Zardjelentés

Korabbi kutatomunkank sordn olyan fenomenologikus modellt dolgoztunk ki a fehérjék
stabilitasat és milkodését is befolyasolo Hofmeister-effektusok leirdsara, ami a fehérje-viz
hatarfeliileti fesziiltség mint kozponti paraméter segitségével képes volt magyarazatot adni az
effektusok valtozatos megjelenési formaira. Jelen projekt keretében - komplex modszertani
repertoar alkalmazasaval - a modellt tovabbi kisérleti és elméleti bizonyitékokkal tamasztottuk
ala, egyuttal megadtuk annak mikrofizikai magyarazatat. Az eredmények - amelyekbdl szamos
konferencia-kiadvany mellett eddig 5 referalt cikk jelent meg nemzetkdzi folyodiratokban, tovabbi
publikacié pedig kozlés alatt all — kiemelik a hatarfeliileti vizrétegnek a fehérje-konformaciéban
¢s —muikddésben betoltott szerepét. Megkozelitésiink altalanos jellege lehetévé teszi, hogy a
koncepciot kiterjessziik az é16 anyag magasabb szervezettségi szintjeire (pl. membranok, sejtek)
is. Ennek jegyében — kooperacios munka soran - 1étrehoztunk egy olyan modellrendszert, amely
alkalmas arra, hogy az egyes biologiai barriereket (pl. vér-agy gat, bélhdm, stb.) alkotd endotél
vagy epitél sejtek vizes kozegben torténd kolcsonhatdsait tanulmanyozzuk Hofmeister-dgensek
jelenlétében. Potencialis gyakorlati hasznosithatosagara vald tekintettel a modellrendszer

jogvédelmére szabadalmi beadvanyt tettiink.

Az eredmények részletes ismertetése
1. Kisérletek a Hofmeister-sok fehérjékre gyakorolt hatasanak tanulmanyozasara

1.1. A Hofmeister sok hatdsa a fotoaktiv sarga fehérje miikodésére

A Hofmeister-effektusok egyik megjelenési formaja a semleges sok hatasa a fehérje mikodésére.
Ennek vizsgalata jegyében 1ézer flash spektroszkopiai méréseket végeztiink kaotrop és kozmotrop
sooldatokban  szuszpendalt  fotoaktiv ~ sarga  fehérjén  (PYP). A fényindukalt
abszorpciovaltozasokat optikai sokcsatornas analizatorral rogzitettiik, majd szamitdégépes
illesztéssel kvantitativ. modon meghatdroztuk a jelenségeket leird legegyszeriibb fotociklus-
modellt. Korabbi elméleti munkank alkalmazasaként - a Hofmeister-soknak az elemi sebességi
allandokra gyakorolt hatasa segitségével - azonositottuk a legnagyobb konformacid-valtozassal
jar6é atmeneteket, tovabba ezekhez kapcsolodoan meghataroztuk a fehérje-viz hatarfeliilet

valtozasanak iranyat (nyitott-zart konformaciok azonositasa) (Khoroshyy, P. és mitsi. J.

Photochem. Photobiol. 2013, 120, 111).



1.2. A Trp-kalitka miniprotein szerkezeti viltozasai

A Hofmeister-sok Trp-kalitka minifehérjére gyakorolt hatasait spektroszkopiai modszerekkel
(FTIR és CD spektroszkopia) tanulmanyoztuk. A CD-spektroszkopiai vizsgalatok eddigi
eredményeit nemzetk6zi konferencian ismertettiik poszter formajaban (Fabian L. és mtsi., 2012,

Regional Biophysics Conference 2012. Book of Abstracts., p. 67).

1.3. A bakteriorodopszin egyensulyi fluktudcioi

A bakteriorodopszint mint modellfehérjét — és komplex kisérleti repertoart — hasznalva
kimutattuk, hogy a Hofmeister-sok befolyasoljak a fehérje egyensulyi fluktuacioit. A kisérleti
modszereket (FTIR- spektroszkopia, kalorimetria és neutron-szoras) ugy valasztottuk meg, hogy
a fehérje konformacids fluktuacioirol egymast kiegészitd informacioval szolgaljanak. Az
eredmények - amelyeket fehérje-viz hatarfeliileti fesziiltség kozponti szerepére épiild
fenomenologikus fehérjemodelliinkkel sikeriilt konzekvensen értelmezniink — kozvetlen kisérleti
alatamasztast adnak az elméletiinknek, és felhivjak a figyelmet a fehérje-viz hatarfeliletnek a
konformaciot meghatarozo szerepére (Szalontai és mtsi. 2013, Biochimica et Biophysica Acta
1830 4564-4572).

