak altal hatarolt régio a kristalyszerkezetben kotétt NAD-dal alakit ki hidrogén
kotéseket. A NAD-rél irodalmi adatok alapjan tudjuk(71), hogy oldatban gyengén kotott, és
a mi rendszertinkben nem volt megtalalhato, igy ezt az Greget oldoszer toltétte ki. A magas
cserét mutatd 339-351 aminosavak altal hatarolt régidban a masodlagos szerkezettel nem
rendelkezé szerkezeti egységek ardnyanak mérészama volt kiemelked6en magas, ez
hatarozhatta meg a hatékony cserét az olddészerrel. Harom fehérjeszakasz nem mutatott cserét
a kisérleti korilmények kozott, ezek koziil kettdnek a védettsége (434-441; 459-464) minden
vizsgalt mérészam szerint indokolhatd, mig a 261-274 aminosavak altal hatéarolt szakasz
kiemelt védettségét nem tudjuk a bevezetett mérészamokkal megmagyarazni. A hE3-rdl
kozzé tett kristalyszerkezeteket a 10. tablazat foglalja ©ssze. Ezeket vizsgalva

megallapithatjuk, hogy a kristalyracsban az egymashoz szorosan illeszkedé dimer egységek
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kis feluleten hatnak kdlcson egymassal. A 261-274 aminosavak altal képzett kar minden
esetben hasonldan kinydjtott allapotd (RMSD < 0,2) és egy fontos eleme a dimereket
Osszetartd kolcsonhatasnak (21. abra). Mérési adataink egyik lehetséges magyarazata az,
hogy a cserefolyamat kortilményei kozott, hig oldatban, kdlcsénhatd partner hianyaban a
261-274 kar visszahUzadik, igy tobb homomolekuléris hidrogén kotést alakit ki és a felleti
kitettsége is csokken. Egy masik oldatban eléforduld konformer létezésével 0sszhangban
vannak félancbéli atomok magas B faktor értékei a 261-274 Kar teriiletén; tovabba az, hogy
a 3rnm PDB azonositoju, 2,4 A felbontéasu szerkezet B és D lancaban 261-264 aminosavak
megfeleld elektronsiiriiség nem volt megtalalhatd. A 261-274 peptid szakasznak a HDX
értékei nem véltoztak az altalunk vizsgalt mutaciok hatasara.

21. &bra A hE3 261-274 peptidszakasza (sarga) altal kialakitott kapcsolatok fontos
szerepet toltenek be a kristalyracsot Osszetartd erOkben (PDB: 1ZMC). Az elemi cellat
felépit6 funkcionalis dimer egységeket (A-B; C-D; E-F; G-H lanc parok) szdmos masodlagos
kémiai kotés tartja 0ssze, mig a dimer egységek kozotti kis kolcsdnhatasi felllet egyik
274 kar kinyujtott konformacioju szerkezetét figyelhetjik meg az eddig kdzzé tett 6 db hE3
szerkezetben, és ez a peptidszakasz minden esetben a kristalyracsot dsszetartd fehérje-fehérje
kolcsOnhatasok kialakitasaban jatszik szerepet. A HDX adatok alapjan azonban azt
feltételezziik, hogy ez a kar hig oldatokban visszahizodik, ezzel kevésbé oldoszerkitetté

valik és kdlcsonhatasait intramolekularisan alakitja ki.
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A hE3 patogén muténsainak hidrogén-deutérium csere mintézata karakterisztikus
eltérést mutatott a vad tipushoz képest. Az egy-egy aminosavra kiterjedé mutaciok nemcsak
mérhet6 valtozasokat. Fontos még azt megjegyeznink, hogy a dimerizaciés fellleten egyik
muténs esetén sem volt megfigyelhet6 jelenés novekedés a deutérium beépiilésben, ami
tovabbi bizonyitékot szolgaltat arra a megfigyelésiinkre, hogy a mutaciok nem idézik eld a

homodimer jelentds mértékii monomerizacigjat.

22. dbra A hE3 patogén variansainak hidrogén-deutérium csere mintazatanak

eltérése a vad tipustol (AAD). A pozitiv iranyu, az adott érték szorasat meghaladd mértéki
eltérést rozsaszinnel, a sz6ras haromszorosat meghaladé mértékii eltérést pirossal jeloltik; a

negativ eltérést hasonldan vilagos-, illetve sotétkékkel abrazoltuk.

