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Rendezett és rendezetlen fehérjeszerkezetek 6sszehasonlitasa
spektroszkopiai médszerekkel

1. Célkituzések

A projekt célja a nemrégiben az érdeklodés fokuszaba keriilt rendezetlen fehérjék
(intrinsically unordered protein, IUP) szerkezetének vizsgalata és a rendezett fehérjék
viselkedésével valo 6sszehasonlitasa volt, kiilonbozo fizikai és kémiai koriilmények kozott. A
fizikai paraméterek tekintetében a nagy nyomas jelentett specialitast. Széles hdmérsékleti és
nyomastartomanyban, ill. kiilonb6z6é kémiai agensek, kozmotrop anyagok jelenlétében
vizsgaltuk, hogy a rendezetlen fehérjékben tudunk-e rendezett szerkezetet indukalni lokalisan
vagy akar globalisan. A mar rendezett fehérjék esetén a rendezett szerkezet stabilitasanak
vizsgélata, a p-T fazisdiagram széles homérsékleti és nagy nyomastartomanyban valo
meghatarozasa volt a feladat.

2. Eredmények

2.1 Mintakészités

A kutatas els6 fazisaban a legnagyobb kihivést az elsddleges modellfehérjeként szolgald titin
PEVK kiilonb6z6 fragmentumainak biotechnologiai kifejezése ¢€s tisztitdsa jelentette. A
korabbi “egyedi-molekula mérésekkel” szemben az infravords spektroszkopia ugyanis
jelentés mennyiségli (néhany mg) fehérjét igényel. Ez megkdvetelte az expresszalasi eljaras
optimalizalasat, s6t az egyik esetben (polyE) még a gént is optimalizaltuk az E. coliban a
fehérjeszintézist lassito ritka kodonok elkertiilésére.

A polyE fragmentumot és a PEVK egy hosszabb fragmentumat (PEVK I) éllitottuk eld az
infravoros mérésekhez megfelel6 mennyiségben.

2.2. Rendezetlen fehérjék.

2.2.1. Titin:

2.2.1.1. PolyE fragmentum

Ezen a fragmentumon kezdtiikk el az infravords spektroszkdpiai méréseket. Az infravords
spektrumok kiértékelése visszaigazolta a polipeptid lanc random szerkezetét fiziologias pH-n
normal koriilmények kozott (atmoszferikus nyomdson és szobahdmérsékleten). A
rendelkezésre 4ll6 nyomadscelldban 1,6 GPa (16 kbar) nyomasig illetve 0-100 °C
hémérsékletig vettiik fel a fazisdiagramot, de kooperativ szerkezetatalakuldst nem
tapasztaltunk. Méréseinket megismételtiik a fehérje izoelektromos pontjahoz kozeli pD3-as
ill. attol tavoli pD10,5-es értékeken, ahol ugyanilyen eredményre jutottunk. (1)

Bar ugrasszert fazisatalakulas nem volt detektalhat6 egyik esetben sem, a folytonos spektralis
valtozdsok a polipeptid lanc szerkezeti paramétereinek eltoloddsdt mutatjdk mind a
hémérséklet, mind pedig a nyomds ndvelése esetén.

Mivel a fehérjék kalciumkotd zsebében tipikusan jelen van glutaminsav, amely a PEVK egyik
f6 alkotoeleme, felmeriilt, hogy kalcium hozzaadasa a Ca*" -kitd zsebhez hasonlo szerkezetet
indukal. Kisérleteinkben megndvelt Ca®" koncentraciot alkalmazva (3M CaCl) sem talaltunk
olyan spektralis valtozast, amely egyértelmiien konformécids valtozast mutatna, bar a
glutaminsav oldallancok Ca®"-kétésre érzékeny aszimmetrikus COO™ rezgése a Ca®’ tn.
»kétfog” kotddését jelezte. Ez azonban nem indukdlt olyan masodlagos szerkezetet,
amelynek az infravords spektruma az amid I sdvban unikdlis jelet mutatott volna (publikécio
elékésziiletben).



A polyE szekvencia egyik végén talalhato cisztein aminosav felhaszndlasaval fluoreszcensen
jeloltiik a polipeptid lancot, hogy a tirozinnal vald FRET-en keresztiil nézziik az esetleges
Ca”" hatésara torténé gombolyodast. Ilyen effektust nem tapasztaltunk.

