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Roviditések jegyzéke
Aminosavak roviditése:
Ala— A: alanin

Arg — R: arginin

Asn — N: aszparagin
Asp — D: aszparaginsav
Cys — C: cisztein

GIn — Q: glutamin
Gly — G: glicin

Glu - E: glutaminsav
His — H: hisztidin

lle — I: izoleucin

Leu — L: leucin

Lys — K: lizin

Met — M: metionin
Phe — F: fenil-alanin
Pro — P: prolin

Ser — S: szerin

Thr —T: treonin

Trp — W: triptofan
Tyr —Y: tirozin

Val — V: valin
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ADP/ATP: adenozin difoszfat/trifoszfat

AFM: atomic force microscopy — atomer6 mikroszkopia

cAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

COSY: correlation spectroscopy — korrelacios spektroszkopia

cryo-EM: kriogén elektronmikroszkop

CSD: chemical shift deviation — kémiai eltolodas kiilonbség

DAG: diacil-glicerol
DCM: diklér-metan

DIC: diizopropil-karbodiimid

DLS: dynamic light scattering — dinamikus fényszoras
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DMAP: dimetilamino-piridin

DMF: N,N-dimeil-formamid

DOSY: diffusion ordered spectroscopy - transzlacios diffizios mérések

DPP-1V: dipeptil peptidase-1V — dipeptil petidaz-1V

DQF-COSY:: double quantum-filtered COSY — dupla kvantumsziirt COSY

DSS: 3-(trimetilszilil)propan-1-szulfonat natrium sdja

DTT: dithiothreitol

ECD: electronic circular dichroism spectroscopy — elektronikus cirkularis dikroizmus
spektroszkopia

ECD: extracellularis domén

ECL.: extracellular loop — extracellularis hurok

EDT: etan-ditiol

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay — enzimhez ko6tott immunoszorbens
analizis

ERO: endoplasmic reticulum oxidoreductin — endoplazmas retikulum oxidoreduktin
ERV: Essential for respiration and viability — Iégzéshez és életképességhez
elengedhetetlen

Ex-4: exendin-4, Exenatide

FDA: Food and Drug Administration — Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer-
engedélyeztetési Hivatal

FUV: far-UV — tavoli UV-tartomany az ECD-spektroszkopiaban (190nm-250nm)
GIP: gastric inhibitory polypeptide / glucose-depend insulinotrop polypeptide — gasztrin
gatlo peptid/gliikiiz-fliggd inzulinotrop polipeptid

GLP-1: glucagon-like peptide 1 — glilkagon-szerti peptid 1

GLP-1R: glucagon-like peptide 1 receptor — gliikagon-szerii peptid 1 receptor
GLP-2: glucagon-like peptide 2 — gliikkagon-szerii peptid 2

GPCR: G-protein coupled receptor — G-fehérje kapcsolt receptor

GRPP: glicentin-related polypeptide — glicentinnel kapcsolatban allo polipeptid
HOBT: hidroxi-benzo-triazol

HSQC: hetronuclear single quantum coherence spectroscopy — heteronuklearis egy
kvantum koherencia spektroszkopia

ICL: intracellular loop — intracellularis hurok
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IHC: immunohistochemical — immunohisztokémiai

IHS: in situ hybridization — in situ hibridizacio

IP1-2: intervening peptid 1-2 — kézbeékelddo peptid 1-2

IP3: inozitol-trifoszfat

IPTG: Izopropil B-D-1-tiogalactopiranozid

ISBL: in situ ligand binding — in situ ligandum kot6é

KRBH: Krebs-Ringer bikarbonat puffer

MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

MPGF: major glucagon fragment — {6 gliikkagon fragmens

MRNS: messenger/hirvivo ribonukleinsav

NMP: N-metil-pirrolidon

NMR: nuclear magnetic resonance — magneses-magrezonancia spektroszkopia
NOE: nuclear Overhauser-effect — mag Overhauser-hatas

NOESY:: nuclear overhauser effect spectoscopy— mag Overhauser-hatas spektroszkopia
NTD: N-terminalis domén

NUV: near-UV — kozeli-UV tartomany az ECD-spektroszkopiaban (240nm-320nm)
PDI: protein disulfide-isomerase — fehérje diszulfid izomeraz

P13: phosphoinositol 3-kinase — foszfoinozitol 3-kinaz

RMSD: root mean standard deviation — négyzetes kozépérték eltérés

ROESY:: rotating frame overhauser effect spectroscopy — fogé koordinatarendszeri
overhauser effektus spektroszkopia

SCS: secondary chemical shift — masodlagos kémiai eltolodas

SNAC: natrium N-(8-[2-hydroxylbenzoyl]-amino) kaprilat

Tc: triptophan-cage — triptofan-kalitka

TCEP: tris(2-karboxietil)foszfin

TEM: transmission electron microscoy — transzmisszios elektron-mikroszkopia
TIS: tri-izopropil szilan

TFE: trifluor-etanol

TFA: trifluoric-acetic acid — trifluor-ecetsav

TM: transzmembran

TOCSY: total correlation spectroscopy — teljes korrelacios spektroszkopia

VCD: vibraciods cirkularis dikroizmus
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1. Bevezetés — irodalmi hattér

Doktori munkdm soran a GLP-1 receptor endogén ligandumaval és annak
variansaival foglalkoztam, melyek a 2-es tipust cukorbetegség gyodgyitasaban jatszanak
szerepet.

A cukorbetegség €s a szovodményeinek kezelése az egyik legnagyobb egészségligyi
kihivas a 21. szazadban. Az elmult 20 évben a diagnosztizalt cukorbetegséggel egylitt
¢lok szama megharomszorozodott. Ez 2019-ben kortilbelil 230 millié felnéttet jelent,
azonban a becslések szerint tovabbi 230 milli6 embernek lehet még diagnosztizalatlan
cukorbetegsége [1]. A betegek 75%-a raadasul szegény vagy fejlédé orszagokban €1, ahol
a fejletlen egészségiigyi rendszer nem teszi lehet6vé sem a diagnozis felallitasat, sem a
betegség kezelését. Az éves globalis egészségligyi kiadasok 10%-at a cukorbetegség és
szovédményeinek a kezelésére forditjak, azonban a cukorbetegség igy is a betegség altali
halalozasok listajan az els6k kozott van [2].

Az 1-es tipusu cukorbetegség autoimmun eredetli, emiatt csak inzulin anal6gok
johetnek szamitasba a kialakult inzulin deficiencia kezelésére. Féként a talsulybol,
valamint a nem egészséges taplalkozasbol, életmodbol adodo inzulin rezisztencia miatt
kialakul6 2-es tipust cukorbetegségben tobb lehetdség adott a terdpia szempontjabol. A
2-es tipust cukorbetegség az esetek kb. 90%-4t adja. Ha az elsddlegesen javasolt
egészségesebb életmodra valo atallas [3] nem elégséges, akkor kiilonb6zé kombinacids
terapidban alkalmazhatdéak a szulfonil-urea tipusu vegyiiletek, dipeptil peptidaz-1V
gatlok, valamint a tovabbiakban részletezett inkretin analdgok iS. Végso soron, ha a
felsorolt lehet6ségek sem elégségesek a normoglikémia fenntartasara, tovabbi inzulin

adagolasa (is) szlikségessé valik.

1.1 Az inkretin rendszer és a GLP-1

2.1.1 Azinkretin rendszer és a GLP-1 felfedezése

Az inkretinek olyan intesztinélis hormonok, amelyek orélis gliikoz adagolasa soran a
vékonybelek - foként az ileum - endokrin L sejtjeibél felszabadulva serkentik a
megfigyelte, megalkotva az inkretinek fogalmat. Felismerve a lehetéséget, javasolta az

akkor még ismeretlen karakterii inkretinek alkalmazasat cukorbetegeken. A hatvanas
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években bizonyitottdk, hogy a fenti ,,inkretin hatds” csak taplalék szijon at torténd
felvétele soran valosul meg, intravénas taplasasnal/glukoz adagolasnal azonban nem [5].
Az elsé inkretint, a GIP-et John Brown [6-7] a hetvenes években karakterizalta és eleinte
gastric-inhibitory polypeptide-ként irtak le, mivel gatolta a gyomorsav termelését.
Késobb deriilt csak ki, hogy hyperglikémidban serkenti az inzulin elvalasztasat,
euglykémiaban viszont nem [8]. A hatasmechanizmusa alapjan illik ra az inkretin
definicio, emiatt atkeresztelték gliikkoz-fliggd inzulinotrop polipeptidnek, megtartva a GIP
roviditést.

A kovetkez6 mérfoldké az inkretinek leirasaban a gliikagon gén klonozasa és
szekvenalasa volt [9]. A preprogliilkagon gén az emberi kettes kromoszoéma nagy karjan
lokalizalodik (2q36-q37), 6 exont €s 5 intront tartalmaz, amelybdl a transzkripcio és a
transzlacid soran a progliikagon prekurzor szintetizalodik. Szovetspecifikusan kiilonb6zd
prohormon-konvertaz enzimek posztranszlacios hasitasa termékeként a glitkagonon kiviil
az alabbi peptidek/peptid-fragmensek vagoédhatnak ki a prekurzorbol: GLP-1, GLP-2,
oxyntomodulin, glicentin, glicentinnel kapcsoltban all6 polipeptid (GRPP), 6 gliikagon
fragmens (MPGF) és két kozbeékel6dd polipeptid (IP 1-2). [10-11] GLP-1 (1-37)
szekvenciabol tovabbi poszttranszlacids modositas soran az N-terminalisrol kivagddik az
els6 hat aminosav (HDEFER szekvencia) igy alakitva Ki az aktiv szarmazékokat: GLP-1
(7-37) és a GLP-1 (7-36), illetve ezek C-terminalison amidalt variansait [12]. (1. abra/a)

Mindkét gliikagon-szerli peptid az emésztérendszerben szintetizalodik, azonban, csak
a GLP-1 bir inkretin hatassal [13] és serkenti a gliikoz fiiggd inzulin szekrécidt a
hasnyalmirigyb6l [14]. GLP-1 mindemellett késlelti az emésztett taplalék tavozasat a
gyomorbol és csokkenti az étvagy érzetet iS. Néhany perccel az étkezés utan a plazma
GLP-1 szintje a bazalis koncentracié 3-5-szorosére emelkedik. A keringési GLP-1
koncentracido novekedése még azelott megindul, mielétt a taplalék elérné a beleket,
bizonyitva, hogy az inkretin rendszer aktivalasa foként idegrendszeri stimulaciora
torténik [15]. A keringésben a GLP-1 néhany perc alatt inaktivalodik, ugyanis a dipeptil-
peptidaz IV az N-terminalis His-Ala- dipeptidet lehasitva alacsony receptor affinitast
GLP-1 (9-36) metabolitta alakitja [16-17]. (1. abra)
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30 61 61 lOZ/l 123 158

Oxyntemedulin GLP-1(1-37)
GLP-1 (7:37) s
DPP-IV hasitds  GLP-1(7-36),,..,

GLP-1
felezésiido: 2-3 perc

Exenatide

Byetta® - AstraZeneca 1
felezésiidé: 2-3 éra

10 mcg naponta 2x

Exenatide QW
Bydureon® - AstraZeneca
felezésiids: 2-3 hét

2 mg hetente 1x

Lixisenatide

Lyxumia® - Sanofi-Aventis
felezésiido: 3 6ra
20 mcg naponta 2x

‘0 —=C16zsirsav+LyGlu

\/\/\/\/\/\NY "

0 |

Liraglutide
Victoza® - Novo Nordisk
felezésiidé: 13 6ra

1,2/1,8 mgnaponta 1x e
Semaglutide o . O\= C18 disav + LyGlu

Ozempic®— Novo Nordisk + bisz-aminodietoxiacetil
felezésiidé: 1 hét

0,5/1 mg hetente 1x

2 "IW\AA./ v"vﬂ[%"'x"‘""*"-’v

Sl et

Dulaglutide
Trulicity® - Eli Lilly
felezésiids: 5 nap
0,75/1,5 mg hetente 1x

=

IgG4 FCdomén

B -

Humin albumin

Albiglutide

Eparzan® - GlaxoSmithKline
felezésiidé: 5 nap

30/50 mg hetente 1x

1. abra. A) Proglucagon és az abbol szarmaztathaté hormonok és peptidek sematikus
rajza. B) GLP-1, Exenatide és ezek forgalomban 1év6 szarmazékiaknak az 6sszefoglalasa
(hatéanyag név, gyari név, felezési id6 €s adagolas). Az egyes szekvenciakon a GLP-1-
hez képest zolddel a szubsztituciok, kékkel a szekvencia-hosszabitasok vannak jelolve.
A kovalens valtoztatasokat a piktogramok jelzik. A sarga villam a DPP-1V hasités helyét
jelzi a szekvencidban.
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2.1.2 G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR) — GLP-1 receptor

A G-fehérje-kapcsolt receptorok membranba agyazott fehérjék, amelyek az
extracellularis ingert alakitjak at intracellularis jellé. A huméan genom legnagyobb
membran fehérje csaladjat alkotjak, tobb mint 800 kiilonb6z6 tagot szamlalnak [18]. A
jelként szolgald ingerek természete kémiailag és fizikailag is nagyon valtozatos: fotonok;
ionok (H*, Zn?*, Ca?"); vitaminok; hormonok (Osztrogén, angiotenzin); fehérjék
(kemokinek); neurotranszmitterek (dopamin, szerotonin); kiilonb6z6 metabolitok (ATP,
ADP, zsirsav, epesav) [19]. A receptorok atalakito szerepe konvergens, ugyanis a sokfajta
ingert altalaban két nagyobb jelatviteli uttal kapcsolja 0ssze. Az egyik esetben az
aktivacio hatasara a heterotrimer G-fehérje komplex (Gs, Gi, Gq, G1213) disszocial,
amelynek eredményeként Go egység altal kozvetitve megnd az intracellularis CAMP,
Ca?*, IP3, DAG koncentracioja, mig a GP és a Gy alegységek a kiilonbozd ion csatornak,
foszfolipazok és kindzok miikddését befolydsoljadk. A madsik receptorhoz asszocialt
alegység, a B-arresztinek, amelyek a receptor szenzitizacidjaban, internalizaciojaban [20],
transzkripcidjaban, illetve a MAPK [21] jelatvitelben jatszanak szerepet.

Annak ellenére, hogy szekvencialis homologiajuk csekély, a GPCR-0k altalanos
szerkezeti felépitése hasonld sémat mutat. Szerkezetiik, illetve a kapcsolodo ligandumjaik
alapjan 5 kiilonbozd receptor csalad kiilonithetd el (IUPHAR: International Union of
Pharmacology alapjan): rodopszin csaldd (A osztaly), szekretin csalad (B osztaly);
glutamat csalad (C osztaly); ..frizzled” csalad (F osztaly); adhézios csalad [22]. Elettani
szereplk, szoveti expresszidjuk, a jelatvitelben betoltott fontossaguk miatt illetve az évek
soran feltérképezett térszerkezetiik alapjan [23] a G-fehérje-kapcsolt receptorok (foként
az A-C osztaly) az egyik leggylimdlcsdz6bb célpontjai a racionalis hatdanyag tervezésnek
és fejlesztéseknek [24]. A receptorok szerkezeti homologiaja miatt, azonban szamos
esetben egy igéretes farmakofor, illetve annak metabolitja mas GPCR-hoz is kotodhet
nem kivant mellékhatasokat okozva [25-26].

GPCR-0k esetében a ligandum hianyaban is megfigyelhetd egy konstitutiv vagy
alapszintli aktivitds. A maximalis intenzitdsu hatast - néhany kivételtdl eltekintve -
ligandum-receptor komplex megléte mellett tudjak generalni. A ligandum ilyenkor teljes-
agonista hatassal bir, mig olyan esetekben, ahol a maximalis jelintenzitas csak egy

bizonyos hanyada érheté el, a ligandum parcionalis agonistanak nevezhetd. Az
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ligandumok lehetnek inverz agonista hatastak, amely azt jelneti, hogy a kotédés az
agonista valasszal ellentétben a bazalis aktivaciot gatolja. A kompetitiv antagonistak
esetében a ligandum csak kotédik a receptorhoz, elfoglalva ezzel a kotéhelyet egyéb
agonistak elél. Megemlitendd, hogy a kiilonb6z6é farmakologiai hatasa ligandumok a
GPCR ortoszterikus (v. f6) kotéhelyére kapcsolodnak, azonban szamos kismolekulas
ligandum a receptor specifikus allosztérikus [27] kotéhelyein befolyasolhatja annak
konformaéciojat és funkciojat.

Az utdbbi évtizedek robbanasszerli fejlodése a nagy atomi felbontéast biztositd
kiilonféle biofizikai moddszerek terén (mint példaul a rontgen krisztallografia, a
magmagneses rezonancia (NMR) vagy a kriogén elektronmikroszkopia (cryo-EM))
hozzajarult ahhoz, hogy mara teljesebb képet kapjunk a GPCR fehérjék kiilonbozo
aktivaltsagu térszerkezeteirdl, a kotédés hatasara lezajlo szerkezeti atrendezddésekrol,
valamint a kapcsolt jelatviteli ttvonalakrol. A GPCR hasonld felépitésébdl és
miikddésébol fakaddan a tovabbiakban a receptorok B osztalyara, azon beliil is a GLP-
IR receptor térszerkezetére és aktivalasi mechanizmusara fogok fokuszalni, kiemelve
bizonyos unikalis tulajdonsagokat, amelyek megkiilonboztetik a GLP-1R receptort a
tobbi osztalytol.

A GPCR B osztalya 18 receptort tartalmaz, amelyek peptid szerkezetli hormonok
hatasara aktivalodnak. Ezek a receptorok szamos kardiovaszkularis és pszichiatriai
betegség kezelésének a célpontjai [28]. A hatdanyag fejlesztést jelentGsen hatraltatta,
hogy az utobbi évekig kevés informacioval rendelkeztink a receptorok teljes
térszerkezetérdl €s a lehetséges allosztérikus kotéhelyekrol, [29] mostanra azonban tobb
aktivalt, illetve gatlas alatt allo receptor térszerkezetére is fény deriilt [30-34].

Szerkezeti szempontbdl a B osztalyu receptorokat az N-terminalis végen talalhato
Kiterjedt extracellularis domén (ECD v. NTD) kiilonbozteti meg a tobbi GPCR csaladtol,
amely a peptid ligandum megkotésében jatszik szerepet. (2. abra/a) Az eddig felderitett
térszerkezetek alapjan minden esetben az NTD domén egy a-B--o motivumbdl all, ahol
az o egy alfa-hélixet jelol mig a B egy 2 rétegbdl allo béta-reddt. Az egymast kovetd
szerkezeti elemek 1-1 diszulfidhiddal (6sszesen 3) vannak paronként Osszekotve,
amelyeknek megléte a funkcionalitas egyik alapfeltétele. Kotddéskor az NTD konzervalt
modon, a peptid ligandum C-terminalisan, illetve az a-hélix apolaros felszinén 1évo

aminosavakat ismeri fel és koti meg hidrofob koélesonhatasok révén. A GLP-1 szamozasa
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2. abra. A) Cryo-EM altal meghatarozott eml6s GLP-1R komplexe a GLP-1 ligandjaval,
a kis Gs fehérjével (Ga-GB-Gy alegységek) és a nanobody 35-tel (Nb35). PDB ID: 5VAL.
A sejtmembran sematikusan sziirke savként van jelolve. B) A GLP-1 ligand, az EC
domén, valamint a 7 transzmembran hélix (TM 1-7) és az azokat Osszekotd 3-3
extracellularis (ECL 1-3) és intracellularis (ICL 1-3) kanyar nagyitva, kihangstlyozva,
hogy a ligand N termindlisa miként illeszkedik a TM hélixek altal alkotott ortoszterikus
kotohelyre. C) A transzmembran régié aktivalt (kék-arnyalatok — PDB ID: 6B3J) és
apo/gatolt (zold — PDB ID: 5VEW) szerkezete feliil és oldalnézetbdl. SVEW esetében az

antagonista kismolekula egy allosztérikus kotéhelyhez kapcsolodik.

alapjan analég modon a kotédésben résztvevd hidrofob aminosavak az Exenatide
ligandum esetében: Alal8:; Vall9 & Phe22 b; 1123 L; Trp25 &; Leu26 - és az NTD
esetében: Leu32R; Thr35%; Val36R; Trp39R; Tyr69R; Tyr88-Trp91R; Leul23R. A
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ligandum-NTD komplexet tovabb stabilizaljak a ligandum hidrofil oldalan kialakuld
tovabbi ionos és hidrogénhidas kotések: Glul5--Leu32R; Arg20--Glul28R; Lys27"--
Glu128R. A TM domén és az NTD egy flexibilis 10 aminosav hosszusagu szekvenciaval
van oOsszekotve, amely az NTD-ligandum komplexet a TM hélixek altal alkotott
ortoszterikus kot6zseb felé iranyitja. (2. abra/b)

A TM régi6 szerkezeti felépitése €s elrendezése az Osszes csaladra altaldnosan
jellemzd sémat mutatja, fiiggetleniil a szekvencialis diverzitastol. A B osztalyon beliili
20-45%-o0s szekvencialis homologia alacsony volta ellenére, az inaktiv/apo receptor
szerkezetek kozotti félanci RMSD csupan csak 1.1-1.7 A! [35]'! A domén 7
transzmembran (TM1-7) a-hélixbol épiil fel, amelyek hozzavetélegesen merdlegesen
helyezkedik el a membran sikjara. A TM1-2-3-5-6-7 hélixek kb. 25°-ban megdélve egy
megcsavart koteget alkotva alakitjak Ki a centralis, V alaka kotézsebet. A TM4 hélix a
kotegen kiviil helyezkedik el. A hélixeket mind az intracellularis mind az extracellularis
felszinen egyenként 3-3 loop (ICL 1-3; ECL 1-3) koti egymas utani flizérekbe. (2. abra/b)

A ligndok és a GPCR receptorok kozti kdlcsonhatas kialakuldsdnak manapsag
altalanosan elfogadott modellje az tgynevezett két doménes kotddési mod. Az elsé
ligandum N-terminalisa a TM domén centralis V-alaku tiregébe meriil. A GLP-1R ¢és a
GLP-1 asszociacid esetében His1--R299RECL2 Tre5h-L ys197R ™2 koz6tt H-hidak; a
Glu3L-Leu338/Ser392% ™7 kozott van der Waals kolesonhatasok; Ser9/Serllb-
W297/R299RECL2 k576t polaris kdlesdnhatasok alakulnak ki. Inaktiv allapotban a TMI,
TM2, TM7 hélixek altal alkotott Gn. kdzponti polaris haldzat [36] stabilizalja H-hidakkal
az apo konformert. A kétddés sordn ez a hidrogénhid-haldzat atrendezddik, TM1, TM2,
TM7 domének extracellularis felszine a TM koteg kozéppontja felé kozelit, mig a
rendezetlen extracellularis kotegek (ECL1-3) alfa-hélixé rendezddnek, elésegitve ezzel a
ligandum dokkolodasat a TM régidhoz. A TM6 hélix kdzepén talalhatdo PLLG szekvencia
motivum kitlintetett ,kapcsold” szerepet jatszik. Inaktiv dallapotban hidroféb
kolcsonhatasok révén TM6 hélix egy kinyujtott bot alaki konformacidban van régzitve
[37], de a centralis halozat atrendezédése soran az Gjonnan kialakuldé H-hidak egy kvazi
L-alakti megtort konformécidban stabilizaljak a TM6-0t. Az atrendezddés a TMS, TM6

crer

kitiiremkedést hozva 1étre, amelyhez a G-fehérje komplex kapcsolodhat [38]. (2. abra/c)
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Mivel a B osztalyd GPCR-0k esetében a ligandum nagyobb méretli mozgékony peptid,
igy a TM centralis kotézsebe is nagyobb kiterjedésii és jobban megkdzelithetd a ligandum

szamara, mint a tobbi osztalyba tatrozo receptorok hasonlo zsebei.

2.1.3 Szovetspecifikus GLP-1 hatasok

GLP-1 receptorok agyi [39] illetve hasnyalmirigyi [40] lokalizacidjanak els6
leirasa mar a 80-as években megtortént. Ahhoz, azonban hogy atfogd képet kapjunk a
sokszor komplex intracellularis jelatvitel kialakulasaval kapcsolatban, és megérthessiik a
kapcsolodod metabolikus valaszt, a receptorok teljes szervezetre kiterjedé lokalizaciojat
kell felderiteni. Ilyen tipusu feladatkhoz az egyik leggyakrabban hasznalt stratégia
specifikus antitestek tervezése a receptor térszerkezetének ismeretében [41]. A GPCR
csalad nagyfoku szerkezeti homoldgiajabol adédoan, az antitestes modszer is adhat hamis
pozitiv eredményt [42], ezért érdemes tovabbi parhuzamos immunohisztokémiai (IHC),
in situ hibridizacios (IHS) vagy in situ ligandum k&t6 (ISBL) modszereket is alkalmazni.
Szamos esetben maig nem pontosan feltérképezett, hogy az adott sejtvalasz a GLP-1
receptor altal direkt kozvetitett jelatviteli uton vagy kozvetve, mas jelatviteli ut
perturbalasaval, indirekt modon, valosul-e meg [43-45]. Az alabbiakban a GLP-1R
néhany mar felderitett, szovetspecifikus funkcidjat mutatom be.

Hasnyalmirigy: A pankreasz f sejtjein a GLP-1 koétodése a GLP-1R-hez serkenti
az inzulin glikoz fiiggd felszabadulast [46], valamint serkenti mind az inzulin, mind a
glitkokinaz enzimek és a gliikdz transzporterek termelddését. Mindezidaig nem sikeriilt
egyértelmiien tisztazni a GLP-1 gatld hatasat a hasnyalmirigy a-sejtjeibél torténd
gliikkagon felszabaduldsara. Kozvetlen hatasrol biztosan nem beszélhetiink, ugyanis az a
sejteken nem talalhatbak GLP-1R-ok [47]. Valosziniileg ATP-fiiggé K*-csatornak
kozvetitésével torténhet a gatlas. [48] Gasztrointesztinalis rendszer: GLP-1R-ok a
bélrendszer mentén a mienterikus idegfonat [49] neurononjaiban helyezkednek el
befolyasolva a gasztrointesztinalis rendszer motalitasat [50]. A duodenum Brunner
mirigyeiben serkentik az intesztinalis falat sikosito valadék kivalasztasat, amely
elengedhetetlen a megfelelé mikodésti  bélrendszeri  barrier  funkciokhoz.
Kardiovaszkularis rendszer: egyes tanulmanyok a GLP-1-nek kardioprotektiv hatast
tulajdonitanak, amely a kardiomiocitdk antiapoptotikus mechanizmusainak kozvetlen

aktivalasaval lehetséges [51]. A klinikai gyakorlatban ezt a hatast érvényesiteni is lehetne
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a miokardidlis funkcidk tamogatasara szivinfarktuson vagy miokardialis ischemidn
atesett paciensek esetében [52-53]. Azonban GLP-1 anal6gokkal végzett tovabbi
vizsgalatok [54-55] soran ezek a jotékony kardiovaszkularis hatdsok nem voltak teljes
bizonyossaggal megallapithatok, amely megerdsiti tovabbi, nagyobb populacion
elvégzett tanulmanyok sziikségét. Az sem tisztdzott, hogy e hatisok jelatvitele a
konvencionalis GLP-1R receptor utvonalon, vagy esetleg mas receptoron torténik.
Mindenesetre a GLP-1R mRNS-e megtalalhato a szivben és a receptort lokalizaltak mind
a pitvarban [56] mind a szinuszcsomdé miocitaiban [57], azonban a kamra
szivizomzataban nem. Endotél sejtekre gyakorolt hatas: GLP-1 és analogjai a
kardiovaszkularis rendszerben el6nyGsen hozzajarulhatnak a mikrovaszkularis
endotéliumok oxidativ stressz okozta karosodasa elleni védelemben. A hiperglikémia
altal indukalt apoptotikus folyamatokat (mint pl.: a mitokondrialis fragmentaciot [58],
reaktiv oxigén gyokok termelddését [59], endotél sejtek gyulladasat [60]) gatoljak, mig
az endotél NO szintézist serkenthetik [61-62]. Kozponti idegrendszeri hatasok: GLP-1
analogok képesek atjutni a vér-agy gaton periférias adagolas mellett is [63] és
hipotalamusz egyes magjaiban befolyasoljak az étvagyat [64]. Elnyomjak a magas
zsirtartalmu, nagy kaloriaju taplalék iranti sovargast [65]. Egyes tanulmanyok szerint a
GLP-1 akar a neuronok vitalitisdban ¢és ezzel a megfeleld kognitiv funkciok
megtartasaban is szerepet jatszik [66-68]. Maj: Bar a majban GLP-1 receptorokat még
nem mutattak ki, de kdozvetve a GLP-1 a majban nem csak az inzulin érzékeny hepatikus
glikoz felvételt indukalja, hanem a majban torténd glikoneogenezist, a glikogén
szintézist, a glikolizist, [69] valamint gatolja a gliilkagon indukalt glikogenolizist is [70].
Nem alkoholos zsirmaj szindroma, illetve steatohepatitis esetén egyes GLP-1 analogok
[71-72] pozitiv hatassal birnak indirekt, még nem tisztazott modon, csokkentve a
gyulladast [73]. Csontok: Preklinikai vizsgalatok azt feltételezik, hogy az inkretin alapu
terapiak szerepet jatszhatnak a csont szerkezeti atépiilésében [74]. GLP-1R gén kititott
egerekben a kortikalis csontvastagsag és a csontok kiilsé keriilete jelentdsen lecsokkent
[75]. Zsirszovetek: GLP-1R agonistak szignifikansan csokkentik a zsirszovetek
nagysagat, ezzel fogyast eredményezve [76-77]. Azonban még nem teljesen tisztazott,
hogy az inkretin mimetikumok kozvetleniil a zsirszoveteken fejtik ki a hatast, vagy maga
a sulyvesztés csak jarulékos hatasa a korabban emlitett étvagyat csokkentd hatasnak. Egér

adipocitakban kimutattak, hogy egyes inkretin mimetikumok serkentik az inzulin medialt
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gliikoz felvételt, gy, hogy fokozzak a GLUT-4 transzporterek expresszidjat, valamint az
inzulin receptorok foszforilaciojat, [78] inzulin-szer(i hatassal aktivalva szamos kinazt
(P13, p44/42 MAPK) stimulalva ezzel a lipogenezist [79].

2.1.4 Inkretin mimetikumok besorolasa és terapias alkalmazasai

Az amerikai és az eurdpiai diabetologiai tarsasagok iranymutatasa szerint a GLP-
1 analégok onmagukban vagy Metforminnal kombindlva az elsédlegesen valasztando
lehetdségek 2-es tipusu cukorbetegek esetében, ha a HbA1c>7,5% [80] (vér glikolizaltsagi
szintje, amely hossztdvon indikalja az 4tlagos vércukorszint allapotat). A 2-es tipust
cukorbetegség egyik legfobb oka az elhizas, amely a legtobb esetben egyiitt jar tovabbi
kardiovaszkularis megbetegedésekkel. Ezért az inkretin mimetikumok hatékony HbA1c
csokkent6 hatasan til eldnyds a talstilyos cukorbetegeken a testtomeg csokkentése is [81]
periférias és centralis oldalrol egyarant [82]. Az inkretin mimetikumok nagy elénye, hogy
csak glikoz jelenlétében novelik az inzulin elvélasztast, igy helytelen vagy rosszul
beallitott adagolas mellett sem okoznak hipoglikémiat.

A forgalomban [évé inkretin mimetikumokat jellemzden farmakoldgiai
szempontbol a hatastartamuk [83] alapjan szoktak kategoriakba sorolni. Napi szubkutan
adagolasti az Exenatide (2x naponta), Lixisenatide (1x naponta) és a Liraglutide (1x
naponta). Hossz hatastartalma inkretin mimetikumok az Albiglutide, Dulaglutide,
Exenatide QW és a Semaglutide. Ezek heti egyszeri adagolas mellett nagyobb kényelmet
biztositanak a betegnek, amely noveli az egylittmtikodést és a terapiahtiséget is. A két
csoportba tartozd gyogyszerek kiilonboz6 indikacioval és eltér6 mellékhatas-
spektrummal rendelkeznek. A rovid hatastartamtiak els6dlegesen a gyomoriiriilést
lassitjdk csokkentve az étkezés utdni gliikoz szintet. A hosszan tartd inkretin
mimetikumok az éhomi gliikoz szintet is csokkentik a gliikkoz-fiiggd inzulin szekrécio
novelésével és a glikkagon szekrécio folyamatos gatlasaval. A hosszi hatastartamu
készitmények szignifikdnsan jobban csokkentik emiatt a HbA1c Szintet és a testsulyt is
[84]. A kardiovaszkularis hatasokat bizonyitd kohorsz-vizsgalatok kimenetele nem
egyértelmii. Mig a Lixisenatide esetében nem bizonyitottak elényds kardiovaszkularis
hatast [85], addig a Liraglutide [86] a Semaglutide [87] és az Exenatide [88] esetében
szignifikdnsan csokkent a nem halalos miokardialis infarktus és a sztrok az el6fordulasa

olyan 2-es tipusu cukorbetegségben szenvedd betegekben, akiknél a kardiovaszkularis
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rizik6 faktor nagy. A f6 mellékhatasok megjelenése, intenzitasa és toleralhatosaga is fiigg
a dozis mellett a hatastartalomtol. A leggyakoribb mellékhatasok altalaban a
gasztrointesztinalis panaszok, mint a hanyas, hasmenés, puffadas, hasi diszkomfort érzet.
Vesebetegek ¢és majbetegek esetében, a betegség sulyossagatol fliggden kell

megvalasztani a beteg szamara a megfeleld inkretin mimetikumot.

2.1.5 GLP-1 mimetikumok szerkezete

Az endogén GLP-1 31 aminosavbol allé peptid, amely - bar rendezetlen - a
glilkagonhoz hasonldé naszcens helikalis jelleggel bir vizes oldatban [89], de TFE
jelenlétében, illetve a receptorhoz kotott allapotban a szerkezet rendezddik az oldott
allapothoz képes. A GLP-1 ¢és analogjai az NTD dokkolas hatdsara a C-termindlison
rendezett o-hélixé rendezédnek, majd ezt kovetden a centralis kotdzsebbe torténd
elmozdulas soran az oldat fazisban rendezetlen N-terminalis is tovabbi 1,5-2 helikalis
kanyarulatot 6lt. A gyors endogén hatastalanitas kikiiszobolésére a DPP-IV enzim
hasitohelyén az alanint vagy mds aminosavra szubsztitualtak, vagy konjugatumokkal
arnyékoltak, meggatolva igy a szinte azonnali inaktivalast a keringésben [83]. GLP-1
szerkezetét alapul véve dolgoztak ki kiilonféle stratégiakat, hogy noveljék a hatéanyagok
keringési félélet idejét [90]. (1. abra/b)

Albiglutide esetében tandem modon kapcsoltak ketté DPP-1V rezisztens GLP-1
szekvenciat egymas utan, amelyet egy human albuminhoz fazionaltak. Az albumin, mint
plazmafehérje eldnyds valasztas mivel a keringésben nagy koncentracioban megtalalhato
(0,6 mM) és néhany hetes a plazma felezési ideje. Az albumin degradacioja lassitva van
azaltal, hogy az endothélium savas pH-ju endoszémadaiban pH-fiiggéen kotddik a
neonatalis FC receptorhoz, emiatt az albumin recirkulalédik a véraramba, ahol semleges
pH-n disszocial az FC receptortol. A fuzionalt albumin mérete lassitja a vesén torténd
filtraciot, de egyben akadalyozza a vér-agy-gaton torténd atjutast csokkentve a centralis
inkretin hatasokat is. Dulaglutide esetében a GLP-1-hez 90%-ban homoldg
szekvencidhoz egy human IgG4-FC szegmenst kovalensen konjugaltak egy rovid peptid
linkeren keresztiil. Az elért farmakologiai hatas azonos az Albiglutiddal, azonban a
plazma felezési ideje 5 napra novekedett. (1. abra/b)

Liraglutide [91] és a Semaglutide [92] hasonld szerkezeti sémat kovetnek. A

peptid lanc Lys26 aminosav oldallancahoz egy spaceren (tavtartdo szegmensen) keresztiil
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hosszt szénlancu zsirsavat kotottek. Liraglutide esetében a spacer egy L-gamma-
glutaminsav, a zsirsav pedig egy C16 hossztisagu zsirlanc, amellyel a fél¢letidét kb. 13
orara novelték, elérve igy a naponta egyszeri adagolast. A Semaglutide esetében a spacer
egy bis-aminodietoxiacetil és L-gamma-glutamat, mig a zsirsav egy 18 szénatom
hosszasagu dikarbonsav. Ezzel a konjugacidé kombinacioval a féléletidé 1 hétre
hosszabbodott, igy a heti egyszeri szubkutan adagolas is elegendd. A zsirsavlancnak tobb
funkcidja van. Egyrészt a zsirsavlancok oligomerizalodnak [93] ezzel késleltetve a
felszivodast a szubkutan teriiletekrdl, masrészt az albuminhoz kétédve lassitjak a GLP-1
mimetikum eliminaciot [94] és arnyékoljal a DPP-IV hasito helyét [95]. (1. abra/b)

Az exendin-4 (Heloderma Suspectum gyik nyalabol izolalt 39 aminosav
hosszisagu peptid) szarmazékok alkotjak az inkretin mimetikum masik nagy szerkezeti
osztalyat. Az Exenatide (szintetikus név) 53% szekvencialis homologiat mutat a GLP-1
peptiddel, azonban hatékonyabban kotddik a receptor extracellularis doménjéhez [96].
Térszerkezete abban kiilonbozik a GLP-1-t61, hogy a C-terminalisan egy 310-hélix, illetve
egy ezt kovetd poliprolin-hélix szegmens talalhatd, amely hajtii-szerti elrendez6désben
egy hidroféb magot képez az a-hélix hidrofob felszinével (lasd részletesen késébb). A
hatékonyabb kotddésnek két oka van. Az egyik az Exenatide kdzponti o hélix szakaszan
a hidrofil és hidrofob aminosavak elrendezddése a hélix atellenes felszinén optiméalisabb
a kotédés szempontjabol. (3. abra) A masik, hogy a hajtliszerli térszerkezetben a C-
terminalis — amelynek kozvetleniil nincs szerepe a kotddésben — stabilizélja a szemkdozti
a-hélixet. A koncepcid az, hogyha a kotédésért felelds a-hélix mar oldatban is nagyobb
helicitassal rendelkezik, akkor a kotédés termodinamikai szempontbol is kedvezébb [97].
Az Exenatide kétfajta formulalasi technologiaval hozzaférheté a piacon. Az originalis
rovid-hatasu készitmény mellett egy mikroszféraba agyazott készitmény (Exenatide QW)
is jelen van, amely elnyujtott hatdoanyag felszabadulast tesz lehetévé. A Lixisenatide [98]
szekvenciaja megegyezik az Exenatidéval, azonban a C-terminalisra egy polilizin farok
un. ,structure-inducing probe” (SIP) [99] lett fuzionalva, amely hidrogénhidakon
keresztiil stabilizalja a szerkezetet, noveli az oldhatosagot, gatolja a proteolitikus
degradaciot. A GLP-1 szekvenciajaval nagyobb homoldgiat mutatd szarmazékoknak
kisebb az immunogenicitasa, mint az Exenatide szerkezetli szarmazékoknak, ugyanis az

utobbi esetben a szervezet az ,,idegen” szekvencia ellen antitest képzéssel védekezik.
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E19: HGEG TFTSD LSKQM EEEAV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS >
3. abra. A) Az exendin-4 térszerkezete 30%-os TFE vizes oldataban (PDB ID: 1JRJ) Az

abran az ECD kotddés soran szerepet jatszo hélix régiod hidrofil aminosav oldallancai
pirossal, a hidrofobok kékkel vannak jelolve. A TcSb-vel azonos szerkezeti szegmens
olivazold szinnel jelolt. B) GLP-1, exendin-4 és a TcSb szekvenciaja a homolog
szakaszok egymadsra illesztésével. Lilaval a TcS5b-n elvégzett rendezettséget noveld
szekvencialis valtoztatasok vannak feltiintetve. C) Az EO-E19 hosszabbitott fehérjecsalad
legfébb képviseloi.
Azonban ez nem befolyasolja jelentdsen a hatékonysagot és a biztonsagot, de borpirt,
fokozott allergias reakciot okozhat a beadas helyén [100].

2019 szeptemberében az FDA engedélyezte a 2-es tipusu diabétesz kezelésére
[101] az elsé oralis GLP-1 mimetikumot Rybelsus® [102] néven. Hatéanyaga a
Semaglutide és a formulalas soran natrium N-(8-[2-hydroxylbenzoyl]-amino) kaprilatot
(SNAC) [103-104] adnak hozza, amely serkenti a gyomorbdl vald transzcellularis
felszivodast, a lokalis pH novelésével pedig gatolja a hat(')anyag proteolitikus

diszpergalodnia kis kiterjedésben, ezért éhgyomorra, csak minimalis folyadék

mennyiséggel szabad bevenni és utdna 30 percig tilos taplalkozni. A GLP-1 analdégok
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oralis alkalmazasa, az eddigi szubkutan adagolas helyett, nagymértékben néveli a betegek
kényelmét és egylittmiikddését. A gyomorbol felszivodo hatdéanyag végsd soron a portalis
keringésbe keriil és a majban first pass metabolizalodik. Ez magyarazatot ad arra, hogy
oralis adagolasnal a napi egyszeri dozis hatéanyagtartalma joval nagyobb, mint mas. napi

szubkutan adagolasu analognal.

2.1.6 A triptofan-kalitka modell-rendszer és az abbdl szarmaztatott variansok

Az Exenatide fehérjének a gyodgyaszati szempontokon talmenden kiemelkedd
szerepe van az alapvetd fehérje fel/letekeredést [106-107] befolyasolo, illetve szerkezet-
stabilizalo kolcsonhatasok vizsgalataban is. Az Exenatide szekvenciat alapul véve az
egyik els6 racionalisan tervezett modell-fehérje az un. TeSb (NLYIQ WLKDG GPSSG
RPPPS) polipeptid [108-109] volt. (3. abra) A mindossze 20 aminosavas szekvencia
hossza ellenére a globularis fehérjékre jellemz6 fizika-kémiai és harmadlagos szerkezeti
tulajdonsagokkal rendelkezik ezért minifehérjéknek is nevezhetjiik. A jellegzetes
triptofan-kalitka (Tc) motivumban a kozponti triptofan koré szervez6dé masodlagos
szerkezeti elemek: a) a-hélikalis szegmens (Leu2-Asp9), b) 310-hélix (Gly10-Gly15), c)
¢s a C-terminalis poliprolin II szegmens (Argl6-Ser20) rendezddését hidrofob
kolcsonhatasok (Y3, L7, P12, P18) illetve H-hidak (W6-NE1 — R16-CO, G11-NH —
W6-CO and S14-OH — D9-CO) iranyitjak. Az Exenatide szekvenciajahoz képest egy
tovabbi sohidat is épitettek a szekvenciaba egy N9D és egy A16R szubsztitacioval. D9-
R16 oldallancok kozott igy kialakitott anion (aszpartat karboxil csoport) - kation (arginin
guanidino csoport) - kdlcsonhatas stabilizalja a szerkezetet. A kdlcsonhatas 1étrejotte fligg
a karboxil oldallanc protonaltsagatol vagyis a kozeg pH-jatol is. Mas lehetséges sohid
parok és ezek pH fiiggését is vizsgaltak mar, hogy megallapitsak melyik az az optimalis
oldallanc hossz (aszparagin vagy glutamat, lizin, ornitin, arginin vagy homoarginin)
illetve szekvencian beliili lokalizaci6 [110-111], amely a legnagyobb mértékben
stabilizalja a Trp-kalitka motivumot. Megallapitottak, hogy 16-0s pozicidban az arginin
oldallanca és a kozponti triptofan indol gytriije kozotti H-hid kdlesonhatas megléte
jelnetdsebben hozzajarul a stabilizalashoz, mint az, hogy a kilences pozicioban sohid
kialakitasara alkalmas Glu/Asp vagy alkalmatlan Gln/Asn aminosav van. Kis mérete és
globularis tulajdonsagai alapjan egy szinte egyediilalldé rendszert szolgaltat a

fehérjeszerkezet alapkérdéseinek tanulmanyozasahoz. Emiatt az elméleti modszerek
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mellett a Tc minifehérjék szerkezete ¢és a feltekeredése oldat fazisit NMR-

spektroszkopiaval nem izotopjeldlt mintdk esetében is vizsgalhato.