A 22. dbra mutatja be a mutansok és a vad tipus hidrogén-deuterium csere mértéke
kozotti kalonbséget a hE3 kristalyszerkezetére vetitve. Az adatok igazoljak, hogy a
betegséget okozd mutacidk a fehérjeszerkezet széles tartomanyaban okoztak eltéréseket,
nemcsak a helyettesitett aminosav kozvetlen kozelében fejtették ki hatdsukat. Ez a

megfigyelés akkor is igaz, ha a teljes homodimer térbeli szerkezetét figyelembe vessziik.
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Négy varians (E340K-, 1445M-, R447G- és P453L-hE3) esetén az figyelhetjik meg,
hogy a C-terminalis régio (465-474, 469-474) oldoszerkitettsége és flexibilitasa ndvekszik
meg jelentésen a mutacio kovetkeztében. A szimmetrikus homodimer szerkezetben mindkét
C-terminalis régid részben a dimerizacios fellletbe dgyazddva helyezkedik el, aminek a
mobilitasat nagymértékben befolyésolja a dimer nyitottsdga és a monomerek 6sszehangolt
mozgéasa. Konnyen értelmezhetd, hogy az E340(K) és R447(G) aminosavak mutécidja
hasonlo szerkezeti es konformécids valtozasokat idéztek el6, hiszen ez az aminosav par a
hE3 kristalyszerkezetében a két monomer kozatti, a dimert 6sszetarto, egyik hidrogén kotést
alakitja ki. Mindkét esetben a mutacio jelentds mértékii sztérikus, valamint elektronikus
valtozést is el6idéz a C-terminalis kdzvetlen kdzelében. A szubsztiticid helye a 1445M- és
az P453L-hE3 variansokban szekvencialisan kozel esik a leginkabb befolyasolt C-terminalis
régidhoz. Ezen aminosav helyettesitések kdvetkeztében az (j oldallanc alakja kilonbozik,
azonban a helyettesités nem okoz szamottevé méret- vagy toltésbeli valtozést. A hE3
kristalyszerkezetében a P453 és a H452 kozt cisz-peptid kotés talalhatd, ami feltételezéseink
szerint a P453L-hE3 mutansban transz konfiguraciot vesz fel. Ennek a feltételezett
valtozasnak a biologiai jelentdségét Kim és Patel részletes biokémiai vizsgélatai is
alatdmasztjak, melyek kimutattdk, hogy a H452 aminosav fontos szerepet jatszik a hE3
katalitikus miikodésében.(233)

A Gl194C szubsztitucid kiemelkedd eltérést okoz a hE3 deutérium
felvevoképességében a helyettesitett aminosav szekvencialis kdrnyezetében, illetve a
NAD*/NADH kot6 régidban. A jelenség azzal magyarazhato, hogy a G194 aminosav egy a-
hélixben helyezkedik el, amelynek az erésen rendezett szerkezetét a nagyméretli, polaris

cisztein oldallanc megzavarhatja.

A D444V-hE3 varians hidrogén-deutérium csere térképe kiemelkedd szerkezeti
valtozasokra utal kulonodsen a szubsztiticiohoz szekvencidlisan kozeli régiokban. Ez az
eredmény annak tiikkrében értelmezhetd, hogy a hE3 szimmetrikus homodimer
kristalyszerkezetében az egyik monomer egység D444 és a masik monomer egység Y438’
aminosavai hidrogén kotest alakitanak ki, amire a szubsztitucio utan mar nincs lehetdség. Ez

a mutacio a szerkezeti és dinamikai valtozasokat idéz el6 a masik monomer szekvencialisan
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kozeli Y438 aminosavanak kornyezetében is; ezzel fokozva a C-termindlis régio
flexibilitasat. A K37E-, az R460G- és az 1358T-hE3 varidnsok esetén a finom szerkezeti
valtozasok voltak megfigyelhetéek a fehérjeszerkezet szamos terlletén, amelynek
értelmezése részletesebb elemzést és tovabbi mddszerek, mint a rotgenkrisztallografia
bevonéasat igényelte. A csoportunk késébbi kozos eréfeszitéseinek eredményeként a hE3
variansok tobbségének nagyfelbontasu kristalyszerkezete mar elérhetd,(234,235) az els

publikalt D444V-hE3 szerkezethez(234) vezet6 utat targyalja ez a dolgozat.

A patogén hE3 variansok kristalyosithatdsaga

A hE3 kristalyszerkezete és kristalyositasi korllmenyei mar tobb, mint 10 éve
ismertek voltak a munkam megkezdése elétt (a referenciakat a 10. tablazat foglalja 6ssze),
ennek ellenére a patogén hE3 variansok kristalyositdsa nem jart sikerrel. Ez motivalt arra,
hogy a kristalyositas probak megkezdése eldtt részletesen koriiljarjam, mely tényezok
finomitasa segitheti ¢l6 a hE3 varidnsok kristalyosithatésagat, a kristalyok diffrakcios
képességét, illetve egy variansra kidolgozott eljaras milyen mértékben viheté at a

tovabbiakra.

Kristalyosodast befolyasold tényezok a patogén hE3 variansok esetén

Az elérhetd kristalyositasi koriilmények és eljarasok szama egyre csak novekszik, de
tovabbra is a legfontosabb korlatozo tényez6 a mintamennyiség marad. Ezt a szempontot
figyelembe véve a kristalyositasi tesztek megkezdése elott fellvizsgaltam a fehérjek

szerkezeti stabilitasat, a minta homogenitasat, az optimalis fehérjekoncentracid tartomanyt,
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a kristalyositas kivitelezésének modjat és az affinitas tag eltivolitdsanak jelentGségét.
Eredményeink alapjan, -mintat és tovabbi eljarasi 1épéseket sporolva- megallapodtunk az
affinitas tag-et tartalmazd variansoknal, az automatizalhaté {il6csepp és a konnyen

finomithato6 fliggéesepp modszerek kombinacidjanal.