A polyE szamos prolin aminosavat tartalmaz, ezért felmeriilt, hogy esetleg poliprolin hélix
tipusu szerkezetek alakulhatnak ki benne. Ennek eldontésére az infravords spektroszkopiaban
szokdsos D,0O-s oldat helyett H,O-s oldatban végeztilkk az infravoros méréseket. Az
1458 cm™ -es sdv, ami a poliprolin hélixre jellemz6 vibraciét mutatta volna, nem volt
megfigyelhetd. Ez azt mutatja, hogy a szekvencidban levd viszonylag rovid poliprolin
szekvenciak nem elegenddek a poliprolin hélix kialakulasahoz.

2.2.1.2. Titin PEVK I szegmens

fazisdiagramjat a 0-1 GPa (0-10 kbar) tartomanyban és 25- 75 °C tartomanyban vettiik fel. Az
infravords spektrumok analizise alapjan hdmérséklet vagy nyomasindukalt szerkezeteket nem
detektaltunk.

A PEVK I szegmens tartalmaz egy triptofan aminosavat, ami lehetdvé tette ennek a
polipeptidnek a fluoreszcens vizsgalatait. A triptofan spektruma minden vizsgalt
hémérsékleten (25-90°C) a vizes kdrnyezetre jellemz6 volt. (1)

A strukturdlis valtozasok indukélasara tobb kisérletet is tettiink: CaCl (0-2M) hozzdadéasaval
nem valtozott a triptofdn kornyezete. Ugyanigy TFE hozzaaddsa (30%-ig) sem hozott
ugrasszerl valtozast. Fizioldgias NaCl valamint 0,2 M CaCl egyiittes addsa mellett a triptofan
jel homérsékletfliiggése ugyanolyan volt, mint amit a rendezetlen szerkezetii polipeptid lanc
triptofanja mutat a hémérséklet hatasara, ami azt jelzi, hogy a triptofan kdrnyezetében nem
indukalodott olyan szerkezet, amely annak polaritasat megvaltoztatta volna. (1)

2.2.1.3. Titin, révid polipeptid lancok: PEVK11 és PEVK21.

A hosszabb PEVK fragmentumok tanulményozéasa mellett lehetdségiink nyilt a PEVK egyes
rovidebb (11 1ill. 21 aminosavat tartalmazo) peptidjeinek infravorés spektroszkdpiai
vizsgalatara. Ezek a rovid lancok szintetizalva alltak rendelkezésre.

A 0-100°C hoémérséklettartomanyban végzett infravorés mérések soran a konformacio-
érzékeny amid 1 rezgés homérséklet fliggvényében torténd eltolddasanak meredeksége
(0v/0T) eltér a korabban mért nagyobb fragmentumok (pl. a polyE) esetén mért értéktdl. Ez
arra utal, hogy a peptid szakasz flexibilitdsa kisebb, mint a nagyobb fragmentumoké, ami
alatamaszthatja lokalisan stabil szerkezet kialakulasat. (publikacio elokésziiletben)

2.2.2. Az Rv3221c ,rendezetlen fehérje”?

A vizsgalt rendezetlen fehérjék korét is kiterjesztettilk. Az Rv3221c¢ jelti, a Mycobacterium
tuberculosis baktériumban eléforduld fehérje irodalmi adatok szerint a rendezetlen fehérjék
csaladjaba (IUP =intrinsically unordered proteins) tartozik Nemrégiben egy érdekes
publikacié jelent meg arr6l, hogy az Rv3221c fizioldgias koriilmények kozott rendezetlen
szerkezetli, de magasabb homérsékleten rendezett struktarat vesz fel. Ez a meglepd eredmény
a p-T fazisdiagramon normal esetben a fizioldgias allapot kornyékén talalhatd elliptikus nativ
régid eltolodasara utalt. A cikk szerzo6itdl sikeriilt hozzajutni a fehérjéhez, és a vizsgalatokat
az irodalmilag leirt hdmérsékletfiiggés mellett a nyomasfiiggésre is kiterjeszteni. Méréseink
azonban meglepd modon azt mutattadk, hogy a fehérje rendelkezik feltekeredett szerkezettel
fiziologias homérséklet- és nyomdastartomanyban. Megallapitottuk, hogy a fehérje masodlagos
szerkezetében béta lemezes struktira domindl. Ez megegyezik az altalunk végzett
szamitégépes homoldgia modellezéssel kapott eredményekkel. Magas hémérsékleten viszont
a fehérje (az irodalomban leirtakkal ellentétben) nem feltekeredik, hanem elveszti a meglévd
masodlagos szerkezetét. Ugyancsak denaturacid6 mérheté nagy nyomason is, 30 °C-on 530