2.1.7 A Tc5b-bél szarmaztatott Elongated/Hosszabitott peptidcsalad

Doktori munkamban vizsgalt 25 aminosavas E5 minifehérje rendszer tervezése és
tanulmanyozasa soran a csoportunk korabbi eredményeit vettem alapul [112]. A kutatas
célja az volt, hogy a 20 aminosav hosszusagi Tc5b modell-peptidben talalhato triptofan-
kalitka kompaktsagat noveld valtoztatdsok megtartdsa mellett, az N-terminalison
aminosavrol-aminosavra visszaillesszék a receptor aktivalasdban részt vevo
aminosavakat az Exenatide szekvencidjanak megfelelé 39 aminosavas teljes-agonista
szerkezetig, hogy ezek jelentGségét a szerkezet fenntartdsaban és a kotddés
hatékonysagaban tisztazzak. (3. abra/c) Az egyes valtoztatasok a Tc-motivumon a
minifehérjék oldhatosdg novelését €és a szerkezet stabilizdldsat szolgaltak. TcSb
kertilt kiépitésre az N28E ¢és A35R aminosavak szubsztiticiojaval. A polaros oldallancok
egyrészt novelték a fehérje egyébként gyenge oldhatosadgot, masrészrdl koriilolelve a
kozponti triptofant csokkentik a hidroféb mag oldészernek kitett feliiletét. A
hosszabbitott peptid csalad (EO-E19) Osszes tagjaban a 28-as pozicidban glutamat
pozicidban az arginin partnereként a glutaminsav elény6sebb a s6hid szempontjabdl, mint
az ugyanolyan kémiai karakterli, de rdvidebb oldallancu aszparaginsav. (Tc5h
minifehérjében arginin-aszpartat sohid talalhato.) Ezt az allitast késobb cafoltak, de
pontos atomi szintli magyarazattal nem tudtak szolgalni [111]. (3. abra/b-c) Az F22Y
valtoztatas eldnyOsebb m-m kdlcsonhatast eredményez a térkozelben levd triptofannal,
illetve a fenolos hidroxicsoport ndveli az oldhatésdgot. Ugyan a konzervalt F22 a
receptorialis kotddésben szerepet jatszik, azonban az in vitro tesztek alapjan tirozinra
torténd cseréje megengedett és nem befolyasolja a hatékonysagot. Mas B osztalyt GPCR
ligandumok esetében is Tyr talalhaté ebben a pozicioban [114]. Az E24Q mutacid

elektrosztatikailag eldnyOsebb az a-hélix oldallanc toltéseloszlds mintdzata miatt. Végiil
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4. abra. A hosszabbitott Exanatide/TcSb aminosavakkal (EO>E1->E2->stb.)

szarmazékok (E0-E11) kozeli ECD-spektruma

(EO-E11), illetve a 222 nm-en mért molaris

ellipcitas értékei. (EO-E19, Ex4) Az abrat Rovd aminosavas E19 minifehérje, amely az

Petra cikkébdl kolesondztem.[112]

Exenatide szekvencidjanak megfeleld

novelve az EO templatot érhetd el a 39

Exenatide hosszaval mar azonos. A
kiilonb6zé N-terminalison hosszabbitott minifehérjék helicitasat fiziologias pH-n, 5°C-
on hasonlitottak Ossze tavoli-UV tartomanyban felvett ECD-spektrumok alapjan. (4.
abra) Az egyre hosszabb szarmazékok rendezettsége/helicitasa ndvekedett, azonban nem
monoton modon. Mig az EO-ra rendezetlen spektrum volt a jellemzd, addig az El1
mutatta a leghelikalisabb tulajdonsagokat. A 222 nm-en felvett molaris ellipticitas adatok
alapjan (minél negativabb ez az érték annal nagyobb a helicitasa a Tc5b variansnak) az
ES és E9-es  peptid ezen értékei lokalis minimumot  adnak.
([ <[ O™ ~ o™, (G2 <[G1EE™ ~ [OfE™ de
[@)252" <[ @)222™™ ). Az E19 aranyaiban kevésbé helikalis mint az E11, ugyanis az elsé
8 aminosav hosszlisagl szekvencia az N-termindlison rendezetlen. Ezen 8 aminosav
szerkezeti propenzitasa a GLP-1R cryo-EM szerkezet megjelenésig vita targyat képezte.
Szekvencialisan homoldg B osztalya GPCR ligandum, gliikagon esetében a receptorhoz
kotott formaban az N-terminalis szekvencia rendezetlen [115] vagy B-kanyar szerkezetet
[116] olt. 2018-as cryo-EM térszerkezet alapjan ma mar tudjuk, hogy a GLP-1
mimetikumok esetében a helikalis propenzitas a kedvezményezett a receptor aktivalas
szempontjabol. Az E19 mind vizben, mind 30% TFE — viz elegyben nagyobb mértékii
helicitast mutatott az ECD-spektrumok alapjan mint az Exenatide. Az E19 inzulin

elvalasztast stimulald hatasat in vitro INS-1 sejteken végzett kisérletekkel igazoltak.

23



DOI:10.14753/SE.2021.2480

Ezalapjan a szekvencidlis valtoztatasok ellenére az E19 hasonld hatékonysagiinak

bizonyult, mint az Exenatide [112].

2.2 Fluoroprolinok

Munkam soran fluor-szubsztitualt Pro aminosavakat tartalmazd varidnoskat 1is

alkalmaztam ezért a kdvetkezo fejezetben ezeket a rendszereket mutatom be roviden.

2.2.1 Fluoroprolinok sztereokémiaja

Kis molekulas vegyliletek esetében a fluor szubsztitici6 mar évtizedek oOta bevalt,
altalanos stratégia az egyes vegyiiletek kémiai tulajdonsagainak (hidrofobicitas, bazicitas,
reaktivitds,  konformdacid) finomhangolasidra, = megvaltoztatva a  hatdanyag
farmakokinetikai és farmakodinamiai profiljat. Ezt jol bizonyitja, hogy a terapias
készitmények tobb mint 20%-a tartalmaz legalabb egy fluor atomot[117]. A fluor atomok
kiilonlegessége egyedi elektronszerkezetiikben rejlik. Kis atomsugaruk, alacsony
polarizalhatésaguk, maximalis elektronnegativitasuk és nem-kotd elektronparjaikbol
ad6do erds induktiv effektusuk révén hidrogén atomok fluor szubsztitucidja esetében
jelentésen megvaltoztathatéak a lokalis funkcids csoportok, vagy akar a teljes molekula
esetében is egyre tobb informdaciora tesziink szert a fluor-szubsztitudlt aminosavak a
fehérjék térszerkezetét, feltekeredését és receptorhoz vald kotddését befolydsolo

hatasarol [118]. A fluoroprolin szarmazékok [(3R)-FPro, (3S)-FPro, 3,3-F2Pro, (4R)-

[ B, Bi2 T1 T2 Y12 .
3 F. F.
F “‘\F  WF Fii
7 [\ [\
g 9 N, ~ NN N S AN
N COOH ™N COOH N COOH N COCH N 'COOH N COOCH
H H H H H H
(3R)-FPro (3S)-FPro 3,3-F,Pro (4S)-FPro (4R)-FPro 4,4-F,Pro

5. abra. Kiilonbozd fluoroprolin szarmazékok. A gdérog betiik a szerkezet felett jelzik,
hogy melyik protonok lettek fluorra szubsztitualva.

FPro, (4S)-FPro, 4,4-F,Pro] (5. abra) sztereokémiai szempontbol Kkitiintetett szerepet
jatszanak, amelynek a szelektiv fluor szubsztitiicion feliil a természetes prolin gytiriibe

zart oldallanc az alapja. A prolin ciklikus oldallanca korlatozza a peptidgerinc szabad

crcr

masodlagos szerkezeti jellegzetességeket hordozd szekvencidkban [119], azonban
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nagyobb az eléfordulasuk hurok/kanyar régiokban, illetve képesek specialis helikalis
motivumokat, un. poliprolin-hélixeket alkotni (PPI, PPII). A prolin pirrolidin gytrijének

két kitiintetett konformacidja van: C7-exo, C'-endo, amelyek konformacios egyensulyat

crer

(45) 1, R (4R) v, (45) v, N (4R) v,
1398, (39 B,

f (35) B,

p [ 4(3R) By *11(3R) B,
§ ‘trn v — N
—T<\' ‘\“w?:OIM O:< (0]
0O;
i O\ O\
transz (® =180°) cisz (® =0°)

6. abra. A) A prolin C’-endo és C-exo konformacioja kozotti egyensily. A nomenklatira
abbol ered, hogy a C'a prolin karbonilja felé vagy attdl elfelé hajlik. C3-C4 (R) fluor
szubsztitlicio esetében az exo forma, mig (S) fluor szubsztiticié esetén az endo
konformacié a kedvezményezett. B) Prolinok cisz/transz amid konformacidja peptid-
kotésben. A cisz/transz izomerizacio aktivalasi energiaja szobahdmérsékleten ~ 20 kcal
mol™ mig az exo/endo atalakulasé ~ 2-5 kcal mol™.

effektussal lehet magyarazni. Az Ac-(4S)-FPro-OMe példajaban a C4-C5 kotés mentén
mind a C4-hez kapcsolt fluor és a C5-hoz kapcsolt amid kotés jelentdsen elektronnegativ.
Szterikus okokbol a gauche elrendez6dés a preferalt, igy C'-endo elrendez6dés valosul
meg ebben a konkrét esetben. Prolin C3, C4 fluor szubsztitucidja esetében R-kiralitasnal
Cr-exo, S-kiralitasnal C'-endo konformacio a kedvezményezett. A prolinok gytris
szerkezete befolyasolja a peptidgerinc torzios szdgeit (¢, v, w), igy a Xaa-Pro peptidkotés
cisz/transz  konfiguracidja fliigg az exolendo konfiguraciotol. Peptidkotésekre
altalanossagban, az eddig meghatarozott fehérje szerkezetek alapjan a transz térallas
jellemz6 sztérikus okokbol (99,97%). Xaa-Pro peptidkotés esetében azonban ez az érték
94,8%-ra csokken [120]. Molekuladinamikai szamitasok és NMR kisérletek alapjan az
exo konformacio az eldnyds ugyanis az amid oxigén és a prolin karboxil csoport O; >
C=0i+1 kozott kialakulo n = * interakcio tovabb stabilizalja az egyébként is sztérikusan
elényosebb transz allasu peptidkotést [121]. A Cr-endo konformacié esetében a cisz-

transz izomeracios energiagat csokken [122], igy a cisz-térallas nagyobb valdszinliséggel

alakulhat ki. (6. abra/b)
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2.2.2 Fluoroprolin szubsztiticiok térszerkezeti hatasai fehérjék esetében

Fehérjék/peptidek esetében szamos esetben vizsgéltdk mar prolin fluoroprolinra
vald cseréjét, amely nemcsak a fehérje feltekeredését és stabilitasat befolyasolta, hanem
az enzimatikus miikodést is. Meg lehet kiilonboztetni egyszeri, specifikus és globalis, az
Osszes prolint érintd, szubsztitucios valtoztatasokat. Fluor szubsztituadlt prolinok
szubsztratként torténd alkalmazasa befolyasolhatja a prolil-4-hidroxilaz (P4H) enzim
katalizalva a kollagén egyik épitéelemének, a 4 hidroxi-prolinnak a képzodését [123-
124]. Fluor szubsztitucioval elérhetd, hogy a peptidil-prolil cisz-transz izomeraz kevésbé
hatékonyan Kkatalizalja a cisz>transz izomerizaciot, amely egyébként sebesség
meghatarozo 1épése a fehérje feltekeredésnek [125].

Mivel a prolinok specialis gylirlis szerkezetiik miatt nagyobb eséllyel fordulnak
elé a hurok, kanyar régiokban, igy a fluoroprolinok alkalmasak arra, hogy ezeknek a
régionak finomhangoljuk az térszerkezetét, stabilizalva vagy destabilizalva ezzel akar a
teljes fehérjét. Az egyik lehetséges kémiai magyardzat a fluor szubsztitucid hatasara
megvéltozé P°CH---r interakcidé megvéltozasa lehet. Thomas és munkatarsai [126] egy
Asn — Aromas (Phe/Trp) — FPro (4R/4S) — Thr modell tetrapeptiden vizsgaltak a
kolcsonhatast és mérték a cisz/transz izomerek aranyat. A cisz konformer kanyar szerii
szerkezet, mig a transz allas inkabb linearis elrendez6désti. (7. abra) Ha az aromas

oldallanc elektronokban gazdag, mint

R, e .
Ri&? R.R2 a triptofan esetében, akkor (4S)-FPro
P, N ’/.'. N D ‘ . . -
™ /N c— £ i szubsztitlicio esetében a Cisz térallas a
™~ 0 Thr. /Nw/ “NHAsn _ _
) | - S ) preferalt. llyenkor a triptofan indol
cisz {©=0) transz (¢ =180° oldallancéanak sikjahoz kozelebb az Ry

' ‘ pozicioban proton talalhatd, mig az
7. abra. Thomas ¢€s munkatarsai altal vizsgalt

tetrapeptid. (4S)-FPro esetében R1 = H, R2 = F; ugyancsak  elektrongazdag  fluor
(4R)-FPro esetében R1 = F, Rz = H. Az abra a t4yolabb az R;  pozicioban

[126] hivatkozasbol lett atszerkeztve. . .
helyezkedik el, igy kialakulhat az

elényds "°CHY---t kolcsonhatas. (4R)-FPro szubsztiticional triptofan esetében azonban
a transz allas az elényGsebb. Tirozin esetében pont az el6bbi helyzet forditottja all fent.
(4R)-FPro szubsztitucido esetében a cisz, mig (4S)-FPro esetében a transz térallas a

kedvezébb. Nem csak az atom-atom kozotti kolcsonhatdsok, hanem C-F kotés
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szolvataltsaga is befolyasolhatja a szerkezet stabilitasat. ElIonydsebb, ha hidrofob C-F
kotés eltemetett, hidrofob kozegben van, mintha a fehérje felszinén, a viznek Kitett
kornyezetben lenne [127].

hatasat a térszerkezetre [128]. Ez a prolin a triptofan-kalitka motivumban a C és N-
termindlist 0sszekotd 3i10-hélixben helyezkedik el, ¢s NMR-mérések alapjan CY-exo
konformaciot vesz fel. CD mérések alapjan a 4(R)-FPro szubsztitlicié tovabb stabilizalja
a nativ exo konformacidt, mig a 4(S)-FPro szubsztitucié elénydsebb a kevésbé stabilizalo
Cr-endo konformacid szamara. Ennek megfeleléen a 4R fluor szubsztittcid esetében a
helicitas novekedését tapasztaltak, mig 4S szubsztiticional kisebb helicitast mértek, mint
a nativ értékek. Ez azért meglepd, mivel a 3i0-hélixben végrehajtott szerkezeti
finomhangolas az a-hélixre is kiterjedt a CD spektrumok alapjan. NMR-mérések alapjan
karakterisztikus triptofan-kalitka fold sem valtozott meg jelentdsen sem a Prol2 4R, sem
a 4S szubsztitualt Tc5b varidnsokndl. Azonban a hdmérsékletfiiggd CD mérések alapjan
a térszerkezetileg hasonlo variansok kiilonb6zé mértékben denaturdlodtak a ndvekvd
hémérséklettel. 4(R)-FPro varians szerkezete rezisztensebb volt hddenaturacidval
szemben, mig 4(S)-FPro szarmazék gyorsabban elvesztette térszerkezetét, mint a nativ
Tc5b fold. A szerz6k pontos szerkezeti magyarazatot nem adtak a megfigyelt
jelenségekre, valamint nem vizsgaltak a poliprolin-hélix részben taldlhaté masik harom

prolin fluor szubsztiticidjat sem.

2.3 Diszulfidhidas peptidek

A fluoro-prolinok alkalmazasa mellett vizsgaltam diszulfidhiddal ciklizalt Trp-kalitka

2.3.1 A diszulfidhidas keresztkotések alapkoncepcidoja

Peptidek, fehérjék térszerkezetének stabilizalasara bevett technika egy bizonyos
szekvencia részlet, pl.: a-hélix, vagy egy B-kanyar ciklusba zarasa valamilyen kémiai
addukttal, amely két ponton rogziil a nativ szekvencidhoz [129-131]. A ciklusba zaras
megtorténhet két megfeleld kozelségben 1évo cisztein tiolcsoport oxidacidjanak

eredményeként diszulfidhid képzéssel is. Az alkalmazott keresztkotések a rendezetlen,

27



DOI:10.14753/SE.2021.2480

flexibilis alegységek konforméacios entropiajat csokkentik, ezzel egyben a rendezett-
rendezetlen térszerkezetli populaciok kozotti konformdacios egyensulyt a rendezett
iranyba toljak el. A chain-entropy [132-133] modell mellett, figyelembe kell venni a
solvent-enthalpy [134] modellt is. Ugyanis a rendezetlen fehérje rendez6dése jelentdsen
csokkenti az olddészernek kitett feliiletet, emiatt hidrofob aminosavak, illetve a
hidrogénkotés donorok és akceptorok eltemetetté valnak a szerkezetben, kevesebb
fehérje-olddszer kolcsonhatast eredményezve. Ha a keresztkotés a rendezett allapotban
rogziti a térszerkezetet, akkor az az entalpia szempontjabol joval kedvezOobb. A
térszerkezetet azonban csak jol megvalasztott lokalizacioji keresztkotésekkel érdemes
rogziteni, amely a nativ, rendezett térszerkezetnek megfeleléen stabilizal, és nem
eredményez térszerkezet valtozast vagy torzulast/fesziilést a peptidgerincben. A
megfeleld térallasban — pl: a receptorhoz kotddd konformacid — rogzitett szerkezet tobb
szempontbol elény6s. Egyrészt szinte a teljes peptid/fehérje populacio az aktiv, hatékony
konformacidban van, igy farmakologiai felhasznalds szempontjabol hatékonyabb mar
kisebb koncentracioban is. A rogzitett térszerkezet ellenallobb a kiilonboz6 extrémebb,
denaturalé hatasokkal szemben, igy példaul egy peptid alapu gyogyszer esetében az
felhasznalhatdsag iddtartama is hosszabb lehet. Ehhez szorosan kapcsolodik, hogy a
stabilizalt térszerkezet esetében kisebb eséllyel kdvetkezik be irreverzibilis aggregacio,

amely komplikalja mind az eldallitast, mind a felhasznalast [135].

2.3.2 Diszulfidhidak szerkezeti biologiaja

A diszulfidhidak a természet leghatékonyabb eszkozei a fehérjék nativ
térszerkezetének fenntartdsaban az erésen oxidativ extracellularis kornyezetben. A
megfeleld poszttranszlacids mechanizmus nélkiil — amelyet eukariotakban legfébbképpen
az endoplazmatikus retikulum PDI, ERO1 és ERV2 enzim csaladjai katalizalnak [136] —
a diszulfidhidak hibas kialakulasa miatt a globularis fehérjék esetleg nem a megfeleld
térszerkezetet veszik fel, ami akar kiilonféle betegségek, mint a diabétesz [137], rakos
megbetegedések [138], kardiovaszkularis [139] és neurodegenerativ [140] korképek
kialakulasahoz vezethet. A ciszteinek koriilbeliil 50%-a talalhat6 diszulfidkdtésben [141].
Megtigyelhetd, hogy evoluciésan minél fejlettebb egy szervezet, annal nagyobb a
diszulfidhidak el6fordulasa az adott é161ény proteomjaban [142]. Annak ellenére, hogy a

fehérjék evolucidja sordn a ciszteinek viszonylag késon alakultak ki, mégis a
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diszulfidhidak evolucios elénye miatt, a ciszteinek a fehérje szekvencidkon beliil a
legkonzervaltabb lokalizaciojiak a tobbi aminosavhoz képest [143]. A diszulfidhidat
alkoto ciszteinek 49%-a az elsddleges szekvencidban 25 aminosavnal tdvolabban
helyezkedik el egymastol. Képzddésiiket ¢€s stabilitdsukat meghatarozza a redox
potencialjuk, amely fiigg az oxidalodo tiolok pKa értékétdl (altalanosan a pKa = 8,5, de
a kémiai kornyezettdl fiiggden igen széles tartomanyban, 3,5 és 12,8 kozott valtozhat.)
[144], a kialakult diszulfidhid torzids szdgeitdl, az sszekapcsolt domének dinamikajatol
¢és a diszulfidhid kialakulasanak entropikus hozzajarulasatol [145-146]. A diszulfidhid
kialakulasa termodinamikai szempontbdl akkor a legkedvezdébb, ha az oxidalodo
ciszteinek a feltekered6 fehérjében cleve egymashoz térkozelben vannak [147], — ehhez
szlikséges a megfeleld chaperonok kozremiikodése [148] — ennek hianyaban a fehérje
hibasan tekeredik fel. A rekombindnsan eléallitott peptidek/fehérjék korszakaban
létfontossagu ismerni a diszulfidkotések kémiai természetét és viselkedését, ugyanis
szdmos gyodgyaszati polipeptid (inzulin, vazopresszin, oxytocin, monoklonalis antitestek
stb...)[149] alapvetd gyogyszerbiztonsagi feltétele a megfeleld nativ diszulfidmintazat
megléte. Emellett szamos biologiai kisérlet esetében — példaul refolddlas soran — is meg
kell bizonyosodni arr6l, hogy egy redukcids/oxidacids folyamat milyen mértékben ment
végbe.

Mara mar tobb mint 160 000 fehérje térszerkezet talalhat6 a fehérje adatbankban.
(rcsb.org) Megfigyelhetd, hogy ezekben a szerkezetekben a strukturalis diszulfidhidak
nagy hanyadban eltemetetten hidroféb és aromas aminosavak koriil helyezkedve el,
hatékonyan hozz4ajarulva a globularis fehérjét 6sszetartd hidrofob kolesonhatas halozatot
[150] kialakitasahoz. A térkozelben csoportosuld aromas aminosavak és diszulfidhidak
klasztereket alkotva egymassal kdlcsonhatnak, és szamos esetben vica-versa arnyékoljak
egymast a kornyezeti tényezoktol [151-152]. Példaul az ribonukleaz A-ban a Tyr92
effektiven arnyékolja a fehérje felszin kozelében a Cys40-Cys95 alkotta diszulfidhidat
az esetleges redukciotol, fenntartva igy a nativ térszerkezetet. Emiatt van szdmos
laboratoriumi redukcidés protokollban els6é 1épésként a fehérje térszerkezetének
megbontasa (denaturaloszer, magas homérséklet, stb...) eléirva. Enélkiil a 1épés nélkiil a
redukalészer nem tud a térszerkezetben eltemetett diszulfid kozelébe jutni. Ezeknek a

szerkezeti szempontbdl elény6s aromas-diszulfidhid klasztereknek monitorozasara a
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dolgozat késobbi részében ismertetett kozeli UV-tartomanyt ECD-spektroszkopia
alkalmas lehet.

2.3.3 Diszulfidhid stabilizalt GLP-1 mimetikumok

A GLP-1 mimetikumok esetében is torténtek kisérletek kiilonbozd keresztkotési
stratégidkkal, de maig klinikai fazisba ezek koziil egy sem keriilt. Kordbban mar
emlitettem, hogy az eddig meghatarozott térszerkezetekben a receptorhoz kotott GLP-1
teljesen helikalis, igy a helikalis jelleg erdsitése még szabad forméaban valoban ndvelheti
a receptorhoz valo kotédés gyakorisagat az entropikus tag csokkenése altal. A kisérletek
igy arra iranyulnak, hogy keresztkotésekkel stabilizaljak a GLP-1/Exenatide
térszerkezetét. Exenatide esetében a hélix centralis részére konjugalt kiilonb6zd
lipofilitast linkerek nemecsak a helikalis jelleget erdsitették, de novelték a proteazokkal
szembeni ellenallast, valamint a biohasznosithatésagot a vegyiilet szubkutan adagolas
mellett [153]. Masik esetben a GLP-1 N-terminalis, receptor aktivalasért felelds
szekvenciajat — illetve annak kiilonboz6 karakter(i aromds oldallancokkal szubsztitualt
variansait — keresztkototték diszulfidhiddal, vagy laktam gytrtivel [154]. A kiilonb6z6
szerkezeti valtoztatdsok célja az volt, hogy a keresztkotésekkel stabilizalt szerkezetii,
megnovelt lipofilitast csonkitott peptid oralis adagolas mellett is felszivodjon. Azonban
az in vitro tesztelés sordn a keresztkotéses peptidek hatékonysaga az Ecsp értékek alapjan
messze elmaradt a keresztkotéseket nem tartalmazo peptideké mellett, annak ellenére,
hogy ECD és NMR-adatok alapjan a peptidek térszerkezete valoban rendezettebbé valt.
A kutatdéknak a publikalasakor nem volt még informaciojuk a GLP-1 N-terminélisanak
és a GLP-1R transzmembran kotd zsebének kolcsonhatasairdl, emiatt nem tudhattak,
hogy bar a megnovelt N-termindlis helicitds eldnyds, de a beépitett linker megléte
kavitasba vald illeszkedésében. Mas kutatocsoportok is diszulfidhid beépitésévél
probaltak novelni a GLP-1 és az Exenatide stabilitasat [155]. Ebben az esetben a stratégia
az volt, hogy a peptidektermészetes szekvenciat a C-terminalison tovabbi 8-16 glicinnel
meghosszabbitjak, majd az N-terminalison és a glicinekkel meghosszabbitott C-
terminalison 1-1 aminosavat — amelyek a hajtliszer(i szerkezetben térben kozel vannak
egymashoz — ciszteinekre cserélnek. A két cisztein spontdn oxidaciojaval kialakul a

diszulfidhid. Ezzel a stratégiaval kiilonbdz6 tagszamu makrociklusokat hoztak 1étre. In
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vitro és in vivo degradacios tesztekkel bizonyitottak, hogy a diszulfidhidas peptidek
rezisztensebbek a kiillonbozé protedzokkal szemben, ami egyben a félélet idejiik
meghosszabbodasaval is jart. Vizsgaltak a biologiai aktivitast is. Erdekes modon a
diszulfidhidas GLP-1 analogok hatékonysaga hasonld nagysagrendii a természetes GLP-
1 értékeivel, azonban a diszulfidhidas Exenatide mutansok nem mutattak biologiai
aktivitast. Ezen farmakologiai megfigyelésekre, azonban nem adtak pontos atomi szinti
magyarazatot, szerintiik az Exenatide szarmazékok inaktivitasanak konformaci6 valtozas

az oka.

2.4 Fehérjék aggregacidja és amiloid szerkezete

2.4.1 Fehérje aggregacios folyamatok

Fehérjék/peptidek kontrollaltalan aggregacidja komoly problémat jelent a
gyogyszerfejlesztésben [156-157]. Az aggregacio lehetOsége a gyartastol a felhasznalasig
barmelyik fazisban megjelenhet ezért a peptidek, fehérjék expresszidjat [158], tisztitasat
[159], liofilizasasat [160], formulaciojat [161], tarolasat [162] a legnagyobb
kortiltekintéssel kell megtervezni és ellendrizni, hogy biztositani lehessen azok
mindségét, biztonsagat és hatékonysagat. Azonban az aggregacid6 — ha kontrollalt és
reprodukalhaté — akar gyogyszer technologiai eldnyokkel is birhat. [163-164]
Természetesen technoldgiai szempontbol a reverzibilis és szabalyozott aggregacid az
elonyds. Az irreverzibilis aggregatumok a monomer forma hianyaban elvesztik biologiai
aktivitasukat és novelik az immunogenicitas kockazatat az adagolas soran [165].

Magéit az aggregaciot a globularis fehérjék esetében a nativ térszerkezet elvesztése
valtja ki valamilyen kornyezeti hatds megvaltozdsa miatt. Ilyen hatasok pl.: a
hémeérséklet, az oldat pH-ja, az oldat ionerdssége, kaotrop anyag jelenléte, vagy akar
péarhuzamosan kovetd események sorozata, amely sordn a perturbalt térszerkezetli fehérje
monomer rendezett vagy rendezetlen modon, kiilonboz6 fizikai és kémiai térvények
szerint kovalens kotések kialakitasa nélkiil (ciszteinek szabad reaktiv tiolcsoportjai
esetében kovalensen is) polimerizalodik/oligomerizalodik. A (részlegesen) denaturalt
fehérjék térszerkezeti fluktudciojabol adoddan az Gn. aggregacid-hajlamos szekvenciak /

aggregacios promoter szekvenciak / aggregacios ,hot spotok” — amelyek a feltekeredett
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fehérjében harmadlagos szerkezet altal eltemetettek voltak — a felszinre keriilhetnek és

kolcsonhathatnak egymassal dimereket, oligomereket képezve. Ezt a kiindulasi

aggregacios 1épést a(z) (aggregacios) mag-képzésnek, vagy nukleacionak nevezziik. (8.
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8. abra. A) Fehérjék térszerkezeti atalakulasai és rendezetlen-amorf, illetve rendezett
amiloid aggregéacidja. Az amorf aggregatum ¢és az oligomereknél nagyobb
szupramolekulédris egységek oldhatosdga a méret novekedésével csokken. B) A
kiilonb6z6 konformaciok lokalizacioja az energiafelszinen.
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abra/a) Végso soron a kiilonboz6 gyenge masodlagos kolcsonhatasok - amelyek lehetnek
elektrosztatikus [166], hidroféob [167], van der Waals és hidrogénhid [168]
kolcsonhatasok — 0sszessége szabja meg az oligomerizacid lehetdségét. A kolcsonhatasok
Osszetételének és milyenségének mértéke azonban specifikusan fiigg a denaturalt fehérje
¢és a kozeg tulajdonsagaitdl egyarant, igy nem lehet altalanos szabalyszertiséget felallitani.
Az viszont egyértelmil, hogy a nukleacio fligg a perturbalt fehérje koncentraciojatol.
Koncentralt oldatban a fehérje-fehérje kolcsonhatasok szama megné a ,,crowding”
effektus miatt. Ezaltal mar nem csak a tavol-hatd ionos kolcsonhatasok jatszhatnak
szerepet a nukleacidban, hanem a kisebb hatotava hidrofob kolcsonhatasok is [169]. A
kovetkez6 fazis az elongacio, amely sordn a kialakult aggregacidés mag katalizatorként
viselkedve tovabbi monomerek kapcsolddasat segiti el novelve az aggregatum méretét
[170]. Az aggregatum ndvekedését ugyanazon faktorok befolyasoljak, mint a nukleaciot,
igy a fehérje szerkezeti és kolloidikai stabilitasa kiemelt szerepet jatszik [171-172]. Az
elongacid soran a novekvoé molekulaméret miatt az aggregatumok oldhatdsaga lecsokken
¢és parhuzamosan az oldatban 1év6 részecskék méret diszperzitisa €s opaleszcenciaja is

nd, amely nagyban megneheziti a kialakul6 kolloid rendszer analitikajat.

2.4.2 Az aggregaciot befolyasolo tényezék

Az aggregéciot befolyasold tényezOket harom nagy csoportra lehet osztani:

1) A fehérje természetébdl fakadd szekvencidlis €s térszerkezeti faktorok: az
ampfipatikus szerkezeti elemek, a hidrofob és polaros aminosavak szekvencidlis
mintdzata, a savas/bazikus oldallancok protonaltsagi allapota, a masodlagos szerkezeti
elemek propenzitasa, az egyes hidrofob szegmensek arnyékoltsaga stb.... mind hatassal
vannak az aggregaciora.

2) A fehérje kornyezetére jellemzé paraméterek: A homérséklet egyrészt
befolyasolja a fehérje oldalarol annak konformaciés stabilitasat, valamint a kémiali
degradaciojat. Masrészt hatdssal van a kozeg ¢és a fehérje kozott fentallo
kolcsonhatasokra, mint a fehérje-diffuzid, oldhatdsag, kozeg viszkozitas. A magasabb
homérséklet eltolhatja a rendezett<>rendezettelen konformerek populacioinak
egyensulyat a rendezetlen irdnyba, novelve a nukleacid lehetdségét. Azonban szamos
esetben bizonyitottak, hogy a hideg denaturaci6 is eléidézheti az aggregaciot [173-174].
A pH valtoztatasa egyes aminosavak oldallancainak (E,D,K,R,H,W,Y) és terminélisainak
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protonalasa/deprotonaldsa révén befolyasolja a toltések elrendezddését a szekvencia
mentén, amely igy hatassal van az oldhatosagra és a fehérje altal kialakitott intra- és
intermolekularis k6lcsonhatasokra is [175-176]. Az oldat pH-javal szorosan dsszefiigg az
oldat ionerdssége is [177]. Az egyes ionok jelenléte és természete nagyban befolyasolja
az ionos kolcsonhatasok erdsségét, igy a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat is [178].

3) Technolbgiai eljarasok, amelyeket alkalmaznak a fehérje rendszeren: Szamos
esetben fehérjék fagyasztasanal [179], a hideg denaturacio [180] vagy a jég indukalta
denaturacio [181] miatt is torténhet aggregacid. A fagyasztas és az olvasztas sebessége
meghatarozo szerepet jatszik, amelyet a formulacié soran vizsgalni kell [182]. Fehérjék
kevertetése, raztatasa, vortexelése is eldidézhet aggregaciot [183]. Az aggregacio kivalto
oka lehet a megnovekedett levegé/oldoszer érintkezési feliilet [184], a megnovekedett

nyiroerd [185], vagy akar a keverémagnes 6rl6 hatasa is [186].

2.4.3 Az amiloid aggregacio

Az amiloid aggregacio [187] a kiilonféle oligomerizacios folyamatok specialis
esete, ugyanis az aggregacios folyamat rendezett, amelynek iranyitoja valamilyen fizikai-
kémiai iranyito elv, mint példaul dipolusmomentum, amfipatikus szerkezet vagy a szabad
B-redds élek megléte a perturbalt fehérje szerkezetében. (8. abra/a) Az aggregaciod
eredményeként az oldhatatlan aggregatum unikalis, szerkezeti paraméterek altal
definialhat6 uniformizalt térszerkezetet 61t, melynek gerincszerkezete fiiggetlen a fehérje
letekeredés, misfolding — nem a nativ szerkezetnek megfelel6 feltekeredés, alapvet6 része
a fehérjék természetének [188]. A Kis tagszamu, (<100 aminosav) egy doménes naszcens
fehérjék szinte azonnal megtalaljdk a nativ konformacidjukhoz tartozé energia
minimumukat a feltekeredési tolcsér — ,folding funnel” - energia felszinén a
transzlaciojuk soran [189]. (8. abra/b) Ez azt is jelenti, hogy a gyors egy lépcsés
konverzio miatt a két allapotuk kozott nincsenek intermedier allapotok [190], amelyek
kivalthatnanak aggregaciot. Nagyobb, tobbdoménes fehérjék feltekeredése joval
hosszabb, nagyobb Osszhangot igénylé feladat, amely soran szamos lokalis energia
minimummal rendelkez6 intermedier is keletkezhet [191]. Ezek az intermedierek aztan a
megfeleld6 modon, ,,on-pathway” [192] tovabb rendezédnek a nativ szerkezetnek

megfelelden, vagy ,, off-pathway” [193] megrekednek az adott misfolded allapotban, és
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eléidézhetik az aggregéaciot. Az evollcio soran, a fehérjék mindségét biztositd sejtszintli
rendszerek [194], mint a helyes feltekeredésért elsegitd chaperonok [195], és a misfoldolt
fejlodtek ki, hogy a lehetd leghatékonyabban kisziirjék ezeket a koros szerkezeteket.
Ezzel parhuzamosan a nativ fehérjék szekvenciaja és térszerkezete is ugy evolvalddott,
hogy az adott fehérje fizioldgids kornyezetében a lehetd legjobban eltemesse az

aggregacios hot-spot szekvenciajat.

244 Az amiloma

Azoknak a fehérjéknek az 0sszeségét, amelyek bizonyitottan amiloidot képeznek
amilomanak [197] nevezziik. Az amiloid terminus technicus a patofizologiaban olyan
patogén sejtek és szovetek fibrillum — (amiloid rost) formaciojara utal, ahol a keletkezett
fibrillum kongo voros festés utan kereszt polarizalt fényben z61d kett6storést mutat. Eddig
koriilbeliil 6tven fehérjénél irtak le amiloid plakk képzddését, amelyek valamilyen human
patologias korképpel allnak korrelacioban [198]. (1. tablazat) Ezek a citotoxikus amiloid

kotegek intracellularis inklGzios testként [199] vagy extracellularis plakkoként [200]
1 tablazat. Amiloidot képz6 fehérjék és az azokhoz kothetd patologias korképek.

Az egyes fehérjék aggregacidés goc aminosav szekvencidja és mikrokristalyanak PDB
kodja.

Amiloidot képzé Betegség Aggregicios hot-spot
fehérje szekvencia és annak
PDB ID-je
a-szinuklein Parkinson-kor GAVVTGVTAVA (4RIL)
B-amiloid Alzheimer-kor MVGGWVVIA (2Y3K)
tau Alzheimer-kor VQIVYK (20N9)

Pick-betegség
CTE — kronikus traumas enkefalopatia

inzulin
IAPP - szigetsejt
amiloid
polipeptid (amilin)
transztiretin
p53
32-mikroglobulin

Prion fehérjék

Insulin Amyloidosis
2-es tipust cukorbetegség

SSA — szenilis szisztémas amiloidozis
Egyes rakos megbetegedések
DRA — vese dializissel
kapcsolatos amiloidozis
Creutzfeldt-Jakob betegség
FFI — fatalis familiaris inszomnia
szivacsos szarvasmarha enkefalopatia

LYQLEN (20MP)
FGAILSS (5E61)

TAVVTN(4XFO)
LTHTLE (4RP6)
LSFSKD (3LOZ)

GYMLGSA (4W5Y)
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beleavatkozhatnak a fiziologias sejtmiikodésbe [201] akar a proteoszomalis fehérje
degradacio gatlasaval [202-203]; akar a mitokondrium, a lizoszomak ¢és az
endoplazmatikus retikulum membranjanak megbontasaval [204-205] vagy reaktiv oxigén
gyokok keletkezesének nem megfelelé szuppressziojaval [206]. Az dregedéssel az egyes
betegségek tlinetei nagyobb valdszinliséggel és intenzivebben jelennek meg, ugyanis az
id0s6d6 szervezet homeosztazisa, fiziologias mitkkodése hanyatlik és a misfoldolt, hibas
térszerkezeti fehérjék koncentracidja megné [207]. Szamos amiloidozis esetében a

tinetegyiittesek mar fiatalon is megjelenhetnek egy genetikai eredetli, egyszeri

crer

c sy

novekedése mindenképpen f6 kivaltd oka a betegségeknek [211-213], azonban az még
nem véglegesen tisztazott, hogy maguk az idiilt amiloid plakkok, vagy a nehezen
detektalhato ,,misfoldolt” oligomerek feleldsek a tiinetegyiittesekért [214-218]. Példaul
az Alzheimer-korban a kognitiv képességek csokkenésének mértéke nem korrelal az évek
alatt felhalmozodo amiloid plakkok mennyiségével [219]. Emiatt az is feltételezhetd,
hogy az oldhaté toxikus oligomerek irreverzibilis oldhatatlan amiloid formaba vald
kényszeritése a szervezet utolsovonalbeli védekezése [220].

Azonban nem csak patogén fehérjék, hanem fiziologias koriilmények kozott
fontos funkciokat betolté fehérjék is, gy mint, a transthyretin [221], lizozim [222],
mioglobin [223] is képezhetnek amiloidot bizonyos denaturald koriilmények [224-225]
kozott. Szamos polipeptid hormon, de a bér melanocitaiban 1évé fehérjék is fiziologias
koriilmények kozott amiloid formaban tarolodnak, ezért a patofizioldgiai definialas

helyett célszer(ibb az amiloidok térszerkezet alapjan torténd definialasa.