A fehérjék olvadasi homérséklete (Tm) azok masodlagos és harmadlagos szerkezeti
elemeinek hdstabilitasarol szolgaltat informaciot az adott oldoszerkoriilmények kozott. A
human fehérjék Tm-e 25°C és 113°C kozotti tartomanyban varjuk, de tébbnyire nem haladjék
meg sokkal a testhOmérsékletetet; ez alapjan a hE3 varidnsok mindegyike nagy
héstabilitastinak mondhat6, amely 6sszhangban all azzal, hogy a hE3-ban nagy, 60 % feletti,
a rendezett masodlagos szerkezeti elemeinek az aranya.(206) A hE3 szerkezetben a fehérje
kiils6 felszinén elhelyezkedé K37E varians kivételével az 6t vizsgalt patogén mutacio
csokkenést okozott a hE3 hostabilitdsaban, a legkifejezettebb csokkenést a dimerizacios
feltleten talalhato P453L szubsztitucio esetén figyeltlik meg. A héstabilitas oldoszerfliggését
vizsgalva megallapithatjuk, hogy a fehérjék pH 6,00-7,00 kozott voltak a legnagyobb
héstabilitastak, de a tarolépuffer pH 8,00 korilményei kdzott sem maradt el a hostabilitas
ettdl 1ényegesen, az ionerdsség kis mértékili valtoztatdsa nem befolydsolta a hostabilitast. A

fenti megfigyelések altalanos érvényiiek voltak mindegyik vizsgalt hE3 varians estén.

A fehérjeoldatok sziirésével és mikrocentrifugdlasaval a minta nagy fokud
homogenitasat sikerdlt elérni, amit az is mutatott, hogy a kristalygbcok képzddését sok
esetben beoltéassal tudtuk csak elésegiteni. Az el6zetes kristalyositasi probak soran a két hét
utan tisztdn maradt cseppeket minden esetben beoltottuk; az esetek 15%-ban a beoltés
kristalyosodasi jelenségeket idézett el6. Az eldzetes tesztek alapjan meghatarozott 20-40
mg/mL optimalis fehérjekoncentracié tartomany also részét tudtuk sikeresen hasznalni a
variansok tesztelése soran, a 40 mg/mL koncentracid a kortilmények tobb, mint 50 %-aban
kicsapodashoz vezetett.

100



DOI:10.14753/SE.2021.2491

10. tablazat A PDB adatbazisban elérhet6 hE3 szerkezetek 6sszefoglalasa

PDB hES lancok , . .
K6d tércsoport szamaazelemi  felbontds kofaktor fehérje partner  referencia
cellaban
Brautigam,
1ZMC P21212 8 2,53 A NAD* - C.A. etal,
2005
Brautigam,
1ZMD P21212 8 2,08A  NADH - C.A. etal,
2005
wiw o+, . Ciszak, E.M.
1ZY8 P212121 10 2,59 A - hE3 koto fehérje al.. 2006
Brautigam,
2F5Z P212121 10 2,18 A - hE3 kot6 fehérje  C.A. etal.,
2006
- h“”.“é” . Brautigam,
3RNM P 1211 4 2,40 A . dihidrolipoamid ¢\ "ot gy
transzacilaz koto
e 2011
domeénje
* Szabo, E. et
5J5Z P21212 2 1,84 A - - al. 2018

*D444V-hE3 varians

A diffrakcids adatok felbontasanak finomitdsa a D444V-hE3 varians esetén

Annak érdekében, hogy nagyfelbontasu és informaci6é gazdag kristalyszerkezeteket
nyerjliink a diffrakciora alkalmas kristalyok mindségét két modon probaltuk befolyéasolni:
egyrészt a 20°C-on novelt kristalyok fagyasztasahoz hasznalt krio-védéoldat minGségét
vizsgaltuk felll; masrészt a NAD* és NADH koszubsztratok, valamit a liponsav és lipoamid
modelszubsztratok kristalyszerkezetbe valo bejuttatasat kiséreltik meg. A diffrakcids