1.4. Hofmeister-aktiv sok hatdsa a szoveteket elvilasztéo monocelluldaris membrdanokra

A hatarfeliileti fesziiltség biologiai funkciojara vonatkozo hipotézisiinket kiterjesztettiik az €16
anyag magasabb szervezettségi szintjeire — igy a szOveteket elvalasztdé monocellularis
membranokra - is. Ezek fizikai paramétereinek (transzmembran ellenallas, permeabilitas, zéta-
potencial, optikai tulajdonsagok) vizsgalatara alkalmas kisérleti modellrendszert fejlesztettiink ki.
Az eredményeket ismertetd publikacio (Walter és mtsi. 2016, Sensors and Actuators B: Chemical
222: pp. 1209-1219) megjelentetése elott a modszer jogvédelme érdekében szabadalmi beadvanyt
nytjtottunk be (P1400517 alapszdmi: magyar szabadalmi bejelentés).

2. Kisérletek a fehérje-viz hatarfeliilet tanulmanyozasara

2.1. FTIR-ATR mérések feherjék illetve aminosav-oligomerek és az dket koriilveve a viz kozotti
hatarréteg szerkezetének vizsgdlatdara

A fehérje-viz hatarfeliileti fesziiltséget - a vizben oldott Hofmeister-sok mellett, a varakozasok
szerint - nagyban befolyasoljak a fehérje-felszin kozelében elhelyezkedd aminosav-oldallancok is
(1d. pl. a peptid fragmensek ¢és a viz kolcsonhatasara vonatkozo szimulacids eredményeinket). A

hatds vizsgdlatanak kisérleti megkozelitése céljabol - teljes visszaverddéses Fourier-



transzformacids infravords spektroszkopiat hasznalva - azt mértilk meg, hogyan valtozik meg a
viz szerkezete fehérjeoldat-cseppek fokozatos beszdraddsa sordn. Megallapitottuk, hogy pl.
mioglobin felszine inkabb kaotrop, ellentétben a strukturalisan hasonlé hemoglobin inkabb
kozmotrop felszinével, ami minden bizonnyal a tobbi fehérjével torténd kolcsonhatasuk
kiilonbozoségével van Osszefliggésben. Az eredendben rendezetlen szerkezeti fehérjék (pl.
kazein) felszine kozelében elhelyezkedd vizmolekulak kaotrop és kozmotrop hatast egyarant
mutatnak. A méréseket Kkiterjesztettik mas fehérjékre és oligopeptidekre is. Az eddigi
eredményeket az MBFT 2015. évi vandorgytilésén elhangzott eldadas formajaban publikaltuk
(kivonat: Szalontai és Deér, 2015, Magyar Tudomany), tovabbi adatok gyijtése és kiértékelése
folyamatban van.