2.45 Az amiloid térszerkezet

Mar a 30-as években is megfigyelték [226], hogy a denaturalt albumin jellegzetes

crer

Pauling és Corey [227] végezte el. Megmutattak, hogy a széttekeredett fehérjelancok
kinyulnak ¢és P-redds madasodlagos térszerkezetet vesznek fel. Az egyes reddk

peptidgerincének C=0 és NH csoportjai kozott rendezett H-hid héalozat alakul ki, amely
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9. abra. B-reddk lehetséges elrendezddései az amiloid strukturdkban. A) Egy B-redds
peptidszal sematikus rajza. Narancsszinnel a paratlan oldali oldallancok (1,3,5) mig zo6ld
szinnel a paros oldali oldallancok (2,4,6) vannak jelolve. B-E) A B-redés peptid lancok a
z06ld kertben 1évé PA/AP-FA/AF mddokon rendezddhetnek B-redds sikba, amelyeket a
peptid-gerincek kozott kialakuldo H-hid halozat stabilizal. Két azonos B-redds sik parba
allaséaval 10 kiilonbozo elrendezddésti B-redds gerinc alakulhat ki.
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az egyes redSket 4,5-4,7 A tavolsagra elhelyezkedd egymas felett-alatti parhuzamosan
futd B-redé rétegekbe rendezi. (8-9. abra) A B-red6k merdlegesek az igy kialakitott
létraszerii.  B-red6s gerinc hossztengelyére. A [B-redés gerinc, mésnéven a
protofilamentum, hossztengelye mentén megcsavarodik. A  protofilamentumok
kotegekbe rendezddve. alkotjak az idiilt amiloidszalat [228-230]. Eisenberg munkassaga
soran szamos amiloidogén fehérjébdl szarmaztatott — az aggregacioért felelésnek gondolt

— 6-10 aminosav hosszisagu peptidbél sikerrel névesztett B-gerincti mikrokristalyokat

Amiloid B (1-42)

DAEFRHDSGY EVHHQ 20 EDVGSNK 30 MVGGVV40 |A%2

(3PZZ) 6. osztaly (30W9) 7. osztaly (20NA) 8. osztaly
*’*'
’*
2B *’*ﬁ’nj
5 \q.
amiloid amiloid
monomer feliilnézet protofilamentum filamentum

Lo . 2

A o ”~
A e R
+ - A
- Ky . ) 3
B}
;
.

monomer

H (50QV) amiloid

(5KK3) amiloid
monomer

10. abra. Amiloid B (1-42) A) amiloidként kristalyosodo peptidek (rontgen-diffrakcios
szerkezet meghatarozas) és B-C) a teljes szekvencia amiloid szerkezete (SSNMR, cryo-
EM) Mig a kiilonb6z0 szekvencidju peptidek (sarga, zold, lila) eltérd felépitésii 3-redds
gerincet alkotnak, addig a teljes AB (1-42) fehérjében mar PA-AF elrendez6dés valosul
csak meg. B) és a C) amiloid ugyanazon aminosav szekvencia eltéré polimorfidju
modosulata. 1. = Intramolekularis homosztérikus zippzar. 2. = Intramolekularis
heterosztérikus zippzar. 3. = Intermolekularis homosztérikus zippzar. 4. =
Intermolekuléris heterosztérikus zippzar.
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[231-233]. (10. abra/a) A rontgendiffrakciés modszerrel meghatarozott szerkezetek
alapjan ezek a peptidek 10 osztalyba sorolhatok (9. abra) a benniik talalhatoé B-redék
egymashoz viszonyitott helyzetétdl fliggben [234]. Az egyes B-reddk allhatnak paralel
(PA) és antiparalel (AP) helyzetben a N->C terminalisok orientacidja alapjan. A B-
redében az egymast kdvetd aminosavak oldallancai a peptid-gerinc sikjanak két oldala
felé helyezkednek el. A paratlan sorszamu aminosavak az egyik iranyba, a paros
sorszamu aminosavak oldallancai a szemkozti iranyba mutatnak. (9. abra/a) Ha a p-
gerinc egy fokan parban all6 azonos szekvencidji B-redok azonos oldallancai egymas felé
iranyulnak - tehat paros-paros, vagy paratlan-paratlan tagsorszami aminosavak egymas
felé néznek - akkor ekvifacialis (EF), ha az eltér6 oldalu aminosavak néznek egymas felé,
akkor antifacialis (AF) az elrendezédés. Igy a parosodott B-gerincben az alabbi 4 5
csoportot kiilonboztethetiink meg: AP-AF; AP-EF; PA-AF; PA-EF. Az amiloid gerinc
hosszaban a 3-redds sikokat kiilonb6zd szimmetria operatorok hasznélataval parba allitva
kapjuk meg a 10 kiilonb6z6 elrendezédésti B-gerincti csoportot. (9. abra/b-e) A gerinc
két sikjat az an. sztérikus cipzar tartja Ossze. A B-red6k egymas felé iranyuld féleg
hidrofob oldallancai komplementer [235] modon, egymassal cipzar szerijen
osszefonodva toltik ki a két peptidgerinc kozotti teret. (5-16 A a gerincek kozotti
tavolsag) (10. abra/b-c) A nagy felilleten kialakulo (~200 AZ) van der Waals
kolesonhatasok, aromdas-aromas oldallancok kozotti kolesonhatasok, illetve a kialakuld
H-hidak stabilizaljak a -gerincet. A szoros illeszkedés miatt vizmolekulak kiszorulnak a
két réteg koziil, ezért a B-gerinc ezen részét ,,szaraz” oldalnak mig az oldoszer feldli
feliiletét ,,nedves” oldalnak nevezik. A hidrofob szabad B-élek ,.elrejtése” az amiloid
szerkezetben —a hagyomanyos globularis fehérjékre jellemzé modtol (pl.: B-hordok)
eltéréen — a természet egyik védekezd funkcidja, a citotoxikus, B-redds, szolubilis
oligomerekkel szemben [236]. A kialakult protofilamentumok kotegekbe rendezédve
alkotjak az idiilt amiloidszalat. A kotegekbe rendezddés azonban - sokszor a kornyezeti
koriilményektdl fiiggden — eltérd lehet [237-238]. Ezt amiloid polimorfianak hivjuk [239].
(10. abra/b-c) Példaul az alzheimeres betegekbdl izolalt tau amiloid kotegek [240]
morfologiaja eltért a kronikus traumatikus enkefalopatiaban szenvedd betegeknél [241]
(amerikai focistak, boxolok) jellemzd, ugyancsak tau amiloid kotegekt6l, pedig az egyes

protofilamentumok mindkét korképben azonos szekvenciajuak. Belathato tehat, hogy az
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amiloidok alapjat ado szerkezeti koncepci6 uniformizalt (1asd a 10 osztaly), mégis szamos
heterogén szekvenciaju fehérje képes ugyanazon torvényszeriiségek alapjan amiloid
térszerkezet kialakitasara. A fehérje elsddleges szekvenciajat az aggregacios hajlammal,
illetve a kialakulé amiloid szerkezetével 6sszekapcsold szabaly még nem sziiletett, de
vannak szekvencialis mintdzatok, amelyek nagyobb aggregalodasi hajlandosagot
mutatnak [242], mint masok. Egyes prediktalo szoftverek az ilyen motivumok, illetve
egyéb fizikai/kémiai/alaki tulajdonsag alapjan probaljak megjosolni egy fehérje
aggregaciora hajlamos szakaszat [243-245]. A nagyfelbontasu cryo-EM [246] és ss-NMR
[247] technologianak koszonhetden manapsag mar lehetdségiink van nem csak az
aggregaciora hajlamos peptid, hanem a teljes amiloid szerkezetii fehérje asszociatum

vizsgalatara is [248-250]. (10. abra)

2.4.6 Inkretin mimetikumok aggregacidja

Az Exenatide vizoldhatosaganak novelése és szerkezet stabilitasa azért sziikséges, mivel
szamos B osztalyd GPCR ligandum és szarmazékjai [251-253] esetében megfigyelték
korabban az aggregacios hajlamot. Amfipatikus hélix jellegiikb6l adodoan a szabad
hidrofob feliiletek bizonyos koriilmények kozott katalizatorai az 6naggregacionak. Ennek
eredménye, hogy a hélixek atmenetileg oligomer kétegekbe rendezédhetnek [254], majd
egy bizonyos méret felett irreverzibilisen aggregalddnak.

A semaglutide fejlesztése soran egy oktansavval konjugalt GLP-1 szarmazék
esetében az alabbiakat figyelték meg [255]. A peptid pH = 7,5 foszfat pufferben monomer
a-hélix szerkezetli formaban marad. pH = 7,5-6s PBS pufferben (megndvelt ionerdsségii
fosztat puffer) 5°C fokon formuléalva reverzibilis 20nm atmérdjii oligomereket képez,
(GLP-1 a ra jellemz6 naszcens a-hélix helyett B-redés masodlagos szerkezetben van)
amely szubkutdn beadast kovetden idében elnyajtott modon szabadul fel és
hosszantartdoan fokozza az inzulin elvalasztist. Azonban, ha ugyanilyen koriilmények
kozott, de 25°C-on formuléltédk, akkor a képz6dd 50 nm atmérdjii, ugyancsak B-redds
oligomerek beadésat kdvetden nem tortént novekedés a bazalis inzulin elvéalasztashoz
képest. Ezt a megfigyelést gy magyaraztak, hogy az oligomerizacié ebben az esetben
irreverzibilis modon jatszodott le, megakadalyozva a monomer GLP-1 analégok

keringésbe keriilését. A semaglutide (és a tobbi zsirsavval konjugalt peptid esetében is) a
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peptid felszinére konjugalt zsirsavlanc ugy viselkedik, mint egy denaturalt globularis
fehérje felszinre keriilt ,,ragadds” hidrofob motivuma, amely bizonyos koriilmények
kozott aggregaciora képes.

A nativan o-helikalis masodlagos szerkezetii GLP-1 konverzidja [-redds
masodlagos szerkezetiivé egyértelmii bizonyitéka az amiloid aggregacionak. A gliikagon
esetében — amely nagy szekvencialis homologiat mutat a GLP-1-gyel — mar ss-NMR-
technologiaval meghataroztak az amiloid forma térszerkezetét [256]. Csoportunk korabbi
eredményei arra utalnak, hogy az E19 kisebb mértékben aggregalddik, mint az Exenatide
[112]. A VCD spektroszkopiai mérések soran az E5 és E10 minifehérje koncentracio
fiiggd o> masodlagos szerkezeti atrendezddést mutatott a spektralis tulajdonsagok
alapjan (E5 nagyobb mértékben) [257]. Azonban maga az atomi szintii Szerkezeti

atalakulas és az ezt kivaltdo okok nem kertiltek tisztazasra.

2.5 E5 minifehérje

Csoprtunk korabbi eredményeibdl kiindulva a doktori munkdm soran a 25
aminosav hosszusagu ES peptidet és annak kiilonféle mutansait vizsgaltam. Az ES peptid
szerkezeti tulajdonsagai eldnydsek a szamomra. a) Térszerkezete (4°C-on mért NMR-
adatok alapjan) megegyezik a triptofan-kalitka motivumra jellemzd strukturaval, de
tartalmazza a korabban bevezetett stabilitds és a vizoldhatosagat ndvelé aminosav
cseréket is. b) Szekvenciaja magaba foglalja az Gsszes aminosavat, amely a receptorhoz
valo kotédésben részt vesz, de nem tartalmazza a rendezetlen N-terminalist, igy
farmakologiai értelemben kompetitiv antagonista. ¢) Helicitasa a hasonld hosszsagu
szarmazékokénal magasabb. (4. abra) Ennek két oka van. Egyrészt az N-terminalison
1év6 Glu-Glu-Glu szekvencia negativ toltésii oldallancai fiziologias pH-n kompenzaljak
a pozitiv toltésii/protonalt N-terminalis amin csoportot, amely eldnyds az o-hélix
dipélusmomentuma szempontjabol. Masrészt a glutamat triplet negativ toltésii
oldallancai a hélixet stabilizalo so6hid kotést alkothatnak a 16-os argininnel (Exenatidenak
megfeleld szamozas). Az E0 esetében ennek az argininnek a jelenléte kedvezdtlen volt a
rendezettség szempontjabol (TcSb-el Gsszehasonlitva), (3. abra) mert az arginin
oldallancanak és az N-terminalis amin pozitiv toltésének halmozddasa novelte a hélix
makro dipolus momentumat, destabilizalva az a-hélixet. Az E5 és a hosszabb variansok

esetében azonban az Arg jelenléte kedvezo a sohid kialakuldsa miatt. d) Az ES az eldzetes
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informaciok alapjan aggregaciora képes. Mivel az E5 mérete kicsi, de harmadlagos
térszerkezettel bir, spektroszkopiailag jol definialt, ezért elényds modell az aggregacio

vizsgalatara is.
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Célkitizések

A) Doktori kutatomunkdm soran az E5 minifehérje szekvencijat alapul véve

vizsgalok meg szamos tényez6t, amely a triptofan-kalitka harmadlagos

térszerkezetét stabilizalhatja, nagyobb termorezisztenciat biztositva ezaltal az

Exenatide anal6g minifehérjének. Célom, hogy a ho hatasara torténd letekeredést

atomi szinten, NMR-spektroszkopia segitségével jellemezzem és felderitsem,

hogy ez milyen szerkezeti atrendezédésekkel jar egyiitt. Ehhez az ES rendszer
méretébol fakadoan oldatfazisu 2D homonuklearis méréseket végezek semleges
pH-n, 5 gyogyszerészeti szempontbdl is fontos homérsékleten: 277K = 4°C,
amely megfelel a hiit6 hémérsékletének és szamos fehérje/peptid szerkezetii
készitmény ajanlott tarolasi hdmérséklete; 288K = 15°C, laborhémérséklet; 299K
= 26°C, kozel szobahémérséklet; 310K = 37°C, testhémérséklet és egy melegebb
hémérsékleten 321K = 48°C. Parhuzamosan az NMR-mérésekkel, ugyanolyan

koriilmények kozott hdmérsékletfliggé ECD-spektrumokat is tervezek felvenni a

kozeli és tavoli-UV tartomanyban szélesebb hdmérséklet tartomanyban 5°C és

85°C kozott. A két spektroszkopiai modszerbdl szarmaztatott, altaldnosan is
hasznalt, a fehérje globalis allapotat leiré adatsorok kozotti korrelaciot is tervezem
vizsgalni a pontos atomi szintii valtozasok fliggvényében. Az alabbi szekvencialis

valtoztatasok hatasat kivanom tanulmanyozni (1-4):

1) Az X14-R21 sohid esetében (E5-nek megfelel6 szamozas és ahol X lehet: E,
D, Q, N) mi a szerkezeti magyarazata annak, hogy a D14-es aszparagin sav a
Tc-fold nagyobb kompaktsagat okozza (4°C-on), mint az azonos karaktert,
csak egy metilén csoporttal hosszabb El14-glutaminsav? Arra szeretnék
magyarazatot kapni, hogy a harom rendszer rendezettsége miként valtozik a
homérséklet emelésével és hogy az unfolding mechanizmusaik megegyeznek-
€.

2) Az ES esetében megvizsgalni, hogy a korabban bevezetett N1R szubsztiticio,
amely a Tcbb—>E0 szerkezetet eredményezte, milyen mértékben stabilizalja
az E5 N-termindlis helicitdsadt és ez miként jarul hozza a hélix régiod
termostabilitasdhoz.

3) Fel kivanom térképezni y- pozicioban (4R) és (4S) fluor szubsztitualt Prol7-
et tartalmazo ES szarmazékok (E5_E14D_P17(4S)fP, ES_E14D_P17(4R)fP)
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crer

korabban mar a Tc5b esetében leirt tapasztalatokra. Tervezem vizsgalni, hogy
a poliprolin-hélixben t6rténé hasonld szubsztiticidnak milyen hatasa van a
szerkezetre. Ezt az alabbi két mutans esetében  vizsgaltam:
E5_E14D_P24(4S)fP, E5_E14D P24(4R)fP.

4) Olyan E5 szarmazékok termostabilitasat is terveztem vizsgalni, amelynek a
triptofan-kalitka motivumat egy diszulfidhiddal ciklizaljuk. A cisztein
szubsztituciokat, ugy végezziik el, hogy a cisztein tiolcsoportok a nativ Tc-
fold alapjan térkozelben legyenek egyméshoz. gy lesz eldallitva az
E5 A4C _E14D _S25C (E5_SS) varians. A ciszteinek a térkozelség miatt
elballitas soran spontan oxidalodhatnak Gsszekapcsolva a minifehérje N és a

C terminalisat.

B) F6 célként szerepelt az E19_SS eldallitasa és vizsgalata is, amely a teljes 39

C)

aminosav hosszusagi Exenatiddal analog és az A/4 pontban leirt diszulfidhiddal
ciklusba zart triptofan-kalitka koncepcigjat koveti. Tovabba vizsgalataim targya
az E2 SSésaz E11_SS peptid is. A négy kiilonb6z6 hosszisagl, N-terminalison
a-helikalis minifehérje esetében igy leirhato spektroszkopiai paraméterek alapjan,
hogy a diszulfidhid jelenlétének hatdsdra milyen mértékben terjed ki a peptidek
helicitasara.

A diszulfidhidas minifehérjék (EX_SS, ahol X =2, 5,11, 19) azonos szekvenciaj
redukalt parjainak (EX 2SH, ahol X =2, 5, 11, 19) térszerkezet meghatarozasaval
a cisztein szubsztiticiok hatdsat kivanom vizsgalni a  kiindulési
anyavegyiiletekhez (EX, ahol X =2, 5, 11, 19) képest. Mivel a peptidek redukcioja
soran nem vart problémakra deriilt fény, igy sziikségessé valt a peptidek redukcio

kinetik4janak a vizsgalata is.

D) Az E19 SS esetében nemcsak az esetlegesen megnovelt héstabilitasra, hanem

arra is kivancsiak vagyunk, hogy megmarad-e az E19 esetében mar korabban
bizonyitott agonista jelleg is. Ezt emlés-insulinoma sejtvonalakon (INS-1)
tervezziik tesztelni oly médon, hogy a sejtek gliikoz-fiiggd inzulin felszabadulast

Exenatide-szarmazékok jelenlétében mérjiik.
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E) A Tc minifehérjék esetében irodalomi adatok alapjan ismert volt, hogy bizonyos
korlilmények kozott, nehezen reprodukalhatd mdédon képes amiloidot képezni.
Célunk, hogy a kornyezeti paraméterek 1€pésrol-1épésre torténd valtoztatasaval
feltérképezzikk az ES5 minifehérje konformacios felszinét a térszerkezeti
valtozasokat a tavoli-UV (FUV) tartomanya ECD-spektroszkopiaval kovetve,
hogy az aggregacio-képzésének feltételeit és folyamatait felderitsiikk. Tovabba
atomi szinten is jellemezni kivanom az egyes aggregacios fazisokban a kialakuld

crer

kivanom azt a peptid részletet is, amely felelds az aggregacidé meginditasaért.
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4, Moédszerek

4.1  Peptidek eloallitasa és tisztitasa

4.1.1 Bakterialis expresszio

A spektroszkopiai modszerekkel vizsgalt minifehérjék egy része bakterialis
expresszioval lett eléallitva. A kiindulasi cDNS egy pET-32b vektor konstrukcio volt,
amelybe egybe lett szerkesztve fuzids fehérjeként az ubikvitin (8,5kDa)) illetve egy
polihisztidin cimke is (His-tag). A flzios fehérje megakadalyozza a kis mértetli
Az ubikvitin N-terminalisan a His-tag, C terminalisan az expresszaland6 minifehérje van,
amely ubikvitin-hidrolaz enzimmel specifikusan lehasithaté a tisztitas soran. A vektorok
tervezését és E. coli baktériumba [BL21(DE3) baktériumtorzs] juttattatasat Straner Pal
végezte. Agar lemezre szélesztett E. coli egy telepéb6l ON eldkultura lett eléallitva 37°C-
on 160 rpm-es raztatassal 50ml LB tapoldatban. Az expresszio ebbdl az elékultarabol lett
37°C-on ODeoo=1,2 értékig lett novesztve, majd ImM IPTG hozzaadasaval lett a fizios
fehérje termelése indukalva. 4 oran keresztiil 37°C-on és 200rpm-mel torténd raztatas
utan a sejtek fel lettek tarva, majd affinitds kromatografiaval meg lettek tisztitva.
ProfinityTM Ni-IMAC gyanta gyongydk a feliiletiikon nagy affinitassal megkdtik a His-
tages fuzios fehérjét, mig a tobbi fehérje kotddés nélkiil athalad az oszlopon. A fizids
fehérje imidazol oldattal lemoshatd az oszloprol, majd az imidazol dializissel
eltavolithat6. A minifehérje €lesztd ubikvitin hidrolazzal (YUH) lett lehasitva a fuzios
fehérje komplexrél. Ujboli affinitds kromatografias tisztitas soran a minifehérje a nem
kotddo frakcioba kertil, mig a His-taget hordozé ubkvitin az oszlopon marad. Expresszios
modszerrel Taricska Nora, Straner Pal, Szabd Maria, Fazekas Dora, Fazekas Zsolt, Vida

Istvan és jomagam allitottunk elé ES szekvenciaji minifehérjéket és egyéb variansokat.

4.1.2 Szilard fazisa peptid szintézis

Bakteridlis expresszid mellett a peptidek egy része szilard fazist peptid
szintézissel lett eldallitva. A fluor szubsztitudlt vegyiileteket €s egyes diszulfidhidas
konstrukciokat Toth Gabor allitotta el6 a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani

Intézetben. A néhany aminosavas (6-13) peptidek a kutatocsoportunkban hasznalt,
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aramlasos rendszerii peptidszintetizatorral lettek eldallitva. Ennek 1ényege, hogy az
aramlasos kémiai modszer elOnyeit kihasznalva a szintézishez egy HPLC késziiléket
hasznalunk, amelynek oszlop tdltete tartalmazza a gyantat, ahol a peptidszintézis torténik.
Az egyes aminosav-kapcsoloszer elegyek, illetve a védécsoportok lehasitd elegyeket
egymasutan aramoltatjuk at a flitott oszlopon. Szabad C terminalis esetében az elsé
aminosavat kézzel kell kapcsolni Wang tipust gyantara. Amid vég esetében Rink-amid
gyantat hasznalunk és nincs kiindulasi kapcsolasi 1€pés. Szabad C-terminalis esetében a
gyanta 1:1 aranyt DMF/DCM-ben duzzasztasa utan a gyanta kapacitasdhoz viszonyitva
5 ekvivalens feleslegben 1év6 aminosav van kapcsolva DIC kapcsoldszer segitségével,
DMAP katalizator haszndlata mellett. A tobbi kapcsolandé aminosavbol egyenként kiilon
tivegekbe 3,3 ekvivalensnyi lett feloldva 630 ul NMP-ben, valamint tovabbi 370 ul, 3,3
ekvivalensnyi HOBt vagy Oxima kapcsoloszer lett 1 ml-re kiegészitve. Az elso
aminosavat tartalmaz6 gyanta oszlopba toltése, a rendszer 80°C-ra valo termosztalasa és
ekvilibralasa utdn kezdddik meg a programozott gépi szintézis. A szintézis végeztével a
peptidet egy TFA-EDT-Tioanizol-TIS-fenol hasitoeleggyel hasitjuk le a gyantarol. A
TFA-s mosas utan a rotacids vakuumbeparl¢ altal beszaritott nyers peptidre étert toltiink.
Az éteres szuszpenziot centrifugéalas utan dekantéljuk és friss éterrel ujra szuszpendaljuk.
Ezt a 1épést addig ismételjiik, amig a szuszpenzidnak tisztan éter szaga nem lesz. Ekkor

vakumexszikatorban kiszaritjuk a mintat.

4.1.3 A mintak HPLC-s tisztitas

A nyers peptideket/fehérjéket forditott fazisi HPLC technikéval lettek tisztitva
Phenomenex oszlopon (Jupiter C18, 300A, 10x250 mm) gradiens eliciés modszerrel
acetonitril-viz 1%-0s TFA-s elegyét hasznalva. Liofilizalast kovetéen a mintak tisztasaga
és egységessége Goldschmitné-Goz Viktoria kdzremitkodésével egy Bruker Daltonics
Esquire 3000+ elektronspray ionizacios spektrométeren, pozitiv és negativ modban, 50-

2000 m/z tartomanyban lettek ellendrizve. A mintakat -4°C-on taroltuk a felhasznalasig.

4.1.4 Amiloid aggregacios kisérletek

Az aggregacios vizsgalatok soran az egyes fehérje mintak esetében kb. 1 ml-es

torzsoldat készitése volt az elsd 1€pés. Az eltelt id6 soran a torzsoldatban bekdvetkezd
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fizikai-kémiai valtozasok sz¢leskorlien tanulmanyoztuk kiilonféle
spektoszkopiai/biofizikai modszerekkel. Az aggregacios kisérletek soran vizsgaltuk,
hogy az alabbi paraméterek valtoztatasa miként befolyasolja az aggregacios hajlamot: 1)
a fehérje szekvenciaja, 2) a fehérje koncentracidja, 3) az oldat pH-ja, 4) az oldat
ionerdssége (NaCl koncnetracid), 5) a homérséklete, 6) és az oldat mozgatasa
(razatatas/kevertetés). A mintakészités soran a liofilizalt fehérje vizben val6 oldasa utan
az oldat pH = 7-re lett allitva. Ez szamitott a kiindulasi allapotnak. A kovetkezd
1épésekben az oldat pH-ja, majd sdékoncentracidja lett beallitva. A fehérje torzsoldatat
allando temperalas (és magneses keverdvel torténd kevertetés) mellett parafilmmel lezart
eppendorf csovekben taroltuk. A mintavételezési alkalmak sordn a torzsoldatb6l minden
egyes alkalommal 20 pl térfogati minta lett kivéve FUV ECD-spektroszkopiai
mérésekhez. Az ECD-mérésekkel kovettiik az aggregacio elSrehaladottsagat. Igy
altalanosan minden kisérlethez az alabbi FUV ECD-spektrum sorozat tartozik: 1) pH =
7-en felvett ECD spektrum, 2) a vizsgalt pH-n rogzitett, 3) a s6 hozzaadasa utan rogzitett,
4) illetve az n mintavételi iddpontban gytjtott ECD-spektrum. Az ES esetében a munka
soran az aggregacios folyamat és koriilmények — az eredmények fejezetben részletezve —
optimalva lettek. Az ilyen modon elvégzet kisérletekre mostantél E5 aggregacios
protokollként fogok hivatkozni. Az aggregacios protokoll: Ces= 250 uM, Cnaci = 50 mM,
pH = 4.1, T = 37 °C-on, kevertetés. A protokoll alapjan elkészitett mintak idébeli
aggregaciojat vizsgaltuk a tovabbiakban részletezett biofizikai modszerekkel. A nagyobb
térfogatot igényld biofizikai modszerek esetében a torzsoldat (~1 ml) lett megvizsgalva,
majd a mérés utdn a minta tovabb lett temperalva (és kevertetve). Parhuzamosan minden

mintavételezésnél egy kontroll ECD-mérést is végeztiink.

4.2  Oldatfazisu fehérje NMR-spektroszkopia és szerkezet szamolas

Az NMR-spektroszkopia nagy elonye, hogy oldatban, széles kisérleti
koriilmények kozott lehetdvé teszi a fehérjék térszerkezet és dinamika vizsgalatat, nem
csak globularis, hanem rendezetlen, vagy naszcens masodlagos szerkezeti elemeket
mutato rendszereken is. A limitalo tényezd altaldban a fehérje mérete vagy oldhatdsaga.
A triptofan-kalitkds minifehérjéket tulajdonsdgaik (nativ formaban stabil harmadlagos
szerkezet mikdzben vizoldhatd kisméretli monomer) idedlissa teszik, hogy a megvaltozo

koriilmények mellett bekovetkezd térszerkezet valtozasokat homonuklearis NMR-
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mérések segitségével nyomon kévessiik és karakterizaljuk. gy az eléallitasuk soran nincs
sziikség draga izotop (13C, N, ?H) jelolésre. 1 mM-0s fehérjekoncentraciéo mellett a
szerkezetszamitashoz sziikséges spektrumokat kevesebb, mint 24 6ra alatt lehet régziteni.
A homonuklearis spektrumok asszignacidja soran a fehérje minden egyes protonjanak
meghatarozzuk a kémiai eltolodas értékét. Ezen adatokbdl kovetkeztetni lehet az adott
hidrogén kémiai kornyezetére, igy az adott régié mésodlagos szerkezeti propenzitasara
is. A térkozelben 1évé hidrogén spinek magneses kolcsonhatasabol tavolsag
kényszerfeltételeket lehet meghatiarozni, amellyel megadhaté a minifehérje atomi

felbontasu térszerkezete is.

42.1 1D 'H-NMR-spektrumok jelentdsége

Annak ellenére, hogy az 1D spektrumok 6nalldéan nem alkalmasak a fehérjék teljes

crer

crer

minta esetében az aggregaciot jelzi a jelek intenzitdsanak iddbeli csokkenése. A jelek
félértékszélessége és alakja meghatarozza a spektrum mindségét. Egyrészt a jelek alakja
indikdlja a miszer shim tekercseivel beallithatdé magneses tér homogenitast a
mintatérben, amely novelésével a mért spektrum mindsége javithatd. Masrészt a minta
oldalarol 6sszefiigg annak oldatbeli homogenitasaval, valamint az oldott fehérje rotacios
korrelacios idejével is, amelyet a molaris tomeg, a hdmérséklet és a viszkozitas egyarant
befolyasol. Amennyiben a jelek kiszélesedése tapasztalhatdé akkor a kovetkezd
lehet6ségeket érdemes szamitasba venni: a minta aggregalodik, a kiszélesedés a
megnodvekedett molekula tomegii, de még mindig oldhato6 oligomer képzddés eredménye;
a fehérje aggregalodik és oldhatatlan formaban kicsapodhat; a fehérje gélesedik,
megvaltoztatva a minta viszkozitast. Amennyiben csak néhany jel szélesedik ki, akar az
alapvonalba torténd eltiinésig — jellemzden az amid NH proton jelei a pH fiiggvényeben
— akkor valamilyen kémiai cserefolyamat jelenlétével kell szdmolni. A vizzel torténd
gyors kémiai csere miatt nem detektalhatoak a kiilonb6zo funkcios csoportok (-OH, -SH,
-NH;, -COOH) protonjai sem. Specialis esetekben ezek a disszociabilis protonok is
megjelenhetnek a spektrumon. Ilyenkor gyanakodni kell arra, hogy az adott proton a

térszerkezetben eltemetett és emiatt kevésbé Kitett a vizzel/D>O-val torténd cserének.
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A jelek kémiai eltolodas diszperzidja alapjan kovetkeztetni lehet a fehérje adott
koriilmények kozotti rendezettségére. Térszerkezettel rendelkezd fehérjék esetében a
permanens rendezett térszerkezeti elemekben kialakul6 anizotrép magneses tér miatt a
jelek diszperzidja nagy (11. abra), mig rendezetlen, dinamikus fehérjéknél a kémiai
eltolodas kozel esik a random coil értékhez. (A random coil érték jelzi az egyes
protonoknak azt a kémiai eltolodas értékét, amikor az adott aminosav teljesen rendezetlen
kornyezetben van. Ezek meghatarozéasa kiilonb6zo rendezetlen peptid szekvencidkon
torténik [258-259].)

48°C
___J____JWM L“T”d U\" W

| Al ; bt b i 26°C

. lelmu L__,‘ J‘W»m Al"'v'f'm 15°C

L b AL __,,N_rMMquJW' wh _4c
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11. abra. Az E5 minifehérjérél felvett 1D *H spektrumok a hémérséklet fiiggvényében.
Az egyes spektrumok 0,1 ppm-el vannak eltolva egymashoz képest.

Az 1D H Spektrum lehet(’)'séget biztosit arra, hogy a minta egyes komponenseinek
egymashoz viszonyitott aranyat, amennyieben a komponensek jelei ismert
asszignaciojuak és alapvonalon elkiiloniilnek egymastol. Egy reakcio komponenseinek
esetében a jelek intenzitds/integral valtozasabdl a reakciora adott koriilmények kozott
jellemz0 kinetikai paramétereket meg lehet hatarozni. A doktori munkam soran a vizes
oldatokra tekintettel olyan 1D pulzus szekvenciat (zgesgp) alkalmaztam, amely
vizelnyomast alkalmaz, lecsokkentve a joval nagyobb koncentracioban 1évd viz jelének

érzékenység ¢€s jelatfedést zavaro hatésat.
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4.2.2 Alkalmazott 2D 'H-'H homonuklearis NMR-technikak

A 2 dimenzids technikak bevezetésével a spektrumok felbontasa olyan mértékben
(12. abra) A COSY és TOCSY -pulzusszekvenciak olyan proton-proton korrelacios
kisérletek, amelyek soran a magnesezettség v. koherencia a kovalens kotéseken keresztiil
skalaris csatolas altal tevodik az egyik protonrol a masikra egy spinrendszeren beliil. Az
igy kialakult spektrum indirekt dimenzidjaban (F1, ti, ,,y-tengely”) az egyik proton, mig
direkt dimenzidjaban (F2, to, ,,x-tengely”) a masik proton kémiai eltolodasa van. A
spektrumon atlésan végigfuté diagonalis mentén az 1D-s spektrumot lathatjuk, mig a
keresztkorrelacios csucsok — crosspeak — vagy keresztcsicsok azok, amelyek az
informaciot hordozzak, igy a COSY esetében a 2-3 kotésre (2Jun,>Jnn) 16v6 szomszédos
protonok kozott alakul ki keresztcstics, mig a TOCSY esetében az egy spinrendszeren
beliil 1évd Osszes proton keresztkorrelacids cstiicsot ad egymadssal. A fehérjék javarészt
20-fajta aminosavbol épiilnek fel, amelyek oldallancaira egyenként jellemz6
kapcsolodasi sorrend és kémiai eltolddasok vonatkoznak jellegzetes COSY/TOCSY -
spektrum mintézatot alkotva, segitve ezzel az aminosav tipusok pontos meghatarozasat.

A COSY-spektrum [260] rendkiviill hasznos a fehérje tisztasaganak,
homogenitasanak ellendrzésére is. Az amid régio HN-Ha keresztcsucsainak szama ismert
szekvencia esetében az alabbi mdodon korreldl a fehérje aminosav szaméaval: X-P+G-1,
ahol X, az aminosavak szama; P, a prolinok szama, mivel a prolinnak nincs Ho protonja;
G, a glicinek szama, mivel a glicineknek két Ho protonja van; valamint az N-terminalis
mozgékonysaga miatt eggyel kevesebb COSY-keresztcstcs detektalhaté (-1). Ez a
megkozelités gyakorlati szempontbdl szaimos esetben azonban nem helytalld, ugyanis a
jelek atfedhetnek, a kémiai csere miatt az amid HN jelek kiszélesedhetnek vagy a két
glicin jele degeneralt. (a két o proton kémiai eltolodasa megegyezik) A COSY -spektrum
masik eldnye, hogy a keresztcsucsok finomszerkezetébdl egyszerlien megadhatok a
haromkétéses csatolasi allandok (3Jun), amelyekbdl a Karplus dsszefiiggés segitségével
meghatdrozhatok egyes diéderes szogek, amelyeket a szerkezetmeghatdrozasnél
kényszerfeltételként fel lehet hasznalni. A ¢ szdget meghatarozd 2Jun-He az o-hélixek
esetében < 5 Hz, mig B-reddknél > 8 Hz, a y! diéderes szdget meghatarozd 2Jna-rpe

pedig azért jelentds, mert az oldallincok PB-metilén-hidrogének sztereospecifikus
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térallasat hatarozhatja meg. A mérések soran DQF-COSY [261] (cosygpprqf) szekvencia
valtozatot hasznaltam, amely kiszlir minden olyan jelet, amely nem a csatold spinektdl
szarmazik, igy a vizjelet is, tovabba csak abszorpcids jelalakot eredményez, igy a sima
COSY-szekvenciaval szemben a diagonalishoz kozel esd keresztcsucsok is jobban
detektalhatok.

A TOCSY-spektrum [262] hasonld6 a COSY-kisérlethez, azonban ebben az
esetben egy izotrop keverési periddusnak koszonhetéen a magnesezettség nem csak a
szomszédos protonokra tevédik at, hanem 1épésrél 1épésre a teljes spinrendszerre is
kiterjed. A keverési id6 hosszatol fiigg, hogy milyen tavolra terjed a magnesezettség a
kotéseken keresztiil. 50 - 80 ms (d9 spinlock) alkalmas a hosszabb oldallancu lizinek és
argininek teljes spinrendszer megjeldlésére, igy a mérések soran én is d9 = 80 ms keverési
id6ket alkalmaztam. Az oldallancban kvaterner szénatomot vagy heteroatomot tartalmazo
aminosavakhoz (aromas oldallanctak és metionin) két kiilonallo spinrendszer tartozik,
mig a tobbi aminosavhoz csak egy, igy egy spinrendszer keresztcsucs szamabol is lehet
kovetkeztetni az aminosav szerkezetére. A TOCSY -jelek térfogati integralja forditottan
aranyos a spinrendszeren beliili protonok egymashoz viszonyitott kotés mentén valod
tavolsagatol. Igy a TOCSY-jelintenzitasokbol kovetkeztetni lehet a protonok
spinrendszeren beliili konnektivitasi sorrendjére, azonban érdemes parhuzamosan a
COSY-jelmintazatot is ellenérizni. A méréseim soran az aldbbi pulzusszekvenciat
alkalmaztam: mlevgpph19.

A hidrogének spinjei az indirekt, kotéseken keresztiili skaléris csatolasokon kiviil
kozvetlen dipolaris kapcsolatba is keriilnek a téren keresztiil, megteremtve a lehetdségét
a mar asszignalt aminosavak (spinrendszerek) szekvencialis sorba rendezéséhez. A
dipolaris csatolas soran a jelek intenzitas valtozasa — NOE-jelenség [263] — alapjan
informaciot kapunk a csatold spinek tavolsdgarél, amennyiben azok 5-6 A-6n beliil
vannak egymastol. A NOE-effektuson alapuld szekvenciak, mint a 2D-NOESY [264]
(noesygpphl19) vagy peptidek esetében a 2D-ROESY [265] (roesygpphl19) alkalmasak
ezen tavolsagi kényszerfeltételek alapjan meghatarozzuk a fehérje térszerkezetét [266].
Az 'H-'H par NOE-jelének intenzitasa aranyos a fehérje rotacios korrelacios idejével és
a két proton kozotti tavolsag hatodik hatvanyanak a reciprokaval. Mivel a korrelacios 1d6

szamos korlilménytdl (fehérje méret, viszkozitas, homérséklet) fiigg, igy a NOE-jel
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térfogati integraljat hasznaljuk. Ezalapjan megkiilonboztethetiink szekvencialis NOE-
jeleket, amelyek az (i-1), (i), (it+1) aminosavak kozott adodnak, rovid hatotava NOE-
jeleket, amelyek a masodlagos szerkezeti elemekre jellemzdok €és hosszihatotavi NOE-
jeleket, amelyek a fehérje harmadlagos szerkezetérdl hordoznak értékes informaciot.

A triptofan-kalitkas minifehérjék esetében a helikalis régiora jellemz6 HNi-HNiq+1,
HNi-HNi+2, Hai-HNi+1, Hai-HNi+3, Hoi-HNi+4, Hai-Hpi+3 keresztesticsok, mig tdvolhatd
NOE-jelek megléte jelzi a C és N terminalis kozelségét egymashoz, egyuttal a nativ Tc-
fold meglétét. A NOE-keresztcsticsok elemzésével lehet tovabba Osszekapcsolni az
aromas aminosavak gerinc és aromdas gylrii spinrendszerét, valamint a prolinokat
elhelyezni a szekvencidban az alifas ujjlenyomat régioban fellelhetd ProHdi és az azt
kovetd aminosav Haii1 keresztcscsainak megléte alapjan. A tavolsagok pontos
meghatarozasa alapvetd feltétel, ezért a NOESY-spektrumok mérésekor koriiltekintéen
kell megvalasztani a keverési id6t (d8 mixing time), amely meghatarozza azt az idét,
amelyet a dipolaris kolcsonhatas kialakuldsara hagyunk. Ha tal rovid, akkor nincs elég
1d6, hogy az egymastol tdvolhatd magok esetében kialakuljon a dipolaris csatolas és
fontos, de gyenge intenzitasu tavolhatd NOE-jelek elvesznek, mig, ha til hossz, az un.
spindiffuzié miatt az egyébként gyenge jelek felerésddnek tévesen arra kovetkeztetve,

mintha térkdzelben lennének. Gyakorlatban ez kikiiszobolhetd tobb keverési i1do
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12. abra. Az E5_E14D minifehérje 2D NOESY -spektruma 4°C-on (kék — rendezett) és
48°C-on (piros — rendezetlen). Az abrazolt tartomanyban (F2: 7-9 ppm) az amid
csoportok és az aromas oldallancok protonjainak keresztcsucsai talalhatoak.
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parhuzamos hasznalataval (80-120ms). A Tc-fehérjék esetében a d8 = 120 ms

megfeleléen elegendének bizonyult.

4.2.3 Oldat fazis@ NMR-mintak és mérések

Az NMR-mintdkat bevalt, ugyanazon protokoll alapjan készitettem eld. A
liofilizalt minifehérjékbdl vizes oldatott készitettem 0,5 - 0,8 mM koncentracidban
altalaban 600 - 800 ul 6ssztérfogatban, (kis mennyiségili fehérje esetében, hogy elérjem a
megfelelden tomény koncentraciét Shigemi tipust NMR-csévet hasznaltam), amely a
HPLC-tisztasagl viz mellett tartalmazott 8 - 10 % D.O-t, amely sziikséges a megfeleld
lockolashoz; DSS-t, bels6 referenciaként és antimikrobidlis hatasa NaNs-ot. A
minifehérjék feloldasi pH-ja 3,5 - 4,0 kozott van a HPLC-s tisztitasbol visszamarado
nyomnyi TFA miatt. A megfeleld pH beallitasahoz natrium-hidroxidot és sodsavat
hasznaltam. A diszulfidhidat tartalmaz6 peptidek redukcio-vizsgalata estében pH = 7-es
foszfat-puffert alkalmaztam olddszerként és IM DTT vagy 1M, pH = 7-re allitott TCEP
redukaloszert alkalmaztam.

Az NMR-méréseket egy 16.4T (700MHz) Bruker Avance Il spektrométeren
végeztem, amely egy z-gradiensii Smm-es inverz TCL méréfejjel van felszerelve. Ez a
mérdfej a munkam soran egy Prodigy TCI H&F-C/N-D mérofejre lett cserélve, amelynek
megfeleld jel/zaj aranyt spektrumok felvételét. A spektrumok feldolgozasa és
redukcidkinetika esetében a jelek integralasa a a Topspin 3.5 - 4.0.7 szoftver segitségével
tortent.

Az egyes variansok térszerkezetének meghatarozasa esetében egyazon minta lett
hasznalva mind az 6t vizsgilt hémérsékleten. Minden mérésipontban elészér egy 1D 1H
spektrum lett megmérve, ellenérizve a minta egységességét, majd az *H-"H homonuklaris
spektrumok rogzitése utan ellendrzésképpen egy ujabb 1D *H spektrum keriilt felvételre.
A homonuklearis spektrum harmasok 2048x512 felbontas mellett, 32 v. 48 v. 64 scannel
lettek rogzitve, amely kb. 24-48 oOras mérési idét vettek igénybe. Magasabb
hémérsékleten ezidd alatt a peptidek esetlegesen elbomolhattak, amelyet az adott
hémérsékleten felvett két 1D proton spektrum jelmintazatdnak az Osszehasonlitasaval

ellendriztem. Bomlast semelyik vizsgalt esetben nem tapasztaltam.
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Az E5 minifehérje esetében a szerkezetvaltozast a pH valtoztatas fliggvényében
vizsgaltam. Azokon a pH értékeken, ahol eldkisérletek alapjan az aggregéacios hajlam

crer

mellett vettem fel a spektrumokat, hogy megtartsam a megfeleld érzékenységet.

4.2.4 Diszulfidhidas minifehérjék redukcidja

A diszulfidhiddal ciklizalt minifehérjék esetében eldszor az oxidalt formarol
vettem fel a homonuklearis spektrum sorozatokat, majd a redukaloszer hozzaadéasa utan
288K-en 1D !H spektrumok felvételével kdvettem a redukcié végbemenetelét. Miutan
csak a redukalt mintara jellemz6 jeleket lehetett detektalni, a redukalt formakrol is
felvettem a homonuklearis spektrum harmasokat. Az ekkor tapasztalt jelentds
kiilonbségek a redukcios sebességben sarkalltak a redukcio kinetikai vizsgalatokra.

A redukci6 kinetikai kisérletek soran foszfat pufferben semleges pH-n vizsgaltam,
hogy az alabbi paraméterek miként befolyasoljak a redukcio sebességét: 1) minifehérje
a-hélixének arnyékold hatasa, 2) redukciés hdmérséklet 3) redukéloszer természete 4)
fehérje-redukalészer koncentracidja és egymdashoz viszonyitott aranya 5) fehérje
aggregacids képessége. A kinetika idSbeli monitorozasa *H spektrumok felvételével
tortént. A kozponti triptofan Hel indol-gytiriis protonjanak kémiai eltolodasa az oxidalt
¢és redukalt formaban més kémiai eltolodasndl van. A redukcid soran az oxidalt/redukakt
jel-par integral valtozasanak aranyat volt célszerii kovetni. Mivel a jelpar alapvonalon
elkiilontl, igy lehetséges az integral aranyuk alapjan meghatarozni a redukcio allasat. Az
oldott oxidalt fehérjének ismert a koncentracidja, amely aranyos a kezdeti spektrum
triptofan Helcsucs jel integral értékével, igy az oxidalt/redukalt forma aranya mellett a
koncentraci6 is meghatarozhatd. Az oxidalt és redukalt forma Hel jelének integracios
tartomanyat minden spektrum sorozaton azonos kémiai eltolodés értékhatarok kozott

rogzitettem és a DSS integral értékével minden esetben normalizaltam.