kisérlet soran a kristalyok 100 K-re torténd hiitése csokkenti a hdmozgast, €s ezzel javitja a
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diffrakcios kép felbontasat, azonban a kristalyok fagyasztasa jelentdsen roncsolhatja azok
szerkezetét. A fehérjekristalyok 60% korili mennyiségii kristalyvizet tartalmaznak, ami
fagyasztas soran jeget képezhet, ezzel roncsolva a kristalyszerkezetet; a krio-védéoldat ezt a
folyamatot kivanja megakadalyozni. Az adott kristalynak megfeleld krio-véddoldat
megtalalasa tapasztalati (ton torténik, ennek soran fénymikroszkdp alatt, szemmel kdvettem,
hogy a hagyoméanyosan hasznalt oldatok kozil melyek okoznak roncsolddast a
kristalyszerkzetben, vagy oldjak fel azt. A kiprobalt kérilmények kézil a 20 v/iv% glicerin
volt egyértelmlien a legkedvezébb minden hE3 varians esetében. A fehérje mukodése
szempontjabol fontos kofaktorok, illetve ligandumok jelenléte kristalyban nemcsak a
szerkezeti adatok informécidtartalmat noveli, hanem esetenként a szerkezetet is stabilizélja,
ezzel javitva a felbontast. Ezt két mddon prébaltuk elérni egyrészt egyuttkristalyositassal,
masrészt a diffrakciora alkalmas kristalyok ligandum oldatba torténd aztatasaval. A hE3 altal
nem kovalens modon, de szorosan kotétt FAD prosztetikus csoport minden esetben jol
megfigyelhetdé volt, de a tovabbi kismolekuldknak megfeleld elektronstiriiségeket nem
sikertlt feloldanunk. A 10. tablazatban ismertetem, hogy a NAD, illetve a NADH kotédési
modjat mar kordbban vizsgaltak a vad tipust hE3 kristalyszerkezetében, azonban egyik
esetekben sem sikeriilt a kismolekuldk teljes egészének megfeleld elektronsiiriséget
megfigyelni, illetve jelent6s szerkezeti kiilonbséget kimutatni a NAD™-ot és a NADH-t
tartalmazo fehérjeszerkezet kozott. Ezen tapasztalatok alapjan késObbiekben a patogén hE3
variansok  kristalyositdsa soran eltekintettink NAD*/NADH, illetve tovabbi

modelszubsztratok kotédésének vizsgalatatol.

A nagyfelbontasu D444V-hE3 szerkezet

A korabban rendelkezésre allé vad tipusi hE3-at tartalmazé kristalyszerkezeteket a
10. tablazat foglalja 6ssze. A munkamban targyalt D444V-hE3 varianssal minden korabbi

kdzolt hE3 variansnal nagyobb felbontasu szerkezetet sikerllt elérnem. A D444V-hE3
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szerkezet reszletes elemzését, a tobbi varianssal és a vad tipust hE3-mal val6 ¢sszevetését
dr. Szabo Eszter végezte el. Az én eldzetes szerkezetfinomitdsi munkam alapjan
egyértelmiien tudtam igazolni a D444V mutacié jelenlétét a kristalyszerkezetben,
felismerhetd volt tovabba, hogy az aszparaginsav valinra valo cseréjé kovetkeztében
megsziint a homodimer masik monomeregységének Y438 aminosavjaval kialakitott
hidrogénkotés; azonban a teljes D444V-hE3 és a korabban kozolt vad tipust hE3 félancok
altal meghatarozott szerkezetek kozott nem lattam nagyobb eltérést, mint, ami a hE3
szerkezetek elemi cellaiban az egyes fehérjelancok k6zott volt megfigyelhetd. A D444V-hE3
kristalyositasanak finomitasa soran szerzett tapasztalatok hasznos alapot szolgéaltattak a hE3
tovabbi variansainak rontgenkrisztallografias szerkezetmeghatarozasaban.
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7. Kovetkeztetések és kitekintés

A szangvinarin és kukurbit[7]uril zarvanykomplexeinek felhasznalasi lehetoségei

Szémos tanulmany foglalkozott azzal, hogyan befolyasolja a CBn-lal torténé
zarvanykomplexképz6dés a  vendégmolekulak protonalodasat,(236-243) azonban
tanulmanyunk volt az els6 példa az irodalomban, mely bemutatta, hogy a
zarvanykomplexképzddés védelmet jelent a nukleofil timadas ellen. Ezzel egyitt munkank
fontos eredménye, hogy jelentés novekedést sikerult elérnink a SA vendégmolekula
fotostabilitasaban. A CB7 biokompatibilitdsdnak(244-246) koszonhetden nemcsak a SA
stabilizalasara, hanem a SA alapl gyogyszerek bejuttatasara is alkalmas adalékanyag lehet.
Az utdbbi években szamos megoldast lattunk a CBn funkciondlasara,(247-250) amely a
gyogyszermolekulak iranyitott célba juttatdsanak lehetdségét hordozza
magaban.(244,251,252) Ebben a tanulmanyban bemutattuk tovabba, hogy a pH
csokkentésével SA irdnyitott leadasa is megvalosithaté a zarvanykomplexeibol. A CB7
specifitasa es affinitdsa a SA irant gyogyszeranalitikai és farmakokinetikai jelentéséggel bir;
hiszen CB7 felhasznélasaval spektrofluorimetrids modszerekkel akéar 0,03 ng/ml SA is
kimutathat6 vérbol, illetve vizeltb61.(219)