3. A szamitogépes modellezés eredményei

3.1. Az ion-viz kolcsénhatds vizsgdlata; a kvantumos és klasszikus leirds dsszehasonlitdsa

Egyatomos alkali kationok (Na* és K*), illetve halogenid anionok (F, CI és I) és (ClO4", NO3)
vizmolekulaval valé kolcsonhatasat vizsgaltuk kvantumkémiai (QC) eszkozokkel. Harom
kiilonb6zo szintli modszert alkalmaztunk (DFT-B3LYP, MP2 és CCSD(T)) harom kiilonb6z6
nagysagu bazisfuggvény készlettel (6-311G**(p), Sadlej-pVTZ és aug-cc-pVTZ(d)). A rendszer
kolesonhatasi energidjanak szamitasanal figyelembe vettiikk a bazisatfedésbol adodo hibat is
(BSSE). Kimutattuk, hogy az MP2/Sadlej-pVTZ modszer megfeleld referencia értéket szolgaltat
a molekulamechanikéaval kapott kotési energidkkal torténd Osszehasonlitashoz. A klasszikus,
nem-polarizalhatd erdteres szamitdsok soran az ionok paraméterezéséhez a szakirodalomban
korabban javasolt értékeket, valamint a TIP3P és TIP4P vizmodelleket hasznaltuk. Kimutattuk,
hogy a klasszikus modell helyesen adja vissza az ion-viz kotési energiak sorrendjét, és
szamértékileg is nagy pontossagot mutat néhany esetben (a Na*-viz kolcsonhatéasi energia hibaja
1 kcal/mol alatt van a referencia QC értékhez viszonyitva). A nagyobb ionok esetében ez a hiba
joval nagyobb, eléri a 3 kcal/mol értéket is. Ezt elsdsorban a polarizacié és a toltésatvitel
figyelmen kiviil hagyasa magyardzhatja. Az eredmények alapjan valoszintisithetd volt, hogy a
kivalasztott ion és a TIP3P vizmodell megfelelé lesz a Hofmeister effektus modellezésére.

(Horvdth, J. és mtsi., 2012, poszter, Straub Napok, Szeged).

3.2. Alanin alapu polipeptidek
Polialanin, illetve kiilonbdz6 Lys- és Arg-tartalmu polialanin peptidek esetén molekuladinamikai

szimulaciokat végeztiink az Amber ff99sb-ildn érdtér és a TIP3P vizmodell alkalmazasaval. A



molekuladinamikai szimulaciokbol szarmazo adatok alapjan a kiilonb6z6 Hofmeister-aktiv sok
hatasat vizsgaltuk alanin-alapi peptidek stabilitasara, helicitdsdra és kiilonbozd szerkezeti
valtozéasaira. Eredményeink lényegében megegyeznek a Crevena és munkatarsai altal idokozben
publikaltakkal (Crevenna ¢s mts BioPhys J. 2012, 102, 197). Szamolasaink nagyban
hozzasegitettek benniinket a szamitasi eljardsok megfeleld beallitdsaihoz, de a kapott

eredményeket igy nem tudtuk publikalni.

3.3. Hofmeister aktiv ionok fehérjékre gyakorolt hatisanak modellezézésére alkalmas modell
rendszer

A Trp-kalitka miniproteinen a nem-polarizalhato (Amber ff99sb-ildn) erdtér és a TIP3P
vizmodell felhasznalasaval molekuladinamikai szimulaciokat végeztiink rogzitett fehérje-
geometriaval. Szamolasainkat tiszta viz, valamint Hofmeister-aktiv sok (NaF, NaCl, NaClO4 és
NaNOs) jelenlétében is végrehajtottuk. Sikeriilt kimutatnunk, hogy a kaotrop anionok
felhalmozodnak, mig a kozmotrop anionok kiszorulnak a fehérje-viz hatarfeliileti rétegb6l a
kisérleti tapasztalatoknak megfeleléen. Ugyancsak sikeriilt megmutatnunk, hogy a legnagyobb
feliileti toltésti helyek kornyezetében a vizmolekuldk reorientacids dinamikéjat is befolyasoljak az
ionok, amennyiben a fluorid lassitja, a két kaotrop anion pedig gyorsitja azt. Egy masik szamolasi
sorozatban a szabad fehérjével - viz és sok jelenlétében - “replica exchange” molekuladinamikai
(REMD) szimulaciot végeztiink. Ennek segitségével reprezentativ konformacids sokasagot
allitottunk el a 300-360K homérsékleti tartomanyban tobb hémérsékleten. Sikeriilt kimutatnunk,
hogy a miniprotein felszinének nagysaga (és igy a rendszer stabilitasa) az alkalmazott anionoknak
a Hofmeister-sorban elfoglalt helyével jol korrelal ezeken a hémérsékleteken, azaz a modelliink

alkalmas az effektus leirasara legalabb kvalitativ szinten.