4.2.5 Oldatfazisa NMR-technikak az aggregicio monitorozasa soran

Az aggregéaciés protokoll alapjan elkészitett mintdkat vizsgaltam 2D-s
heteronuklearis H-*°N HSQC méréssorozatok felvételével.'H-°N HSQC mérésekkel a

gerincatom amid NH-k kémiai eltolédas valtozasat kovettik az idében az aggregaciod
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elérehaladtaval. Sfhmqcf3gpph sofast-HSQC mérésekkel egy 2D spektrum kevesebb,
mint 2 perc alatt rogzithetévé valt.

Az E5 P17(4S)fP esetében 1D °F méréseket is végeztiink Bruker Avance-l
250MHz-es °F dedikalt mérofejjel felszerelt NMR-spektrométerén. A mintat a standard
aggregacios protokoll alapjan allitottuk el6. Az alapkoncepcid szerint, az oligomerizaciod
jelet adnak, igy kovetkeztetni lehet az aktualis aggregacios allapot heterogenitasara.

A transzlacios difftizios mérések (DOSY)) lehetéséget biztositanak, hogy az oldott
fehérjénknek meghatarozzuk a diffuzios egyiitthatojat. A diffazids egyiitthatobol a
Stokes-Einstein egyenlet alapjan megadhat6 a molekula hidrodinamikai sugara (rw)
amely alapjan kovetkeztetni lehet a fehérje méretére, rendezettségére és aggregicio
megléte esetén az oligomerizacioés fokra, amennyiben a oligomerek még vizoldhato

nagysaguak. Az alabbi DOSYpulzusszekvenciat alkalmaztam: stebpgp1s19.

4.2.6 Szerkezetszamolas NOE-kényszerfeltételek alapjan

Az asszignalt NOE-keresztcsicsokat felhasznalhatok a fehérje térszerkezet-
szamolasahoz akképpen, hogy tavolsagi kényszerfeltételeket generalunk *H-'H NOESY-
keresztcsucsok térfogati integraljabol [267]. A NOE-jelek integral-tavolsag kalibralasa
elvégezhetd ismert allando tavolsagu protonok esetében, mint pl. két geminalis helyzetii
H atom egy -CHa- csoportban, ahol a van der Waals-feltétel alapjan a referenciatavolsag
1.8 A. Mivel a spektrumon ezek a -CHp- jelek szamos esetben atfedésben vannak, ezzel
torzitva a pontos térfogati integraltast, ezért én a Tc minifehérjék esetében a jol elkiiloniild
keresztcsucsként detektalhaté Trp indol aromds gytirti Hel - HE2 proton kozotti 2,4 A-6s
tavolsagot hasznaltam. Az altalam alkalmazott asszignalo program a CCPNMR 1.2 [268]
az integral-tavolsag konverziot ugy végzi el, hogy az Osszes asszignalt jel integraljat
atlagolja és ehhez az értékhez tarsit egy 3,2 A-6s kdzépértéket. (minimum tavolsag 1,8
A; amaximum tdvolsag 5 A lehet) Ezt a tAvolsag-integral érték parost veszi referencianak
¢és konvertalja a tobbi keresztcsucs térfogati integraljat. Mind a két modszert alkalmazva
nem talaltam szignifikdns eltérést a konvertalt tdvolsagok kozott. A kiilonbségekbdl
adodé néhany szazad, tized Angstromds szerkezeti bizonytalansag velejardja ennek a
modszernek. A konvertalt tavolsag értékek megkdzelito jellegliek, amelyeknek van egy

als6 és felsd hibahatara. A szdmolt szerkezetben a tavolsagoknak bele kell esnie a
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kalibraciobol szamolt értékhatarok kozé. Az iterativ szerkezet finomitds sordn a
hibahatarok csokkentésével érhetd el egyre pontosabb szerkezet. A szamolt szerkezet
bizonytalansagat minél tobb keresztcsucs asszignacioja, vagyis tavolsagi kényszerfeltétel
alkalmazasa is csokkenti. Amennyiben a szamolt szerkezetben egy tavolsag a hibahataron
kiviil esik, akkor abban az esetben meg kell vizsgalni, hogy helyes-e az asszignacidja.
Szamos esetben az atfedo jeleknél a program automatikus integralasat kell szimplan csak
feliilvizsgalni. A fehérje szerkezete tovabb pontosithaté mas nem NOE-alapu
kényszerfeltételek megadasaval, mint a torzios szogek, maradék dipolaris csatolasok és a
hidrogén-hidak. A munkdm sordn én csak a NOE-keresztcsticsokbdl szarmaztatott
kényszerfeltételeket hasznaltam.

Maga a szerkezetszdmol4s nem mas, mint egy adott célfiiggvény minimumanak a
meghatarozasa. Szerkezetszamolasra az Aria 2.0 [269] szoftvert hasznaltam, amely CNS
1.21 [270] protokoll alapjan az Gn. derékszogli koordinata-tér és torzids szog-tér
kényszerfeltételek altal korlatozott molekuladinamika (Cartesian space and torsion angle
space molecular dynamics) modszerét hasznalja. A meghatarozott kényszerfeltételekbol
kezdeti szerkezeteket generdl és megprobalja ugy finomitani azokat, hogy a szdmitott
szerkezetben a lehetd legtobb kényszerfeltétel hibahataron beliil megegyezzen a kisérleti
paraméterekkel. Az energia minimalizacidt potencialis energiafiiggvények segitségével
végzi el. Azért, hogy a minimalizaci6 sordn az egyes szerkezetek ne ragadjanak benne
egy nagy potencialis energiagati lokalis energiaminimumu godorben, ezért a protokoll
alkalmazza az Un. szimuldlt hevitést (simulated anneling). A rendszer néhany
pikoszekundumra tizezer Kelvinre heviil, majd folyamatosan elkezd lehiilni, amig
teljesen el nem éri az energia minimumot. A rendszer teljes potencidlis energidjat a
kezdeti atomi koordinatakbol szamoljuk, amely két tagbol all. Az egyik a kisérletileg
meghatarozott kényszerfeltétekb6l szarmazo potencialis energia, mig a masik a
klasszikus standard szerkezeti torvényekbdl allo tag, amely magaban foglalja a
kotéstavolsagok, kotésszogek, a diéderes szdgek, van der Waals kolcsonhatasok és
elektrosztatikus kolcsonhatasok osszeségét [271].

Az altalam hasznalt szoftvercsomag elénye, hogy az egyes 1épések input/output
fajljai kompatibilisek egymassal, amely nagyban segiti az iterativ szamolast. A CCPNMR
szoftver hasznalatdval torténik a H-'H spektrumok asszignicidja, a keresztcsucsok

térfogati integraldsa és konvertalasa tavolsagi kényszerfeltételekké. Az ARIA szoftver
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tulajdonképpen egy grafikus felhasznaloi feliilet, amely kapcsolatot teremt a CCPNMR
¢s a szerkezetszamolast végzé CNS protokoll kozott. ARIA irdnyitja a folyamatot oly
moédon, hogy analizalja a konformereket egy iteracios folyamat végeztével, majd
kivalasztja a hét legalacsonyabb potencialis energiajat és azokat egy kovetkez6 iteracios
1épésben tovabb finomitja, de mar szigorubb feltételek mellett. Nyolc iteracio 1épés utan
egy molekula dinamikai szimuldciot futtatva a szamolt szerkezetet elhelyezi az
oldészernek megfeleld kozegbe. A szadmolas eredménye egy energiaminimalizalt
szerkezetsokasag és az ahhoz tartozo atlagszerkezet .PDB f4jl kiterjesztésben. Tovabba
egy lista a megbizhatd és nem megbizhato kényszerfeltételekrdl, a szerkezeti modellbe
nem, vagy nehezen illeszked6 kényszerfeltételekrdl. Ezek az adatok egy iteracios-sorozat
elvégeztével visszaimportalodnak a CCPNMR-be is, igy a kifogasolt jelek listajat
ellendrizve, esetlegesen Ujraasszignalva, Gjra indithatd a szdmitds. A beépitett validalo
programok (PROCHECK [272], WHATIF [273]) segitségével ellendrizhetjiik, hogy a
illetve egyéb szerkezeti elemek (diszulfidhidak, hélixek, stb...) geometriaja,
sztereokémidja megfelel-e az alapvetd elvarasoknak. A szadmolt szerkezeteket-
sokasagokat a peptidgerinc és az dsszes atom RMSD (A) értékeivel jellemezhetjiik. Ez a
szdm azt mutatja, hogy mekkora az egyes szerkezetek eltérése az atlag szerkezettdl,
vagyis mennyire heterogének a szamolt szerkezetsokasagok. Minél kisebb az RMSD
érték, annal homogénebb az adott populaci6. Az RMSD értéket vizsgalhatom a
szekvencia mentén meghatdrozva a szekvencian beliilli mozgékony, dinamikusabb
(kevesebb kényszerfeltétel definialta régiokat) és a rogzitett szekvenciaszakaszokat. Az
Osszes atom RMSD érték a szekvencia fiiggvényében indikélja az egyes oldallancok
flexibilitasat. Természetesen egy tobb atombol all6 oldallanc (pl.: Lys) mindig nagyobb
RMSD értéket ad mind egy rovid oldallanc (pl.: Ser). Hidrogénhidak, elektrosztatikus
kolesonhatasok megléte esetében egyes oldallancok orientalodnak és rogziilnek, igy a
szekvencia azon részén az 6sszes atom RMSD értéke kisebb. Azonban az RMSD értékek
informaciotartalmabol koriiltekintéen szabad csak kovetkeztetéseket levonni. Vegylink
Alacsony hdmérsékleten a fehérje rendezett globularis formaban van. A homonuklearis
spektrumok alapjan szadmos tavolsagi kényszerfeltételt meg tudok allapitani, igy a 10

elembdl allo szerkezetsokasag - legkisebb potencialis energiaval rendelkezd 10 tag -
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uniform ¢és emiatt kicsi az RMSD értéke is. Amennyiben a szerkezetszamolasi
protokollban kimenetként 10 helyett 50 elemi szerkezetsokasagot allitok be, az RMSD
érték megnovekedhet, ugyanis egyre nagyobb potencidlis energidju tagok is
bekeriilhetnek a sokasagokba. A hdmérséklet novelésével a peptidgerinc dinamikusabba
valik. A szekvencidn beliil a megnovekedett dinamikaji részletekhez kevesebb
kényszerfeltételt lehet rendelni, hiszen a dipolaris csatoldas nem tud kifejlodni a
folytonosan ide-oda mozgd hidrogén spinek kozott. Igy mind a lokalis és globalis RMSD
értékek megnovekednek. A hOmérséklet tovabbi emelésével parhuzamosan egyre
kevesebb jel asszignalhato és folyamatosan tovabb nének az RMSD érték is. Ennek
fényében az asszignalt jelek mennyisége és mindsége (intra/interrezidualis, szekvencialis
vagy tavolhatd) a hémérséklet fliggvényében indikatora a fehérje stabilitasanak is. (12.

abra)

4.2.7 Fehérjék térszerkezetének jellemzése kémiai eltolodasok alapjan

Szamos esetben 26°C felett mar nem volt detektalhatd NOESY -keresztcsucs,
emiatt csak a COSY/TOCSY -spektrumokrol asszignalt kémiai eltolodasokat lehetett
alkalmazni a szerkezet jellemzésére. Az egyes NMR-aktiv magok (*H *C, **N) kémiai
eltolédasa jellemzd az atomokat koriilvevd szerkezeti/kémiai kornyezetre, igy az
eltolodasokbol, illetve n. masodlagos kémiai eltolodasokbol megbecsiilheték a
masodlagos szerkezeti elemek vagy azok hidnya. A masodlagos kémiai eltolodas (SCS)
vagy kémiai eltolodas kiilonbség (CSD) a kisérletesen meghatarozott kémiai eltolddas és
a random coil (lasd korabban) kémiai eltolodas kiilonbsége. Minél nagyobb az egyes
aminosavak SCS-nek az abszolut értéke annal inkabb eltér a rendezetlentdl az a
szekvencia részlet. Helikalis masodlagos szerkezet esetében a Ho SCS-sek értékei
negativak, a Ca és a Ca - C SCS értékei pozitivok. B-redék esetében pont a forditott
tendencia figyelhet6 meg. Rendezetlen szekvencidk esetében az SCS-sek alapjan
megbecsiilhetdk a naszcens masodlagos szerkezeti elemek propenzitdsa. A TcC
minifehérjék esetében a helikalis régio rendezettségét/helicitasat a Hoo protonok
masodlagos kémiai eltolodasaval, illetve ennek Osszegével jellemeztem. Ahhoz, hogy
kiilonb6zd hosszusagu helikalis szegmensek egy értékkel dsszehasonlithatok legyenek
bevezettem az atlagos, egy aminosavra vonatkoztatott rezidudlis hélix rendezettség

értéket: (X1, SCST¥) /n, ahol n a vizsgalt helikalis szegmens aminosavszdma.
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A Tc szarmazékokban a kozponti triptofan indol oldallanca jelentésen
befolyasolja a koré szervez6dd aminosavak kémiai eltolodasat. Az aromads gytiriaram egy
anizotrop magneses teret indukal azt eredményezve, hogy az aromads indol sikja felett és
alatt — egy elektron negativ arnyékolasi kupnak koOszonhetéen — a magok kémiai
eltolodasa a kisebb kémiai eltolodasok felé esnek, mig az indol sikjaban 1évé magoknak
nagyobb lesz a kémiai eltolodasa az atlagosnal. Barua és mtsai. [274] kihasznalva ezt a
jelenséget, a TcSb modellpeptid esetében meghataroztak azokat a protonokat, amelynek
eltolodasa a legérzékenyebben fligg az aromas koraramtol, ezaltal megfeleld indikétorai
a triptofan-kalitkas térszerkezet rendezettségének. Barua altal definialt protonok: L7Ha,
G11Ho2, P12HB2, R16Ha, P18Ha, P18HB2, P19HS1, P19HS2 valamint kiegészitve
Rovo munkdja alapjan [112], a W6Nel proton masodlagos kémiai eltolodas dsszegének
abszolut értéke (CSDcage) jol korrelal a Tc-fold motivum rendezettségével. Minél
kompaktabb a hidroféb mag, annal magasabb ez az érték. Osszehasonlitasképpen 4°C-on

a korabban emlitett raciondlisan tervezett CSDCTang = 10,70 addig a rendezetlen

CSDfgge = 1,79 . Denaturacié soran, parhuzamosan az egyes szerkezeti elemek
az effektus. A homérsékletfiiggd stabilitds vizsgalatok soran az 5 kiilonboz6
hémérsékleten, de azonos tovabbi kisérleti koriilmények kozott 1évé ES mutansok
harmadlagos szerkezetének kompaktsagat a CSDcage értékekkel jellemeztem.

Az irodalomban szdmos random coil kémiai eltolddas érték talalhatd, amelyek
bizonyos mértékben kiilonboznek egymastol, fliggden a vizsgalt modell peptid
koncentracidja, pH, hémérséklet. Szamos modszer figyelembe veszi ezeket a
sajatossagokat és korrigalja az alapértékeket [275]. A Hoa random coil értékek
meghatarozasahoz egy olyan online szoftvert [276] hasznaltam, amely komplex modon
tobb irodalmi korrelacios modszert [277-280] felhasznalva, a kivant hdmérsékleten és
pH-n megadja a random coil értékeket a vizsgalni kivant szekvencia mentén. A kapott
értékeket felhasznalva hatdroztam meg a Ho protonok masodlagos kémiai eltolodasat a
hasznalt oldallanc random coil eltolodas értékeket haszndltam, hogy az altalam kapott
eredmények Osszehasonlithatok legyenek mas irodalmi példakkal. Azonban ezek a

random coil értékek homérséklet és pH hatassal nem korrigaltak.
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4.3  ECD-spektroszkopia

Az NMR-spektroszkopia mellett az elektronikus cirkularis dikroizmus
spektroszkopiat hasznaltam kiterjedten a minifehérjék térszerkezet valtozasainak
tanulmanyozasara. A kiralis ¢s kirdlisan perturbalt kromoférok a jobbra és balra
cirkularisan polarizalt fényt kiilonb6z6 mértékben nyelik el, megteremtve az alapjat a
kozeli és tavoli UV-tartomanyban a cirkularis dikroizmus spektroszkopianak. A jobbra
¢s balra cirkulérisan polarizalt fény kiillonbozik, €s ilyenkor a két tényezo (abszorpcid és
torésmutato) hatasara az athaladas soran a sikban polarizalt fény elliptikusan polarizaltta
valik, amelyet az ellipcitassal lehet jellemezni. Fehérjék esetében a CD spektrumon az
aminosav-tagszamra ¢és a kiivetta atmérdjére (fénytthossz) normalt ellipticitast (mean
residue ellipticity, [@]wr, fok-cm?dmol™) abrazoljuk a hullamhossz fiiggvényében. Az
NMR limital6 tényezdi, mint az 50°C feletti hdmérsékleten valdo mérés, a fehérje mérete
és aggregacios tulajdonsdgai az ECD bizonyos hatarokig kezelni tudja, igy a
spektroszkopiai mddszerek egylittes hasznalataval (molekuladinamikai szamitasokkal
kiegészitve) a komplementer informéci6 toredékek szerkezeti magyarazattal
szolgélhatnak a megfigyelt jelenségekre. Annak ellenére, hogy az ECD-spektroszkopia
nem ad nagyfelbontasi atomi képet a térszerkezetrdl, az ECD-gorbék spektralis
tulajdonsagai szamos informéciot szolgaltatnak a mésodlagos szerkezeti elemekrol, az
aromas aminosavak ¢s a diszulfidok kornyezetérdl olyan oldatbeli koriilmények kozott

is, ahol az NMR nem alkalmazhato.

4.3.1 Kozeli UV-tartomanya (NUV) ECD-spektroszkopia

A kozeli UV-spektroszkopiaban (NUV ECD) 250-300 nm tartomanyban foként a
tirozin ¢és triptofan aromas aminosavak jeleit detektaljuk (fenil-alanin kis extincios
koefficiense miatt nem jelentds a spektralis hozzdjarulas). Az aromas aminosavak
szerkezetiikb6l addddan benzoil jellegli kromoférok, igy négy m-m* atmenettel
rendelkeznek [281] (La, Lb, Bb, Ba). Az La és Ly atmeneteknek az aromas kornyezet
valtozasara érzékeny, 61 megkiilonboztethetd rezgési komponensei 260 és 300 nm kozott
talalhatoak, mig a Bp atmenet 225nm kornyékén van. A tirozin fenolos OH csoportja
batokrom eltolodast eredményez a fenil-alaninhoz képest, az L atmenet elektromosan

megengedett lesz (L, abszorbcids savja ~276 nm-nél jelenik meg mig ~287 nm-nél egy
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vallat ad), mikozben a B 4tmenet degeneracioja megsziinik. A triptofdn m-n* atmenetek
komplex jellege a rezgési finomszerkezetekbdl kovetkezik. Az Ly sédvja ~281 nm és 293
nm kdzelében jelenik meg, mig az L, dtmenet savja egy széles hattér hozzajarulast ad. A
triptofan-kalitkas minifehérjékben a kozponti triptofan és tirozin kozelsége tovabba
kolcsénhatasa miatt a tirozin Ly €s a triptofan La és Ly savjai informacioval szolgalnak a
negyedleges szerkezet allapotar6l ¢és a Tyr-Trp par oldallancainak egymashoz
viszonyitott térallasrol [282]. A denaturalddas soran, a kdzponti hidrofob mag felnyilik,
az oldészernek kitetté valnak az aromas kromoférok, kornyezetiik megvaltozik, és a
szabad oldallanc rotaci6 miatt az oldallanc térallasok kiatlagolodnak, az ECD-gorbe
ellipticitdsanak csokkenését eredményezve.

260 nm kozelében a diszulfidhidaknak van gyenge abszorpcidja, a kén atomok
nemkotd elektronpalyairdl a diszulfidkotés lazitdé palyajara vald két n-c* atmenet
eredményeként. Az atmenet fligg a diszulfidkotés CP-S-S-CP torzids szogétol, igy a 90°-
tol valdo elmozduldsa batokrém eltolodast eredményez. A diszulfidhiddal ciklizalt
minifehérjék in-situ redukcidja soran e jelenség megléte (illetve a redukalt esetben a

hidnya) miatt lehetséges a redukcié monitorozds NUV ECD-spektroszkdpiaval.

4.3.2 Tavoli UV-tartomanyu (FUV) ECD-spektroszkopia

A tavoli UV-tartomanyban (FUV ECD) 180-260 nm kozott a fehérjék peptidkotés
gerjesztésébol adodo jelek detektalhatok. A CD gorbe ebben a tartomanyban 1) az amid
csoport oxigénjének nem kotd elektron palyaja €s a lazitopalya (n-n*) kozotti 2) és az
amid csoport legmagasabb energidju kotd palya és lazitd palya (m-m*) kozotti
elektronatmenetekbdl adodik. Az egyes fehérjék CD gorbéje nagymértékben fligg az
amidok egymashoz viszonyitott térbeli helyzetétdl — vagyis a peptidgerinc torzios
szogeitél — igy a masodlagos szerkezeti elemek aranya megbecsiilhetd a spektrum
alapjan. Az a-hélixek esetében a spektrumot un. C tipusu spektrumnak is hivjak, ahol az
n-n* atmenet 220 nm kornyékén negativ savot eredményez. A m-m*atmenet egy un.
exciton modon (az egymdshoz kozeli amid csoportok egylittes gerjesztése soran a
kialakul6 cirkuldris toltéselmozdulds eredményez madagneses dipdlusmomentumot)
felhasad és 192 nm-nél egy pozitiv mig 208 nm-nél egy negativ sav jelentkezik. A

felhasadas mértéke fiigg a hélixek hosszusagatol. A triptofan-kalitkds minifehérjék
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esetében az N-termindlis hélixe mellett a 310-hélixre is hasonld, C tipusu spektrum
jellemzd, mig a poliprolin II hélixre az un. U tipust spektrumra hasonlitdo gorbe a
jellemzd. Ebben az esetben n-n* atmenet 226 nm kozelében gyenge pozitiv, mig a m-nt*
erdés negativ savot eredményez a spektrumon. Az U tipusi spektrum jellemzé a
rendezetlen, denaturalt szerkezetli TC minifehérjékre is. Bar az inkretin mimetikumok
nativ allapota nem mutat a -redékre jellemz6, un. A-tipusa spektrumot, azonban amiloid
aggregacio soran C2>A tipusu atrendez6dés megfigyelhet6. Amennyiben, ha mar 5-7
aminosavnyi B-redés szal megjelenik, abban az esetben a spektrumon 216 nm-nél egy
gyengébb negativ ¢s 195-200 nm koérnyékén egy intenzivebb pozitiv sav rajzolddik ki.
Egyes esetekben ez az intenzivebb csucs el6jelet valt és negativ lesz. Ez azzal

magyarazhat6, hogy a B-redok allhatnak parallel és antiparallel allasban is [283].

4.3.3 Dekonvolucidés modszerek

Az ECD-spektrumok alapjan torténd fehérjék szerkezeti elemzést nagymértékben
eldsegiti az un. dekonvolucids modszerek bevezetése. Ha azt feltételezziik, hogy a
vizsgalt fehérje ECD-spektruma additiv modon adodik Ossze a korabban felsorolt
masodlagos  szerkezetekre jellemzé tiszta Gn.  bazisspektrumokbol,  akkor
meghatarozhatjuk a méasodlagos szerkezeti elemek tipusat és az aranyat a fehérjén beliil.
(de a szekvencialis lokalizaciot nem.) A modszer palacknyaka a megfeleld ,,tisztasag” —
vagyls egyfajta masodlagos szerkezettel bir6 referencia peptidek/fehérjék —
bazisspektrumok alkalmazasa. Ahhoz, hogy biztosan hozza lehessen rendelni a
bazisspektrum spektralis tulajdonsagait egy fehérjéhez, ismerni kell az adott referencia
fehérje pontos atomi térszerkezetét. Ma mar elérheté szamos algoritmus, amely a
betaplalt ECD-spektrum alapjan megbecsiili a masodlagos elemek aranyat. Elsésorban az
a-hélixek esetében megbizhaté az eredménye SELCON-, CONTIN-, és CDSSTR
modszereknek, mig a B-reddk esetében a neuralis halozat alaptit CDNN lehet a megfeleld
valasztds. Meg kell emliteni azonban, hogy az ismert szerkezetii fehérjék és az ezekrol
felvett referencia ECD-spektrum adatbazis egyelére még nem elég valtozatos, tovabba,
hogy a 3-5 f6 masodlagos szerkezeti komponensen kiviil a tobbi szerkezeti elemet is
biztonsdggal meghatdrozza. Az amiloidszalak B-reddi kiilon kiemelenddk szerkezeti

diverzitasuk szempontjabol is. Manapsag az egyik legalkalmasabb algoritmus a BeStSel,
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amely figyelembe veszi a B-redék valtozatossagat, igy képes a fehérjék masodlagos
szerkezeti elemeinek aranyat a CATH [284] osztalyozas szerint megbecsiilni. Néhany
aminosavas peptidek ECD-spektruma nagymértékben kiilonbozhet a nagy globularis
fehérjékre jellemz6 ,,megszokott” CD gorbéktdl, ezért ezek elemzésére az eldzdleg
emlitett algoritmusok nem alkalmazhatoéak. A kiilonbség a peptidek nagyobb
flexibilitasabol, a szerkezet érzékenyebb kornyezeti fliggésétdl, illetve az oldallancok
nagyobb spektralis hozzajaruldsabol fakad. Egyfajta masodlagos szerkezettel rendelkezd
stabil peptid modellekrdl felvett ECD spektrum azonban nagyszeriien alkalmazhatd
bazisspektrumként a felbontdsok soran. A kdrnyezeti paraméterek valtoztatasanak
eredményeként fellépd térszerkezetvaltozas (pl.: amiloid aggregécio, hddenaturacio stb.)
is szamszerisitheté a dekonvolicidos modszerek hasznalataval. Ilyen esetekben nem a
masodlagos szerkezeti elemek aranyat, hanem a konformacids allapotok szamat és a
szerkezeti atalakulds mértékét definidlhatjuk a betiplalt spektrumsokasidgok és bazis
(vagy tanitd) spektrumok alapjan. Ilyen modszer a CCA+ [285-286] konvex

peremfeltételli dekonvolucids eljaras, amelyet én is alkalmaztam a doktori munkdm
soran. A vizsgalt ECD-gorbe felirhato: fjc(/i) = Yi_1p;9: (1), ahol pij a koefficienseket,
a gi(A) a bazisgdrbéket, mig P a bazisgorbék szamat jeloli. A szoftver YL, [ M —
ff (Z)] kifejezést minimalizélja, ahol a f/™ (1) az N darab mért ECD-gorbe és az /(1) a
bazisgdrbék linearis kombinacidjaval kozelitett spektrum. A minimalizalas soran a pij [i
=1,2,...,P; j = 1,2,...,N] koefficienseknek a bazisgorbék mint vektrorok altal kifeszitett

minimalis térfogatii szimplexen kell elhelyezkednilik a P dimenzids euklideszi térben
[287].

4.3.4 ECD-spektroszkopiai mérések

Az ECD-mérések egy Jasco J810 spektrofotométeren lettek elvégezve. A FUV
kiivettaban lett megmérve 185-260 nm kozott. A nyers ellipticitas adatok fényuthosszra
és aminosav tagszamra lettek normélva ([@]mr, fok-cm?-dmolt). NUV ECD-mérések
esetében 10 mm atmérdji kiivetta volt haszndlva és a minifehérjékrél 80-800 uM-os
koncentracié tartomanyban 240-325 nm kozott lettek felvéve a spektrumok. A nyers

NUV spektrumok ellipticitas adatai molaris ellipticitasra ([®], fok-cm?2-dmol ™) szamoltuk
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at. Az atvaltasokhoz sziikséges koncentraciok megadasahoz NanoDrop lite UV-VIS
spektrofotométert hasznaltunk. A koncentracié 3 parhuzamos mérés atlagaként lett
meghatarozva. Minden CD spektrum az olddszer alapvonaldval korrigalva lett. A
spektrumok felvételi sebessége (scanning speed) 50 nm/perc volt, az adatpontok
felbontasa (data pitch) 0,2 nm és a savszélesség (band width) 1 nm. Egy spektrum
esetében 4 parhuzamos méréssorozat adatpontjai lettek kiatlagolva.

Homérsékletfiiggés: A homérsékletfiiggd mérések esetében Peltier tipusu
termosztatot hasznaltunk. A tavoli és kozeli UV-tartomanyban a spektrumok 5 és 85 °C
fok kozott lettek felvéve 5°C -os (FUV) illetve 2°C-os (NUV) 1épéskdzonként. Ezaltal
egy fehérjérdl a FUV tartomanyban 17 spektrum, mig a NUV tartomanyban 41 spektrum
lett felvéve. A CCA+ felbontas soran a kettdé minifehérje csoportrdl felvett hdmérséklet
fiiggd spektrumsorozatok lettek felbontva 2 komponensre. Az egyik csoport a 25
aminosavas minifehérjék: E5, E5 E14Q, E5_E14D, E5 R6N, E5_E14D P17(4S)fP,
E5 E14D_P17(4R)fP, E5 _E14D_P24(4S)fP, E5 E14D_P24(4R)fP,
E5 A4C_E14D S25C. A masik csoportot a kiillonbozd hélix hosszisagu diszulfid-
hidas/redukalt minifehérjék alkottdk: E2, E2 SS, E2 2SH, E5, E5_SS, E5 2SH, E11,
E11 SS, E11 2SH, E19, E19_SS, E19 2SH. A 2 komponensti dekonvolucié soran a
kapott egyik bazisgorbe a minifehérjék 4°C-0s rendezett globularis szerkezetére
(rendezett/folded frakcié — F), a masik bazisgérbe a 85°C-os rendezetlen szerkezetére
(rendezetlen/unfolded frakcio — U) jellemz6.

Redukcid kinetika: Az E19_SS peptid esetében in situ modon — a kiivettaban —
lett a diszulfidhid redukcioja kovetve NUV ECD-spektrumok egységnyi id6kozonkénti
felvételével 75 oran keresztiil 15 °C-on. A fehérje koncentracidja 0,113 mM, az oldoszer
pH = 7-es foszfat puffer, a redukaloszer 18-szoros feleslegben 1évé TCEP volt. A 266-
281-287-293 nm-en mért molaris ellipticitas [@] értékekbdl lett szamolva az egyes t

[O]eo—[

id6pillanatokban a koncentracio az alabbi formula segitségével: [SS]; = 6] [s]] [SS]o,
[l 0

ahol [SS] az oxidalt fehérje t idobeli, illetve kiindulasi koncentracidja, [®], a kiindulasi
oxidalt minta; [®],, az egyensulyi/vég allapot; [@] t id6beli allapot molaris ellipcitasa.

mérésekkel kovettiik 25°C-on. A torzsoldatbol vett mintdk 10-szeres higitdsa és
vortexelése utan az ECD-mérések a korabban leirt 4ltalanos protokoll alapjan torténtek.

A torzsoldatok opalossaga az aggregacio eldrehaladtaval — az amiloidszalak elongécioja
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miatt — megn6t. A vortexelés soran az idiilt amiloidszalak oly mértékben zzodtak szét,
hogy ujra oldhat6 formaba keriiltek. A higitas tovabb csokkentette az opaleszcenciat,
valamint gatolta a vizoldhato B-redés oligomerek wjraasszocialasat. Az ilyen modon
preparalt minta 4°C-on stabilan eltarthatd akar 1 honapig az elvégzett ellendrzo kisérletek
alapjan. A CCA+ felbontas soran az id6fiiggd amiloid aggregacids spektrumsorozaton
kiviil 2 tanit6 spektrumkészletet hasznaltunk. Az egyik az EO peptid hdémérsékletfiiggése,
amely a rendezetlen fehérjékre jellemzO bazisspektrumot adja, a masik pedig a E5
hémérsékletfiiggése, amely a rendezett Tc-foldra jellemz6 bazispektrumot adta. Igy a 2
tanitospektrum sorozat és az aggregacios kisérlet spektrumai (2*17 spektrum + n
spektrum) harom komponensre lettek felbontva, amely a 3 aldbbi bazisgorbét
eredményezte: 1) Rendezett (F) 2) Rendezetlen (U) 3) Amiloid (Amy). Az egyes
spektrumok felbontast kovetdé F/U/Amy aranya baricentrikus koordinatarendszerben lett
abrazolva. Az eltéré paraméterek kozott végrehajtott kisérletek a baricentrikus
koordinatarendszerben megtett Ut alapjan lettek jellemezve €s 0sszehasonlitva. Miutan a
ES esetében a megfeleld aggregacios kortiilmények meg lettek hatarozva, a protokollhoz
tartoz0 ECD-mérés sorozatot a tovabbiakban az amiloid komponens tanitospektrum
tanulmanyozasa esetében a felbontasokat mar a harom tanitéspektrum sorozat (F/U/Amy)
felhasznélasaval végeztiik el. NUV ECD-spektrumok felvétele soran a torzsoldatbol vett
mintat csak vortexeltiik, higitdsra nem kertilt sor, a mérések a korabban leirt protokoll
alapjan torténtek.

Az ECD-mintak elokészitését és mérését, valamint CCA+ programmal torténd
felbontasat  Taricska  Nora  munkatarsam  végezte. Az E5  variansok
hémeérsékletfiiggésének, valamint a SS-ciklizalt varidnsok eredményeinek kiérékelését és
abrazolasat jomagam, mig az amiloid képzdédéshez kothetd adatok kiértkelését és

abrazoléasat Taricska Nora végezte.

4.4 Redukciokinetika modellezése

A diszulfidhidas peptidek esetében a spektroszkopiai modszerek altal
monitorozott paraméterek alapjan vizsgaltam a redukcidok kinetikdjat kiilonbozo
koriilmények kozott. A diszulfidhidak redukcidja TCEP vagy DTT reagenssel SN»

bimolekuléaris nukleofil szubsztiticid, amely sordn mind a fehérje (SS), mind a
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redukalészer (Red/RA) koncentracidja befolyasolja a redukcio sebességét. A Kinetikai
paraméterek becsléséhez a COPASI 4.16 (Build 104) [288] biokémiai rendszer
szimulatort hasznaltam, amely paraméterezésében €s az eredmények értelmezésében
Keszei Ernd segitett. Az oxidalt/redukalt peptidek koncentracié-ido fiiggvényére
Levenberg-Marquardt eljaras alapjan illesztettem a gorbéket. A késobb targyalt Kinetikai

modell alapjan az alabbi mechanizmusokat vettem figyelembe: a fehérje redukcioja (SS
K K
+ Red — 2SH+OX), a fehérje visszaoxidacidja (2SH + O, —— SS), a redukalt fehérje

kivalasa (2SH L @), illetve az O, diffuzidja (I f, 0.). Ha egy sebességi egyiitthato
nagysagrendben jelentésen kisebb, a tobbihez képest, akkor azt a paramétet kivettem a
modellbdl. A konfidencia intervallum félérték szélességét és az azon alapuld relativ
szorasokat a becsiilt standard deviaciokbol szamitottuk ki feltételezve, hogy a Student
eloszlds n — p szabadsagfoku, ahol n az adatpontok szdma és p a becsiilt paraméterek
szdma. Mivel a redukcid6 masodrendli kinetikdt mutatott a felezési idoket az alabbi
formula segitségével szamoltam ki:
1 Css,0
fz = k1 (CRred,0 — Css,0) " <2 - CRed,O)

ahol a ki a redukcio sebességi egylitthatoja, a Csspo a kiindulasi fehérje koncentracio, a

Credo a kiinduldsi redukdloszer koncentracidja. A formula azokban az esetekben

hasznalhato, ha a Cred,0=>Css0X 2.

45 Az E19_SS fehérje inzulin szekrécios vizsgalata

A diszulfidhiddal ciklizalt E19_SS teljes agonistanak vélt fehérje esetében Straner
Pallal vizsgaltuk az inzulin szekréciot fokozo hatasat in vitro INS-1E sejtvonalakon. A
folyékony mitrogénben tarolt INS-1E sejtkultarat a kiolvasztas utan a standard protokoll
szerint felszaporitottuk. A sejt kultarat 37°C-on temperalva allando médium csere mellett
a tenyésztdflaska 80%-os boritottsdgaig novesztettiik, majd passzaltuk. Az 6todik
passzalast kovetden kezdtiik meg a kisérleteket. Ekkor sejtszamolast végeztiink Trypan-
blue festéssel Bruker kamraban. Az 6sszsejtszamot az alabbi képlettel hataroztuk meg N
= n x higitas x sejtszuszpenzi6 dssztérfogata x 10%, ahol n két fiiggetlen sejtszamolas
atlaga. A tenyésztd flaskabol 24 lyuku tesztlemezre passzaltuk a sejtszuszpenzid 1

milliliterét. Folyamatos médiumcsere mellett megvartuk, mig az egyes lyukak sejt
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boritottsaga eléri a 80%-ot. A sejteket ekkor gliikoz mentes RPMI 1640 médiumban CO2
inkubétorban 2 6rat inkubaltuk majd kétszeri KRBH mosas utan fél ora elteltével 2,5 mM
gliikozt adtunk hozza. Fél 6ras inkubacid utan a lepipettazott és centrifugalt feliiliszot
referenciaként hasznéltuk fel. (alacsony gliikkdz szint melletti inzulin szekrécio) Ujabb
KRBH mosas utan fél ora elteltével 15 mM gliikoézt majd 20nM tesztelendd fehérjét
pipettazunk sejtekre és fél 6ran at inkubaltuk a mintékat. (1 talcahoz nem adunk fehérjét,
ez lett az a kontroll csoport, ahol a magas gliik6z koncentracié mellett elvalasztott inzulin
ELISA modszerrel hatarozzuk meg. Az ELISA méréseket a Mercodia kit protokolljat
kovetve végeztiik el, az inzulin koncentracidkat kalibracié utdn az abszorbancia értékek
alapjan hatdroztuk meg. A kiértékelések sordn a parhuzamos mérések 2-2 legkisebb és
legnagyobb értékét kizartuk az analizisbdl. A parhuzamos méréseket atlagoltunk és
szorast szamoltunk. Referenciaként pozitiv kontrollként vizsgaltuk a bizonyitottan potens
Exenatide, EDR és E19 minifehérjéket, illetve a kompetitiv antagonista, inzulin
elvalasztast nem serkentd, N-terminalison csonkolt E10 és Tc5b minifehérjéket, mint

negativ kontroll.

46  Monomer ES5 fehérjék molekuladinamika szimulaciéja

Az NMR-mérések alapjan szamolt pH = 7-es (288K) fehérjek esetében
molekuladinamikai szamitasokat is végeztiink az aggregacios protokollnak megfeleld
koriilmények kozott. A molekuladinamikai szimulaciok kiindulasa a szamolt szerkezetek
voltak, azonban a pH-tol fiiggden, teoretikusan az egyes protonokat rogzitettik az
aminosav oldallancokon, igy a deprotonalddas/protonalodas gatolva lett, tehat adott pH-
n az egyes fehérjék toltésmintazata allando. Az adott pH-n a fehérjék 6ssztoltését a Protpi
[289] szoftver segitségével hataroztuk meg és az aminosavak atlagos protonalddasi
allandoi alapjan megbecsiiltik milyen toltéseloszlasi mikroallapotok lehetnek a
rendszerben a vizsgalt pH-n. A molekula dinamikai szimulaciokhoz GROMACS59
szoftvert hasznaltunk AMBER-ff99SBildnp* erdtérben. A TIP3P viz molekuldkkal
szolvatalt monomer egy 12 oldalti dobozba lett elhelyezve, gy, hogy minimum 10A
tavolsag legyen a fehérje és a doboz hatara kozott. Az egyes szimulacids trajektoridk 1000
ns-ig futottak és minden 4. ps-ban a szerkezetr6l egy pillanatfelvétel késziilt. A

trajektoriak szerkezetsokasdgait tavolsag ¢€és az aromds oldallancok egymashoz
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viszonyitott térallasat leird paraméterekkel jellemeztiik, majd vizsgaltuk az adatok

eloszlasat. A molekula dinamikai szimulaciokat Akontz-Kiss Hanna végezte, az adatokat

egyiitt dolgoztuk fel.

4.7

Egyéb biofizikai és molekuladinamikai médszerek

A doktori dolgozat terjedelmére tekintettel az alabbi moddszerekrdl csak didhéjban

szeretnék értekezni kihangsulyozva, hogy az egyes moddszerek milyen célbol lettek

alkalmazva. A felsorolt vizsgalatok eredményei segitenck komplexet képet adni az

aggregacios folyamatokrol és a kialakult amiloid morfologiajarol.

1)

2)

3)

4)

DLS. Az aggregacids protokoll alapjan elkészitett ES minta oligomerizaciojat
dinamikus fényszoras technikaval monitoroztam. A kisérletek elvégzésében
Fiilop Viktor (SE — Gyogyszerészeti Intézet) segitett. Célom a DLS mérésekkel
az aggregaciod soran a részecskemeéret eloszlasanak jellemzése volt. A méréseket
egy ZetaSizer Nano ZS késziiléken végeztem. A mérésekhez sziikség volt a minta
abszorbanciajanak (ABSsanm = 0,04851) és refraktiv indexének (RI = 1,333)
meghatarozasara. A méréseket 5°C-on végeztiik, a 1ézer pozicidja 3,5 mm-nél volt
rogzitve. Minden mintavételezéskor 2 méréssorozatot rogzitettiink egyenként
100-100 scannel. A mérések ,,protein function” modban torténtek. Az egyes
mérések soran a polidiszperzitds indexet (PDI), az atlagos méretet (Z-avarage
size) €s az intenzitasok méreteloszlasat kovettiik.

AFM. Az atomerd mikroszkopia segitségével ugyancsak az aggregdcid soran
kialakul6 részecskék morfologiaja lett vizsgalva. A méréseket Gyulai Gergd
végezte az ELTE Kémiai Intézetének Hatarfeliileti- és Nanoszerkezetek
Laboratoriumaban.

TEM. Az ES5 idiilt amiloidszalairdl transzmisszios elektron mikroszkopos felvétel
is késziilt. A méréseket az Osakai Egyetem Fehérje Kutatd Intézetében végezték
el.

Rontgendiffrakcio. A ES aggregacidért felelos kozponti szekvencia részletébol
(LYIQWL peptid) sikeriilt tiikristalyokat noveszteni, szimpldn a HPLC tisztitas
soran elualodott fécstlics acetonitriles-vizes elegyébdl 4°C-on. Diirvanger Zsolt a

csoport  Krisztallografiai ~ Laboratoriumanak  munkatarsa  végezte a
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rontgendiffrakcios méréseket, az elektronsiiriiség térképek feldolgozasat és a
szerkezet meghatarozasat.

Molekula dinamikai szimulacidk. A szimulacidk soran egyrészt modelleztiik az
NMR ¢s ECD-eredmények alapjan, hogy az E5 esetében az atalakult B-redds
fehérjeszalak milyen lehetséges mddokon asszocidlhatnak és ez milyen amiloid
térszerkezetet eredményezhet. A szimulaciokat és azok kiértékelését Akontz-Kiss
Hanna végezte.

Természetesen a végallapotra, az ES5 amiloid rostok atomi felbontasu
térszerkezetére is kivancsiak voltunk. Ehhez Brnoban cryo-EM méréseket, illetve
Osakaban szilard fazisa NMR-méréseket végeznek. Ezek a vizsgalatok ¢s

feldolgozasuk azonban még folyamatban van.
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S. Eredmények

5.1  Szintetizalt peptidek jelolése és szekvenciaja

A munkam soran el6éallitott peptidek neve és aminosav szekvencidja a 2. tablazatban van
felsorolva. (2. tablazat) A triptofan-kalitkara jellemz6 fold, az aminosavak, valamint az

elvégzett szubsztiticiok szerkezeten beliili lokalizacidja a 13. abran van bemutatva.