Munkank idézettségének nagy részét (t6bb, mint 70 fliggetlen hivatkozas) annak
kdszonheti, hogy példat mutat egy olyan vendégmolekula:CBn rendszerre, melyben mind az
1:1, mind pedig az 1:2 komplex is megfigyelhetd, azokoknak szerkezete és affinitasa jol
karakterizalt. A tanulmanyunk szemlélteti azt is, hogy a CBn affinitasa a
vendégmolekulakhoz milyen érzékeny az apro szerkezeti modositasokra. A SA egy kozel
szimmetrikus molekula, melyben a pozitiv toltés egy aromas gytrirendszer kdzepén
helyezkedik el. A SA két felének kiilonb6z6 hosszabol ered6 aszimmetriaja viszont tébb mint

harom nagysagrend eltérést eredményez a két molekularészlet affinitdsaban a CB7-hez. A
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ciklodextrinek zarvanykomplexeinek affinitasi allandoit megfelelé pontossdggal szdmito
szemiempirikus eljarasok rendelkezésre allnak,(253) azonban a CBn zarvanykomplexek
affinitasanak szamitasa a mai napig kihivast jelent,(254,255) kiilonésen er6forrasigéenyes a
toltéssel  rendelkez6  vendégmolekulak  kezelése. A Kisérleti  megfigyeléseink
modellrendszerként szolgéalhatnak a vendég-gazdamolekula rendszerekre kidolgozott
molekularis modellezési algoritmusok tovabbfejlesztésében.

A hE3-elégtelenseg értelmezésében varhatd elérelépések

A hE3-elégtelenségre nem kinal gyégymodot a modern orvostudoméany, ezen
genetikai betegségnek a kezelése csak tiineti jellegli és annak hatékonysaga az egyénenként
valtoz6. A gydgymod kidolgozasdban kihivast jelent, hogy kevés dokumentalt eset all
rendelkezésre; egyik hE3 varians esetén sem éri el a tizet a részletesen leirt esetek szama, és
ezek a paciensek valtozatos, az egyedi helyzetilkknek megfeleld kezelést kaptak.
Allatmodelleken végzett kisérleteket nem kozéltek napjainkig. Az in vivo és in vitro
kisérletek tapasztalatait a 11. tablazat foglalja ssze. A potencialis gyogyszermolekulak
megtalalasa utan tovabbi technikai nehézséget jelent majd, hogy a hE3 aktivitast célzo

készitményeket iranyitottan a mitokondriumba kell eljuttatni.

A hE3-rendellenesség 0sszetettségét indokolja, hogy a hE3 enzim véaltozatos szerepet
tolt be szervezetlinkben: dihidrolipoamid-dehidrogenaz aktivitdsa mellett, melyet a
mitokondrialis a-ketosav-dehidrogenaz komplex csalad és a glicin hasitd rendszer tagjaként
tolt be, diaforaz és proteolitikus aktivitassal is rendelkezik. Az eddigi in vitro és in vivo
megfigyelések arra utalnak, hogy az egyes mutaciok a hE3 fehérjében annak szerepeit
kiilonbozoképpen befolyasoljak, ami a hE3-elégtelenség valtozatos tiineteihez vezet. A
teriileten dolgozok egyiittes erdfeszitése révén a paciensek egyedi genetikai térképének

ismeretével a szamukra leghatékonyabb terdpia gyors bedallitdsa valhat lehetdvé.
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A hE3 variansokat érint6 szerkezeti és dinamikai vizsgalataink tovabbi értelmezését
eldsegiti majd, ha a hE3-at tartalmazé multienzimkomplexeinek felépitésérél, a benne
egymashoz kapcsolddo fehérjék atomi szintli szerkezetérdl részletesebb ismeretek alnak
majd rendelkezésre. Legkevesebbet a glicin hasitdo rendszerben fellép6 fehérje-fehérje
kolcsonhatdsokrol tudunk, ez az enzim rendszer nem vesz fel alland6 szupramolekularis
szerkezetet, hanem a mitokondrium belsé membranjdhoz lazan k6tddd enzimkomponensek
kdlcsonhatasa réven fejti ki hatasat.(256,257) Az enzimrendszert felépité kozponti H- és T-
fehérjék kozotti parkolcsonhatasrol kristalyszerkezet all rendelkezésre,(258) illetve a H- és
P- fehérjek kozotti kdlcsonhatasban fontos aminosavakat biokémiai vizsgélatokkal tartak
fel.(259,260) A fenti enzimkomponensek és az E3 koz6tt azonban specifikus kdlcsonhatast

eddig nem sikerult kimutatni.(261)