MPa-ndl van az atmenet kozéppontja. Meghataroztuk a p-T fazisdiagramot, ami a
hagyomanyos Hawley-féle elliptikus kontart koveti. Ramutattunk, hogy a (CD
spektroszkopian alapuld) hibas irodalmi kovetkeztetések oka a biotin kotddése volt, ami
feltehetdleg befolydsolta a CD jelet, mint azt egy nemrégiben megjelent publikacidban is
leirtak. (2)

2.2.3. PolyGlu és PolyAsp

A PEVK jelentdés mennyiségii glutaminsavat tartalmaz (az aminosavak kb 1/4-e glutaminsav),
ezért ennek modelljeként megvizsgaltuk az egyszerii poliglutaminsav polimert is, ami
nagyobb mennyiségben allt rendelkezésre. Az infravords spektrum itt is rendezetlen
szerkezetet mutatott, ami nagy nyomds esetén nem valtozott jelentdésen, de 80°C felett
alacsony pD-n (pD4) aggregalddott. Hasonld eredményre jutottunk a poliaszparaginsav
vizsgalatanal is. (publikacid eldkésziiletben).

2.3. Rendezett fehérjék

2.3.1. Titin immunoglobulin domén

Osszehasonlito jelleggel megvizsgaltuk a titin molekula egy masik tipikus épitdelemét az
[27-es immunoglobulin domént. Ez bar feltekeredett szerkezettel rendelkezik, mechanikai
hatésra kitekerhetd, mint az a tarspalyazok (KM) korabbi egyedi molekula eréspektroszkopiai
méréseibdl kideriilt. Meghataroztuk az 127 nyomas-hémérséklet fazisdiagramjat. Infravoros €s
fluoreszcens mérések kombindcidjaval bebizonyitottuk, hogy a fehérje 50 °C feletti
homérsékleten (kb. 4 kbar nyomas alatt) egy molten globula szerkezetet vesz fel. Ha a fehérje
ezen a szerkezeten keresztiil 1ép 4t a hodenaturalt allapotba (65°C-on), akkor bekdvetkezik az
aggregacioja, amely irreverzibilis modon meghatdrozza a fehérje tovabbi szerkezetét.
Amennyiben némileg megemelkedett nyomason (p>3,7 kbar) torténik a denaturacio, a molten
globula szerkezethez tartozo fazist kikertiljiik és az aggregacié sem kovetkezik be.

A  molten globula szerkezet 12
igazolasara a  fluoreszcencia
technikat is felhasznaltunk. Erre
az adott lehetdséget, hogy az 127
domén béta szendvics
szerkezetének belsejében
talalhatd egy triptofan, amely
nativ allapotban teljesen el van
zarva az olddszertdl. A triptofan
emisszios spektrumanak
eltolédasa egyértelmiien jelezte
az olvadt gombdec allapot
kialakuldsat 50°C felett.

AFM (atomeré mikroszkdpia) 0 i3 - = = s i3 ]
mérésekkel igazoltuk, hogy az T 0

127 normal koriilmények kozott

nem aggregalodik, valamint azt, hogy a hddenaturdcid soran aggregéalt minta nem alkot
amiloid szalakat. Ezek az AFM-es eredmények egybeestek az infravords spektrumok
analizisébdl kapott informaciokkal és teljes mértékben megerdsitették azokat. (1)
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2.3.1. Egyes rendezetlen fehérjék a target fehérjéjiikhoz torténd kotddésiik soran vesznek fel
jol definialt szerkezetet. A rendezetlen polipeptid lancoknak a rendezett szerkezetekkel vald
Osszehasonlitdsa sordn olyan rendezett fehérjéket is vizsgéltunk, melyek fontos szerepet
jatszanak bizonyos molekularis felismerési folyamatokban. Erre ideédlisnak tlint egy, a munka



soran szinte véletleniil a 1atokoriinkbe kertilt fehérje, amely az allergén reakcidkban jatszik
szerepet. Az ilyen fehérjék gyakran tartalmaznak nagyobb rendezetlen szerkezeteket, melyek
csak az antigénhez valé kapcsolodaskor rendezddnek.