1. tablazat. A szintetizalt peptidek nevezéktana és szekvencidja. A 25 aminosavas
peptidek esetében az itt bevezetett szinkodot alkalmazom a doktori értekezésem soran. A
fluor szubsztitualt peptid parok esetében a vilagosabb a (4S) a sotétebb a (4R)
konfiguracionak felel meg. A szekvencidkban vastag betiivel az aminosav szubsztituciok
vannak jeldlve, mig alahuzdssal az -S-S- kotést kialakito ciszteinek vannak kiemelve. A
diszulfidhidas variansoknal az oxidalt szarmazék SS mig a redukalt szarmazék 2SH
jeloléssel vannak ellatva. A 13-as peptid kivételével az N/C-terminalisok szabadak.

peptid neve peptid szekvencia

Irodalmi peldak

GLP-1 HAEG TFTSD VSSYL EGQRA KEFIA WLVKG RG
Exenatide HGEG TFTSD LSKQM EEEAV RLFIE WLEKNG GPSSG APPPS
TeSb NLYIQ WLKDG GPSSG RFPPS

25 aminosav hosszusagu E5 variansok

ES EEEAV RLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS
E5_E14D EEEAV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPPS
E5_F14Q EEEAV RLYIQ WLKQG GPSSG RPPPS
E5_A4C_E14D_S25C EEECV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPEC
E5_R6N EEEAV NLYIQ WLKEG GPSSG RPPPS
ES_E14D_P17(4S)fP EEEAV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPPS
E5_E14D_P17(4R)fP EEEAV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPPS

EEEAV RLYIQ WLEDG GPSSG RFPPS

EEEAV RLYIQ WLEDG GPSSG RFPPS

Diszulfidhiddal stabilizalt eltéré o-hélix hosszlsagu Exenatide szarmazékok

E2_SS/E2_2SH CV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPEC
E5_SS/E5_2SH EEECV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPEC
E11_SS/E11_2SH D LSKQM EEECV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPPC
E19 SS/E19 2SH HGEG TFTSD LSKQM EEECV RLYIQ WLKDG GPSSG RPPPC

E5 szekvencia részletek amelyek az aggregacioért feleldsek

Aggregacios core peptid LYIQ WL

13-as helikalis peptid EEEAV RLYIQ WLK-NH,
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13. abra. Az E5 minifehérje 4°C-0s szerkezete. A peptidgerinc cartoon modellje mellett
az oldallancok stick formaban vannak feltiintetve. Az oxigén atomok vordssel, a nitrogén
atomok kékkel, a hidrogén atomok fehérrel vannak kiemelve. Az egyes elvégzett
szekvencialis szubsztitiiciokat az aminosavak bekeretezésével jeloltem. A 17 prolin y-

vildgoszolddel van kiemelve. A 24 prolin esetében a (4R) fluor szubsztitucio

narancsszinnel, mig a (4S) fluor szubsztiticid citrom sargadval van szemléltetve. A
minifehérje feliilete részleges atlathatosag (80%) mellett van feltiintetve.
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52 25 aminosav hosszisagi ES5 variansok térszerkezetének kombinalt
spektroszkopiai modszerekkel torténoé jellemzése

5.2.1 NOESY-kényszerfeltételek alapjin meghatarozott térszerkezetek és
jellemzésiik

Ebben a fejezetben Osszefoglalom az ES varians peptidek homérséklet fliggése
soran megfigyelt szerkezeti ¢€s spektroszkopiai valtozésokat. 50 homonuklearis
spektrumharmas teljes asszignaciojat és az azon alapulo szerkezetszamolast végeztem el.

2. tablazat. Asszignalt keresztcsucsok Spektrumonként dtlagosan 200-900

szama ¢és gerincatom RMSD értékek. NOESY-keresztcsticsot asszignaltam. (3.
Szerkezetek tablazat) A 1épcsdzetes homérsékletnovelés
minifehérje Asszigndlt csticsok

T li-0i-11<i<5i>5 5 lamsn’| kovetkeztében az egymast  kdvetd

4°C |299 141 148 78 666| 0,376 ]
15°c |282 116 118 63 579/ o462 | spektrumokon csak Kisebb elmozdulasok
ES 26°C |278 104 87 48 517| 0,280
A7C (260 9168 39 458 0327 | t5rténtek a kémiai eltoloddsokban, lehetdvé
48°C_ 1133 37 35 16_221] 1,006
4°C |344 167 185 91 787| 0,071
15°C |311 149 153 75 688) 0,137
ES_E14D 26°C |292 121 128 56 597 0,145

téve, hogy a 25°C feletti, jelszegény

37°c |264 150 175 77 666| 0.161 Spektrumok assszignéci(')jét 18
48°C |244 106 106 75 531] 0,372
aC [308 138 78 45 560] 0,358 | elvégezhessem az alacsonyabb
15°C [272 98 68 46 484| 0,255

E5.F14Q | 26°C (242 49 27 23 341} 0335 | homérsékleten felvett spektrumok
37°C |na na na na na| na

48°C |na. na. na. na. na.| na.
4*C 358 183 192 144 877 0,124
" 7 4 17 . . .
;ZE :;i ﬁ? :;4 Ic,?s ;2; 3},5 homonukledris spektrum-hdrmas jelhiany
37°c |316 125 138 92 672| 0,185 ) )
as'c_|307 112 120 83 e22| 0180 | miatt nem volt asszignalhato, amelyet a
a°C_ |285 135 133 77 630| 0,167
15°C |250 50 78 54 473} 0.231 | tablazatban n.a./nincs adat jeloléssel lattam
ES_R6N 26°c |243 76 47 28 394| 0,485
37°C |226 47 17 22 312| 0,452
48°C 145 12 8 11 176] 0,866

a°C_[322 141 165 105 733] 0,138 o
15°C |314 140 143 64 661] 0,118 hémeérsékleteken (4/5°C, 15°C, 25°C, 37°C,

jelmintazata alapjan. Egyes esetekben a

ES_A4C
E14D_S25C

el. Az egyes E5 mutansokat a vizsgalt

%:;_;-::L:E 26°C |283 179 181 77 120] 0,119 . . , ,
(45) a7c |299 137 180 83 699) 0178 | 48°C) jellemzem az adott hémérséklethez
ag'c |157 52 51 a7 307 0575
4°C |337 143 344 77 7011 0160 | tartoz6 10 tagu szerkezetsokasagokkal és
ES E14 15°C |3089 139 137 74 6591 0,126
- - 26°C 295 135 149 70 48] 0,092 e r
PLI(4RIP | Spoc |34 98 100 47 asr| 0170 | Atlagszerkezettel.  (14-18.  4bra) A
as'c |232 65 56 31 3g4l 0474 Y, . ., .t
ac 1305 135 a1 & eael o121 homérséklet novelés hatasara  torténo
E5 E14D 15°C |294 108 107 45 554] 0,170
praasyp | 26°C [262 80 76 33 451) 023 szerkezet fellazulast az RMSD értékekkel és
(45) 37c |206 32 47 14 299] 0332
A5°C Jne oo na ne nal e | gz asszignalt NOESY-keresztcsticsokkal is
4*C 310 173 175 75 733] 0,176
es frap_ | D2 |3 10 2T 01 M 000 | szamszerGisitem. A NOESY-keresztesticsok
P24(4R)fP ‘

37°C |ns na na.  na na| na ., . . S .
45°C |na ne na  ne na| ne | Kategorizalva vannak intrarezidualis (i = 0),

interrezidualis szekvencialis (i = 1), kozeli (1 <i<5), és tavolhato (i > 5) keresztcsticsok
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ES 6sszes atom RMSD (C°)

S = N WA VDN W

1234567 8 910111213141516171819202122232425
—~8—277K —8—288K —9—299XK 310K —8—321K

pH 6

pH7

ES dsszes atom RMSD (pH)

- T ——pH S5 PHAE =2

14. abra. Az E5 minifehérje szamolt térszerkezetei A) a hoémérséklet (pH = 7) B) a pH
figgvényében (15°C). A szerkezetsokasdgokban a Tyr8 és Trpll oldalldnca van
kijelolve. A grafikon a szekvencia mentén (x-tengely) az egyes aminosavak dsszes atom
RMSD értékét (y-tengely (A) mutatja.
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ES5_E14D osszes atom RMSD

ES_E14Q osszes atom RMSD

‘1‘ W‘_\m v
) 202122232425

)
1 2345678 910111213141516171819

— )7 K 285 K > 299 K

15. abra. A) Az E5 E14D és az B) E5S_E14Q minifehérje szamolt térszerkezetei a
homérséklet fliggvényében. A szerkezetsokasagokban a Tyr8 és Trpll oldalldnca van
kijelolve. A grafikon a szekvencia mentén (x-tengely) az egyes aminosavak 0sszes atom
RMSD értékét (y-tengely (A)) mutatja.
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ES_A4C_E14D_S25C dsszes atom
RMSD

)T K ~@—288 X 299K b 310K =@=321K

7 B 910111213141516171819202122232425

=277 K —0—288K —8—299K 310K —@=321K

16. abra. A) Az E5 A4C E14D S25C ¢és az B) E5 R6N minifehérje szamolt
térszerkezetei a hdmérséklet fiiggvényében. A szerkezetsokasagokban a Tyr8 €s Trpll
oldallanca, illetve az ES_A4C E14D_S25C esetében a Cys4 és Cys25 van kijelolve. A
grafikon a szekvencia mentén (x-tengely) az egyes aminosavak Osszes atom RMSD
értékét (y-tengely (A) mutatja.
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.
’ "A*W":“wt\: '

1234567 8 9101112131415161718192021222324325

e 271 K~ 288 K 299K 310K =@=321K

ES_E14D_P17(4R)fP &sszes atom
RMSD

FAN = o ~

1234567 8910111213141516171819202122232425

—@—271 K —~@=2B8K —@— 299K 110K —@=371K

17.abra. A) AzES5 _E14D P24(4S)fP ésaz B) E5_E14D_P24(4R)fP minifehérje szamolt
térszerkezetei a homérséklet fliggvényében. A szerkezetsokasdgokban a Tyr8 és Trpll
oldallanca van kijelolve. A grafikon a szekvencia mentén (x-tengely) az egyes
aminosavak dsszes atom RMSD értékét (y-tengely (A)) mutatja.
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1234567 &910111213141516171819202122232425

w277 K ~=@=2B8BK ~9-29K &-310K

ES_E14D_P24(4R)fP 6sszes atom

RMSD
8
6 |
4 |

0
12345678 910111213141516171819202122232425

—=277K —@—288K —@-299K

18. abra. A) AzE5 _E14D_P24(4S)fP és az B) E5_E14D_P24(4R)fP minifehérje szamolt
térszerkezetei a hOmérséklet fliggvényében. A szerkezetsokasagokban a Tyr8 és Trpll
oldallanca van kijelolve. A grafikon a szekvencia mentén (x-tengely) az egyes
aminosavak dsszes atom RMSD értékét (y-tengely (A)) mutatja.

78



DOI:10.14753/SE.2021.2480

alapjan, ahol i a kolcsonhatd protonok szekvencialis tavolsaga. (3. tablazat) Az E5
minifehérje esetében a homérsékletfiiggés mellett a pH fliggvényében is vizsgaltam a
bekovetkez6 konformacidé valtozasokat. Az E5 konformacids allapotait 50 taga
szerkezetsokasagokkal hataroztam meg, amelyekrél az ES amiloid aggregacioja soran
adok részletesebb leirast. Az dsszes atomra vonatkozd RMSD értékekkel is jellemeztem
az egyes fehérje szerkezetsokasagokat a szekvenciagjuk mentén. (14-18. abra) A
diagrammok alapjan meg lehet allapitani, hogy mely szegmensek azok, ahol a
konformaciéo  fellazulasa  els6ként  bekovetkezik. A  kiillonb6z6  variansok
hémérsékletfliiggd atlagszerkezeteinek esetében a gerinc-konformaciot jellemzd ¢ és
torziés szogeket Ramachandran diagramon abrazoltam, (kiegészité abra 1-2.)
melyeknek tobb mint 90%- a Ramachandran diagram ,,elény6s” régiobjaba esett. A
helikalis szakasz torzios szogparjai a jobbmenetes a-hélixnek megfeleld régioban (-75 <
$<30¢és-120 < < -30), az —RPPP- szekvencia részlet szogparjai pedig a poliprolin-
hélixnek megfelel6 régioban (¢ = ~65; w = ~140) helyezkedtek el, igazolva szerkezeti
besorolasukat. A glicin aminosavak torzids szogei az oldallanc hianyaboél ered6 nagyobb
konformécios szabadsag miatt csak a megengedett régiokba esnek jelentdsen tavolabb a
tobbi aminosav lokalizacigjatol. (Glyl15, Gly20: ¢ = ~ -30; = ~135; 16 Gly: ¢ = ~150;
w = ~60) Ez 6sszhangban van a glicinek ,,csapagy”-szeri jellegével, ugyanis az egyes
masodlagos szerkezeti elemek hatarat az E5 szekvenciaban (a-hélix, 310-hélix, poliprolin-
hélix) a fent felsorolt glicinek képzik. A hdmérséklet ndvelésével — parhuzamosan a
denaturacioval — egyes esetekben (Glu2, Glu3, Serl8, Serl9) az ,.elény6s”-bol a

,megengedett” régiokba tolodtak el a ¢y szogparok értékei.

5.2.2 Az ES variansok szerkezetének jellemzése spektroszkopiai médszerek altal

meghatarozott paraméterek alapjan.

Az egyes fehérjék szerkezeti egységeit (a-hélix, Tc) a masodlagos kémiai
eltolodasok alapjan jellemeztem 4-15-26-37-48 °C-on. A Glu2-t6l a Lys13-ig tartd
helikalis régiot a Ha protonok masodlagos kémiai eltolodas dsszegével jellemeztem.
(CSDn¢iix 2-13) A Trp-kalitka jellemzésére bevezetett (CSDcage) €rtéket a korabban
leirtakhoz képest egy kis mértékben modositani kellett. Az elemzésbdl kihagytam a
17PHB2 és P24HS1 és P24HS2 (E5-nek megfeleld szamozas) protonok kémiai
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cres

sziikség, mert a fluor szubsztitualt prolin varidnsok esetében a fluor lokalisan
nagymértékben megvaltoztatja a kotések mentén a szomszédos protonok kémiai
eltolodasat. Mivel nem talaltam irodalmi adatokat fluoro-prolinok random (rendezetlen
szerkezethez tartoz6) kémiai eltolodas értékeirdl, igy, ha a természetes prolin értékei
alapjan szamoltam volna, akkor a térszerkezet rendezettségével korrelald CSDcage adat
torzult volna a fluor kompenzalatlan lokalis hatasabol ered6 taggal. A szamolt CSDhglix 2-
13 €s a CSDecage értékeket tablazatosan ¢és a hdmérséklet fiiggvényében grafikon forméaban
adom meg. (20-22. abra, 1. kiegészit6 tablazat.)

Tavoli UV-tartomanyban 5-85°C kozott felvett ECD-gorbék a 3-4. kiegészito
abrakon foglaltam 6ssze. A hdmérséklet novelés hatdsara az Osszes peptid esetében
kiilonb6z6 mértékben, de csokken a rendezettség. Ez az n>n* (~222nm) és a
n2>7*(~190 nm) savok abszolut intenzitasanak a csokkenésével kovetheté nyomon. A
rendezett->rendezetlen atmenet izodichroikus pontja 202 nm kozelében talalhato. A
hémérsékletfiigeé FUV ECD-spektrumokat célszerli szamszeriisiteni megfeleld
mérészamok megadasaval, a konyebb Osszehasonlitds érdekében. Ehhez egyrészt a
fehérje helicitasaval aranyos 222 nm-en mért molaris ellipticitas értékeit hasznaltam fel
(5. kiegészité abra), masrészt a rendezett komponens (C tipusu spektrum) a szamitott
szazalékos aranyat. (kétkomponensi felbontas soran) A kétkomponensii felbontas soran
az alabbi hoémérsékletfiiggdé FUV ECD-spektrumsorozatokat vettem alapul: ES5,
E5 E14D, E5 E14Q, E5 A4C E14D S25C,E5 R6N, E5 E14D P17(4S)fP,
E5_E14D _P17(4R)fP, E5_E14D_P24(4S)fP, E5_E14D_24(4R)fP. (19. abra)

A kozeli UV-tartomanyban felvett ECD-spektrumokat (6-7. kiegészité abrak) az
egyes hullamhosszukon (276 nm, 280nm, 287nm, 293nm — 8-11. kiegészité abrak) mért
ellpticitas értékeivel és a kétkomponensii felbontds soran kapott rendezett/rendezetlen
komponens aranyaval jellemzem ugyancsak. Mivel a NUV spektrumon egyértelmiien
latszik, hogy az E5 A4C E14D S25C minifehérje esetében a diszulfidhid spektralis
hozzéjaruldsa miatt a gérbe alakja jelentdsen eltér a tobbi minifehérjére jellemzd Tyr-Trp
kolcsonhatasra jellemz0 gorbétdl, emiatt ezt kihagytam a felbontasbol. (Az E5, E5_E14D,
E5_E14Q,E5_R6N, E5 E14D_P17(4S)fP, E5_E14D_P17(4R)fP, E5_E14D_P24(4S)fP,
E5_E14D_24(4R)fP spektrumokat bontottam fel - 19. abra)
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spektrumainak kétkomponensi
felbontasa

® Rendezetlen% ® Rendezett%
100
o Ld : ’
soc * & Y e 4 : P o
ol 18 2 7 \\ s — S & _—F
\ > /2 < s ° oy v -
5i® . % o K ‘ ° o ‘. S . -
60 . 0; '..:. \: ‘.o o: o: '..:
' d
8 N - $ & ) ’. -
40 ... e s % , * ot ® F e
- g s ‘ B 2 , b ° F " S
3 ° 2 < o e ° el ©
o & ’ 9 " \ ° S ° = Kl
20 S o o @ e , % *
* @ % S o \ L § \ )
O 5oc 85’(: o °
wn [a] o O = Ll 18 e
s 3 U8 &8 8% 8= SE
w w e [ — <t - < &
| 1 < I ) W ~— W — W ~—
wn ) < Q w |~ 1~ | <
wowd
s , ,
I ES minifehérje variansok
d —— ——— | hoémérsékletfiiggé NUV ECD-
= spektrumainak kétkomponensi
= = = = = === felbontasa
@ ® Rendezetlen% @ Rendezett%
! v 2 \
g o $2 k!
¥ ¥
5 2 i
i 5 A
\ O 7 \
s—3%
\ Z
(a] o = o |& | &
< ) o % o= o x
o o % g 3% 3 Z
I.hl ml 8 w :_, ul: «_4‘-;‘:
“ = I o a 0

19. abra. A dekonvolucios folyamat soran a

esetében, a pontok 2°C-0s” egységenként valt

és a 10. pont jel6li az 50°C-ot.)
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rendezett és rendezetlen térszerkezethez
meghatarozott A) FUV ECD, C) NUV ECD-bazisgorbék. B-D) Az egyes komponensek
aranya a homérséklet fiiggvényében. A FUV ECD (B) esetében az egyes minifehérjék
els6 pont parjai az 5°C-hoz tartoznak, a pontok 5°C-os egységenként valtoznak egészen
85°C-ig. A 10. pont (50°C fok) jeloli az NMR-mérések hatarat. A NUV ECD (D)
oznak. A 23. pont” (49°C fok) jeldli az
NMR-mérések hatarat. ("ES_E14Q és E5_R6N esetében 5°C-os egységenként valtozik
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A kombinalt ECD/NMR-spektroszkopiai adatok elemzése soran megvizsgaltam,
hogy az E5 minifehérjék esetében az a-hélix rendezettségére, valamint a triptofan-kalitka
harmadlagos szerkezetére jellemz6 kiilonbozé eredetii spektroszkopiai adatok milyen
mértékben korrelallnak egymassal, illetve ekvivalens-e az informacio tartalmuk. Az
Osszehasonlitast 4/5°C, 15°C, 25/26°C, 37°C és 48°C végeztem el. Az a-hélix
rendezettségének/helicitasnak mérdszamai: CSDnlix 2-13; [@]222nm, Fruv% (FUV ECD
rendezett komponense). A triptofan-kalitka rendezettségének/kompaktsaganak a
mérészamai: CSDcage, [@]276nm, [@]287nm, [@]280nm, [@]293nm, Fnuv% (NUV ECD rendezett
komponense). (1. kiegészité tablazat) Mivel a kiilonb6z6 mérészamoknak eltérdé a
dimenzidja, igy célszerlibbnek lattam viszonyitott-relativ értékek bevezetését. Az egyik
megkozelités sordn egy fehérjérdl felvett hdmérsékletfiiggd adatsorozat minden elemét a
kiindulasi — legalacsonyabb homérsékletli adathoz — viszonyitottam, ezalapjan
megallapithatd, hogy az adott fehérjének a rendezett nativ allapotdhoz képest milyen

Xy

mértékben csokkent a rendezettsége: X' =~ X 100% ahol X a mért adat, Y a
y

minifehérje varians, T a hdmérséklet. igy 100%-nak fog megfelelni minden minifehérje
4-5°C-on mért minden egyes értéke. (2. kiegészité tablazat) A masik esetben minden
hémeérsékletfiiggd értéket a kiindulasi szekvencidju ES 4°C-on mért megfeleld értékéhez

T

Xy
2°C

Xgs

viszonyitottam: X" = X 100%. (3. kiegészitd tablazat) A relativ értékek alapjan

konnyedén megallapithatd, hogy a vizsgalt fehérjében hany szazalékos a rendezettség —
vagy a detektalt jelenség —a referencia nativ E5-hoz képest az. (ES értékei 4°C-on lesznek
a 100%) Amenyibben egy minifehérje értéke 100% felett lesz akkor az adott koriilmények
kozott rendezettebbnek szamit, mint a nativ ES. A minifehérjek helikalis szegmensét
jellemzd paraméterek a 20. abran, mig a triptofan-kalitkara, illetve a Tyr-Trp

kolcsonhatasat leird adatok hdmérsékletfiiggései a 21. Abran vannak dsszefoglalva.
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20. abra. A minifehérjék helikalis szegmensének jellemzése a normalt spektroszkopiai
adatokkal (X %) 4-48°C kozott A-C) az E5 variansok B-F) a fluor szubsztitualt ES
variansok esetében. Az adatok a 3. kiegészitd tdbldzatban tdblazat formaban is
megtalalhatoak. NMR-adat: A, D, FUV ECD-adat: B, C, E, F.
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21. abra A minifehérjék triptofan-kalitka jellemzése a normalt spektroszkopiai adatokkal
(X %) 4-48°C kozott A-C) az ES5 variansok B-F) a fluor szubsztitualt E5 variansok
esetében. Az adatok a 3. kiegészitd tablazatban tablazat formaban is megtalalhatoak.
NMR-adat: A, D, NUV ECD-adat: B (276 nm), C (287 nm), E (276 nm), F (287 nm).
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21. abra folytatisa. A minifehérjék triptofan-kalitka jellemzése a normalt
spektroszkopiai adatokkal (X %) 4-48°C kozott G-1) az E5 variansok J-L) a fluor
szubsztitudlt ES variansok esetében. Az adatok a 3. kiegészitd tablazatban tablazat
formaban is megtalalhatoak. NUV ECD-adat: G/J (280nm), H/K (293nm).
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5.2.3 Tyr-Trp térallas jellemzése az ES minifehérje szarmazékokban

A kozeli-UV tartomanyban detektalt Tyr-Trp aromas kolcsonhatas jellegzetes La-
Ly savjainak (276nm, 280nm, 287 nm, 293
nm intenzitdsa fligg a két aromas oldallanc
egymashoz viszonyitott térbeli helyzetétdl
(14-18. abra: aromas oldallancok stick
abrazolasa), amely jellemzésére altalanosan
4 paraméter adhaté meg: a két aromas

- oldallanc tomegkdzéppontjainak tavolsaga

d (A); a két aromas gyiirii sikja altal bezart

sz0g o (°); az aromas gylrik kozotti
22. abra. A Trp-Tyr aromas oldallancok dBlésszog 6 (%); s az aromés gylirlk
egymashoz viszonyitott térallasat leir6 azimutialis szoge ¢ (°) (22. 4bra)[290]. A
paraméterek koordinata rendszere.
Szemléltetésnek  Farkas  Viktor [282]
kdzleményébdl van az 4bra kolesondzve. oldallancok hidratéltsaga (masik

térallason kivial savok intenzitdsat az

megkdzelitésben: hidrofob
eltemetettsége) is befolyasolhatja. A denaturalddas soran a kiralis kdrnyezet megvaltozik,
amely a Tyr-Trp kolcsonhatas és egyben a detektalt savok megvaltozasahoz vezet. A
szamolt hémérsékletfiiggd szerkezetsokasagok alapjan meghatarozhatoak a Trp-Tyr par
térallasat leird paraméterek (d, a, 0, ¢), amelyek hozzarendelhetéek a kozeli UV-
tartomanyban detektalt spektralis tulajdonsagokhoz. (4. kiegészité tablazat) Meg kell
jegyezni, hogy az aromas oldallancok pontos térallasat a NOESY-jelek alapjan nehéz
meghatarozni mivel szamos bizonytalansagi tényezd is kozrejatszik. Az egyik nehézség,
hogy a tirozin aromas gylriijének a szembenalld protonjai degeneraltak (Ho# és He#),
emiatt nem lehet biztosan meghatarozni, hogy egy adott protonhoz az aromas sik a
lapjaval vagy az élével kozelit. Egy masik nehézség, hogy a triptofan indol gytiriijének
proton kémiai eltolodasai egybeesnek, (Tc motivumban féleg a He3, HE3, Hn2, HE2 jelek
a hatos gylirtin) emiatt a jelek atlapolnak, tovabb nehezitve az asszignalast. Tyr8 — Trpll
par oldallancainak protonjai térkozelben (4-6 A) is vannak egymaéshoz, ezért az aromds
gytirtik térallasanak meghatarozasdhoz elengedhetetlen ezen jelek pontos asszignacioja.
Azonban aromas jellegiik miatt ezeknek a jeleknek a kémiai eltolodasa néhany tized ppm-

en beliilre esik, emiatt a keresztcsucsaik a diagonalisok kozelében gyakran zajos hattérben
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vannak, amely igy elfedi a keresztcsucsokat vagy torzitja a jel integralast — ezzel egyiitt
a pontos tavolsagok megadasat. Ezen adatok elemzését nagy koriltekintéssel kell
végezni, egy-egy, az atlagtol jelentdsen eltérd adatnal érdemes megvizsgalni a magasabb
vagy alacsonyabb homérsékleten mért értékeket is, illetve a tendencidkat is. A 48°C-on
meghatarozott szerkezetek egy része mar jelent6s rendezetlenséggel bir, amely a

megndvekedett szoras értékekben is megnyilvanul.

5.3  Diszulfidhid stabilizalt minifehérjék szerkezetének, redukciéjanak és

biologiai aktivitasanak jellemzése

Az el6zé fejezetben bemutatott ES_A4C_E14D_S25C (a fejezetben E5_SS
roviditésil) diszulfidhidas varians jelentdsen megndvekedett termostabilitdsa inditott arra,
hogy megvizsgaljam a teljes 39 aminosavas, Exanatide hosszisagu
E19 A18C E28D S39C (E19_SS) fehérje térszerkezetét. Mivel az E19 SS fehérje az

A ES5 szekvenciajan kiviil (ami a
receptorialis kotédésért
felels) tartalmazza a
rendezetlen  N-terminalist

rendezetlen kiilsé hélix térés _belss hélix 3, hélix__ PPI_ (receptor aktivalasaert felelGs
2 8 14 17 27 34 39 .

GLP-1: HA EGTFTS DVSSYL EGQ AAKEFIAWLV KGRG szegmens) ¢és az ezeket

Exenatide: HG EGTFTS DLSKQM EEE AVRLFIEWLK NGGPSSG APPPS

E19: HG EGTFTS DLSKQM EEE AVRLYIQWLK EGGPSSG RPPPS osszekotd un. kulsd hélixet

E19_SS: HG EGTFTS DLSKQM EEE CVRLYIQWLK DGGPSSG RPPPC

E11: DLSKOM EEE AVRLYIQWLK EGGPSSG RPPPS - A :

Ell_SS: DLSKOM EEE CVRLYIQWLK DGGPSSG RPPPC (23' abra), ezért teljes

ES5: EEE AVRLYIQWLK EGGPSSG RPPPS . ,

E5_SS: EEE CVRLYIQWLK DGGPSSG RPPPC agonista hatasunak

E2: AVRLYIQWLK EGGPSSG RPPPS

E2_SS: CVRLYIOWLK DGGPSSG RPPPC  feltételezhetd. E19 SS

23. abra. A fejezetben Osszehasonlitott diszulfidhidas esetében  kivancsi  voltam,

(SS), redukalt (2_SH) és anya vegyiiletek szekvencidjaés hogy a  diszulfidhidnak
az egyes szegmensek szerkezeten beliili pozicioja. mekkora stabilizalé hatésa
van a Tc-ra és a teljes (kiils6 és belsd) helikalis szegmensre, ezért TCEP redukéloszerel
redukaltam az SS kotést. A redukcid a kis fehérje méret és a felszinen lokalizal6dd SS
kotés ellenére tobb idot vett igénybe, mint amelyet atlagos redukcios protokolok
megkivannak. Ez 0sztonzott arra, hogy szisztematikusan vizsgaljam a redukcid
sebességet befolyasolo tényezOk hatasat a diszulfidhid stabilizalt Tc minifehérjecsaladon.

E5 SSésaz E19 SS mellett vizsgaltam még az E11_SS as E2_SS minifehérjéket, illetve
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ezek redukalt formait (E19 2SH, E11 2SH, E5 2SH, E2 2SH) 6sszehasonlitasban az
irodalmi E19, El11, E5, E2 minifehérjékkel. (23. abra) A szerkezetek komplex
vizsgalataval megallapithato, hogy a diszulfidhid megléte milyen mértékben befolyasolja
a kiilonb6z6 hosszusagu hélix stabilitasat, illetve a valtozo hélix hossz milyen hatassal

van a redukcio sebességére.

5.3.1 Diszulfidhid stabilizalt minifehérjék és azok redukalt varidnsanak szerkezeti

jellemzése osszehasonlitasban az egyezé hossziusagu E2/E5/E11/E19 varianssokkal

A 12 minifehérjékrél az 5.2 pontban mar bdvebben részletezett modon
hémérsékletfliiggd kozeli (12-13. kiegészité abra) és tavoli UV (14-15. kiegészité abra)
-tartomanyba es6 ECD-spektrumsorozat allt rendelkezésre 5 és 85°C kozott. A FUV
ECD-spektrumokat (12 x 17 spektrum) 2 komponensre bontottam (16. kiegészité abra)
¢és a rendezett komponensek aranyat (Fruv 15°C) a 3. tablazatba gyijtottem ki. Az SS-
kotést tartalmazo fehérjék NUV ECD-spektrumok spektralis tulajdonsdgai jelentdsen
eltérnek a redukalt (és a kiindulasi) varidnsokétdl. Az eddigi Tyr-Trp kolcsonhatas
kiegésziil a diszulfidhid kromfor kdzelségébdl eredd hatasal, igy egy SS«>TyreTrp
hidrofob kozegben elhelyezkedé rendszer kolcsonhatasaibol szarmaztathatd savok
jelennek meg. A korabban megfigyelt Tyr-Trp savok ellipticitas értékei az SS-kotés
jelenlétében hipokrom irdnyba toldodnak el. Az oxidalt és redukalt szarmazékok eltérd
spektralis jellege lehet6vé teszi a redukcid kinetikdjanak NUV ECD-spektroszkopidval

torténo monitorozasat.

3. tablazat. Minifehérjék szerkezetének jellemzése 15°C-on, pH = 7-en.
2 rendezett komponens aranya 15°C-on. ® a 10 tagi szamolt szerkezetsokasagok
gerincatomjainak RMSD értéke. ©4.2.7-es fejezetben leirtak alapjan szamolt ¢ szekvencia
hosszra normalt Ho masodlagos kémiai eltolodasok.

E2 ES E11 E19

&H 55 5H | _ss SH | _ss SH | _ss

Fruv (%) 37 | 148 | 51,8 | 515 | 428 | 834 | 70 76 o6 | 43,7 | 658 | 516

RMSD[A) 1,47 | 031 | 041 | 150 | 043 | 015 | 151 | 034 | 027 | 1,22 | 059 | 060
C5Dicage’ 378 | 956 | 11,34 | 1026 | 104 | 11,4 | 1085 | 1097 | 11,45 | 10,87 | 11,07 | 11,86
(zcspf™y | 0,255 | 0,439 | 0,537 | 0,448 | 0,492 | 0,497 | 0,493 | 0,577 | 0,522 | 0,485 | 0,558 | 0,499
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15°C-on, pH = 7-es koriilmények kozott NMR-relmeghataroztam a kiilonb6z6
hosszusdgu  o-hélixeket tartalmazd  oxidalt/redukdlt szarmazékok 10 tagu
szerkezetsokasagait (24 abra/a), amelyeket a gerinc atom RMSD értékekkel a CSDcage
értekkekel és az a-hélixre (2-27) jellemzé Ha protonok mésodlagos kémiai eltolodasbol
szamolt értékekkel jellemeztem: (XCSD/*)/i (3. tablazat). Az érték megadja, hogy egy
I hosszusagu a-hélixben (vagy csak egy szegmensében) mekkora egy alfa proton atlagos
masodlagos kémiai eltolodasa. (24. abra/b), amely alapjan kovetkeztetni lehet az adott

szegmens helicitdsanak nagyséagara.

E19 _SS E19_2SH E19 E11_SS E11_2SH E1l

44

@

SRS ASEERASEERRAR T
 fessssssssssssessnsns

-

dERddssasesedacieaseeddsdnaiai

]
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E E5_SS ES_2SH E2_SS E2_2SH
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24. abra. A) NOESY -keresztcsticsok alapjan meghatarozott 10 tagu szerkezetsokasagok
cartoon abrazolasa. A diszulfidhidak pozicidja minden szerkezetben stick abrazolassal
van kiemelve. Az anyavegyiiletek térszerkezetét Rovo Petra hatdrozta meg. B) A hélix
régid egyes szegmenseinek aminosavszamra normalt Ho protonra szamolt atlagos
masodlagos kémiai eltolodasa. (ECSD/'®) /i

89



DOI:10.14753/SE.2021.2480

5.3.2 Redukcidkinetika monitorozasa spektroszkopiai médszerekkel

Az E19SS—>E19 2SH TCEP-es redukcié eclérehaladtat parhuzamosan 2
spektroszkopiai modszerrel in situ moédon monitoroztam azonos kisérleti koriilmények
kozott. (A reakcid tér kialakitasa kiillonbozé csak: az ECD esetében 10 mm-es
fényathosszu kiivetta, mig az NMR esetében egy 5 mm atmérdjit NMR-cs6.) NUV ECD-
spektroszkopiaval a SSeTyr—Trp komplex kromofér rendszer 2SH«-Tyr—Trp
rendszerré torténd atalakulasat kovettem 266 nm, 281 nm, 287nm és 293 nm-en. (25.

abra/a, kiegészité abra 17.) A 293 nm-en mért adatokra a gorbe illesztés standard

ZSH W25HE12SH s W25Hg15s 012 " k%0 = 4, 11E-04 Lmmol 'min?
0,

k
1 { M, kH280m=5.67€-04 Lmmol 'min
{

\, " ky nm=5.98E-04 Lmmol 'min?
4 kMR = 8 03E-04 Lmmol 'min?

— E19_S5PE19_25H SN
— E19_S5PE19_25H 15K

[®] / deg cm? dmol™?

— 19 SSE19_25H 25K
— 19 5SPE19_25M 35K
£19_$8DE19_25H 75h

260 280 300 320

0 1000 2000 3000 4000

A/nm t/ min

25. abra. E19 SS (0,113 mM) redukcidjanak (18x-felesleg TCEP, 15°C, pH = 7)
kovetése (55 ora) in situ moédon A) NUV ECD és B) NMR-spektroszkopiaval. C) A mért
adatok alapjan paraméter becsléssel meghatarozott redukcios sebességi allandok: ki*=260
M =4 11E-04 Lmmol*min;kA72810M = 5 67E-04 Lmmol*min?; k727 "™ = 5 98E-04
Lmmol*min;k,NMR = 8,03E-04 Lmmol*min*

.....

Annak ellenére, hogy az NMR 1D *H mérésekkel monitorozott kézponti Trp indol
oldallanca a diszulfidhidtol térben tavol esik mégis Hel protonjanak kémiai eltolodéasa az
oxidalt (9,6 ppm) és a redukalt (9,76 ppm) formaban jelentésen kiilonbozik egymastol.
(25. abra/b) Ez azért érdekes, mert a szerkezeti adatok alapjan, az oxidalt és redukalt

Trp-kalitka  rendezettsége koz6tt nincs  jelentdés  kiilonbség: CSDf;;ffs =

11,66; CSD,p25" = 11,07. (3. tablazat) Az NMR-adatok vilagitottak ra, hogy a teljes
redukcio nem ment végbe, 55 ora elteltével egy egyensulyi allapot all be, ahol az oxidalt
fehérje még 8%-ban jelen van. A kialakult redoxi-rendszerben az oldott O> a feleslegben
1év06 redukaloszer mellett is képes visszaoxidalni a mar egyszer kiredukalt format. Ezért
a tovabbiakban a paraméter becslés soran szamoltunk a visszaoxidacio, illetve a

rendezetlen aggregacio lehetdségeével is. Aggregacio soran az anyagmennyiség csokken,
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Al Rr
edukcio (k
( ‘) Redukcios
+RA kondiciok
red
Aggregamo
k)
VlsszaoxldaC|o (ks)
Oxidalt Redukalt Redukalt
monomer Jzart” nyitott” Oxidalt
(SS) konformer (2SH) konformer (2SH) polimer
et i : k3=~0
N P it bbb
2 ot ks> 0
S i :
2 1. | 1 KiISSIRAq) > (k[2SH][O;] +k;[2SH])
S 1.2 k{[SS][RA 4] = (K2[2SH][O;] +k3[2SH])
é .2 k{[SS][RAeq] < (k2[2SH][O,] +k5[2SH])
L)
v

26. abra. A) A kialakult redoxi rendszer sematikus abrazolasa. RAreds: redukaloszer,
RAox: oxidalt/elhasznalt redukaloszer*. Redukcid (ki), oxidacio (ko), aggregacio (ka)
sebességi egyiitthatéja. B) A redoxi rendszer egyes fazisia: 1. redukcios szakasz, II.
egyensulyi allapot, III. oxidacios szakasz. Aggregacio jelenlétében nem érhetd el a
oxidalt fehérje kiindulasi koncentracidja a redoxi ciklus befejeztével.

*A redukcid soran az oldott Oz nem oxidalja a TCEP-et, igy a TCEP fogyasa csak a
fehérje redukcidjahoz kothetd. Ezt bizonyitva 3P NMR-mérésekkel kdvettem a TCEP
foszfor jelének valtozasat 2 héten keresztiil szobahdmérsékleten S0mM-os foszfat
pufferben, parafilmezett NMR-cs6ben. Szamottevé intenzitas valtozast nem
tapasztaltam, valamint az oxidalt TCEP jele sem volt detektalhato.

amelyet az oxidalt és a redukalt jel Osszintegraljanak csokkenése jelez. (26. abra) Az
egyensulyi allapotban jelenlévo lassu cserefolyamatot (Rex) az oxidalt és redukalt formak
kozott CPMG-NMR [291] mérésekkel is alatamasztottuk az ES5 SS«—E5 2SH
redoxrendszerben. A gerinc NH csoportokon detektalhato lassu csere folyamata csak a
redukalt mintaban van jelen és ott is csak a diszulfidhidhoz térkozelben: Glu3, Cys4,
Val5, Arg6, Tyr8, és a Cys25 aminosavak esetében (18. kiegészité abra)

E19_SS esetében a hdmérséklet hatasat vizsgaltam a redukcid sebességére. (4.
tablazat/a) 60°C-on mar a redukcio szinte azonnali (t12 < Sperc), igy kevés adatpont miatt
nem illeszthetd kinetikai gorbe, mi tobb, a redukcid végével az oldat opalossa valt, jelezve
a fehérje kicsapodasat. 120 perc elteltével a 60°C-os minta cenrifugalasat kovetden nem

lehetett detektalni oldatban 1évé monomert NMR-rel. A meghatarozott ki értékekbdl az
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4. tablazat A vizsgalt fehérjék redukcidés paramétereinek Osszefoglaldsa A) a
hémérséklet (0,8 mM E19_SS, 18x felesleg TCEP), B) a kiindulasi fehérje koncentracio
(15 °C, E2_SS esetében 2x felesleg, E19 SS esetében 16x felesleg TCEP, C) kiindulasi
TCEP felesleg (15°C, 0,73mM El11 _SS) fiiggvényében. A részletes kinetikai
paraméterck az 5-6. kiegészit6 tablazatokban talalhatoak.

E ilyi . k1 értékek

T . gyer?su Vi Redukcios rata k1 tip : e‘ e’ ©

°c] allapotig eltelt (%] (L mmol =1 min-l] [min] szorasa
id& [h] ? [96]
15 ~ 15 92 3.05x107* 181 3,27
25 ~ 6 94 7.68x%x107* 72 9,78
37 ~4 94 1.15x107 48 1,68
60 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

[55] Egyensllyi  Redukcios kll . : k1 értékek
fehérje allapotig rata [Lmmol ~ min ] 1z sz6rasa
[mM] - [min]

eltelt 1dG % o
Itelt id6 [h] [96]
E2 SS 1,05 ~15min 100 1.37x101 3 16,92
E2 SS 1,74 < 5min 100 2.59x10+1 ~1 15,37
E19 SS 0,12 ~40h 92 8.03x107 466 12,37
E19_SS 0,81 ~15h 92 3.05x107* 181 3.27
[RAved] Egyensilyi Redukcios kll . R ky értékek
fehérje red allapotig rita [Lmmol ~min ] 1z szdrasa
[mM] - [min]
eltelt id& [h] [96] [9]
E11 SS 12,78 ~28h 91 1.64x107* 337 2,98
E11 SS 6,47 ~35h 89 2.61x10™ 423 4,80

Arrhenius-egyenlet alapjan szamitott aktivalasi energiaja Ea = ~ 44.3 kJ/mol-nak adédott
a redukci6 folyamatara vonatkozoan.

A legrévidebb (E2_SS) és a leghosszabb (E19_SS) varians esetében a kiindulasi
fehérje koncentraciot, (4. tablazat/b) mig E11_SS esetében a TCEP-felesleg redukciod
sebességére gyakorolt hatasat vizsgaltam. (4. tablazat/c)

A 4 kiilonboz6 a-hélix hossztsagn diszulfidhidas minipeptidet ugyanolyan enyhe
koriilmények kozott (1,5-1,7 mM fehérje, 15°C, pH = 7, 2x redukéloszer felesleg) TCEP
¢s DTT jelenlétében redukaltam, szisztematikusan vizsgalva az a-hélixhossz, illetve a

redukaldszer kémiai természetének hatasat a redukcid sebességére.
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5. tablazat Osszefoglald tablazat a kiilonbozé hosszusagu diszulfidhidas minifehérjék

redukciojardl (1,5-1,7 mM fehérje, 15°C, pH = 7, 2x redukaldszer felesleg) és a kiilsé/N-

termindlis hélixiiket jellemzd szerkezeti paraméterek. @ sztérikus faktor (x) =
Ha

1/ %} X RMSD X i, ahol i = a vizsgalt szegmens hossz; [!! A korrelacios értékek

alapjan becsiilt felezési id6. A részletes kinetikai paraméterek az 7-8. kiegészito
tablazatokban talalhatoak.