Az alfaketosav-dehidrogendz enzimkomplexek kozil a piruvat-dehidrogenaz
enzimkomplex (PDC) szerkezetérdl vannak legrészletesebb ismereteink. A human PDC
komplex magjat képez6 dodekaéder csucsaiban hE2p trimerek helyezkednek el,(59) igy az
Osszesen 60 E2p fehérjét tartalmaz. A hE2p maghoz az enzimatikus aktivitassal nem biro,
stabilizalo funkcioju E3 kot fehérjébol (E3BP) 12 kapcsolodésat figyelték meg E3
hianyaban, mig 20 E3BP jelenlétét irtak le hE3 felesleg esetén. A hE2p és a E3BP kozotti
kodlcsonhatasrdl mas fajokon szerzett ismereteink alapjan homoldgia modellek
készultek;(48,58-60,262) a legelfogadottabb modell szerint az E3BP a hE2p trimerekbdl
Kiszorit legfeljebb egy hE2p egységet és annak a helyére épiil be.(59) A hE3 és hElp fehérjék
az oktaéderes mag a lapjai felett helyezkednek el, ahol a hE2p hosszl linkerekkel elvalasztott
hE1p-kotod és lipoil doménje segitségével stabilizalja a az hElp-t, mig a E3BP szintén
rendelkezik egy hosszl karral, melynek a végén elhelyezkedd domén a hE3 megkdtésére
szolgal.(58) A hE3 és a E3BP altal képzett komplexr6l atomi szintii kisérleti informaciok
allnak rendelkezésre.(54,55) A hE2p és E3BP hosszU karjai fontos szerepet jatszhatnak a
katalitikus folyamat soran a hE2p és hE3 dinamikus elhelyezésében, mely kozben a hE3
tovabbi kolcsonhatasba léphet a hElp-vel és hE2p-vel, azonban errél az ismereteink
hianyosak.(58)
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A o-ketoglutarat-dehidrogendz ¢és az elagazo lanct o-ketosav-dehidrogendz
enzimkomplexeket is a PDC-hez hasonld, sokrétii fehérje-fehérje kdlcsdnhatas halozat tartja
0ssze. A human a-ketoglutarat-dehidrogendz komplex szerkezetér6l még nem alakult ki
egységes képlink; a human elagazo lanct a-ketosav-dehidrogendz magja 24 sajat E2 tipusu
fehérjébol épll fel, mely nem kovalensen csatlakozik 12 E1 0232 tipusu tetramerhez és 6 E3

homodimerhez.

Munkdm tobb iranybdl is megkozeliti a betegséget okozé hE3 variansok
patomechanizmuséanak szerkezeti értelmezését. A HDX MS modszerrel végzett vizsgélatok
alapot szolgaltatnak a hE3 varians fehérjék oldatbéli dinamikajanak értelmezéséhez, amely
elésegitheti annak az értelmezését, hogy a hE3 milyen dinamikai valtozasok soran fejti ki a
hatasat, egylittmiikodve a tovabbi fehérjékkel a multienzim komplexeiben; és ezek a
kolcsonhatasok hogyan sériilhetnek a mutécidk hatasara. A hE3 szerkezeti dinamikajanak
ismerete eldsegitheti tovabba azoknak hE3-at megcélzd kismolekuldknak a tervezését,
melyek késObb gydgyszerként is szolgéalhatnak. A kristalyositdsi probdk sordn szerzett
tapasztalataim tovabbi hE3 variansok kristalyositasat és szerkezetmegoldasat segitette ¢l6,
igy az egyre novekvé szamu nagyfelbontasu hE3 variéns kristalyszerkezetek ismeretében,
lehetdség nyilik a muticiok szerkezeti hatasanak modellezésére. A mutans hE3
kristalyszerkezetek alapvet6 kiegészitd informaciokat szolgaltathatnak a késdbbiekben a hE3
molekularis kolcsonhatésait vizsglotovabbi modszerek szamara, mint a krio-elektron

mikroszkopia, Forster-tipusl rezonans energiadtadas vagy az NMR spektroszkopia.
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10. téblazat A vizsgalt patogén hE3 variansok biokémiai tulajdonséagai.*