3.4. A fehérje-viz hatarfeliileti fesziiltség viltozdsanak jellemzésére alkalmas modszer
kifejlesztése

kiszamolhatjuk példaul az eléz6 pontban mar emlitett REMD szimulaciobol. Feltéve, hogy a
rendszer szabadenergiajanak feliiletfliggd jaruléka felirhatd a SASA és a hatarfeliileti fesziiltség
(y) szorzataként, egy alapveté statisztikus fizikai 0sszefiiggés segitségével kapcsolatot
teremthetiink a feliilet atlaganak y-szerinti derivaltja és a feliilet nagysaganak fluktuacioja kozott.
Ennek segitségével kiszamolhato a hatarfeliileti fesziiltség valtozasa a tiszta vizes esethez

viszonyitva. A Trp-cage miniprotein esetére alkalmazva ezt az eljarast, olyan valtozasokat



kaptunk a hatarfeliileti fesziiltségekre, amelyek alataimasztjak korabban kozo6lt termodinamikai
elméletiinket.

Eljarasunk helyességének ellendrzése céljabol a fehérje-viz hatarfeliileti fesziiltség kiszdmitasara
ujabb modszert alkalmaztunk, ami a Kirkwood-Buff elmélet szamitdégépes szimulaciokban jol
alkalmazhato Gjragondoldséan alapul. A viz és az ionok fehérje kortili radialis eloszlasabol (vagyis
a felillet kozeli régiokban bekovetkezd lokalis ion- és vizsiirliség valtozasokbol) szintén
kiszamoltuk a feliileti fesziiltség ionok hatasara torténd megvaltozasat. A kapott értékek a NaF,
NaNOsz és NaClOs esetén jo egyezést mutatnak a sajat modszerrel kapott adatokkal 300K-en, a
NaCl esetén azonban enyhe novekedést kaptunk a sajat modszerrel kapott enyhe csokkenéssel
szemben. Megjegyzendd tovabba, hogy a Horinek és mts. (Horinek és mts., J. Phys. Chem. A
2011, 115, 6125) modszerével kapott értékek alig mutatnak homérsékletfiiggést a mi
modszeriinkkel ellentétben, ami azzal magyarazhatd, hogy az elébbi modszer nem veszi
figyelembe a fehérje homérséklet-fiiggd konformacié-valtozasait. Eredményeinket - a
korabbiakkal egyiitt - a JCPB-ben publikaltuk (Bogdr és misi. J. Phys. Chem. B, 2014, 118,
8496).

3.5. A Trp-cage miniprotein modellezése vizben oldott, Hofmeister-aktiv ionok jelenlétében.

A hatarfeliileti vizréteg orientdcios dinamikaja

A rogzitett szerkezeti minifehérjéhez legkdzelebbi vizmolekulak orientaciés dinamikajat
vizsgaltuk az orientacios autokorrelacios fiiggvény felhasznalasaval. Kimutattuk, hogy a
tombfazishoz viszonyitva kisebb lesz a vizmolekuldk atlagos rotaciés mozgékonysaga.
Megmutattuk tovabba, hogy a Hofmeister-aktiv anionok azon vizmolekulak rotaciés dinamikajat
befolyasoljak leginkabb, amelyek oxigén atomjukat forditjadk a minifehérje felé (H-kotés
akceptorok). Kimutattuk azt is, hogy a kaotrop anionok gyorsitjak, mig a kozmotropok lassitjak
ezt a lokalis dinamikat. (Bogdr és mtsi. J. Phys. Chem. B, 2014, 118, 8496, Ndsztor és mtsi. Curr.
Opin. Colloid Interface Sci. 2016, 23, 29)

crer

Kimutattuk, hogy a felhalmozodas mértéke skaldzza az aminosavankénti térbeli fluktuacio

kiilonbségét a tiszta vizes rendszerhez viszonyitva. T6bb kaotrop anion jelenléte noveli az adott

s

hatas tapasztalhat6 (Ndsztor és mtsi. Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 2016, 23, 29).

A Collins-szabaly és a Hofmeister effektus



Munkank soran megvizsgaltuk a Hofmeister aktiv anionok (F',ClIO4") és a pozitivan toltott Lys8
¢s Argl6 aminosavak, illetve az N-terminalis végen talalhatd NHs" csoport kozotti kolcsonhatast.
Elemeztiik a kapcsolodo parképzési és tulajdonsagokat és kimutattuk, hogy a Collins-szabalynak
megfeleléen a kaotrop anionokra a legtobb esetben kozvetlen kdlesonhatasba 1épnek a fehérjével,
mig a kozmotrop ionokra az egy vagy tobb vizburkon keresztiil térténd kolcsdnhatas jellemzd. A
toltott oldallancokéhoz hasonld erdsségi kolcsonhatast talaltunk olyan kisebb pozitiv parcialis
toltésti csoportok esetén is, amelyek felszin kavitasaiban helyezkednek el (Ndsztor és mtsi. 2016

kozlésre elkiildve).