E2_SS E5_SS E11_SS £19_SS
<5m ~1h ~56h ~76h Egyensulyiallapotig eltelt id6 [h]
100 93 94 87 Redukcios rata [%)] TCEP-es
2,59x10"  1,85x107 368x10° 2,71x107 k; [L mmol * min"] redukcioé
<1 14 67 909 t1s2 [min)
1537 3,35 2,61 7,30 k1 szorasa [%)
Sh 9-10h 138h n.a. Egyensulyiallapotig eltelt id6 [h]
100 95 ~ 84 n.a. Redukcios rata [%]
4,04x10°  2,18x10°  1,52x10° na. K [L mmol " min’] DTT-s
redukcio
62 115 1659 30545 t1/2 [min]
5315 1,064 45,152 n.a. k1 szorasa [%)
3 9 17 Kulsé hélix hossz (1)
0 0,39 0,55 1,41 Kuls& hélix RMSD Kiils&
0 0,14 0,26 0,11 £CSD; a-hélix
, _l__ X jellemzése
0 8,56 19,26 213,74 Sztérikus faktor'™

A 5. tablazat eredményei alapjan korrelaciot kerestem a felezési idok és az SS-kotést
arnyékolo kiilsé a-hélix hossza kozott. Bevezettem a sztérikus faktort, amely az a-hélix
hosszan kiviil annak rendezettségével is szamol. Ez a helikalis szakasz RMSD értékével
egyenesen, mig a masodlagos kémiai eltolodasbol szamolt értékekkel forditottan aranyos.

A felezési 1dok €s a hélix elongéacidk kozott exponencialis Gsszefliggést talaltam,
amelynek kitevdje a DTT és TCEP esetében kozel egyezd. A felezési idok és az a-hélixek
arnyékolo sztérikus hatasa kozott egyenes aranyossagot talaltam. (27. abra)

A hatodik tablazatban bemutatott E5 SS és E11 SS DTT-s redukcidjat (9.
kiegészitoé tablazat/a-b) az egyenstlyi allapot beallta utan tovabb kovettem, hogy a
korabban felvazolt teljes redukcios ciklus modellt (26. abra) igazoljam. (28. abra) Mig
az E11_SS/2SH-esetében koriilbeliil egy honap utan kozel a teljes fehérje mennyiség
visszaoxidalodott, addig az ES_SS/2SH esetében maga a redukcio €s a visszaoxidacio is
gyorsabban lejatszodott, azonban ez id6 alatt az oldott fehérje ~2/3-a az aggregaciod soran

kivalt az oldatbol.
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1000 — 1000
TCEP 900 |ty =2.0671e"07 g 900 E19.55 o
800 E19_§5 800
e 700 f 700
£ 600 / 600
o 500 / 500
<7 a0 400 7 R*=0,9995
300 300 | E2 55
200 { E2_55 200
ES.SS E11_SS
100 ' @ E11.SS 100 | o e
0 H—p— 0 o
0 5 10 15 20 0 50 100 150 200 250
35000 35000
DTT 30000 4 t, /= 50.473e0%376% ¢
1427 s 30000 - E19 5SS
E19_SS*
= 25000 25000 A
£ 20000 -
3 15000 A
& £7 €& R?=0,9989
10000 4“7
5000 A E11_SS
0 2 5 .
M 5 10 15 20 0 50 100 150 200 250
Kiilsé hélix hossza (i) Sztérikus faktor

27. abra. A diszulfidhidas minifehérjék redukcios felezési idejei a kiilsd hélix
hosszanak, valamint a kiilsd hélix sztérikus arnyékolod hatisanak a fiiggvényében
TCEP ¢és DTT redukaloszert hasznélva. * DTT esetében az elsé harom pontra ilesztett

exponencialis fliggvény egyenlete alapjan lett az E19 SS-hez tartoz6 érték
kiszamolva.

2 E11_SS E11_2SH 2 E5_SS E5_2SH
Oldott
anyagmennyiség

g 1,5 ’E‘ 1,5 veszteség

£ E

R "

s 1 9

5 2

o w!

505 &

0 .
0 20000 40000 0 20000 40000
t/ min t/ min
ks B Variéciés _ k’_ o Variaciés k’, » Variaciés
[L";e:;r ,c[:’inl, koefficiens[%) ;C]S[rs:::)l“,?::‘ 'l? koefficiens[%)] llﬁﬁﬂ;ﬁ;&":], koefficiens[%]

E11_SS 1.54E-04 9.3 1.83E-05 760.3 1.00E-08 21071.7
ES_SS 2.11E-03 2.5 3.12E-05 5657.6 7.11E-05 6.4

28. abra. A teljes redukcios ciklusa A) az E11_SS/2SH-nak, B) E5_SS/2SH-nak DTT
redukaloszer mellett (pH = 7, 15°C). C) A teljes redukcios ciklusra szamolt sebességi
egyiitthatok. (9. kiegészité tablazat)
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5.3.3 E19_SS biologiai aktivitaisanak mérése INS-1 emlds-sejttenyészeteken

Az elvégzett kisérletek eredményét 29. abra foglalja 6ssze, ahol az egyes vizsgalt
inkretin mimetikumok inzulin elvalasztast fokozo hatasa van feltiintetve. Az EDR, E19,
Exeanatide (EX4) és az E19_SS teljes 39 aminosav hosszusagu fehérjék Trp-kalitka
szegmense (utolsu 25 aminosav) analég az 5.2 fejezetben vizsgalt minifehérjék
szekvenciéjéval. Mig a korébban is bizonyitottan agonista hatasa EDR, E19, EX4 14-
kontrollhoz képest, addig az E19_SS a tobbi kompetitiv antagonistaval (Tc5b, ES, E10)
egyetemben nem serkentette az inzulin elvalasztast magas gliikoz koncentracio jelenléte

mellett.

70

60 n=18 n=18

=14
50 n'l
40 n=14 n=6 n=6  n=12 n=22
. b &
20
10

S 9

Inzulin koncentracié ng/ml

E19: HGEGTFTSDLSKQ/ :
EDR: HGEGTFTSDLSKQ! MWM

E5_E14D
E19_SS: HGEGTFTSDLSKQMEEECVRIVIOWIKDGGPSSGRPPPY ©5 A4C_F14D_525C

29. abra. Exanatide analogok biologiai aktivitasanak 6sszefoglaldja. Az alacsony/magas
gliikoz: alacsony/magas gliikkdz szint melletti referencia inzulin elvéalasztas hat6anyag
jelenléte nélkiil. TcSb/ES/E10:  N-terminalison csonkitott negativ ~ kontroll.
EDR/EX4/E19: 39 aminosav hosszlsagu pozitiv kontroll csoport. Az egyes
szekvenciakon kiemeltem a homérsékletfiiggések esetében vizsgalt 25-aminosavas
csonkitott analdgokat.
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5.4  ES minifehérje amiloid aggregaciojanak vizsgalata

5.4.1 Az aggregacio vizsgalata FUV ECD-spektroszkopiaval

Ahogy a 8. abran bemutattam ahhoz, hogy egy fehérje a potencialis energia

——pH=21

40000 - ——pH=30
——pH=41
pH=44
20000 7 —pH=49
——pH=70

20000 -

10000 o

-20000 -
T T T T T T T T T T 1
190 200 240 2D 2|0 M0 250 2680

Mnm

€],/ deg et dmol”

40000 - — ik

30000 4

20000

[l deg em’ dmal’

<1000 o

znoon

&
]

[4],,./ deg cm “dmal”’

30. abra. E5 minifehérje aggregacio vizsgalata
FUV ECD-spektroszkopiaval. A) pH-fiiggés
vizsgélata: Ces = 250uM, Cnaci = 50 MM, T =
37°C-on kevertetett minta ECD-spektruma 51
ora utan. ES minta (pH = 4,1 cgs = 250uM,
Cnacl = 50 mM, T = 37°C spektralis valtozasa
kevertetés hidnyaban (B) és kevertetés mellett
(C) az id¢ fiiggvényében.
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feliletén megtaldljuk az amiloid
szerkezetére jellemz6
energiaminimumot a szinte végtelen
kisérleti paraméter koziil (T, pH Crnerje,
Cion, t) kell kisziirni azokat az
optimumokat, amelyek az ES esetében

a-hélix—> (rendezetlen) > B-redd
konformécids atalakuldst kivaltjak. Az
optimalis kondiciok eldszliréséhez az
un. HANABI [292]  rendszert
hasznaltuk. Egy 96 lyuku talcan az
alabbi kisérleti paraméter matrixban (2
<pH<7; 80 uM <Cgs< 800 uM; 0 mM
< Cnacl < 100 mM ¢és T = 37°C)

vizsgaltuk FUV ECD-
spektroszkopiaval a B-redds
amiloidokra jellemzd B-tipustu

spektrum megjelenését. Az aldbbi
kisérleti kondiciok mellett: ces = 250
UM, Cnaci=50 MM, pH =4.1, T=37 °C-
on sikertilt intenziv B-tipusu spektumot
kapni ~50 o6ras inkubalas soran. Az
inkubaci6 soran a mintdt magneses
keverdvel kevertetjiik, ennek hidnyaban
nem tapasztalhatd B-tipusu spektrum
megjelenése 192 ora utan sem. (30.
abra) A fenti kondiciokat hasznaltuk

késObbiekben a standard amiloid mintak
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elokészitéséhez. Mivel rendelkezésiinkre 4llt az intenziv B-tipust spektrum is, lehetdség
nyilt a hdmérsékletfiiggéseknél bevezetett rendezett (Folded) <> rendezetlen (Unfolded)
2 komponensii felbontast kibéviteni egy harmadik, B-redés amiloid (Amyloid) taggal. A
harom tiszta komponensi (F/U/Amy) bazisspektrum ardnyaval lehet az aggregaciot egy

adott idOpillanatban jellemezni. Baricentrikus koordinata rendszerben abrazolva a
B-tipusi - B-reds [Amy)

-tipusu — rendezetlen

C-tipusd - a-hélix [F]

0,00 025 050 075 100 0.0 02
[Amy]

. '
‘ -— . 075 y
Ujvro Z\”{Amﬁ — 0,00 ."-"°°/ 0.0
2 ]

S1h

0.0 02 04 08 08 1.0
[Amyl [Amy]

19. abra ES aggregacio jellemzése a baricentrikus koordinata rendszerben. A) A 3 tiszta
tavoli UV-tartomanyt ECD bazispektrum, amelyek ardnyaval jellemeziik az aggregéacio
elérhaladtat. Az optimalizalt koriilmények kozott elvégzett aggregacios kisérlet a
baricentrikus koordinatarendszerben. Az ,,aggregacios utak” elsé pontja mindig a pH =
7-es allapothoz, a masodik a pH = 4-es allapothoz, a harmadik pont a s6 hozzéadasa utani
allapot, majd az ezt kdvetd pontsorozat az id6fliggd allapotok. Az A) abra esetében 5
6ranal a felbontas alapjan az atmeneti allapoti minta 50%-ban rendezetlen, 26%-ban
még rendezett, 24%-ban mar amiloid jellegli. B) Fehérje koncentracid hatisa az
aggregacio sebességére: 800 uM (fekete), 400 uM (narancs) 12,5 mM NaCl, 37°C
mellett. C) Eltér6 ionerdsség hatasa az aggregaciora: 50 mM (fekete), 25 mM (voros),
12,5 mM (sziirke), 0 mM (kék) 250 uM fehérje, 37°C mellett. D) Eltéré homérséklet
hatasa: 23°C (voros), 37°C (fekete), 47°C (sziirke) 250 uM fehérje és 50 mM NaCl
koncentracid mellett
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komponens-harmasokat az id6 fiiggvényében leirhatd a konformacios atalakulas ttja. A

baricentrikus koordinatarendszerben megtett it alapjan 6sszehasonlithatoéak a kiilonb6z6

koriilmények kozott elvégzett aggregacios kisérletek. Ilyen modon az optimalizalt

koriilmények ismeretében vizsgaltuk, hogy az aggregacid sebességére miként hat a

hémérséklet, a fehérje-, illetve a sd-koncentracio. (31. abra)

Az 5.2 fejezetben bemutatott E5 variansok esetében is megvizsgaltuk az aggregacios

hajlamot. (32. abra) Minden esetben a standard protokollt alkalmaztuk. (250 uM fehérje,

0,00

- 1,0 [F]
E5_E14D_P17(4S)fP

E5_P17(4S)fP 0,25
E5_P24(4R)fP

0,75
02 72h
© ) ~ _72h
1,00,/ "
00 /02 04 08 08 1.0
[Amy]
522h
o
ES
E5_E14D 025 /
ES_E14Q Y
/AN
050 /SN /
168h — /[ »i . Ir
.l
075/ y g;,.
,/ \ - 4
4 51h
[u] Sm
100,/ g , e 0.0
00 0.2 04 06 08 1,0

[Amy]

32. abra E5 A) fluor variansok és B) 14-es
pozicidban szubsztitudlt varidnsok masodlagos
szerkezeti elemeinek valtozésa az id6 fiiggvényében
baricentrikus  koordinatarendszerben abrazolva.
Minden minta esetében az alabbiak voltak a kisérleti
paraméterek: 250 uM fehérje, S0 mM NaCl, pH =
4,1, 37°C, kevertetés.

98

50 mM NaCl, pH = 4,1, 37°C,
kevertetés.) A fluor szubsztitualt
mutansok esetében meg
szerettink volna bizonyosodni
arr6l, hogy a °F szubsztiticié
nem gatolja az aggregaciot, igy az
késobb  vizsgalhato lesz °F
spektroszkopiaval. Azt
tapasztaltuk, hogy a vizsgalt 1°F
szubsztitudlt mintdk koziil a 14-es
pozicioban  Asp  oldallancot
tartalmazé varidnsok

(E5_E14D_P17(4S)fP,
E5 E14D P24(4R)fP) esetében.
nem, vagy csak részben ment az
aggregacio. Azonban az
E5 _P17(4S)fP,  E5_P24(4R)fP
mutansok esetében, ahol a 14-es
pozicidban Glu oldallanc
talalhaté, megtortént a teljes
szerkezeti atalakulas, igaz ez tobb
iddt vett igénybe, mint az ES
esetén. A tapasztalt jelenségbdl
adodéan  megvizsgaltuk az

E5 E14D ¢és E5 E14Q (nem



DOI:10.14753/SE.2021.2480

fluor-szubsztitualt) mutansok aggregacios hajlandosagat is. Mig az ES_E14D esetében a
végallapot egy U> Amy atmeneti allapotban, (31,8% [Amy], 26% [F], 42,2% [U]), addig
az E14Q jellemzéen egy F>U allapotban rekedt meg. (13% [Amy], 44,6% [F], 42,4%
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33. abra Az aggregacio kovetése NUV ECD-
spektroszkopiaval. ES koncentracio fliggése 84
< Ce5 < 730 uM kozott 25 °C-on 0 mM NaCl
koncentracié mellett A) pH = 6-0s B) pH = 4,1-
es értéken. C) Ces = 800 uM, Cnaci = 12,5 MM,
pH =41, T =37 °C kevertetés melletti amiloid
aggregaci6 spektralis valtozasai.
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5.4.2 Az aggregacio vizsgalata
NUV ECD-spektroszképiaval

A rendezett, nativ térszerkezetii E5-
re jellemzo kozeli UV-tartomanyia ECD-
spektrumot mar korabban ismertettem.
(6. kiegészité abra/a) A kozponti Tyr-
Trp intramolekuldris aromdas-aromas
kolcsonhatasra jellemzd savok (pozitiv:
276 nm, 280 nm, 287 nm ¢és negativ 293
nm) — amelyek aromas oldallancok eltolt
face to face elrendezddéséhez tartoznak

az aggregacid soran drasztikusan
valtoznak. A detektalhatd véltozashoz
egyarant sziikséges a fehérjeoldat
megfeleld koncenracidja és pH-ja. 80-
750 uM koncentraci6 tartomanyban pH-
t 4,1-re 4llitva a fehérje koncentracid
novelésével parhuzamosan a nativ
allapotra jellemzd spekrum savjainak
intenzitasa lecsokken, azonban a
rendezetlen  szerkezetkere jellemzd
(lasd.: 6. kiegészitd abra, 85°C) zérus
intenzitas helyett negativ értékeket vesz
fel. Ez a nativ szerkezetre jellemz0 eltolt
face to face elrendez6dés megvaltozasat
indikalja. pH = 6-on nem torténik

valtozas a spektralis tulajdonsdgokban.
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A kevertetés soran, azonban a negativ [@] értékek Ujra elkezdenek néni. A
spektralis tulajdonsadgok hasonldak a nativ szerkezetre, azonban a 293nm-nél 1évo sav is
pozitivba valt. Ami igazan lényeges, hogy 26 ora elteltével a savok intenzitasa [@] = ~
4000 deg cm?dmol™-r8l (nativ pH = 7) [®] = ~ 40000 deg cm?dmol=-re nd. A jelentds
[®] ndvekedés intermolekularis aromas-aromas kolcsonhatasok jelenlétére utal, amely a

késébb bemutatandé amilod-fibril modell alapjat képzi. (33. abra)

5.4.3 Az aggregiaciora hajlamos monomer térszerkezetének jellemzése NMR-

spektroszkopiaval.

Az ECD-mérések eredményei szerint az ES aggregacio pH = 4,1 koriil, 37°C-on,
elektrolit jelenlétében torténik, amely sordn a nativ szerkezet részlegesen elvesziti
rendezettségét, és a kozponti aromas oldallancok kolesonhatasara visszavezethetd NUV
savok [@]-a lecsokken. NMR-spektroszkopia segitségével errdl az atmeneti, aggregaciora
hajlamos E5 konformerrdl szerettiink volna atomi felbontast megkozelitd szerkezetet
meghatarozni a kordbban bemutatott ES hémérsékletfiiggd szerkezetsokasagok — pH = 7-
en — (14. abra/a) és a most részletezendé pH-fiiggd mérés sorozatbol — 15°C-on—
meghatarozott szerkezetsokasagok elemzésével. (14. abra/b)

pH-fiiggés vizsgalata sordn fehérje kivalast tapasztaltam a pH = 4-5-0s
tartomanyban, azonban a kivalas a reverzibilis volt. (34. abra) A homonuklearis 2D
spektrumokat 1 mintarol vettem fel az alabbi pH értékeknél: pH =2—4—5—6—7 (15°C-

on). Az oldott fehérjekoncentraciokat Nanodrop UV-VIS spektrofotométerrel hataroztam

:: R P meg. A 2. tablazatbol kitiinik, hogy

e pont pH = 4 és 5 kozott, 37°C felett az

E - asszignalhat6 keresztcsticsok szama
= 0 drasztikusan csokken egyrészt a
:j; denaturaci6, masrészt az ES

047 L L kicsapodasa miatt. A két tényezd

‘ ‘ 3 4 pH 5 6 eggylittes hatdsa okozza, hogy nem

34. abra. E5 pH-fiiggé oldhatosaga 15°C-on. Az lehetséges a  szerkezetsokasagok
izoelektromos pont a Protpi kalkulator alapjan lett

. meghatarozasa 37°C-on és pH = 4-
meghatarozva. https://www.protpi.ch/

en. Az ionerdsség novelése tovabb
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noveli a jelek kiszélesedését, ezért a so hatdssal sem tudtam kalkuldlni. A pH = 4-es
szerkezetsokasagokat a konnyebb atlathatosdg kedvéért klaszterekbe soroltam. (19.

Kiegészit6 abra)

5.4.4 Az ES5 Kkiilonboz6é protonaltsagi mikroallapotai és azok molekuladinamikai
modellezése

Az ES5 aggregacio egyik elofeltétele a részleges rendezetlenség (szerkezeti fellazulas)
megjelenése, azonban pusztan hddenaturacid hatdsara mégsem torténik amiloid
aggregacio. A pH = 4,1-re torténd megvaltoztatasaval a nativ formdara jellemzo
toltéseloszlast is megvaltoztatjuk, amely egyrészt a nativ szerkezetet perturbalja az
intramolekularis ionos kotések és hidrogénhidak atrendezddésével, masrészt
hozzéjarulhat 1j intermolekuldris kolcsonhatdsok kialakuldsdhoz az oligomerizacio
soran.

Megvizsgaltam, hogy az egyes pH értékeken mekkora az ES Gssztdltése, illetve a
szekvencia mentén torténd toltéseloszlashoz mely oldallancok miként jarulnak hozza.
Ehhez a Protpi kalkulatort hasznaltam. Megjegyzend6, hogy az egyes aminosav
oldallancok pontos protonalédasi mikroallanddi jelent6sen fiiggenek a kémiai
kornyezett6l. Pontos pKa értékek hidnyaban csak megkozelitd értékeket lehet adni a
fehérje protonalodasi makroértékeire, ezaltal az adott pH-n vald 6ssztoltésére. A protpi
szoftver az aminosavak atlagos pKa értékeivel szamol. pH < 7 koriilmények kozott az ES
minifehérjében el lehet tekinteni az N-terminalis Glu amin (pKa : ~9,7), a Lys (pKa:
~10,8), Arg (pKa: ~12,5) és a Tyr (pKa: ~9,1) oldallancok deprotonéalodasatol. Csak a
Glu (pKa: ~4,3) oldallancok és a C-terminalis Ser karboxiljanak (pKa: ~2,1)
protonaldsaval/deprotonaldsaval kell szamolni. Ezalapjan pH = 4,1-en a fehérje
Ossztoltése ~ +2, amely az alabbi toltésekbdl adodik Gssze: N-termindlis, Arg6, Lys13,
Arg21 oldallanc = 4db pozitiv toltés, C-terminalis Ser karboxil (~ 1:100 az aranya a
protonalt/deprotonalt allapotnak) és egy Glu oldallanc a négy koziil (Glul, Glu2, Glu3,
Glul4) - 2db negativ toltés. Annak ellenére, hogy a protonalddas pillanatszeriin zajlik,
lehetnek olyan kitiintettek allapotok, amelyek egy H-hid vagy ionos kotés megléte miatt
kevésbé disszocidbilisak. A kérdés tehat az, hogy az ES-ben a 4 glutamat koziil (E, 2E,
3E, “E) melyik az az egy, amely deprotondlva van, és a négy kiilonbozé toltésmintazatt

mikroallapot miként viselkedik.
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35. abra. Az E5 minifehérjék Ossztoltése és szekvencidlis toltéseloszldsa az egyes
mikroallapotok esetében. Piros — negativ toltés, fekete — semleges, kék — pozitiv toltés az
oldallancon vagy a termindlison. Az egyes mikroallapotok mellett azok roviditése
talalhato. A toltés — pH gorbe a 20. kiegészité abran talalhato.

Ezt a kérdést molekuladinamikai szimulaciok (MD) alkalmazéasaval terveztiik
tisztazni. A kiindulasi szerkezet az NMR-mérések alapjan meghatérozott pH = 7-es E5
atlagszerkezetek voltak. T =37°C és 50 mM NacCl koncentracié mellett rogzitettiik a az
egyes protonaldodasi mintazatokat. (35. abra) Mig pH = 7-en 1 féle t6ltésmintazat adodik:
ES['E4,’Ea,*E1,YE], addig pH = 4,1-en 4 fajta: : E5[*Eo,%Eo,’E.-
1,YEo]; . E5['E-1,%E0,°Eo,*"Eg]. (Bal felsé index a glutamat
szekvencialis pozicidja, jobb als6 index jelzi a protonaltsagot (0) / deprotonaltsagot (-1).)
Az 5 mikroallapotrol egyenként egy 1000 ns-os szimulaciot futtatunk és megfigyeltiik,
hogy a kiilonboz6 toltésmintazata allapotok miként viselkednek. Az egyes MD
trajektoridkat, a térszerkezetet és az aromas oldallancok térallasat leird paraméterekkel
jellemeztiik. (6. tablazat, 21. kiegészité abra) Trajektorianként a szerkezetet jellemz6
paramétereknek (i-iX) az eloszlasat vettem és Osszehasonlitottam ezeket. (36. abra)
Ezalapjan kisziirtem azokat a paraméter értékeket (6. tablazat), amely a leggyakoribb
pH = 4,1-hez tartozo mikroallapotok koziil az amelyik a pH = 7-hez tartozé mikroallapot
viselkedésétol jelentdsen eltért (és ezaltal feltételezhetd volt, hogy az aggregacios

folyamatot beinditdsdban szerepet jatszhat). A pH = 7 (-1 t5ltés) E5['E.1,°E.1,°E.1,"E 1]
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36. abra. A) Vizsgalt paraméterek eloszlasa az MD szimul4cios trajektoridk alapjan: pH
= 7-es E5[1E-1,2E-1,3E-1,14E-1], pH = 4,1-es E5[1Eo,2Eo,3Eo,l4E.1]; E5[1E0,2E0,3E-1,14E0];

: E5[1E-1,2Eo,3Eo,14Eo] mikrodallapotok esetében. Az eloszlas gorbék
felett linearis médon az NMR alapjan meghatarozott 50—50 pH = 7-es (zold) és pH 4-
es (lila) szerkezetsokasag paraméterei szerepelnek. A tobbi paraméter eloszlasa a 22.
Kkiegészité abran szerepel. B) pH = 7-es E5[*E.1,°E.1,°E.1,**E1] mikroallapotra jellemz
konformacio C) pH = 4,1-es E5[*E.-1,°Eo,°Eo,**Eo] mikroallapotra jellemzé térszerkezet
¢s a jellemzd tavolsag pataméterek.

6. tablazat. Az NMR ¢és az MD trajektoriak szerkezeteinek jellemzésére hasznalt
paraméterek.

Mért

# A paraméter leirasa Az atlagtol
paraméter eltérd értékek
i diwei7e Atavolséag a Trp'! és a Pro'7 kozott Ayt = 5.7 A
i di1wesae Atavolsag a Trp'! és a Pro?? kozott iz = 4.7 A
il dyywesm Atavolsag a Trp' NH és az Arg?' CO kozott Az > 6.0 A
v disgseoin H-hid tavolséag a donor Arg?' és az akceptor Glu' kozott
v b Az a-hélix vekiora és a poliprolin hélix vektora altal bezart szog — y> 45°
Vi degveqw Tyr? és a Trp' kozotti téavolsag ey > T.0A
vii a(®) Az aromas sikok altal bezart szog a=70°
6= 6.5°
viii 8 (%) Az aromas gy(rik kozotti délésszog 40°= 6 = 50°
80%> @ > 90°
x @ (°) Az aromas gyUrik azimutalis szbge @> 320°

mikroallapot és a pH = 4-es (+2 toltés) E5['Eo, °Eo,°Eo, “E]; E5['Eo,”Eo0,°E1,Eq];
mikroallapotok eloszlasai megegyeznek. Ezektdl az eloszlasoktol az
E5[*E-1,°Eo,°Eo,"*Eo] mikroallapot eloszlasa jelentdsen vagy részben eltér és az

egyensulyi szerkezeti sokasagban megjelenik egy masodik minor populécid.
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Eredményeink szerint tehat ez utobbi téltésmintazat jatszat dontd szerepet a pH = 4,1-en

beindul6 aggregacios folyamatokban.

545 Az aggregacio kovetése NMR-spektroszkopiaval és mas biofizikai

modszerekkel. Az oligomerizacios folyamat jellemzése

A vizsgalatok soran az amiloid aggregacios protokoll (pH = 4,1 ces = 250uM,
Cnacl = 50 mM, T = 37°C, kevertetés mellett) alapjan elkészitett torzsoldatbol vett
mintakat vizsgaltuk az id6 fiiggvényében. Az aggregacio el6rehaladtat FUV ECD-
spektroszkopiaval kovettiik. Minden kisérlet soran kialakult a B-tipusu amiloidra

jellemzd spektrum.

1:'; T 7] naa Mivel az ECD-mérések eredményei
e ® arra utalnak, hogy az E5_P17(4S)fP a
% :C]' fluorszubsztitucido ellenére is képez
£ amiloidot  (32. 4dbra/a) a 2D
?'ui:’- ;; 4 heteronuklearis *H-">N HSQC és DOSY

10 ¥

| 8 g - - kisérletek mellett 1D F NMR-
0 5 10 15 20
pH7 =spH 4,1 1dé f dra

0

méréssorozatokat is végeztem.

37. abra. 'H-N HSQC amid keresztcsticsok Mindhdrom pérhuzamos méréssorozat
(18) intenzitds véltozasa. 100%-nak a elsd, pH = 7-es elemét sikerrel meg
kiindulasi integral jel felel meg (pH = 7). A pH
=4,1-re allitasa felel meg az aggregacio kezdd
idOpontjanak. 4,1-re allitdsa soran a jelek intenzitisa

80-100%-ot  csokkent  (kisérlettol
fiiggden). (37. abra) H-"N HSQC esetében a még detektalhato jelek kémiai eltolodasai

tudtam mérni, azonban a mintdk pH =

a denaturalt ES monomere jellemzdk. 2D spektrumok esetében az amid keresztcsticsok
csokkend intenzitasok ellenére is kdvethetéek maradtak. 22 ora elteltével a monomerek
jelintenzitasai 1-3%-ra csokkentek a kiindulasi jelintenzitashoz képest. A 22 dra soran az
egyes amid jelek eltérd mértékben tolodtak el, amely azt jelzi, hogy a denaturalt monomer
térszerkezete lokalisan megvaltozik. (23. kiegészit6 abra)

A F-NMR 1D spektroszkopidval vizsgalt E5S_P17(4S)fP aggregacios kisérlete
soran a pH = 7-es koriilmények kozott a (HPLC tisztitas soran visszamaradt) TFA (-76,55
ppm) mellett csak egy masik gyengébb csucs volt detektalhato a spektrumon -176,2 ppm-
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nél, amely megfelel a fluoroprolinok kémiai eltolodasanak az irodalmi adatok alapjan
[293]. A minta pH = 4-re allitasa soran a fluoroprolin jele eltiint spektrumrol.

A DOSY mérésekkel az oligomerek méretét vagy asszociacids fokat nem tudtam
jellemezni a pH = 4,1-en tapasztalt intenzitas vesztés miatt, de a pH = 7-en (15°C) a mért
diffuziés allandok alapjan (2,058 x 107° m?/s) meghatérozhaté a volt a monomer
hidrodinamikai sugara, amely 11,7A-nek adodott. Osszehasonlitasul, a szamolt
szerkezetsokasagok alapjan meghatarozott hosszanti 4tmérd ~26A, mig a rovidebb
atmérdé ~17A az ES minifehérjék esetében.

Dinamikus fényszoras kisérletekkel az aggregéacio egyes szakaszaira jellemzd
méreteloszlast tanulmanyoztam. A DLS mérések detektalasi hatara (1 nm) megegyezik
az ES mérettartomanyaval. Fontos azt leszogezni, hogy a mintadink nem monodiszperzek,
hanem a nativ monomerektdl (1-2 nm-es 4tmérd) a kiilonb6z6 tagszdmu oligomereken at
anéhany szaz nm hosszu amiloidszalakig minden méreti és alaku részecske megtalalhato
benniik. Ez azért 1ényéges, mert a mar kialakult nagyobb részecskék mellett a kisebbek
detektalhatdsaga lecsokken. Egy szemléletes példa: ha egy rendszerben csak két tipust
szférikus részecske talalhatd egyenlé mennyiségben, egy 5 nm és 50 nm atmérdjli, akkor
a térfogati hozzajarulas alapjan 1:1000-hez, mig a szort fény intenzitasa alapjan 1:1
000 000-hoz lesz a részecskék latszolagos aranya [294]. Ezen tilmenden sem a
monomerek, sem a ndvekvd amiloid rostok kiterjedése sem izomertikus, emiatt a
fényszoras inhomogén lesz, amely tovabb torzithatja az adatokat.

Eldkisérletként megvizsgaltam 1) 400uM-os, pH = 7-es, frissen készitett ES minta
méreteloszlasat 37°C-on, 2) egy korabban ndvesztett amiloid mintat, 3) illetve ennek a
mintanak a feliiluszojat centrifugalas (45 perc, 3000RPM) utan. (24. kiegészité abra) A
friss minta esetében az eloszlas nem monomodalis igy a Z-average — kumulans &tlag
méret — értékkel nem definialhatjuk a mintat. A polidiszperzitas értékek (PDI: 0,4-0,7)
diszperz méret eloszlasat indikalnak. A parhuzamos mérések térfogati eloszlasa alapjan
elkiilonitheté 4 nagyobb populéacié: ~30 nm, ~60nm, ~530 nm ¢€s egy 5,5 um atmérdju.
Az idiilt amiloid minta méreteloszlasa homogén (PDI: 0,15-0,20) és kb. ~4 um-es Z-
average értékkel jellemezhetd. Ugyanezen minta centrifugaldsa sordan a ~4 pm-es
atmérdjii részecskék eltlinnek és megjelennek a friss mintara jellemzd polidiszperz

(Pdi:0,75-0,88) ~60 nm, ~600 nm, ~1100 nm atmérdji részecskék.
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Az aggregacios protokoll alapjan elkészitett majd temperalt és kevertetett

mintanak 0-4-8-25 orat kovetéen mértem meg a méreteloszlasat. (25. Kiegészité abra).

376 nm

300

250

20.0

15.0

10.0

2.08 nm

1.80
1.60
1.40

1.20

38. abra. E5 amiloid morfologiaja
TEM (A) ¢é AFM (B-C)
technikakkal. A mintdk a standard
protokoll alapjan lettek elkészitve. D)
Az amiloid minta morfologidja 5 sec
vortexelés utan 37°C-on.

Egyértelmii  méretnovekedés  (2um->5um)
tapasztalhatd, a  kapott = mérettartomany
megegyezik a koréabbi amiloid
mérettartomanyaval, azonban a  jelentOs
polidiszperzitas (PDI: 1) miatt a minta nem
alkalmas DLS méretmeghatarozasra.

A TEM felvételeken amiloid rostok
kiilonithetdek el, amelyek ~ 2-25 um
hosszisaguak. 5-10 szal Gsszecsavarodva
szupramolekularis kotegeket képez, amelynek
atméréje ~200-250 nm. (38. abra/a)

A frissen vortexelt oldatrdl késziilt AFM
felvételeken egy amorf filmréteg detektalhato,
melyek keresztmetszeti profiljan egyenletesen
oszlanak el a 0,7-1.4 nm magassagt (y-tengely)
részecskék. (26. Kiegészito abra/a) 24 ora
elteltével szintén vortexelt minta esetében mar
megjelenek a TEM esetében is tapasztalt rostok,
amelyeknek a hossza 250 nm, atméréje (x-
tengely) ~40-50 nm, a keresztmetszeti profilok
alapjan 3-5 nm magassaguak (y). (26. kiegészito
abra/d) Az Gsszecsavarodott amiloidszalak altal
képzet  rostok  jelenléte €s azoknak
finomszerkezete a 72 Oras vortexelés nélkiili
mintan figyelhetdé meg igazan. (26. kiegészitd
abra/e) Vortexelés hatdsara az aggregarumok
szétesnek és a képzdddé mono/oligomerek mérete
megegyezik a friss minta mérettartomanyaval
(0,7-2,1 nm). (38. abra/c-d) A minta tovabbi

oregedésével egy rendezett mozaikszeri ~1 nm-
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es atmérdji szalhalozat-rendszer is kialakul. (26. kiegészité abra/i-j) Mindekozben az
amiloid rostok szama csokken. Feltételezhetden ennek az az oka, hogy tobb rost
egyesiilésével a novekvo aggregatumok kitilepednek a térzsoldat aljara és nem keriilnek

mintavételezésre. 38. abra b és ¢ paneljén idiilt amiloidszalakrol lathato felvétel.

5.5 Az ES5 amiloid modellek és az LYIQWL peptidkristaly atomi felbontasu
térszerkezete

Az amiloidszal modellezése soran figyelembe vettiik, hogy a FUV ECD altal
detektalt B-redés peptidszalak lehetnek parallel v. antiparalell allasuak, a NUV ECD-
spektrum alapjan az egyes B-redés monomerek aromas oldallancai intramolekularisan
biztosan térkozelben vannak, akar az amiloid gerinc hossztengelye mentén akar a két -
sik kozott. Mivel a prolinok gétoljdk a kiterjedt B-redds réteg kialakulasat, ezért az ES
szekvencia EEEAVRLYIQWLKEGG szegmense lehet felelds az aggregacioért. Ezt az
elképzelést bizonyitandd vizsgaltam az E5 helikdlis szegmensének, az
EEEAVRLYIQWLK-NH: peptidnek aggregacidjat. Mar a pH-fiiggd FUV ECD-
spektumok is jelezték az aggregacidé meglétét széles pH tartomanyban (3 > pH > 7). A
zyggregator [295] nevii prediktalo program is az RLYIQWLK szekvencia részt jelote meg
aggregacios ,, hot-spot ’-nak. Az informacio téredékek alapjan aggregacios modelleket
épitettiink amelyek Osszesen 8 peptidszilat tartalmaztak: 4-4 peptidlanc (E5['E-
1,°E0,°E0,"Eo] allapotnak megfeleld toltésmintazattal), paralell és antiparallel allasban
majd megvizsgaltuk, hogy az egyes sikok mennyire stabilak. (27. kiegészité abra/a) A
legstabilabb variacio esetében a peptid lancok antiparallel allasban allnak, ugy, hogy a
Y A tanc-WB lanc €8 @ Wa 1anc - YB 1anc 0ldallancok egymas felett/alatt helyezkednek el. A -
reddk kozott a lehetséges 18 H-hidbol 10 valosul meg (V5-E14, L7-L1?, |9-Q10, Wi-ye,
K!3-R®) a modell alapjan. (27. kiegészité abra/b)
RLYIQWLK aggregacios goc LYIQWL hexapeptid szegmenseébdl sikeriilt amiloid
szerkezetlli mikrokristalyt noveszteni a HPLC tisztitds soran elualodo tiszta
komponensbol és annak szerkezetét rontgendiffrakcios modszerrel meghatarozni. (39.
abra) A kristalyszerkezetben az egyes B-sikok koz¢ acetonitril (ACN) és trifluor-ecetsav
(TFA) molekulak ékelddnek be, emiatt 2 fajta konformer rétegzOdik valtakozva

egymasra, szendvicsszerlien eltérd Trp oldallanc irdnyultsaggal. A peptid lancok az MD
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A konformer D

& % " ) Piros oldal
‘ Q Zaradan oldal

39. abra. Az ES5 aggregacios goc LYIQWL peptidb6l ndvesztett mikrokristaly
térszerkezete. A)-B)-C) a kristalyracs E)-F)-G) 2x2-es tetramer egység elol (xy), feliil
(xz) és oldalnézete (yz). Az egyes z sikokban a B-redds peptidszalak kozott alakul ki a
H-hid rendszer, mig két B-sik kozott (z1-z2) f6leg hidrofob kdlcsonhatasok alakulhatnak
ki. Egy Y-sikban a B-redGs peptidszalak parhuzamosan futnak és paronként azonos

felsziniikon (paratlan-paratlan v. paros-paros) azonos aminosavak irdnyulnak egymads
felé.

szimulacioval megegyezden antiparallel allastak, a 2 parallel B-redés sik pedig
ekvifacialis moédon helyezkedik el a 8-as osztalynak megfelelden. (9. abra) A B-sikokban

a dimer B-redék — feltehetdleg ugyancsak a TFA jelenléte miatt kissé elcsuszva
helyezkednek el.
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6. Megbeszélés

erer

6.1 Az ES szarmazékok termalis denaturaciojanak vizsgalata ECD és NMR-
spektroszkopiaval

6.1.1 A helikalis jelleg jellemzése (CSDneiix 2-13, @222nm, F%Fuv)

A 20. abra gorbéinek elemzése soran megfigyelhetd, hogy az ellipticitas adatok
a homérséklet emelésével 4°C-tol folyamatosan csokkenek, addig az NMR-adatok
alapjan 15°C-on tlinik a helikais szakasz a legrendezettebbnek. A 4°C-on mért
alacsonyabb helicitds (CSDne¢iix 2-13) értékeket a hideg denaturaci6 jelenségével lehet
magyarazni. A két spektroszkopiai moddszer is eltéré mértékii denaturaciot mutat.
4°C—48°C tartomany kozott megvizsgalva a gorbéket az ECD-értékek meredekebben
csokkennek, mint az NMR-adatok. (20. abra) Az atlagos rendezettség 48°C-on a
kiindulasi allapothoz képest az NMR-adatok alapjan ~20-27%-kal, ®22nm-en mért
ellipticitas adatok alapjan ~34-53%-kal, mig a spektrum dekonvoluciéo rendezett
komponense (F %ruv) alapjan ~26-54%-kal csokkent. (2. kiegészité tablazat) A F %ruv
értékek alapjan — amely a teljes peptidgerinc amid kromoforjainak elektronatmeneteit
jellemzi — a rendezettség trendszertien néhany szazalékkal kisebb értéket ad, mint a 222
nm hullamhosszon mért ellipticitas, amely hélix régiora karakterisztikus. Ennek alapjan
az eredmények arra utalhatnak, hogy a denaturdcié soran a helikalis szakaszok
rendezettsége kisebb mértékben valtozik, mint a peptid mas szegmenseié. Osszevetve
mindezt a térszerkezeti adatokkal lathato - mind magukon a szerkezeteken mind a
szekvencialis RMSD értékeken - hogy a helikalis tartomdny magasabb hdmérsékleteken
kezd fellazulni, mint a 310-hélix régio (13-20 szegmens). (14-18. abra) A szekvencialis
RMSD értékek alapjan a hélix tartomanynak egészen 37°C-ig konstansan maximum 1-2
A nagysagl szorasa van, amely a régid stabilitasét jelzi. Ez 6sszhangban van a CSDhelix 2-
13 artekek platd jellegli szakaszaval 4-26°C kozott, azonban ellentmondéasban azokkal a
megfigyelésekkel, hogy mind az ECD ellipticitas mind a hélixeket definialo 1<i<b
tavolsagu keresztcsucsok szama (3.tablazat) is folyamatosan csokken.

A 20. abra alapjan a kiilonb6z6 ES szadrmazékokat a masodlagos szerkezeti
rendezettség alapjan rangsorolva jelentds korrelacié allapithatdo meg 4°C és 48°C kozott.
Az X" értékek alapjan kdnnyen Osszehasonlithatok a kiillonb6z6é mutansok rendezettségei

az ES nativ allapotdhoz képest. A rendezettség értékek az alabbi tendencidt mutatjak:
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E5 A4C _E14D_S25C (E5_SS) > E5 E14D > E5 > E5 E14Q = E5 R6N. A
diszulfidhid beépitése 10-30%-kal (attdl fiiggden melyik értéket nézziik (3. kiegészitd
tablazat)) nem csak hogy novelte a helicitdst de termorezisztensé is tette az
E5 _A4C_E14D _S25C peptidet az E5-hoz képest. 85°C-on az F%ruv = 97%, mig a
|®2220m| = 88%. Az E14D szekvencialis csere kémiai szempontbdl nem tiinik jelentdsnek,
de hatasara mintegy ~ 30°C-kal nét az ES_E14D szerkezetirezisztenciaja az ES nativ
allapotahoz képest a masodlagos kémiai eltolédasok alapjan. (Az E5 E14D olvadasi
gorbéje, amikor a 100%-0t metszi: CSDpgrinz—13"¢e = CSDnerixs—13" s G14p — 20. bra)
Az E14Q ¢és az R6N csere jelentds mértékben csOkkentette a helikalis jelleget. A
masodlagos kémiai eltolodéasok alapjan az RON és az E14Q muténs nativ szerkezete (4°C)
akkora rendezettséget mutat, mint az ES ~37°C és ~44°C-on. Mindkét esetben egy
toltéssel rendelkezd aminosav szubsztiticidja egy semlegesre megvaltoztatja a hélix
toltéseloszlasat, ezaltal a makro dipélusmomentumat, amely a hélix destabilizaciojahoz
vezet.