rekonsttualt

varians domén  Apolaritas A:teotrenro feherje)EI)(ompIe ex Vvivo és in vivo enzimaktivitas ROS FAD E3BP K4 megjegyzés
enzimaktivitasa
hLADH éleszt6: (263) hLADH 92%, hPDHc
20%(262), 88%, hKGDHc 68%; paciens fibroblaszt o 76%(121),
K3TE FAD pn 0 75%(121), (heterozigdta a P453L varianssal egyiitt): 100%(112) 67%(112) x17(54)
70%(112) hLADH 6%(94)
hLADH:
919%(262),
e w0 s o IBD, o adon et g xioooo(s [ R460 sohidet
P 29%(74), hordoz):(89,90,98) hLADH 1,5-14%, 0 4,262) amfi’nosaval o)
40%(120); hKGDHc 20%, hPDHc 11-26%
hPDHc
NM(54);
klinikai mintak:(83) hLADH 3-11%, E340 sohidat
hLADH 64- hPDHc 12-14%, hKGDHc 1-6%; képez az R447'
71%, 0,2%, (heterozigdta az M326V varianssal NM (54,26 aminosavval(71
E340K KP np 0 100%, 89%, egylitt):(76) hLADH 3-14%, hPDHc 3- 123%(112) 999%(112) 2 ); E3BP-
71%; hPDHc 44%,; (heterozigdta az 112T varianssal kotdfeliileten
38% egytt):(89) hLADH 9%, hPDHc 25%, helyezkedik
hBCKDHc 62% el(54,55)
E3BP(54,55) és
klinikai mintak:(96,98) hLADH NM, hSBDb(49)-
1445M — DIM 0 0 hPDHc 13-97% koitd feliileten
helyezkedik el
hLADH PDHC és KGDHc .
929%(54), Klinikai mintak:(88) hLADH 20%, LA kofaktor Eﬁggg;t,(igg_es
R447G DIM p0 -7 54%(120); hPDHc 63%, hKGDHc 0%, hBCKDHc oxidativ x250(54) e
. . kot6 feliileten
hPDHc 56% karosodasa helvezkedik el
28%(54) élesztében(120) y
éleszt: hLADH NM(79); hPDHc o gfgtllg,v
) hLADH 4- NM(79); péaciens fibroblaszt o 0
PASSL DIM 00 ! 9%(112) (heterozig6ta a K37E varianssal egyitt): 230%(112) 66%(112) x4(262) centru mban
hLAD 6%(94) P453 és H452
kozott(71)
hLADH leggyakoribb
100%(112), fibroblaszt, limfocitak vagy izom: varians, a
75%(73), hLADH 6,5-30%(75,78,79,91); o o géngyakorisag
G194C DIM 00 2 47%(120); hKGDHC 2-44%(78,89); hPDHc 10,5- 172%(112,113) 72%(112) 1:94 az
hPDHc 100%(78,79,89) askenazi zsido
29%(113); kozossében(91)
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hKGDHc
61%(113)
rekombinéns: D444 és Y438'
hLADH hidrogén kotést
ggzﬁgﬁg; paciens izom homogenizatum: hLADH ;?ﬁl;gtz:(lﬂ(;r
D444v DIM [0] -1 100% ' 15%(54), hHKGDHC 2%(54), hPDHc 130%(112) 95%(112) NM(54) . '
0(54), 0%(54) részt vesz a
90%(70); E3BP(54,55) és
hPDHc a hSBDb(49)
15%(78) megkdtésében
hLADH klinikai mintak (heterozigéta egy intron
1358T DIM 00 -1 100%(85), 30- mutéanssal egyutt):(264) hLADH 29%, 53%(112)
41%(112) hPDHc 14-100%
klinikai mintak (heterozig6ta a G101del
1318T Kp 00 1 varianssal egyiitt):(98) hLADH 9-29%,

hPDHc 80%, hBCKDHc 24%, hKGDHc
107%

*A mutaciok a hE3 homodimer FAD kotd (FAD), NAD* k6t6 (NAD), kozponti (KP) és dimerizacios doménjén (DIM)
helyezkednek el (4.abra). A mutécid hatasara a megvaltozhat az aminosav polaritasa (pl. pozitivbol negativva: pn, az
apolaros aminosavat 0 jeldli); valamint az oldallancokat felépité heteroatomok szama (Aheteroatom). A megtisztitott,
rekombinans fehérjék, illetve az ezekbdl a fehérjékbdl rekonstitualt komplexek az enzimaktivitas értékeit kiilon oszlopban
tiintettiik fel az €l6 sejtek, illetve azok homogenizatumaibol mért enzimaktivitastdl (hHLADH: humén dihidrolipoamid-
dehidrogenéz, hPDHc: human piruvat-dehidrogendz komplex, hABCKDHc human a-ketosav-dehidrogenaz komplex, hGCS
human glicin hasit6 rendszer, hAKGDHc human a-ketoglutarat-dehidrogendz komplex aktivtas). A variansokrol kimutatték,
hogy befolyasoljak a hE3 reaktiv oxigénszarmazék képz6 képességét, és esetenként FAD veszteséghez vezetnek. A hE3
enzimkomplexekhez valé kotddésének mechanizmusardl hianyosak az informacidink, azonban a ismert, hogy a hE3-at a
hPDHc magjahoz E3 kot6 fehérje (E3BP) rogziti; a hBCKAc- ben nincs az hE3-ra specializalodott kotd fehérje, hanem a
komplex magjat képez6 human dihidrolipoamid transzacilaz (hE2b) alegység kotd doménje (hSBDb) felelds ezért a

szerepért. A szazalékok és szorzofaktorok a vad tipusra vonatkoztatott értéket mutatjak, NM pedig a nem mérhet6 aktivitast.
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8. Osszefoglalas

A szangvinarin (SA) egy bioldgiailag aktiv benzofenantridin alkaloid, melynek a
kukurbit[7]urillal (CB7) képzett zarvanykomplexeit vizsgaltuk oldatfazisi NMR
spektroszkopiaval. Koncentracio- és hdmérsékletfiiggd *H NMR mérésekkel harom specieszt
parhuzamos jelenlétét bizonyitottuk, melyeket a SA:CB7 1:1, illetve 1:2 molaranyd
zarvanykomplexeknek és a nem specifikusan kotott SA-nak felleltettiink meg. Kétdimenzios
homonuklearis NMR eljarasokkal és  molekula-modellezéssel jellemeztik a
zarvanykomplexek geometriajat. A modellekb6l meghatarozott hidrodinamikai sugarak
dsszhangban allnak a diffizids NMR-rel mért értékeinkkel. A SA iminium forméaja (SA")
stabil és specifikus 1:1 sztéchiometriaji zarvanykomplexet képez a CB7-tel (K=1,0x10° M-
1), a méasodik CB7 megkotésének egyensulyi allanddja harom nagyséagrenddel alacsonyabb.
A SA pK-ja az 1:1 komplexben 3,69 egységgel magasabb, igy a CB7 gatolja az oxidaciora
hajlamos SAOH forma keletkezését, ezzel ndveli a SA fotostabilitasat. A CB7 szarmazékok
nemcsak a SA molekula stabilizalasara alkalmasak, hanem a gydgyaszati célbdl torténd
iranyitott célbajuttatasara, majd pH-fiigg6 felszabaditasara is.