struktirajat mutattak ki, amely foleg béta szerkezetet rejt magaban. A szerkezet azonban
kiilondsen nyomas-érzékenynek bizonyult. A pH és az ionkoncentracié hatdséat vizsgaltuk a
szerkezet nyomadsstabilitdsara. Megallapitottuk, hogy a fehérje egy olyan unikalis
tulajdonsaggal rendelkezik, hogy a nyomasdenatrudci6 utdn magas nyomason is aggregalddik.
Ez a viselkedés eddig semmilyen mas fehérjénél nem volt megfigyelhetd, és teljesen
egyedinek szamit. A jelenség okaként a viszonylag alacsony nyoméson torténd denaturaciot,
¢s a fehérje tulnyomoan béta lemezes szerkezetét valdszinisitettiik. Az alacsony nyomas
(170-250 MPa a pH-t6l, cukor ¢és ionkoncentraciotol fliggben) még nem képes
megakadalyozni, hogy az éppen kitekeredd lanc intermolekularis béta szerkezetli amorf
aggregadtumokat hozzon létre, és ezek annyira stabilak, hogy a minta tovabbi dsszenyomasa
sem disszocialja a kialakult aggregatumokat. (3)

2.3.2. A projekt egyik kérdése volt a Ca®" indukalt szerkezetek létrejotte és jellemzése. A
Ca’"-indukélt szerkezetvaltozasok egyik ismert példija a parvalbumin, amely az EF-kar
tipusa Ca®’- kotd fehérjék egyik ismert reprezentansa. A Ca®’-indukélt szerkezetvaltozasok
stabilitasdnak tanulményozasara ez idealisnak latszott, mivel a PEVK fragmentumokban nem
sikeriilt Ca®" indukalt szerkezetvaltozasokat mérni. Bar a parvalbumint t5bb szempontbél
sz¢éleskortien jellemezték, a nyomas-homérséklet fazisdiagramjat eddig még nem vizsgaltak.
A kutatasi tervben leirt Ca’’-indukalt strukturak nyomas és hémérséklet stabilitasanak
tanulmanyozasara ez a fehérje tobb szempontbol is alkalmas modellnek bizonyult. Infravoros
méréseinkkel megmutattuk, hogy a fehérje ténylegesen rendez6dik Ca*" hatésara, mig a Ca*"
hianyos fehérje szerkezete inkdbb az olvadt gomboc allapotra emlékeztet (4). Mig ez a
szerkezet 2 kbar (200 MPa) hatasara eltinik, a Ca*" kotott fehérje sokkal stabilabbnak
mutatkozott. A nyomds nem okozott teljes kitekeredett allapotot szobahdémérsékleten, ill
30°C-on. (A mérést a viz megfagyasa limitalta 1 GPa koriil). Az 500 MPa felett kialakult
szerkezet az infravOords spektrum analizise alapjan csak részlegesen kitekeredett volt.
Kizarolag megemelt hdmérsékleten sikeriilt a teljes denaturalt allapotot elérni (40° 1,14 GPa,
ill. 55°C 890 MPa). A fazisdiagramon itt is megfigyelhetd volt egy molten globula allapot
alacsony nyomasértékek esetén. Ennek bizonyitdsdra a fehérje intrinsic fluoreszcencidjat
hasznaltuk. A glutaminsav ¢és aszparaginsav oldallancok COO™ aszimmetrikus rezgései
alapjan lehetett a Ca’" kétésre is kovetkeztetni a kiilonbozd fazisokban. Megallapitottuk, hogy
a megfigyelt fehérjeszerkezetek (nativ, molten globula, részlegesen denaturalt, teljesen
denaturalt, aggregalt) eltéré mértékben kotottek a Ca’"-ot. valamint, hogy a Ca’’-nak a
nyomas ill. a hdmérséklet hatdsara torténd elvesztése és a megfeleld fehérje-konformacios
valtozasok kozott szoros Osszefliggés talalhato. (5)

2.4. Kinetikai mérések

A kinetikai méréseket egy masik fehérjén végeztiik, ugyanis a titin fragmentumokon nem volt
rendez0dés megfigyelhetd. A T4 lizozim L99A mutdnsa azonban olyan tulajdonsaggal
rendelkezik, ami ezekre a mérésekre kifejezetten alkalmassa teszi. A fehérje belsejében a
mutacié kovetkeztében iireg keletkezett, amelynek jelenléte kiilondsen érzékennyé teszi a
molekuldt a nyomadssal szemben. Ennek megfeleléen a mutans fehérje nyomasstabilitasa
jelentdsen csokkent a vad tipusuhoz képest (300 ill. 720 MPa). Méréseinkben a fehérje
Meértiik a kialakuld szerkezet nyomasstabilitiasat egy masodik nyomasciklus soran. A
(részleges) refolding soran a szerkezet kialakulasara rendelkezésre allo idot varidlva annak