A fluor szubsztitualt szarmazékok hddenaturacidjardl elmondhatd, hogy az
E5_E14D P17(4R)fP szubsztitici6 nem okozott szamottevd stabilizald hatast az
E5 E14D varidnshoz képest, azonban a tobbi szubsztitucié esetében a stabilitas
jelentésen romlott. (20. abra/d-e-f)) Az NMR és az ECD denaturacios gorbék nem
teljesen ugyanazt a tendenciat mutatjdk. Mig a CSDneix 2-13 értékek alapjan a
E5 E14D_P17(4S)fP kicsit rendezetlenebb az E5 E14D-hez képest, de rendezettebb a
E5 E14D P24(4S)fP nagyobb rezisztenciaval bir, mint az ES5 E14D P17(4S){P.
Valosziniileg a CSDngiix 2-13 alapjan megallapitott stabilitasi tendencia a helytallobb,
ugyanis a 24-es pozicioban fluor szubsztitualt szarmazékok rendezetlensége,
mozgékonysaga oly mértékben megnétt 26°C felett, hogy a 2D-s spektrumokat a jelhiany
miatt nem tudtam asszignalni. A szamolt szerkezetsokasagok gerincatom RMSD értékei
is reflektaltak ezt a tendenciat. Mig 26°C-on az ES E14D P17(4S)fP esetében a
szerkezetsokasagok jellemzdé RMSD = 0,119 A, addig a ES_E14D P24(4S)fP esetében
az RMSD = 0,238 A ,és a E5_E14D_P24(4S)fP esetében pedig RMSD = 0,273 A. (3.
tablazat) Biztosan elmondhaté azonban, hogy a P17-es pozicidban a (4R) fluor
szubsztitucido elénydsebb a (4S) szubsztiticioval szemben, addig a P24-es prolin

szubsztitucional az elézbek ellenkezdje érvényes.
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6.1.2 A harmadlagos térszerkezet - Trp-kalitka jellemzése (CSDcage, ®276nm, ®280nm,
®287nm, @293nm, F%nNuv, 8Tyr-11Trp térallas)

A Trp-kalitka jellemzése a kombinalt spektroszkdpiai modszerekkel komplexebb és
kevésbé egyértelmii, mint a masodlagos szerkezeti elemek leirasa. A CSDcage értékekbol
kovetkezd rendezettségi sorrend korrelaciot mutat a masodlagos szerkezet alapjan
meghatarozott rendezettségi sorrenddel: (20. abra/a,d) E5 A4C E14D S25C (E5_SS)
>E5 E14D>E5=E5 R6N >E5 E14Q. A '°F szubsztitualt variansok esetében érvényes
kis mértékben csokkenti az E14D-hez képest a termostabilitast. A P24 helyzetben a
szubsztiticido a (4S) és a (4R) is destabilizal, azonban a (4R) esetében jelentdsebb
mértékben. Az asszignalt keresztcsiicsok szama (2. tablazat) és a szamolt
szerkezetsokasagok (14-18. abra) gerincatomjainak RMSD valtozasa korrelal a CSDcage
alapjan meghatarozott rendezettségi sorrenddel.

A NUV ECD-spektrumok felbontasanak rendezett komponensként (F%nuv) asszignalt
értékei is a novekvo homérséklet fliggvényében kontstans csokkenést mutatnak, azonban
mas a rendezettség sorrendje, mint a CSDcage értékek esetében. (20. abra) A F%nuv”
gorbéket két halmazba osztottam az alapjan, hogy mekkora a kiindulasi (4°C)
rendezettségilk. Az ES, ES5 R6N, E5 E14D P17(4S)fP, ES5 E14D P17(4R)fP,
E5 E14D_P24(4S)fP varidnsok esetében a  F%nuv’*©=90-110%. Az E5 E14D,
E5 E14Q, E5 E14D P24(4R)fP esetében a F%nuv” *C =70-80%. (3. kiegészitd
tablazat) Ez azt jelentené, hogy az E14D vagy E14Q szubsztitucio ~20-30%-kal
csokkenti a Trp-kalitka kompaktsagat, azonban a P17(4R/4S)fP vagy a P24(45){P
szubsztiticio kompenzalja ezt a hatast. A P24(4R)fP szubsztitucionak latszolag nincs
kovetkeztetni, hogy a Trp-kalitka globélis rendezettsége nem jellemezhetd egyértelmiien
ezekkel az adatokkal.

A kozeli UV-tartomanyban a négy vizsgalt hullamhossz hémérsékletfiiggésére (21.
abra, 8-11. Kkiegészito abra) az aldbbi altalanos megfigyelések érvényesek: A
homérséklet novelésével a savok abszolut intenzitasa csokken, 85°C-on detektalt zérus
kozeli értékek az aromas kolcsonhatdsok megsziinését jelzik. A 276 és 280 nm-en mért
pozitiv jelek intenzivebbé valnak, mig a 287 nm-en mértek gyengébbek és a hdmérséklet

noveléssel nem linedris médon csokkenek (30-40°C-on van az intenzitds maximuma). A
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293 nm-es negativ sdvoknak még gyengébb az intenzitdsa és a hdmérséklet novelésével
a negativ értékektdl tartanak a zérus felé.

Az egyes variansok 276 nm és 287 nm-en monitorozott Tyr L, atmenetei a
hémérsékleti denaturdcid sordn mas-mds tendencidt mutatnak. A 276 nm-en mért
ellipticitasok alapjan az E5 E14D elkiiloniil az ES/R6N/E14Q variansoktol. Az utobbi
harom mutdnsban joval intenzivebbek a savok, azonban a hémérséklet novelésével
folytonosan csokkenek, viszont az E14D bar alacsonyabb intenzitas, mégis ~27°C-ig
konstans értékeket mutat. Hasonld platé fazis figyelhetd meg az 6sszes fluorozott varidns
esetében is 4-27°C kozott (ezek is E14D szekvencidjiiak). Mig a P17-en torténd °F
szubsztitucionak nincs szamottevé hatasa, addig a P24(4S)fP jelent6sen noveli, a
P24(4R)fP szubsztiticié csokkenti 276 nm-en az Ly sav intenzitasat.

280 nm ¢és 287 nm-en az intenzitas kiilonbségekbdl adodo sorrend megfelel a 276
nm-en tapasztaltaknak. A P24(4S)fP és a P24(4R)fP szarmazékok ellipticitdsa maximum
és minimum értékeket mutat a tobbi E14D mutanssal valdé dsszehasonlitasban a teljes
hémérséklet tartomanyban. A két hulldmhosszon alacsonyabb hdmérsékleten az
ellipticitas értékek konstansok vagy kissé novekednek. 280 nm-en 26°C felett, mig 287
nm-en 50°C felett kezdett el csak csdkkeni az intenzitasa a savoknak.

Az E5 E14D P24(4S)fP esetében tapasztalt jelentds intenzitds novekedés
276/280/287 nm-en az E5_E14D-hez képest annak tulajdonithato, hogy a (4S) fluor atom
Trp/Tyr-hoz térkozelbe esik és a F atom ily modon perturbalja az aromas elektron
atmeneteket. Maga az intenzitds ndvekedés azonban nem eredményezi a stabilitds
novekedését is (NMR-térszerkezet és a keresztcsuicsok alapjan - 2. tablazat, 15. abra/a).

293-nm-en a korabbi tendencidknak pont az ellenkezdje figyelhetdé meg. Az
ellipticitasok abszolut értéke a hdmérséklet novelésével eleinte minden esetben csdkken
majd ~50°C felett konstans értéket vesz fel. Az intenzitasok sorrendje is felcserélddott:
Az E5 E14D/ E5 E14D _P24(4R)fP-nek spektrumaban talalhatdé a legintenzivebb
negativ sav, mig az ES/R6N/E14Q/ E5 E14D P24(4R)fP alkotja a gyengébb intenzitasu
csoportot.

A kozeli UV-tartoméany egyes hullamhosszainak hdmérsékletfiiggd ellipticitas
valtozasa alapjan elmondhato, hogy a hidroféb magban bekovetkezd valtozasok nem
linearisak. Eleinte (4-50°C-ig) a 293 nm-en mért aromas kdlcsonhatas az érzékeny, mig

a masik a masik harom harom hullamhosszon a detektalt kdlcsonhatas 30°C-ig konstans
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marad (az E14D varidnsoknal a legszembetiindbb), majd az intenzitasa elkezd csdkkenni.
Arra lehet kovetkeztetni, hogy 293-nm mért intenzitds értékek a hidroféb mag
hidrataltsagaval allnak kapcsolatban, mig a masik harom hulldmhosz a Trp-Tyr
oldallancok geometridgjaval. A Trp-Tyr oldallancok hidratdlodasaval parhuzamosan
csokken a detektalt jel abszolut intenzitdsa. A homérsékletfiiggd szerkezetek alapjan
elmondhatd, hogy 48°C-ig a Trp-kalitkara jellemzé harmadlagos szerkezet csak
megolvad, un. ,,molten-globule” jelleglivé valik, azonban nem bomlik fel teljesen. Ezt
bizonyitja a 48°C-on megmaradod tucatnyi i>5 tipusu keresztcsucs jelenléte. A fentiek
alapjan a 293 nm-en megfigyelt olvadasi gorbék a CSDcage olvadasi gorbékkel (20.
abra/a,d), valamint a térszerkezeti adatokkal korrelalhatoak.

A Tyr8-Trpll térallasar6l a szerkezetsokasdgok alapjan meghatarozott
paraméterek alapjan (4. kiegészité tablazat, 14-18. abra: d (A); ¢ (°); 0 (°); a (°)) az
alabbiak mondhatoak el: 1) 4-48°C-ig a Tyr-Trp kozotti tavolsag szamottevOen nem
véltozik, 5,5-6,5 A kozott mozog. Mivel a kdzponti hélix, amelyben a Tyr-Trp
elhelyezkedik stabil igy az azimutalis sz6g értékek is dllandoak (310-330°). A rendezetlen
jelleg meglétét az azimutalis sz6g nagymértékii csokkenése és az értékek szorasanak
noveledése indikalja (pl.: 48°C-on az E5, E5S_R6N, esetében 253,9+103,9; 183,6+152,9).
A kordbban emlitett asszignalasi bizonytalansdg miatt a 6 és a szogeket kozelitd
értékekként kell kezelni. A hdmérséklet fliggvényében nem figyelhetéek meg egyenletes,
koherens tendencidk az értékek valtozasaban. A ddlésszog (6°) 15-30° k6zott mozog. Az
a szdog meghatarozza, hogy a Tyr-Trp aromas oldallancok ,,face to face — (ff)” (a0 = 0°)
vagy ,,edge to face — (ef)” (a = 90°) elrendezddésben allnak. A sikok altal bezart szogek
(o) szérnak a legnagyobb mértékben, az atlaguk fliggetleniil a szekvenciatdl és a
homérséklettdl 40° kiiriil mozog és néhany esetben kozeliti meg a 0° vagy 90°-ot (min:
14,9°, max: 78,7°). Az E5_E14D P24(4R)fP esetében minden hdmérsékleten az atlagtol
eltéré magasabb értékek (a = 50-60°) szignifkansak tekinthetdk. E varians esetében Tyr8
oldallanc markansabb edge to face allasa annak koOszonhetd, a poliprolin-hélix
szorosabban simul a szemkd6zti a-hélixhez elforditva igy az oldallancot.

Az aromas oldallancok helyzete és a NUV hullamhosszakon detektalt intenzitasok
alapjan elmondhato, hogy 4-48°C-os hdmérséklettartomanyt vizsgalva a 276 és 280 nm-
en megfigyelt 30-35°C-ig tartd plato szakaszokhoz az aromas oldallancok 6 = 15-30°¢s a

= 45° értékekkel jellemezhetd térallasat lehet rendelni. A tendencidk alapjan, a két
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hullamhosszon ~a  nagyobb intenzitasokhoz  (E5, ~ E5_R6N, E5 E14Q,
E5_E14D P17(4S)fP) a 0° < a < 45° értékek, mig a gyengébb intenzitast jelekhez
(E5_E14D _P17(4R)fP) a 45°< a < 90° értékek konvergalnak.

6.2 Az egyes aminosav szubsztiticiok térszerkezetre gyakorolt hatasa

6.2.1 A 14X-21R sohid finomhangolasa: E5, E5_E14D, E5 E14Q

A CSDhngiix 2-13, @22onm, F%ruv, CSDcage értékek (20-21. abra), valamint az
asszignalt keresztcsucsok (2. tablazat) a szamolt szerkezetek és azok RMSD értékei (14-
15. abra) alapjan egyértelmiien az alabbi rendezettségi/stabilitasi sorrend allapithatd
meg: ES5_E14D>E5>E5 E14Q. A leginkabb termorezisztens E5 E14D a vizsgalt
paramétertdl fliggden akar 30-40°C-kal magasabb hémérsékleten destabilizalodik csak
olyan mértékben (X”) (20-21. abra) mint az E14Q. Az E14Q mutans esetében vilagos,
hogy pH = 7-en a GIn14 oldallancardl hianyzo negativ toltés miatt nem alakulhat ki olyan
erds elektrosztatikus kolcsonhatas a Arg21 pozitivan toltétt guanidino csoportjaval, mint
ami a Glu-Arg par kozott fellép. A kérdés, hogy az E5 és az E5_E14D esetében, ahol a
Glul4 és a Aspl4 kémiailag hasonlo karakter(i, miért mutatkozik szignifikans kiilonbség
a stabilitas értékekben. A szerkezetsokasagok alapjan a 310-hélix régié a GInl0, Trpll,
X14 (X=Asp/Glu/GIn), Serl9, Arg2l aminosavak kolcsonhatas rendszerével
jellemezhet6 (28. kiegészité abra). Fontos megjegyezni, hogy a homérsékletfiiggd
szekvencialis RMSD adatok alapjan ez az a régid, amely melegités soran leghamarabb
fellazul és dinamikussa valik megnyitva a lehetdségét a hidrofob Trp-kalitka tovabbi
felnyilasa el6tt (amit a megemelkedett RMSD értékek és keresztcsucsok hianya jelez).
Az asszignalt keresztcsucsokon alapuld halozatrendszer alapjan az alabbiak mondhatok
el. (28. Kiegészito abra)

1) Mindharom esetben a Trpll indol oldallancanak NH protonja és az Arg21
gerinc karbonil csoportja kozott egy H-hid alakul ki, amely hat4séara az arginin oldallanca
korbe oleli, ezaltal arnyékolja a Trp oldallancat. Az Arg-Trp keresztcsticsok szama tehat
jol jellemzi a sohid stabilitasat. Az E5 _E14D esetében a Ser19 oldallanca a hidrofob mag
felé fordul igy az —OH csoport oxigénje €s az Arg21 gerinc amid protonja kozott, illetve
a Ser —OH protonja és a Trpl1 indol nitrogénje kozott két ujabb H-hidat alakithat ki,
amely egy H-hid triadot alkot. (Trp11-Serl9-Arg21) Ez a magyarazata annak, hogy az
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0sszes E14D mutansokban (fluor szubsztitualtak is) a Ser egyébként disszociabilis —OH
protonja megjelenik az NMR-spektrumon. Az ES mutansban ez a Ser-OH a oldészer felé
mutat és nem alakul ki a H-hidak altal 6sszekotott triad, mig a E14Q mutansban egy
koztes allapot jon 1étre €s a tridd 3 tagjabol csak kettd (I./11.) kapcsolddik. A Ser19-OH
protonja és a Trp11 indol N k6zott kialakuld gyenge H-hid lehet magyarézata annak, hogy
a kozeli UV-tartomanyban a triptofan La sév intenzitasa t lecsokken (280 nm) illetve
megno (293nm) az E14D szekvenciaji mutansban, de nem az E5/E14Q mutansokban.

2) A 14-es pozicidban Asp/Glu/Gln mas-mas kolcsonhatasokban vesz részt: Az
Asp (E14D) esetében az oldallanc rovidsége miatt a karboxilat csoport csak az Arg21
pozitiv toltésii guanido csoportjaval tud kdlecsonhatni €s a teljes populacié séhidban van
van. A Glu (ES5) esetében a hosszabb oldallanc a szerkezetsokasagok (és a keresztcsucsok)
alapjan nem csak a s6hidban tud részt venni, hanem a GIn10 oldallanc amid protonjaival
is tud H-hidat opcionalisan kialakitani, amely viszont nem stabilizalja a 310-hélixet. Ez a
,»csiki-csuki” effektus a Glul4 esetében azt eredményezi, hogy a s6hidban a populaciok
egy hanyada vesz részt csak, amely eredményeként csokken az sohid kotés stabilizalo
hatasa. A hdmérséklet novelésével a 310-hélix geometridjat meghatarozé keresztcsticsok
szama a stabilitasi értékekkel (X) koherensen csokken (4°C - 25°C valtozas soran az
E5:35>13, E14D:52>22, E14Q: 17->4), a Serl9-OH a felszinre emelkedik és a
stabilizalo kolcsonhatasok hianyaban a 310-hélix kiillonb6z6 mértékben ugyan, de fellazul.

Az E14Q mutans esetében a 310-hélix destabilizalasa mellett az o-hélix N-
terminalisa is jelentGsen rendezetté valt (15. abra/b), attol fiiggetleniil, hogy a
szubsztitacio szekvencialisan tavol esik. Erre pontos atomi szintii magyarazatot nem
talaltam, de Osszefiiggésben allhat azzal, hogy pH = 7-en az a-hélix C-terminélishoz
kozeli végér6l eltavolitott negativ toltés megvaltoztatia az a-hélix makro
dip6lusmomentumat, amely kihat az N-terminalisra is.

Az aggregacid szempontjabdl is jelentds szerep tulajdonithatd a séhidnak. Az
aggregacios kisérleti koriilmények mind a stabilitas ellen hatnak, eldsegitve az ES
kompakt térszerkezetének a felnyilasat. A 37°C noveli a 310-hélix szegmens
mozgékonysagat, (15. abra/a) a pH = 4,1-en a Glul4 oldallanc protonalddik,
megsziintetve az ionos kolcsonhatas kialakulasanak lehetéségét (15. abra/b), mig a
megnovelt ionerdsség hatasara a fehérje felszinén 1évd intramolekuléris ionos kotések

egy része felszakad. (29. kiegészité6 abra) Az E5 E14D esetében a megnovekedett
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denaturéacios ellendlloképesség lehet az oka annak, hogy az Aaltalanos aggregacios
koriilmények mellett nem képz6dott amiloid. (32. abra/b) Az adott kisérleti koriilmények
mellett a FUV ECD-spektrumok atmeneti jellege (C/U-tipust) azt mutatja, hogy az E14D
destabilizalédott, de nem annyira, hogy az intermolekulédris oligomerképzdodés
meginduljon, mint az E5-esetében. Az E14Q hidrofob magja bar konnyebben felnyilhat,
azonban pH = 4,1-en mas az 0ssztoltése (+2,155), ezaltal a toltés- mintazata is, mint az
E5-nek (+1,846), véleményem szerint ezért nem tapasztalhaté a [B-redds szerkezet
megjelenése. (32. abra/b) Ez a megfigyelés egyben ravilagit az aggregaciohoz sziikséges
megfeleld protonaltsagi mintazat jelentoségére. Mas kondiciok mellett valoszinlileg
mindkét mutdns amiloid aggregéicidja megtorténne. Az is feltételezhetd, hogy a 14-es
pozicidban az aminosavon sziikséges az oldallancon egy disszocidbilis karbonsav az
oligomerizacidhoz, azonban az EEEAVRLYIQWLK-NH: C-terminalison amidalt
peptid, amely az ES helikalis szakaszanak felel meg, ugyancsak aggregal az ECD-adatok
alapjan. (30. kiegészit6 abra)

6.2.2 R6N szubsztitucio hatasa

A hatos pozicidban arginint tartalmazo ES variansoknal pH = 7-en minden esetben
kialakul egy sohid a Glu3 és a Arg6 oldallanca kozott, amelyre bizonyiték az oldallanc
protonok (Hp, Hy) kozotti keresztcstucsok megléte. Az RON szubsztiticio hatasara ez az
extrahelikalis kolcsonhatas megsziinik, amelynek eredményeként a C-terminalis
rendezetlensége jelentésen megné. (16. abra/b) A kiilonb6z6 hélix rendezettséget
jellemz6 adatok alapjan a helicitas mértéke 4°C-on 15-20%-kal csokken. (20. abra) A C-
termindlis rendezetlensége azonban csak kismértékben befolydsolja a hidrofob Trp-

kalitka rendezettségét (21. abra/a, 21. abra/i)

6.2.3 A fluor szubsztitualt variansok

A kiilénbozO pozicioban megvalésult °F szubsztitucio eltéré modon és
meértékben, de hatassal van az E5 variansok térszerkezetére. Mivel az 6sszes fluor
szubsztitualt szarmazék az E14D modositasanak tekinthetd, ezért a korabban bemutatott
stabilizalo hatasok itt és érvényesek. (28. kiegészité abra) Ezekhez tarsul a fluor

szubsztitaciok hatasa. A 4°C-on meghatarozott térszerkezetek alapjan, a prolin endo/exo
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komformacidja kozti egyensulyt a (4R) az exo, mig a (4S) az endo iranyba tolja el a
bevezetésben leirtaknak megfelelden. (31. kiegészité abra) Szekvencialis pozicotol
fiiggetleniil a prolinok peptidgerince transz térallasa (Q = 180°) és a (4S)-endo
konformacid esetében sem tapasztaltam a 2D homonuklearis spektrumok alapjan cisz
térallast minor komponens megjelenését. A ¢-y torzids szogparok alapjan, a P17
esetében ¢ szogek megegyeznek [(-)45-(-)60° k6zott mozognak] mig a y szogek esetében
a P17(45)1P tér el (+20°) az atlagtol (-20°). A P24 esetében a ¢ szogek -50° €s -80° kozott
valtoznak, mig a y szogek esetében a P24(4R)fP (150°) tér el az atlagostol (-90<y<+90).
Az emlitett torziosszog kiilonbségek, illetve exo-endo térallas mellett a fluor kémiai
természetébdl adodo specidlis hidrofobicitas, a nagy elektronegativitds és a harom
nemkoté elektronpar és azok kolesonhatdsa finomhangolhatja a térszerkezetet.

A P17(45)fP ¢és a P17(4R)fP szubsztitucid Trp-kalitka térszerkezetre gyakorolt
hatasa 6sszhangban van Naduthambi modelljével [128] , miszerint mig a (4R) stabilizalja,
addig a (4S) destabilizalja a 310-hélix térszerkezetet. A rendezettséget jelemz6 NMR-
mérészamok alapjan ez a kiilonbség csak néhény szazalékos, amely nem véltozik a
homérséklet fiiggvényében. (20. abra/d, 21. abra/d) Mindkét esetben a fluor a
minifehérje felszinen helyezkedik el, amely a hidratacid szempontjabol elénytelen,
azonban a (4R) esetében a nagy elektrondenzitast fluor a Trpl1 gytiriijének elektron-
szegényebb hidrogénjei felé irdnyul, mely kolcsonhatds elényds lehet a térszerkezet
stabilitasa szempontjabol. (31. kiegészité abra) Az E14D és a P17(4R)fP esetében a 310-
hélix geometriaja azonos, a P17(4S)fP esetében kissé torzult. Ez a megfigyelés
Osszhangban van a FUV ECD-adatokkal, ahol az E14D ¢és a P17(4R)fP gorbék értékei
korrelalnak nagyobb mértékben. (20. abra/e,f)

A P24(4S)fP és a P24(4R)fP szubsztittcio eltéré mértékben, de mindkét esetben
destabilizalja az a-hélixet €s a Trp-kalitka motivumot is. P24(4S)fP esetében a fluor el
van temetve a hidrofob magban a Tyr €s a Trp oldallanca k6z¢, mig a P24(4R)fP rendszer
esetében a felszinen helyezkedik el. (31. kiegészité abra) A fluorok a 24-es y pozicioban
térkozelbe (2,5-4,0 A) keriilnek az o-hélix H-hid halodzatdhoz - perturbalva azt,
csokkentve ezzel a helicitas mértékét. (20. abra/d-f) A 4°C térszerkezetek alapjan
P24(4S)fP és az E14D 310 és PPy-hélix geometridja megegyezik, P24(4R)fP esetében
azonban ez a régio kissé a terminalisok iranyaba van eltolva, ami a Tyr8 oldallancanak

az elfordulasat és a helicitas tovabbi csokkenését eredményezheti. Mivel a P24(4S5){P és
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az E14D variansok geometridja hasonlo, a
NUV ECD-spektrumokban tapasztalt Tyr/Trp
La-Lb  savok ellipticitas nodvekedése a
P24(4S)fP  esetében  visszavezethetd a
térkozelben 1évo fluor atom és az aromads
oldallancok kolcsonhatasara. (21. abrale,f, 22.
abra/j) P24(4R)fP varians esetében egy
érdekes szerkezeti valtozast figyeltem meg
magasabb homérsékleten, amely indukélhatja
26°C felett a térszerkezet elvesztését. (40.
abra) A 26°C-os atlagszerkezetben a 24-es

prolin 90°-ban elfordul a PPy-hélix tengelye
40. ibra Az ES BE14D P24(4R)fP 4°C- koriil az o-hélix iranyaba, igy a (4R)
os  (vildgosnarancs) ¢és  26°C-0S pozicidban 1évo fluor a Tyr8 felé iranyul, és a
(soOtétnarancs) szerkezetsokasaga. Kékkel
a a (4R) fluor atom van jelolve. Sziirke
nyilak jelzik a szovegben leirt szerkezeti kedvezotlenebb endo konfiguraciora valtozik
valtozasokat.

(4R)-re jellemz6é exo konfiguracio a

(A peptidgerinc transz allasa nem valtozott).
Az atfordulas hatdsara a 310-hélix kiegyenesedésével, a Ser19-OH a felszinre kertilésével
felgyorsul a Trp-kalitka hidratacidja és felbomlasa. A P24(4S)fP szubsztitiacio esetében

nem tapasztalhato ilyesfajta konformacio valtozast.

6.2.4 Diszulfidhid beépitésének hatasa

A diszulfidhid beépitése jelentds mértékben ndvelte nem csak a Trp-kalitka térszerkezet
termorezisztencidjat, de a rendezettség mértékét is - a spektroszkdpiai mérdszamok
alapjan (X). A FUV ECD-adatok alapjan a Trp-kalitka gytiriibe zarasaval a helicitas 20-
30%-kal novekszik az E5-hoz képest (20. abra), és 85°C-on is megmarad a kiindulési
rendezettség ~75%-a. Ez az érték a tobbi varians esetében mindossze ~10-30%. (2.
kiegészité tablazat) A hidrofob mag irreverzibilis gylirlibe zéarasaval nemcsak a
héstabilitas novekedett, hanem az amiloid aggregacios hajlam is lecsokkent. Az
E5 A4C S25C varians esetében a standard aggregacios protokoll mellett nem figyelhetd
meg aggregacio, a minifehérje két hét utan is megtartotta C-tipust gorbe jellegét. (32.

kiegészité abra)
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A kiilonboz6 a-hélix hosszusagu oxidalt(SS)/redukalt(2SH) diszulfidhid ciklizalt
varidnsok térszerkezetét (15°C) jellemzd spektroszkopiai adatsorozatok alapjan az
alabbiak mondhatok el: 1) Minél rovidebb a-hélixszel rendelkezik a varians, a gytiriibe
zaras annal nagyobb mértékben stabilizalja a harmadlagos térszerkezetet. (CS chfge: 3,78
— CSDF772°°:11,34; CSDELS,:10,87 — CSD%,7-°°:11,66) A redukalt szerkezetek
CSDcage értéke csak kis mértékben ndvekszik az anyavegyiilethez képest. Ez alol kivétel
az CSDE2,,:3,78 — CSD[i;5°":9,56, amely esetben a nagyfoku rendezettség
novekedésnek az oka, hogy az N-termindlisra elhelyezett cisztein eldsegiti az a-hélix
rendezO0dését [296], amely hatasara a harmadlagos szerkezet is rendezdédik. (3. tablazat)
2) A tavoli UV-tartomanyi ECD-spektrumok felbontasanak rendezett komponense (3.
tablazat) alapjan az E11_SS/2SH bir a legnagyobb aranyt helicitassal (Fruv: 96%/76%),
amely Osszhangban van a szamolt szerkezetekkel is. (24. abra/a) Az E19 SS bar
ugyanolyan hosszusagu hélixszel rendelkezik, mint az E11 _SS, azonban az elsé 8
aminosav (HGEGTFTS) rendezetlen jelleggel bir, emiatt aranyaiban kisebb a rendezett
helikélis komponens értéke. (Fruv: 51,6%) 3) A kiilonb6zd hélix szegmensek kémiai
eltolédason alapuld rendezettségének vizsgélatival részletesebb informacid nyerhetd
mind az S-S kotés oxidacios allapotanak, mind az a-hélix hosszanak szerkezeti hatasarol.
(24. abra/b) A kiils6 hélixre nincs hatassal a diszulfidhid jelenléte, azonban az ECD-
adatokkal 0sszhangban az E11 csoport esetében nagyobb a rendezettség. Ezalapjan az
E19 hosszusagi csoportban a rendezetlen N terminalis mozgékonysaga kihat a kiilsé
hélixre, perturbdlva annak helicitdsat. Hosszabb a-hélixek esetében megfigyelhetd egy
torés a hélix hossztengelye mentén az -EEE- szekvencianal. Erre a régiora nem csak a
hossz (E11>E19>E5), hanem a diszulfidhid jelenléte is hatidssal van. E19/E11
variansokndl a hélix torésnél és a belsd hélix esetében megfigyelhetd, hogy a 2SH
szarmazekok rendezettsége nagyobb, mint a SS varidnsoké. Ez azt jelzi, hogy a
diszulfidhid beépitése bar kis mértékben stabilizal, de rigidebbé is teszi a helikalis
szakaszt, azonban a redukcio hatasara a fesziilés megsziinik a hélixben. A révidebb
hélixek (E2/ES) esetében ez a jelenség nem tapasztalhato. A belsd hélix kb. kétszer akkora

helikalis rendezettséggel bir, mint a N-terminalishoz kozelebbi szakasz. (24. abra/b)
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6.3  Azinvitro kisérletek eredményei

Az in vitro kisérletek alapjan megallapithatd, hogy a korabban mar bizonyitottan
potens exendin-4, EDR és E19 koriilbeliil 15-20%-kal névelte az elvalasztott inzulin
mennyiségét magas gliikoz koncentracié mellett. Annak ellenére, hogy az E19 SS
termostabilitasa jelentdsen nagyobb, mint a masik harom aktiv szarmazéké, a bioldgiai
teszt alapjan mégis inaktivnak bizonyult, gy mint az N-termindlison csonkitott
Tc5b/ES/E10 variansok. Minden bizonnyal az elmaradt bioldgiai hatas a Trp-kalitka
ciklizélasdnak az eredménye és nem a ciszteinek szubsztitiicidjanak. A kisérlet bizonyiték
egy még el nem dontott kérdésre, miszerint az Exenatide receptorhoz kotédése soran a
Trp-kalitka felnyilik-e vagy sem. Kordbbi krisztallografiai, illetve cryo-EM mérések
soran nem talaltak megfeleld elektronsiiriiséget, hogy a ligandum 310 -hélixétdl a C-
terminalisig (PDB ID: 3C59,6B3J) terjed6 szakaszat a modellekbe beépitsék, ami arra
utal, hogy ez a szakasz flexibilis marad a receptor extracellularis doménhoz kotott
allapotban is. Az E19_SS esetében a ciklizalas miatt a Trp-kalitka azonban nem tud
felnyilni. Evers és munkatarsai [297] egy N-terminalison csonkitott, az E19 SS-sel
analog modon ciklizalt Exenatide/gliikagon kiméra kristalyszerkezete (PDB ID: 6GB1)
alapjan bizonyitottak, hogy a ciklizalt Trp-kalitka motivum is kotédik a TM régiorol
levélasztott EC-doménhoz. Az E19_SS bioldgiai inaktivitasa abbdl fakadhat, hogy az
extracellularis domén elmozdulasa soran a ligandum N-terminalisa nem tud megfelel6en
a kotdzsebbe mozdulni feltehetdleg sztérikus okokbol. Az E19 SS rogzitett C-terminalisa
a kotdzsebbe meriilés soran az ECL-1-be és TM2-be iitkozik. A diszulfidhidat nem
tartalmazo ligandumok esetében a Trp-kalitka motivum fel tud nyilni és igy idomulhat a
kornyezetéhez, azonban az E19_SS esetében a kovalens SS kotés ezt gatolja. (2. abra
b/c) A kisérlet az irodalmi szerkezetek mellett bizonyitja, hogy a receptorhoz vald
kotédéséhez nem sziikséges a Trp-kalitka felnyildsa azonban a megfeleld receptor
aktivalashoz igen. El6zetes molekuladinamikai szamitdsaink azt sugalljak, hogy bar a SS-
kotéssel ciklizalt Trp-kalitka elférne a TM hélixek altal alkotott kavitasban, azonban ez
az aktivalt allapotban egyébként helikalis ECL-1 deformélasdhoz vezet — tehat csak gy
tud a receptorhoz kotddni, ha jelentdsen megvaltoztatja azt. (2. abra b/c) Ha ez a
kitlintett szerepe van a ligandum-szelekcidban. A fentiek alapjan a Trp-kalitka motivum

nem csak stabilizalja oldatban a minifehérjét, hanem un. ,,entropia-rezervoar” funkciot is
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betolt a kotdédés soran. A receptorhoz kotddés, valamint ennek sordn az N-terminalis
rendezddése entalpia ndvekedéssel jar, amelyet a kotddéssel parhuzamosan felnyild
mozgékony C-terminalis entrépia novekedése kompenzalhat. A C-terminalis entropia
rezervoar funkcidja részben magyarazattal szolgal arra, hogy az Exenatide miért kotodik

hatékonyabban a GLP-1R-hoz mint maga a GLP-1.

6.4 A Redukcidkinetikai eredmények targyalasa

6.4.1 A redoxi rendszer jellemzése spektroszkopiai modszerekkel

Mivel a SS/2SH variansok térszerkezete hasonld, emiatt az ugyancsak hasonlo
spektralis tulajdonsagu tavoli UV-tartomanyt ECD-gorbék nem elégségesek a redukcid
nyomon kdvetésére. Ha egy aromds rendszer térkdzelében van a diszulfidhid, akkor az
aromas savok intenzitdsa a diszulfidhid jelenléte miatt nagymértékben megvaltozik.
Redukcid soran a diszulfidhid hozzajarulasa fokozatosan csdkken és a redukalt (2SH)
forma NUV ECD-gorbéje a kiindulasi anyavegyiiletekéhez lesz hasonlo. (25. abra/a, 14-
15. kiegészité abra) A parhuzamosan elvégzett 1D NMR-mérések vilagitottak ra arra,
hogy a spektralis valtozas hidnya nem jelenti egyben a redukcio 100%-o0s végbemenetelét
is. Az 1D NMR-spektrumon az oxidalt/redukalt allapothoz tartozd jelek alapjan
szazalékosan meghatarozhat6 a redukcio eldrehaladta és az egyensulyi allapotra jellemz6
SS/2SH arany. Amennyiben a redukciéo nem teljes a NUV ECD-spektrumok alapjan
akkor nem meghatarozhat6 a pontos redukcids rata, az azonban igen, hogy az adott
koriilmények kozott a spektralis valtozas hianya az egyensuly bealltat jelzi-e. A NUV
ECD 3 hullamhosszon meghatarozott redukcios sebességi allandok jelentdés mértékben
eltérnek. (25. abra/c) A 287 nm-en meghatarozott korrelal leginkabb az NMR alapjan
meghatérozott értékkel, azonban az eltérés igy is ~25%-0s. (ki*=28""M=5 98E-04 Lmmol"
min?; kNMR = 8,03E-04 Lmmol™*min™?) Az 1D NMR-spektrumok alapjan nem csak a
pontos redukcids rata hatdrozhaté meg, hanem az aggregacié mértéke is. Aggregaciod
soran a kiindulasi (to) iddpillanathoz képest a jelek Osszintenzitasa lecsokken. A

abra)

Az ES5 rendszeren elvégzett CPMG mérések alapjan a lasst cserefolyamat (Rex)

csak a redukalt forma esetén (E5_2SH) figyelheté meg. A diszulfidhid kornyezetében
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lokalizalt lassi cserefolyamat megléte azzal magyaradzhaté, hogy az egyensulyi
rendszerben az SS <> 2SH allapotok a még rendszerben 1év6 felesleg redukaloszer és az
oldott Oz jelenléte miatt (TCEP-et az O az adott koriilmények kozott nem oxidalja)

folyamatosan egymasba alakulnak.

Az diszulfidkotés in situ redukcidjanak monitorozasa NMR-spektroszkopiaval
alkalmas a teljes redoxi ciklus jellemzésére, amennyiben adott legalabb egy-egy
alapvonalon elkiiloniild jel, amely az oxidalt ¢és redukalt allapothoz kotheto.
Természetesen olyan szerkezetek esetében, amelyet tobb diszulfidhid is rogzit, a mdodszer
alkalmazasa bonyolultabb és az egyes konformacids allapotokhoz kéthetd 1D jelmintazat

asszignalasanak hidnyaban nem is alkalmazhat6.

6.4.2 A redukciés kinetikai eredmények 6sszehasonlitasa

A laboratoriumi gyakorlati munka soran fehérjék/peptidek redukciojat vizsgalva
szdmos esetben hajlamosak vagyunk csak protokollokat kdvetni, figyelmen kiviil hagyjuk
a redukcid kémiai hatterét és nem gy6zodiink meg a redukcid tényleges
végbemenetelérdl. A diszulfidhiddal rogzitett Trp-kalitkas minifehérjék redukciojanak
NMR-spektroszkopids jellemzése lehetdvé tette az egyes kornyezeti paraméterek
redukcié sebességre gyakorolt hatdsdnak a vizsgdlatdt, és a redoxi rendszerben
végbemend folyamatok kinetikai jellemzését. Az eredmények értelmezése elott fontos
megemliteni, hogy mivel a redukcié temperalt kornyezetben az NMR-cs6ben tortént in
situ modon, igy a minta kevertetésére nem volt lehet6ség. Kevertetés mellett a redukciok
minden bizonnyal kevesebb i1d6t vettek volna igénybe.

Mivel a TCEP-es / DTT-s redukci6 bimolekularis nukleofil szubsztittcié (Sn2),
igy a redukcio sebessége fligg a redukaland6 anyag €s a redukaloszer koncentraciojatol
1s. Az E19_SS redukcidja esetében pl.: kétszeres felesleg TCEP mellett 0,12 mM
redukcidja csupan csak 15 orat vett igénybe. (4. tablazat/b) Ez a megfigyelés ravilagit
arra a tényre, hogyha kevesebb az anyagmennyiség attél még a redukcidé nem vesz
kevesebb 1ddt igénybe. A redukéloszer aranyanak ndvelése elényds a redukcids id6
szempontjabol, azonban 15°C-on 18x-0s TCEP felesleg mellett az E19_SS esetében

ismeretlen minor melléktermék megjelenését tapasztaltam, amely nem jelent meg
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kétszeres felesleg mellett. (33. kiegészité tablazat) E11 SS redukcioja soran a TCEP
felesleget a fehérjéhez képest 8,8-szorsarol 17,6-szorosara noveltem, amely a redukcios
felezési id6t mindossze 20%-kal csokkentette. (4. tablazat/c)

A hoémérséklet novelésével jelentdsen novelheté a redukcid sebessége (4.
tablazat/a). A magasabb homérséklet elonyds a diffiizid, a kémiai reakcid (Ea gaton valo
athaladas) és a fehérje letekeredése szempontjabdl, amennyiben a redukalando
diszulfidhid a térszerkezetben el van eltemetve. Az E19 SS—E19 2SH esetében 60°C-
monomerek intermolekularis oxidacidjara vezethetd vissza. Alacsonyabb hdmérsékleten
nincs csapadék képzddés, mivel az E19 2SH rendezett, a hosszii N-terminalis a-hélix
arnyékolja a szabad -SH csoportokat, (13., 16. kiegészité abra) amelyek igy csak
intramolekularisan oxidalodhatnak Ossze ujra. Az o-hélix arnyékold hatdsara lehet
visszavezetni az E11_SS«—E11 2SH ¢és a ES SS—E5 2SH esetében a teljes redukcios
ciklus alatt megfigyelt kiilonbségeket (28. abra). 15°C-on, mivel az E5_2SH C-
terminalisa mobilisabb, és az a-hélixnek elhanyagolhatd sztérikus arnyékol6 hatasa van
(24. abra), a teljes redukcios ciklus soran a minifehérje ~2/3-a kivalik az oldatbol. Az
E11 2SH nem aggregalodik és a teljes koncentracio a ciklus végével visszaoxidalodik
(k3E 1125H < k3E 11250y * Magasabb hémérsékleten fehérjék redukcidja esetében az
intermolekularis oxidaci6 mellett szdmolni kell egyéb olyan mellékreakciok
megjelenésével is, mint a 3-eliminacid vagy a racemizacio.

A vizsgélt minifehérjékben az N-terminalis o-hélix sztérikus arnyékold hatasanak
Annak ellenére, hogy mind a 4 minifehérje esetében a SS-kotés a molekula felszinén
talalhatd azonos kisérleti paraméterek kozott a redukcios sebességi egyiitthatok kozott 3
nagysagrend kiilonbség adodik. (5. tablazat) Minél révidebb az o-hélix, annal
konnyebben jut a redukéloszer a diszulfidhid kozelébe, igy gyorsabb ¢és teljesebb a
redukcid. Az E2_SS esetében 100%-o0s redukcios rata mellett a teljes fehérje koncentracio
redukalodott kevesebb, mint 5 perc alatt. E19 SS a-hélixe 17-aminosavval hosszabb,
amely hatékonyan learnyékolja a diszulfidhidas kotést, igy a 87%-os redukcids rata
mellett kb. 76 6ra kellett az egyensulyi allapot kialakuldsaig. R6videbb a-hélix gyorsabb
visszaoxidacot is eredményez, igy a teljes redukcios ciklus kevesebb id6t vesz igénybe.