A human dihidrolipoamid-dehidrogenaz (hE3) patogén mutacidi sulyos metabolikus
betegséghez, az E3-elégtelenséghez, vezetnek. Az E3-elégtelenség sziv-, ér- és idegrendszeri
tiineteket, gyakran csecsemdkori elhaldlozast okoz. 14 betegséghez kotheté aminosav
mutaciot ismerlink, azonban ezekrél Kisérleti szerkezeti informaci6 nem Allt eddig
rendelkezésre. Munkamban hidrogén-deutérium csere tomegspektrometriaval (HDX MS)
elemzem tiz patogén hE3 mutécio hatasat a hE3 homodimer oldatszerkezetére. A vad tipusu
hE3 HDX mintazata 6sszhangban all a kordbban kozolt kristalyszerkezetekkel, azzal a
kivétellel, hogy a 261-274 kar a kristalyszerkezetben kinyujott allapotban talalhato, ezzel
eldsegiti a kristalypakolddast; a HDX adatok arra utalnak, hogy a kar oldatban zartabb
szerkezetli. Ismertetem a hE3 variansok eloallitasanak, tisztitasanak és eldzetes
kristalyositasi probainak eredményeit. Bemutatom a dimerizacios feluletet érinté6 D444V-
hE3 mutans kristalyositasanak és diffrakcids adatgyiijtésének lépéseit. Az 1,84 A felbontasu
kristaly az ortorombos P2:2:2 tércsoportban kristalyosodott, az elemi cella paraméterei
a=118,04; b=168,94; c=61,28 A voltak. A bemutatott szerkezeti informaciok és kisérleti

eljarasok elésegitik az E3-elégtelenség molekularis mechanizmusénak feltarasat.
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9. Summary

The inclusion of sanguinarine (SA), a biologically active natural benzophenanthridine
alkaloid, in cucurbit[7]uril (CB7) was studied by NMR in aqueous solution. Three species,
the 1:1, 1:2 SA:CB7 inclusion complexes and the non-specifically bound SA, were detected
by concentration and temperature dependent *H NMR. We characterized the geometry of the
inclusion complexes using two-dimensional homonuclear NMR and molecular modelling.
The hydrodynamic radii calculated from the models are in line with our diffusion NMR
results. The iminium form of sanguinarine (SA*) was found to produce stable and specific
1:1 inclusion complex with CB7 (K=1.0x10° M). With a second CB7 molecule a 1:2
complex was also formed, whose binding constant is 3 orders of magnitude smaller. CB7
increases the photostability of SA by impeding the oxidation sensitive SAOH production via
shifting the pK of SA by 3.69 units upon the 1:1 complex formation. Confinement in CB7 is
useful not only for stabilizing, but also for drug delivery and pH-controlled release of SA.

Pathogenic mutations of the human dihydrolipoamide dehydrogenase (hE3) lead to a
severe metabolic disease termed E3-deficiency. It usually involves cardiological and
neurological symptoms and often cause premature death. 14 disease-causing amino acid
substitutions of hE3 have been reported, however, high-resolution experimental structures
have not been characterized. Here, | describe the structural alterations in hE3 caused by ten
pathogenic mutations using hydrogen-deuterium-exchange mass spectrometry. | also show
that the hE3 solution structure is consistent with the previously reported crystal structures of
the wild type hE3 homodimer, apart from the 261-274 loop. We propose that the openness
of the 261-274 loop is caused by crystal packing, and that the loop might be less exposed in
solution. I report the optimization protocols of the expression, purification and crystallization
screening of the hE3 variants. | describe the crystallization and X-ray diffraction experiments
of the D444V homodimer interface mutant of hE3. The crystal belonged to the orthorhombic
space group P 21 21 2, with unit-cell parameters a=118.04, b=168.94, c=61.28 A, and
diffracted to 1.84 A resolution. The structural information and experimental protocols
presented here provide guidelines for studying the molecular pathogenesis of the disease-

causing hE3 mutants.
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Junjie Wangnak a Rockefeller Egyetemen, hogy rovid latogatasaim soran bemutattadk a
hidrogén-deutérium-csere tomegspektrometrias méréberendezést, lehetdséget nyujtottak

mérések elvégzésére és megismertettek a kiértékelés Iépéseivel.

Kdsz6ndm az anyagi tamogatast az MTA fiatal kutatoi 6sztondijanak, az ERASMUS

Osztondijaknak, a Nemzeti Tehetség Programnak, valamint a Rosztoczy Alapitvanynak.
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