kialakulasanak kinetikdjarol kaptunk informéciot. Megallapitottuk, hogy a visszatekeredés
mellett aggregdtumok is kialakulnak az elsé nyomadsciklus sordn. Ezeknek két tipusa 1étezik
az egyik nyomdsérzékeny, a masik nyomadsstabil tulajdonsagokkal rendelkezik. Ez azért is
jelentds, mert korabbi irodalmi adatokbdl ismert, hogy az érett amiloid fibrillumok
nyomasstabilak, mig az amorf aggregatumok nyomasérzékenyek. Eredményeink alapjan
valosziniisithetd az amorf aggregatumok nyomadsstabilla vald atalakulasa és ennek kinetikai
paramétereit is meghataroztuk, elméleti modellel illesztettiik. (Publikacio elokésziiletben.)

2.5. Folding energiatérkép vizsgalata.

A rendezett fehérjék esetén a foldingot jol szemlélteti a tolcsér alaku energiatérkép.
Rendezetlen fehérjék esetén azonban nincsen ilyen energiatérkép, ami kijeldlne egy kitlintetett
konforméciot. Azonban a rendezetlen fehérjék kotddése esetén megjelenhetnek jol definidlt
allapotok, amelyet a rendezetlen fehérje és annak célfehérjéje egylittesen hataroz meg a
kotéskor 1étrejovo kolesonhatasok alapjan. Elméleti meggondoldsokkal meghataroztunk egy
olyan un. ,szupertdlcsért” (superfunnel) amely jol leirja a kolcsonhatd fehérjék egylittes
foldingjat és jol alkalmazhato6 a rendezetlen fehérjék esetén is (publikdcio eldkésziiletben).

Ide kapcsolodik a rendezetlenbdl rendezett szerkezetbe valo atalakulds, a folding
energiatérképének vizsgalata is (6). A foszfoglicerat kinaz (PGK) esetén megvizsgaltuk a
folding ¢és a refolding kinetik4jat a nyomas fliggvényében, és az eredményeinket matematikai
modellel illesztve igazoltuk egy folding intermedier allapot Ilétrejottét (7). A PGK
az amiloid képzddésre kedvezo felé valtoztatva azt tapasztaltuk, hogy mig az energiatérképén
a molten globula allapotbdl a nativ allapotba valé atmenet energiagatja novekedett, addig az
amiloid kialakulasanak energiagatja gyakorlatilag nem valtozott (8).

3. Osszefoglalas:

A tervezett vizsgalatok nagy része megvaldsult.

A rendezetlen fehérjét ugyan nem sikertilt fizikai és kémiai kornyezet valtozasaval globalisan
rendezetté tenni, azonban igy is sok értékes informaciot tudtunk meg ezeknek a kiilonb6zo
méretli  rendezetlen  fragmentumoknak a  viselkedésérdl — széles  kornyezeti
paramétertartomanyban. Egyediil az izotdpkicserélt peptidek szintetizaldsara nem kertilt sor
végiil, mivel nem volt olyan partikularis szekvencia, ami igéretesnek mutatkozott volna
strukturalis valtozas tekintetében.

A rendezett fehérjéket illetden meghataroztunk szdmos nyomas-hémérséklet fazisdiagramot
(parvalbumin, Mal d 1, titin 127 domén) (9). Megallapitottuk, hogy az Rv3221c fehérjét
hibasan soroltdk a rendezetlen fehérjék kozé, felderitettik ennek lehetséges okat is, és
ugyancsak meghataroztuk a fazisdiagramot és a hozza tartozo termodinamikai paramétereket.
A fentieken feliil még megemlitem, hogy a kutatds sordn kifejlesztettiink uj modszereket is,
amelyek a tovabbi kutatisokban is hasznosak lehetnek (11 belsé nyomaéskalibrans az
infravorés nyomasméréshez, lipides lokalizaci6 ATR-re (10)). Ezek publikaldsa is
eldkésziiletben van.

4. Tudoményos eredmények publikalasa

A fent részletezett tudomanyos eredményeket Osszesen 8 referalt folyoiratcikkben, egy
konyvfejezetben (11) publikaltuk. Az eredményeket szamos konferencian ismertettiik, melyek
koziil az Amerikai Biofizikai Tarsasag, az EHPR (European Higy Pressure Reasearch Group,
a HPBB (High Pressure Bioscience Biotechnology) és az Eurdpai Biofizikai Tarsasag
konferenciait emelném ki. A mar publikalt eredmények mellett 6t masik publikdcié van
eldkésziiletben.
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