A kozmotrop stabilizacio és a kaotrop destabilizacio folyamatat meghatarozo valtozasok
Megvizsgaltuk, hogy milyen mechanizmusok allhatnak a kaotrop perklorat ion altal kivaltott
szerkezeti destabilizacio, illetve a kozmotrop fluorid ion jelenlétében tapasztalt stabilizacio
hatterében. Kimutattuk, hogy fluorid ion esetében a minifehérje és kdrnyezete kozotti Coulomb és
van der Waals kolcsonhatas csokken a tiszta vizes esethez viszonyitva, mig a perklorat esetében
nd. Ez egyben a minifehérje és kornyezete kozti csatolas csokkenését illetve novekedését is
jelenti.

Kimutattuk tovabba, hogy kaotrop destabilizacié soran a perklorat ionok jelentés dehidratacion
esnek at, ami fontos hajtoereje lehet a folyamatnak. A kozmotrop stabilizacio esetében a
miniprotein elsé hidraticios burka atfed a fluorid ionok erdsen kotott hidratburkaval, aminek
kovetkeztében jelentésen lassul az itt 1évé vizmolekuldk rotacidos dinamikdja, csokkentve a

feliileti fluktuaciot is (Nasztor és mtsi. 2016, koziésre elkiildve).

3.6. A beta-amiloid monomer szerkezetének és stabilitisanak szamitégépes vizsgdlata vizhen
oldott, Hofmeister-aktiv ionok jelenlétében

A beta-amiloid fehérje aggregaciojaban fontos szerepet jatszhat, hogy ennek a 40-42 aminosav
hosszisagl peptidnek a szerkezete erésen fligg a kdrnyezetétdl. Ez a kornyezeti hatas szarmazhat
a kolcsonhato partnerektl, pl. az oldoszertél, és a benne oldott soktoél is. A REMD
szimulaciokbdl kapott eredmények alapjan az AP a savas kornyezetnek megfeleld protonaltsag
esetén TFE oldoszerben (Bogar és mitsi. Struct. Chem. 2015, 26, 1389), illetve fiziologias
koriilmények kozott, vizes oldatban is rendezetlen szerkezetet mutat. Kimutattuk, hogy vizes
oldatban, pH 7-en a kaotrop F ionok hatasara az AP esetében is jelentésen csokken a SASA, mig
a kozmotrop CIO4 ionok hatasara né. Az elébbi valtozas Iényegesen nagyobb a Trp-kalitka

miniprotein esetén kapottnal valamennyi vizsgalt hdmérsékleten, mig az utobbi 6sszemérhetd az

ott szamolt értekekkel. A hatarfeliileti fesziiltség megvaltozasa fluorid ion esetén a teljes vizsgalt



hémérsékleti tartomanyon kozel allandd értéket mutat, ami kézel megegyezik a Trp-kalitka
esetében kapott értékkel. A perklorat esetén a y csokkenése jelent6sen kisebb, mint amit a Trp-
kalitka esetében tapasztaltunk. Ezek az eredmények a kozeljovOben publikélasra kertilnek a sok

altal indukalt szerkezeti valtozasok analizisével egyfitt.

3.7. Peptid fragmensek hidratdcioja

Szimulacioés modszerekkel megvizsgaltuk a fehérjefelszin-kozeli vizmolekuldk tulajdonsagait két,
egyenként 12 aminosavbol allo polilizin (PLL) és poliglutamat (PGA) oligomer esetében.
Mindkét modellrendszert harmonikus kényszerek segitségével fix pozicidban tartottuk, a
molekulagerincet pedig o-helikalis szerkezetben. A szimuldcidkat a korabban leirt
paraméterekkel végeztiik. A kapott eredmények nem Kkerliltek kozlésre, az itt tapasztaltakat
felhasznaltuk a korabban leirt - az ion parképzésre vonatkozdo - Collins szabaly

modellezhetdségére vonatkozo kutatasainkban, amelyeket a Trp-kalitka minifehérjén végeztiink.