(28. abra). A szamolt redukcios felezési idok exponencialis fliggésben allnak az N-
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elongécio hossza. DTT redukaldszerrel megismételve a redukcidkat azonos koriilmények
kozott ugyanazokat a tendenciakat tapasztaljuk, mint a TCEP esetében. Bar a DTT-S
redukcid is SN2 reakciomechanizmus, azonban a TCEP-t6l eltéré kémiai tulajdonsagai
miatt (5. tablazat) jelentésen tobb id6t vesz igénybe (pl: E2_SS redukcioja TCEP-pel
kevesebb mint 5 perc, DTT-vel kb. 5 6ra.) A TCEP esetében fennallo 6sszefliggés a DTT
esetében is megfigyelhetd: t% = 50,473e%3768 Mindkét fiiggvény esetében a

természetes alap kitevoje szinte megegyezik utalva a megfigyelt jelenség azonossagara,
mig az egyiitthatd az adott redukaloszerre jellemzo és aranyos a redukcié sebességével.
A sztérikus faktor bevezetésével a hélixhossz mellett a hélix rendezettségének
kiterjedésével is szamolok. A sztérikus faktor forditottan aranyos a masodlagos kémiai
eltolédason alapul6 rendezettséggel (minél rendezettebb a hélix anndl uniformizaltabb és
kisebb kiterjedésil) és egyenesen aranyos a vizsgalt hélix szegmens RMSD értékével
(minél nagyobb az RMSD, annal nagyobb a szerkezetek bizonytalansaga). Linearis
Osszefliggést figyeltem meg a redukcids felezési id6k és a SS-kotés arnyékolasaval
aranyos sztérikus faktor nagysaga kozott. (27. abra)

A redukciokinetikat befolyasold sztérikus effektusok mellett azonban figyelembe
kell venni a redukcidos mechanizmus szempontjabol a diszulfidcsoport kozelében az
elektrosztatikus kolcsonhatasokat is (34. Kiegészité abra), amelyek részben
magyarazatot adnak a TCEP és a DTT esetében tapasztalt jelentds redukcios sebesség
kiilonbségre. (5. tablazat) A diszulfidhid Trp-kalitka feloli oldala mind a 4 variansban
hasonl6. Ez igaz a C-terminalis cisztein karboxilat csoportjara is, amely pH = 7-en
negativan toltott. Az elektrosztatikus kiilonbségek az N-terminalis meghosszabbitasabol
fakadnak. Az E2_SS esetében pH = 7-en az N-terminalis protonalva van és egy pozitiv
toltést hordoz. Az elongacid soran az E5_SS esetében a rendezetlen EEE szekvencia
beiktatasaval a pozitiv N-terminalis eltdvolodik a SS-kotéstdl és a helyére a glutamatok
negativ toltési oldallancai 1épnek. Az a-hélix tovabbi hosszabbitasaval (E11_SS) a
glutamatok (7 Glu, 8 Glu) térallasa rogziil és a Glu7-Glu8 fogja kozre az SS kotést. (34.
kiegészito abra) Az E11 SS és az E19_SS diszulfidhid kornyezete megegyezik, igy a
két varians kozott tapasztalt redukcid sebesség ndvekedés tisztan a sztérikus hatdsokra

vezethet® vissza.
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A TCEP foszfin csoportjanak nukleofil tdimadasa hatékonyabban valosulhat meg
abban az esetben, ha a diszulfidhid protanalt allapotban van. A tamadast eldsegiti a TCEP
tetrahedralis geometridja, amelyben a foszfor nemkotd elektronparja nyilszerlien
eléremutat. (35. kiegészité abra) Az aktivacios Gibbs szabadenergia jelentés része a
diszulfidkotés hasitasara forditodik és nem a molekularis atrendezédésre [298]. A reakcio
sebességet meghatarozo 1épés igy a diszulfidkotés hasitasa [299]. amikor a nukleofil
timadas soran kialakult tiofoszfonium s6 (S™-P* ionpar) és egy szabad SH/S™ csoport
marad vissza. A foszfin nem ko6t elektronparjanak tamadasa a vizsgalt minifehérjéknél
elénydsebb a C-terminalishoz kozeli kénen, mert a diszulfidkotés hasitasaval kialakuld
intermedier S-P* kationt a C-terminalis cisztein COO" csoportja stabilizalhatja ionpar
képzéssel. Az N-terminalis kozeli SH/S™ tavozocsoportot a térkdzelben 1évo kationos
csoportok stabilizalhatjak, ezaltal gyorsitjak, mig az anionos csoportok lassitjak az Sn2
reakciot [300-301].

Az E2 SS esetében a térkozelben 1évé Cysl protonalt NHs" termindlisa
stabilizalhatja a tiolat tdvozo csoportot, mi tobb kialakulhat egy H-N-C%-CP-S 6ttagh
pszeudogylrli a ciszteinen beliil, amelyben egy N—S intramolekularis protontranszfer
katalizalja a reakciot. Ugyancsak elény0s, hogy a tdvozo negativ tiolat csoport a rendezett
o-hélix N-terminalisan alakul ki, mivel a hélix 8+ makro dipélusmomentuma stabilizalja.
E két elektrosztatikus hatas és a szférikus gatlas hianya eredményezi az E2_SS szinte
azonnali redukciojat. (5. tablazat) A feltevés bizonyitasara az N-terminalis katalizalo
hatasat acilezéssel (-NHsz"—-NH-Ac) megsziintettem az Ac-E2 SS variansban. Ennek

E2_SS 1 min — ty,ACE2-SS 8

hatasara a redukcios felezési id6 szignifikansan megnétt (ti2
min), valamint a redukcioval parhuzamosan azonnali csapadékkivalast tapasztaltam. (36.
kiegészit6 abra) Az E2_SS-hez képest a jelentdsebb aggregacidos hajlam N—C
intramolekularis  aciltranszfernek tulajdonithatd [302]. Miutan a diszulfidhid
redukalodott, a kordbbi proton transzfernek megfelelden egy oOttagi pszeudogylirii
kialakulasaval a tavozd SH/S  csoport acilalodhat. Ez meggatolja a tovabbi
intramolekularis visszaoxidaci6 lehetdségét €s a sztérikus arnyékolds hianyaban
intermolekularis oxidacié torténhet meg, amely nagyfokl rendezetlen aggregaciot
eredményez.

Az N-terminalis -EEE- hosszabbitdssal az N-termindlis elektrosztaikus katalizalo

hatasa megsziinik. Emellett az anionos oldallancu, dinamikus N-termindlis glutamatok
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az ugyancsak anionos S tavozocsoport elmozdulasat, igy né a redukcios id6. (ty2F2-55 ~1

min — t125°-55 ~14 min)

Az E11_SS esetében a sztérikus drnyékolo hatas vélik a dominans tényezévé. Az
elektrosztatikus hatdsok kissé valtoznak az E5 SS-hez képest. A torés régio
rendezddésével a glutamat oldallancok kitlintetett iranyokba orientalodnak, igy a Glu7 és
Glu9 oldallanca kozrefogja bar a diszulfidhidat, azonban ezekkel az anionos
oldallancokkal a Lys4 ¢és a Argl? kationos oldallanca séhidat alkothat, amely
kompenzalja a glutamat oldallancok redukciot lassito hatasat. (34. kiegészito abra)

DTT redukaldszer esetében a reakciomechanizmus szintén SN2 tipusu, de kis
mértékben eltér a TCEP-nél tapasztalttol. Ahhoz, hogy a DTT megfelelé nukleofil
tamado csoport legyen, elsd 1épésben deprotondlodnia kell. Mivel a DTT bazikus
tulajdonsagu (pKai1=9,2 a pKaz =10,1) igy pH = 7-en a deprotonalt DTT koncentracioja
kevesebb mint 1%-. A sikeres nukleofil tamadas utan egy linearis -S-S-S- atmeneti
komplex alakul ki, ahol a parcidlis negativ toltések a két tavozd kén atomon
lokalizalodnak. (35. kiegészito abra) Mig a TCEP semleges foszfin nem kotd
elektronparjaval szemben a deprotonalt DTT negativ toltést hordoz, a diszulfidhid
kozelében 1évd negativ toltések taszitjak / pozitivak eldsegitik a DTT SS-kotéshez jutasat.
Mi tobb a DTT esetében a -SS- — -SH HS- reakcid két 1épésbdl all. Az elsé tamadas
soran a tavozo tiolcsoport mellett a peptid-DTT komplex alakul ki, amelyben a DTT még
szabad tioljanak Ujra deprotonédlodnia kell. A peptid-DTT diszulfidhidat a DTT még
szabad tiolat csoportja egy masodik nukleofil tamadas soran hasitja el, amely soran a DTT
tovabb oxidalodik és hattagu gylirlivé zarul. Ezen hatdsok eredménye, hogy a DTT-s
redukcid pH = 7-en jelentdsen lassabb fliggetleniil az a-hélix sztérikus arnyékolasatol.

(5. tablazat)

6.5  ES5 minifehérjék aggregacidja
6.5.1 Az aggregacio jellemzése FUV ECD-spektroszkopiaval

Az E5 minifehérje aggregatumai nem Iépnek reakcioba az aggregéacio
kinetikajanak leirasara széleskoriien alkalmazott Thioflavin-T-vel, igy a konformacio

valtozas kinetikdjat teljes mértékben a FUV ECD-spektroszkopia alapjan tudtam
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karakterizalni. A kisérlet sorozatok alapjan tisztan latszodott, hogy az E5 aggregacioja
erosen fligg a kozeg pH-jatol. Az aggregacio optimum pH-ja 4,1 koriil van. (30. abra/a)
Ennél a pH értéknél alacsonyabb vagy magasabb értékek mellett a B tipust spektrum
fokozatosan a rendezett a-helikalisra jellemz6 C-tipust spektrumba valt at. Az optimalis
pH mellett a minta kevertetése is sziikséges a megfelelé a—f atalakulashoz. A kevertetés
egyrészt hozzajarul az aggregacié szempontjabol megfelelé misfoldolt konformerek
itk6zési ratajanak noveléséhez eldsegitve az oligomer aggregacidos magok kialakulasat,
masrészt a nyiroerdk feldaraboljak az elongalodd amiloidszalakat kisebb, mar kialakult
B-redds oligomerekre, amelyek ijabb aggregacidos magként szolgalhatnak.

Az egyes iddpillanatokban rdgzitett FUV ECD-gorbék felbontasa alapjan
meghatarozott komponensek (F, U, Amy) aranyanak baricentrikus abrazolasa lehet6vé
teszi harom aggregaciora jellemz6 fazis elkiilonitését. (31. abra/a) Az els6 fazisban a
komponens aranyok a F>U tengellyel (z6ld) parhuzamosan valtoznak, ez a pH
valtoztatas és a NaCl jelenléte altal indukalt letekeredési szakasz. A helikdlis jelleg
elvesztésével parhuzamosan megnd a rendezetlen térszerkezetli populacid aranya. A
kovetkezd fazis a nukledcids fazis. A denaturdcié hatasara 1étrejové dinamikusan
bizonyos kitiintetett un. ,,ragadés” konformacios allapotai (misfoldolt konformerek),
amelyek kolcsonhatasba 1épve egymassal kialakitjak az oligomer asszociatumokat. Ezek
az oligomerek fognak templatként szolgalni a tovabbi elongacidhoz. Ebben a fazisban ddl
el, hogy a fehérje képes-e az aggregéciora az adott koriilmények kozott. A kordbban
targyalt ES E14D ¢és E14Q varidnsok ebben a diffuz, atmeneti fazisban ragadtak meg.
(32. abra/b) A harmadik fazisban torténik a kialakult templatok elongacidja, (U=>Amy
piros tengellyel parhuzamosan) amely soran a fB-redés szerkezetre jellemz$ B-tipust
spektrum hozzajaruldsi aranya fokozatosan nd, mig a rendezetlen U-tipusté
parhuzamosan csokken. Az elongécios szakasz sordan a rendezetlen < aggregaciora
hajlamos misfoldolt populaciok aranya fokozatosan a misfoldolt iranyba tolodik el, ahogy
az atalakult monomerek kivallnak az oldatbol az amiloid kdtegekhez épiilés soran. A
minta kevertetése miatt a ndvekvo amiloidszalak toredeznek, azonban ez nem valtoztat a
mar a kialakult B-redds fehérjeszalak szerkezetén.

A koriilmények optimalizalasaval (Ces =250 uM, Cnaci=50 mM, pH =4,1, T =37

°C, kevertetés) az aggregacio reprodukalhatdva valt. Az optimalt koriilmények kisérleti
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paramétereinek valtoztatasa ravilagit arra, hogy az egyes valtozok az aggregacio melyik
szakaszban jatszanak kulcsfontossagu szerepet. A fehérje koncentracid novelésével (31.
abra/b) egyértelmiien n6é az aggregacio sebessége, amely annak koszonhetd, hogy a
megfeleléen misfoldolt populaciok nagyobb aranyban vannak jellen és nagyobb
valosziniiséggel 1épnek kdlcsdnhatisba egymassal. 8 ora utan az [AMY]3""M = 61%, mig
[AMY]*0%M = 349,

A kiilénb6z6 NaCl koncentraciok esetében (31. abra/c) megfigyelhet6, hogy az
elsé és a masodik fazis fiiggetlen, azonban az elongécids fazis fligg az ionerdsségtol.
Erdekes modon minél kisebb a sé koncentricidja, annal gyorsabb az aggregacios
folyamat. 76 oras kevertetés utan: [AMY]°™ = 85%, [AMY]*2°™M= 78%, [AMY]?®™ =
63%, mig [AMY]*®™M= 5206. Az eredmények alapjan feltételezhetnénk, hogy a
hozzaadott s6 csokkenti az aggregacios hajlamot, azonban irodalmi példak alapjan [303-
304] racionalisabb magyarazatnak t{inik, hogy nagyobb so6 koncentracional gyorsabb és
teljesebb az aggregaci6. Az ellentmondas feloldhaté, megfontolva, hogy az ionok
semlegesitik az esetleges azonos t6ltésbol fakado taszitdo kdlesonhatdsokat az elongacid
soran, igy a még vizoldhato oligomerek gyorsabban és nagyobb mértékben valhatnak ki
az oldatbdl, emiatt mar korabban csokken a detektalhatosdguk ECD-spektroszkopidval.

Az E5 aggregacié szempontjabol a 37°C-os homérsékleti érték az optimalis. (31.
abra/d) 51 6ra kevertetés utin [AMY]%°C = 12%, [AMY]?7°C = 86%, [AMY]*°C = 34%.
23°C-on 2 nap kevertetés utan a Trp-kalitka még foként rendezett, és tovabbi 2 hét
inkubélt kevertetés sordn is csak a rendezetlen komponens aranya nd. Egyrészt
alacsonyabb homérsékleten a minifehérje nem tekeredik szét (31. abra/a) olyan
mértékben, hogy az aggregaciora hajlamos fellazult konformacioji populacio
kialakuljon. Masrészt a Brown-mozgés is kisebb mértékii, emiatt kevesebb a hatasos
fehérje-fehérje kolcsonhatas kialakuldsanak a lehetdsége. 47°C-on azt gondolhatnank,
hogy azért tapasztalunk kisebb értékeket (hasonloan a NaCl koncnetracid vizsgélata soran
tapasztaltakhoz) mert a gyorsan ndvekvo stabil amiloidszalak kiestek az ECD detektalasi
tartomanybol. Azonban a 47°C-os kisérlet esetében nem errdl van szo, hiszen tovabbi
inkubacid soran, 11 nap alatt az aggregacio teljessé valik. Az NMR-mérések alapjan
szamolt szerkezetekben a termalis letekeredés 47°C-on nagyobb mértékii (32. abra/a),
mint 37°C-on, ennek ellenére a megndvekedett hdmozgas gatolja az elongacids fazisban

az amiloidszalak novekedését. (51 ora utani U-> Amy tengellyel parhuzamos szakasz)
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6.5.2 Az ES minifehérje denaturacidja

Az ECD-mérések bizonyitottak, hogy az aggregacios folyamatok meginditasdhoz
nélkiilozhetetlen a minifehérje megfeleld denaturacidja és ehhez egy optimalis
hémérséklet és pH egyarant sziikséges. A homérsékletfiiggd térszerkezet analizis (31.
abra/a) alapjan megallapithat6, hogy az ES 37°C-on pH = 7-en megdrzi a rendezett Trp-
kalitka motivumat és 48°C-on valik molten-globule jelleglivé. (ebben az esetben is van
16 tavolhatd (i>5) kényszerfeltétel — 2. tablazat) A 37°C-os E5 szerkezetsokasagrol
megallapithatd, hogy a helikalis szegmens még rendezett, és csak a 310-hélix PSSGR
szekvencia valik dinamikussa, amely 48°C-on mar kiterjed a teljes szekvencidra.

A pH-allitas soran 2 nem vart dologra lettem figyelmes. 1) Az izoelektromos pont
kornyékén az aggregacio reverzibilis (34. abra), ugyanis a pH-t tovabb novelve a fehérje
ujra szolvatalodott. 2) A pH valtoztatas altal befolyasolt letekeredés nem linearis, mint a
hémérsékletfiiggés esetében. (14. abra) pH = 7 és extrémen savas pH = 2 értékek
(A tavolhato keresztcstucsok szama (i>5) pH =7 - 77, pH =2 > 84 — 2. tablazat). Az
eredmény abbol a szempontbol kiilondsen érdekes, hogy a két pH-n teljesen eltér az
oldallancok protonaltsagi allapota. (35. abra) Mig pH = 7-en az 6sszes karboxil funkcios
csoport (E1, E2, E3, E14, oldallancok és S25 C-terminalis) deprotonalt és alkalmas s6hid
¢és egyéb ionos kolcsonhatés kialakitdsara, addig pH = 2-n ezek a csoportok dontden
protonalt allapotban vannak. (A bazikus N-terminalis, R6, K13, R21 oldallanca a vizsgalt
pH tartomanyban minden esetben protonalt allapotban van.) Az E5-ben megtalalhato
Glu3-Argb6 és az Glul4-Arg21 kozott egy-egy soOhid, amelyek (hidnyanak) térszerkezetre
gyakorolt hatasat a korabban ismertetett E14Q (15. abra/b) és RON (16. abra/b)
mutansok esetében bemutattam. A glutamat oldallancok protonalasaval hasonld a
rendezettség szempontjabol kedvezoétlen hatdsokra szamitottam, amely a pH = 2-es
szerkezetsokasagok esetében mégsem valosul meg. Erdemes megjegyezni, hogy mind a
pH = 7-es (-1,39 6sszt6ltés), mind a pH = 2-es (+3,98 0sszt6ltés) allapotnak csak egy-egy
fajta unifomizalt toltéseloszlasa (1-1 fajta mikrodllapot) van, amelyhez ugyancsak
uniformizalt, rendezett (alacsony RMSD értékkel illeszthetd) térszerkezetsokasag is

rendelheto.
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A pH csokkentésével a savas karakterli csoportok protonaltsaga egyre no,
mikdzben az 0ssztoltés csokken. (20. kiegészité abra) A protonalddassal a szekvencia
toltésmintazatanak diverzitasa né és ezzel parhuzamosan a szamolt térszerkezetek
rendezettsége, uniformitasa csokken. (35. abra, 14. abra/b) lzoelektromos ponton (~ pH
5.0; 0ssztoltés 0) négyfajta toltésmintazat egyidejii meglétére van lehetdség attdl fliggden,
hogy melyik egy glutamat protonalédik. (Mivel az atlagos pKaz®", .., < pKaSi4,,, , ezért
a C-terminalis fog utoljara protonalddni) A lehetséges mikrodllapotok ardnya a glutamat
oldallancok pontos pKa értékeinek ismeretében hatarozhaté meg. Hasonlo6 eset all fenn
az amiloid képzédés pH-jan is (pH = 4,1; Ossztoltés ~ +2). Ebben az esetben a 4
mikrodllapot kozott az a kiilonbség, hogy melyik glutamat oldallanc hordozza a negativ
toltést a deprotonalt C-terminalis mellett (a masik harom Glu ezen a pH-n protonalt, azaz
semleges). A szamolt térszerkezetek alapjan a pH = 5,0-6n és pH = 4,1-en mért
szerkezetsokasagok mar molten globule jellegiiek, csakugy, mint az E5 48°C-on
meghatarozott szerkezetsokasdga. A két kitiintetett pH-n még asszigndlhaté 16/22
tavolhato (i>5) keresztcstics, amely a Trp-kalitka motivumra jellemz6. (2. tablazat) A
szekvencialis RMSD értékek alapjan is hasonldo mértékii és lokalizacioju a fellazulés,
mint 48°C-on. (14. abra/b) A pH =5 és a pH = 4 sokasagok kozott adodik azonban két
kiilonbség: az izoelektromos ponton a poliprolin-szegmens rendezetlenebb és
mozgékonyabb, mint pH = 4,1-en, mig az aggregacios pH-n az a-hélix lazul fel nagyobb
mértékben, mint a tobbi pH-hoz tartozé szerkezetsokasdgokban. Az izoelektromos pH-n
a szerkezet jobban fellazult, mint pH = 4,1-en, azonban a megfeleld t6ltés-mintazat és a
perturbalt o-hélix hianya miatt nem indul meg az aggregaci6. A pH = 4,1-en
meghatarozott 50 tag szerkezetsokasagok klaszterekbe rendezve jobban szemléltetik,
hogy milyen konformacioés allapotokban fluktualhat a minifehérjék térszerkezete. (19.
kiegészité abra) A populacid 40%-ra jellemz06 a nativ Trp-kalitka térszerkezetre, mig a
tobbi klaszer csak részlegesen rendezett.

Erdemes megemliteni, hogy az aggregacios protokoll soran az elsé 1épés mindig
az oldat pH = 7-r61 = pH = 4,1-re allitasa, igy a szerkezetsokasagok alapjan vizualizani
lehet a baricentrikus koordinata rendszerben torténé F—>U elmozdulast. A 37°C-on
torténd temperalas a kialakult molten globule jellegti allapotot tovabb lazitja azonban ez
a nagyfoku heterogenitds és mozgékonysag mar nem detektalhatdé 2D homonuklearis

mérésekkel.
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6.5.3 Az ES aggregaciora hajlamos allapotanak meghatirozasa kombinalt
molekuladinamikai szimulaciok és az NMR altal meghatarozott térszerkezetek

alapjan

A teoretikusan rogzitett protonaltsagi allapotok molekuladinamikdja alapjan
megallapithat6 (21. kiegészitd abra), hogy a pH = 4,1-es mikroallapotok koziil az E5['E-
1,°E0,%Eo,"*Eo] viselkedése eltér a masik 3 protonaltsagi allapottol, amelyek szerkezeti
paraméterei a nativ térszerkezetéhez hasonléak. (36. abra) Az E5['E.1,°Eo,°Eo,"*Eo]
esetében a kalitka felnyilasat a Trpl1 és a Prol7 id6leges eltavolodasa idézi eld, amely
hatasara reverzibilis médon a C-terminalis egy hosszabb idére eltdvolodik az a-hélixtdl
¢s az a és a PPy hélix kozott bezart szog (1°) atlagos értéke 20°-r6l 60°-ra ndvekszik.
(21. Kkiegészité abra) Ezen atmeneti és reverzibilis felnyilas soran alakulnak ki az
aggregaciora hajlamos misfoldolt térszerkezetek. Az 50-50 szamolt szerkezet és a
molekuladinamikai trajektoridk vizsgalt paramétereinek elemzése alapjan az alabbiak
mondhatoak el. Az NMR-adatok alapjan pH = 7-en meghatarozott szerkezetsokasagok
paramétereinek kicsi a szdrasa és az eloszlas tartoméanyuk kozel esik az MD alapjan
szamolt E5['E.1,°E.1°Eq, M E ] ; EB5['Eo,%Eo0,°E-1,Eq];

allapotok eloszlasanak maximumaval. Az aggregacios pH-n az NMR-
sokasagok diverzitdsa megnd a szerkezeti fluktuacido novekedésével. Ez a tendencia
figyelhetd meg a E5['E.1,°Eo,°Eo,**Eq] allapot esetében is. Mivel a ;
E5[*Eo,%Eo,E-1,Y*Eq]; mikropopulaciok konformacios tere az
eloszlasok alapjan megegyezik az aggregaciora nem hajlamos pH = 7-es E5['E.1,°E.1,°E.
1,"*E-1] mikrodllapotéval, feltételezhetd, hogy nem ez a harom mikrodllapot felelds az
aggregacio inicialasaért. A tavolsagi paraméterek alapjan (i-iv) a nativ foldra jellemz6
tavolsagokhoz képest (36. abra/b) az E5['E.1,°Eo,°Eo,"*Eo] esetében a nagyobb
tavolsagok felé tolodnak el az eloszlas-maximumok, jelezve a Trp-kalitka
kompaktsaganak elvesztését. A Tyr-Trp térallas is megvaltozik a pH hatisara. Az
oldallancok eltdvolodnak egymastol (+ 0,9 A) és a Trp-foldra jellemzd eltolt face to face
allasbol (a° ~20-50°, 6 ~ 10-40°) az eloszlasgorbe az eltolt edge to face allas felé tolodik
(a° > 60-70°, 6 > 40°). Ezek a szerkezetek még részlegesen rendezettek, azonban a Trp-
kalitka mar felnyilt, a poliprolin-hélix eltdvolodott a még jelenlévd a-hélixtdl, az eddig

eltemetett aromas és hidrofob oldallancok a felszinre keriilnek. E5[1E.1,2Eo,3Eo,14Eo]
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trajektoriabol azok a misfoldolt szerkezeteket, amelyek a legtobb i-ix paramétereben
eltérnek a tobbi trajektoria szerkezetsokasagaitol (36. abra/c) tehetok feleléssé az

aggregacios folyamatok meginditasaért.

6.5.4 Az oligomerizacios folymat és az aggregatumok morfolégiajanak jellemzése

A megfigyelt szerkezeti valtozasokat alatdmasztjak a kozeli UV-tartomanyban
felvett ECD-spektrumok. (33. abra/c) A nativ Trp-foldra jellemz6 NUV gorbe
intenzitasanak csokkenése indikalja (pH = 7 = [®]2s0 ~ 4000 deg cm? dmol™?, pH =

4,1>[@]2s0 ~ 2000 deg cm? dmol™) az edge to
térallasu

face monomerek  gyakorisdganak

novekedését. csOkkenést
tapasztaltam az E5 E14D_P24(4R)fP (edge to

face) esetében is az ES_E14D P24(4S)fP (face to

Hasonlo ellipticitas

face) val6 6sszehasonlitasban. Azonban pH =4,1-

41. abra. A spektroszkopiai adatok

en a savok koncentraciofiiggd

intenzitascsokkenése 1s informativ. A

koncentraci6 novekedésével a csokkenés még

alapjan  feltételezett  elsddleges
oligomer asszociatumok. A szignifikdnsabba valik, tehat valoszinii az
misfoldolt monomerek feltételezett . . L ,

. N ... Intramolekularis aromas kolcsonhatasok helyett a
antiparallel orientaciojait a még
meglévé o-hélixek dipolmomen- crowding effektus miatt intermolekuléris aromas
tumabol  fakado elektrosztatikus

kolcsonhatasok meglétére alapoztuk.

kolcsonhatasok alakulnak ki. Mivel az edge to

face elrendezddés energetikailag kedvezobb és a
nativ konformaci6 hianyaban a Tyr-Trp parnak mér nem gatolt a szabad rotacidja, igy a
nukleacio (elsé 1-2 ora) soran képz6do oligomerekben egy laza intermolekularis edge to
face elrendez6dés alakulhat ki. (41. abra) Ennek a tranziens allapotnak az idétartomanya
megegyezik a FUV ECD-ben mért nukleacios szakasz id6tartomanyaval.

A kisérlet kezdete utan, 1-2 ora elteltével, a NUV ECD-savok intenzitasa elkezd
1jbol novekedni, mikdzben a FUV ECD-elbontas alapjan meghatarozott -redds [Amy]
frakcid aranya is ndovekedésnek indul. 2-6 ora kozott alakulnak ki azok a szekunder
oligomerek, amelyben az a-hélix>p-redé atalukalas mar megtortént. Ebben a

periodusban az egyes konformaciok heterogén modon vannak jelen. ([F] = 24%, [U] =
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50%, [Amy] = 26% - 31. abra/a) Ekozben a [F]2>[U]>[Amy] atalakulds mar
folyamatos, a mar B-redds oligomerek szabad [-¢lei katalizdljdk a monomerek
[U]=2[Amy] atmenetét, elésegitve ezzel az elongaciot. Az elongacio soran a NUV ECD-
gorbe Ujra a nativ szerkezetre jellemzO face-to-face-szeri elrendezédést mutatja,
mikdzben a sdvok intenzitasanak novekedése jelzi a B-redok kozott megjelend, egyre
novekvd intermolekularis aromas kolcsonhatas-halozat kialakulasat.

A standard aggregécios protokollt kdvetve az 6sszes oldatfazisi NMR kisérletet
esetében (2D H-°N HSQC, 1D °F, DOSY) azt tapasztaltam, hogy pH = 7-r8l 4,1-re
allitdsa soran az oldatban 1évé monomer fehérjehez kothetd jelintegral intemzitasa 80-
90%-ot csokkent. (37. abra) Az oldott formaban visszamaradé 10-20%-nyi monomer
fehérje koncentracidja tovabb csokken idOvel az amiloidszal elongacidjanak
eredményeként. Az intenzitas csokkenés egyértelmii jele az oligomerizacionak. Azonban
az nem tisztazott, hogy az oligomerek kivalnak az oldatbol, vagy a csak az okozza az
intenzitascsokkenést, hogy a nem kovalens asszociacio eredményeként a molekulatdmeg
novekedésbdl (ndvekvd globalis korrelacids 1d6 — tc) adodo gyors Tz relaxacid miatt az
oligomerek jelei kiszélesednek és eltiinnek. A megjelend opaleszcencia a kivalast
tamasztja ala, mig az oligomerek oldatban maradasat az, hogy ECD-spektroszkopiaval
detektalhatd marad a szerkezeti dtalakulas. A *H-""N HSQC alapjan (23. kiegészité abra)
a monomerrdl megéllapithatd, hogy a jel intenzitas csokkenése mellett az egyes jelek kis
mértékben (0,05-0,2 ppm) eltolodnak az aggregacios kisérlet ideje alatt. Szinte az dsszes
eltolodo jel (Glu2, Glu3, Vals, Leu7, 11e9, GInl0, Lys13, Ser25) az a-helikalis régiora
korlatozodik. Ezalapjan kijelenthetd, hogy a detektalhatdo monomerek esetében a pH =
4,1-re allitasakor pillanatszeriien fellazul és rendezetlenné valik a 310 és PPy hélix régiok
térszerkezete és ez az aggregacio késobbi szakaszaiban mar nem valtozik tovabb, mig az
o-helikalis régioé igen.

A dinamikus fényszoras eredményeket is megfeleld koriiltekintéssel kell kezelni
a monodiszperzitas és az izometrikus alak hianya miatt. A frissen elkészitett pH = 7-es
mintaban mar eleve detektalhatoak voltak a monomernél joval nagyobb atmérdji
részecskék, mikdzben az 1-2 nm atmérdjii monomernek nincsen jele. (24. kiegészitod
abra/a) Ez nem azt jelenti, hogy monomer nincs az oldatban, hiszen az NMR-
spektroszkopia megerdsitette a monomerek jelenlétét. A két modszer eredményeinek

egyiittes elemzése alapjan elmondhat6, hogy a friss mintdban nagy koncentracidban a
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DLS detektalasi hataran mozg6é monomerek vannak jelen, azonban a kis mennyiségben
jelen 1év6 oligomerek, amelyek a nagyobb méretiikbdl kifolyolag detektalhatatlanok az
NMR szamara, elfedik a monomerek jelét a DLS mérések soran. A korabban bemutatott
mérettartomanyt oligomerek dominaljak a térfogati sulyozott eloszlasokat. Ezt tamasztja
ala, hogy a kordbban novesztett idiilt amiloid mintat lecentrifugalva a nagyobb (~4 pum-
es) atmérdju részecskék eltavolitasaval a feliiliszoban detektalhatova véalnak a korabbi
frissen készitett oldat esetében megfigyelt mérettartomanyok. (24. kiegészité abra/a-b)
A nem izometrikus alak miatt ugyanazon részecske kiilonb6z0 mértékii fényszorast
mutathat, amely kiszélesiti az egyes populdciok mérettartomany-eloszlasat és noveli a
polidiszperzitast. Az aggregaci6é idobeli monitorozasa soran a maximalis PDI értékek
miatt az eredmények megkérddjelezhetoek, de egy novekedési tendencia egyértelmiien
megfigyelhetd. (25. Kiegészito abra)

Az AFM mérések eredményei aldtdmasztjdk a korabbi mérések eredményeit. A
kiindulasi pillanatban rogzitett felvétel alapjan (26. kiegészité abra/a-b) a fehérjeréteg
atlagos magassaga (1-3,4 nm), amely megegyezik az ES monomer méretdimenzidival a
DOSY és a szerkezetszamolas alapjan. Az AFM topografia alapjan megjelennek 3,4 nm
magassagu részecskék is, amelyek dimer/trimer oligomerek lehetnek. 24 ora elteltével
(FUV ECD-spektrum mar B tipusu - 30. abra/c) a térzsoldatbol kivett és vortexelt mintan
megjelennek a kezdeti rovidebb amiloidszalak uniform morfologiaval: kb. 45 nm-es
hosszlisagu (x) és 3-5,5 nm-es magassag (y). (26. kiegészité abra/c-d) Sajnos a minta
vortexelése miatt nem megallapithatd, hogy a 72 6rds mintara jellemzé morfologia
megjelent-e mar 24 6ra utan is, de a 72 6ras minta alapjan ezek a korai filamentumok
tovabb rendezddtek Osszetettebb szerkezetii, hosszabb (~0,5 um) amiloid kétegekbe. (26.
kiegészité abra/e-f) A hosszanti tengely mentén tapasztalhato periodikus (~110-130 nm-
ként) 3,5-5,0 nm-es kitiiremkedések (a teljes magassag 8-12 nm) valdszintileg a kialakult
amiloidszéalban tapasztalhaté csavarodas miatt jottek létre. 72 6rds minta vortexelését
kovetden az amiloidszalak 1-2 nm-es oligomerekre bomlanak, amelyek morfologiaja
diverz, azonban megtarthattak B-redds szerkezetiiket, mivel a tdvoli ECD-tartomanyban

ekkor is detektalhato a B tipust spektrumuk. (26. kiegészité abra/g-h)
6.5.5 Az ES amiloidszal
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A NUV ECD-spektrum alapjan megfigyelt drasztikus intenzitds ndvekedés az
elongalédd amiloidszalban megfigyelhetd intermolekularis Tyr-Trp kolesonhatdsok
haldzata révén alakul ki. (33. abra/c, 39. abra) A kdlcsonhatasokat figyelembe véve az
MD szimulédciok alapjan prediktalt legstabilabb antiparallel ES ,,YW” szerkezetben a
nativ allapotban helikalis szakaszok alkotjak a B-redds gerincet. (27. kiegészité abra/a)
Amennyiben azt feltételezziik, hogy az ES B-gerincének a térszerkezete linearis, mint a
szekvencialisan homolog gliikagon (PDB ID:6NZN) [260] esetében, akkor az atfedd p-
redds gerinc hossza 45 A-nek adodik mig a rendezetlen prolinban gazdag C-terminalisok
kb. 30 A hossztak. (42. abra/a) Az MD szimulaci6 alapjan prediktalt ,,YW” modell
architektirajat tdmasztotta ald az aggregacidos gocként viselked6 LYIQWL peptid
szakaszbol novesztett kristaly térszerkezete is. Az LYIQWL esetében a B-redds sikban
(Z1, Z2...Zn) a redék antiparallel allasban allnak, ugy, hogy az alabbi aminosavak
ekvifacialis moédon atfednek egymassal: 1A 7l B szl oA szil \\/5B szil | 3A 5748 .
A parhuzamos B-sikok adott y-koordinatainal 1évé B-reddi paronként parallel allastiak és
egymasnak azonos felszinliket (paros-paros, paratlan-paratlan oldal) mutatjak. (39.
abra/e) Emiatt a LYIQWL szekvenciat az ekvifacilis-antiparallel felosztas 8. osztalyadba
lehet sorolni. A két parhuzamos B-sikban (Y1, Y2...Yn) elhelyezkedd paralell redék
peptidgerince kozotti Ca-Co tavolsag ~ 9-12 A, mig a teljes 4tmérd kb. 20-22 A. (39.
abra/e) Az atomi szerkezeti informéciok alapjan rekonstrudlni lehet az AFM felvételeken
megfigyelt morfologiat (42. abra/b-c): ~8-12 nm-es kiemelkedések megfelelnek az ES
peptid hosszanak (vertikalis allas), mig a volgyek (~5-6 nm) esetében az eldbbi vertikalis
allas 90°-kal elfordulva valosul meg (horizontalis allas). (42. abra/c) A vertikalis allasban
az egyszalll amiloid rost keresztmetszetének kb. 2,2 nm-nek kellene lennie a modell
alapjan, a horizontalis allasban pedig kb. 8-12 nm (peptidszal hossza). Azonban az AFM
alapjan latszik, hogy a rostok atmérdje konstans és nincs olyasfajta osszcillacio, mint
amelyet a magassagi értékekben tapasztaltam. A jelenség egyik magyarazata az, hogy az
AFM laterdlis felbontasa kevésbé jo, mint a magassagi. A masik lehetdség, hogy egy

rosttal masik 2-3 amiloid rost is futhat parhuzamosan, kotegekbe rendezddve, igy a
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42. abra. A feltételezett ES amiloid struktira a MD, az AFM és a rontgen krisztallografia
alapjan. A) A kristalyszerkezet alapjan feltételezett -gerinc (keretben) és a rendezetlen
C-termindlisok sematikus rajza. B)-C) 72 6ras amiloidszalak AFM morfologidjanak és
az amiloid modellnek a harmonizéldsa.*(bar a sematikus abran tisztan -red6k lathatok,
de a 10,5 nm-es tavolsagban mar a rendezetlen szegmensek hossza is bele van

kalkulalva.)

vertikalis allasban is nagyobb szélességet tapasztalhatunk. Az egy sikban antiparalell
médon futé peptid gericek Ca-Co tavolsaga ~ SA. (39. abra/f) Két vertikalis 4llapot

180°-o0s tekeredése kozott atlagosan ~120 nm a tavolsag. Erre a tdvra 0,5 nm-es Co-Ca

110-130 nm
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tavolsagokkal szamolva 240-240 B-redds peptidszal esik, igy két egymast kovetd

antiparallel peptidszal 0,75°-os szoget zar be egymassal.
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7. Kovetkezetetések

Doktori munkém soran az Exenatide inkretin mimetikum hatéanyag harmadlagos
térszerkezettel bird szekvencia részletének és pontmutaciokkal eldallitott varidnsainak
hémérséklet és pH-fliggd konformaciod valtozasait, illetve az ehhez kdthetd amiloid

A szerkezetsokasagok rendezettségét leird, kémiai eltolodasbol szamolt, NMR -
paraméterek és a kozeli és tavoli UV-tartomanyaban felvett ECD-spektrumok
harmonizélésa alapjan elmondhatd, hogy a masodlagos szerkezetet jellemz6 paraméterek
(CSDnélix 2-13; [@J222nm, Fruv%) nagymértékben korrelalnak egymassal a vizsgalt
hémérséklet tartomanyban. A szekvencialis modositasok térszerkezetre gyakorolt hatasa
koherens modon tlikrozddik ezen értékek megvaltozdsanak tendencidiban. A
spektroszkopiai modszerekkel szamszertsitett rendezettségi mérdszadmokhoz hozza lehet
rendelni a szamolt térszerkezet sokasagokat, amely alapjan a kvantifikacid mellett
vizualizalni is lehet a letekeredés mértékét. A nativ térszerkezetek csak 37°C-48°C kozott
(pontos szekvenciatdl fliggden) kezdenek drasztikusan fellazulni. Ebben a hdmérséklet
tartomanyban a spektrum-analizis alapjan a rendezett komponensek aranya kb.50-60%.
Ennél alacsonyabb hdomérséklet tartomanyban nem figyelhetd meg szamottevo
térszerkezeti valtozds, amely egybecseng a CSDneix értékek alapjan levonhatd
kovetkeztetésekkel, mig az FUV ECD-adatok a rendezettség monoton csokkenést
mutatjak.

A negyedleges térszerkezetet — a triptofan-kalitkat jellemz6 paraméterek (CSDcage,
[®]276nm, [@]287nm, [O]280nm, [@]293nm, Fnuv%) esetében nem egyértelmii megfeleltetés az
NMR és az ECD-adatok kozott. A kémiai eltolodas értékek globalisan a triptofan-kalitka
harmadlagos szerkezeti motivum kompaktsagaval korrelalnak, mig a NUV ECD-adatok
inkdbb csak az aromds oldallancok térszerkezetére és azok elektronatmeneteire
jellemzdek. A két metodika inkabb kiegésziti, minthogy helyettesitené egymast. A NUV
spektrumok alapjan olyan térszerkezeti valtozasokra is kovetkeztetni lehet, amely mas
modszerekkel nem detektalhatoak. 1) A Trp-kalitka denaturdcidja soran a 278//280/283
nm-en mért savok intenzitds értékeiben megfigyelt platok jelzik, hogy az aromas
oldallancok kornyezete 26°C-ig nem valtozik, amely Osszhangban van a kordbban

leirtakkal. 2) A NUV ECD-spektroszkdpia bizonyos limitaciok mellett alkalmas fehérjék
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diszulfidhid redukci¢janak nyomon kovetésére, olyan esetekben is, amikor az oxidalt és
a redukalt térszerkezetek egyezése miatt nincs kiillonbség a két allapot FUV ECD-
spektruma kozott. Amennyiben a diszulfidhidhoz térkozelben taldlhato Tyr/Trp, akkor a
redukcio eldrehaladta a 287 nm-en mért intenzitas valtozas alapjan megallapithatd. A
redukcié hatasfokat ilyen modon nem lehet megéllapitani, csak azt, hogy az adott
redukcids koriilmények kozott bedllt-e az egyensulyi allapot. 3) Az amiloid aggregéacio
soran monitorozott NUV ECD-savok intenzitas valtozasa unikélis informaciét hordoz az
oligomeracios folyamatokrol. A NUV ECD altal bizonyitott intermolekuléris aromas
kolesonhatasok megléte szolgélt alapul az amiloid térszerkezeti modell felépitéséhez.

szubsztiticiok is jelentdsen befolyasoljak a Trp-kalitka motivum stabilitasat és
termorezisztenciajat. A  prolinok 7y helyzetben torténd enantiomer-szelektiv
szubsztitucidja szekvencidlis poziciotol (Prol7/Pro24) és kiralitastol (4R/4S) figgden
hatassal van a térszerkezetre. A 4S/4AR szubsztiticid valoban befolyasolja a prolin
endo—exo térallasat, azonban a 2D-s homonukleédris spektrumok alapjan nem
tapasztaltam a (4S) fluor szubsztitualt fehérjék esetében a cisz térallasi konformer
megjelenését. A TcS5b szarmazékok esetében mar korabban leirt Prol7 (4R) szubsztitlicio
valoban stabilizalja, mig a (4S) destabilizalja, a Trp-kalitka rendezettségét, azonban a
rendezettségben megfigyelt valtozdsok nem szamottevok. FEllentétben a Prol7
szubsztiticigjaval a Pro24-en torténd (4R) szubsztitucid jelentdsebb mértékben
destabilizalja a térszerkezetet, mint a (4S) szubsztiticio. Ez arra utal, hogy az enantiomer
fluor szubsztiticiok soran nem volt detektalhatd a cisz<»transz izoméria aranyanak
valtozasa. Azonban a fluor hidrataltsaga, illetve aromas oldallancokkal valo
kolcsonhatasa befolyasolja a harmadlagos térszerkezetet, és ezaltal felelds a
hddenaturacid soran a rendezettségben tapasztalt kiilonbségekért is, amely kiillonbségek
tilkkr6z0dnek a kozeli UV-tartoméanyban detektalt sdvok intenzitas értékein is. A fluor
szubsztitualt szerkezetek denaturdcidos folyamatai hasonldak, kivéve a P24(4R)fP
rendszeré, amely esetében a PPy hélixben megfigyelt rotacié katalizalja a Trp-kalitka
fellazulasat. A fluor szubsztitici6 az E5 P17(4S)fP és az E5 P17(4R)fP mutansok
esetében az amiloid aggregaciot lassitja (51—72 6ra), de nem akadédlyozza meg. Az

amiloid modell alalapjan mivel a prolinok nem B-red6 alkotdk, igy a F-atomok nem a f3-
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crer

szerepet.

Az E5, E5 E14D ¢és E5 E14Q rendszerek esetében jelentds stabilitasi
kiilonbségeket detektaltunk, részben a 14X-21R so6hid eltéré mértékben valdkialakulasa,
részben a 310-hélixet stabilizalé H-hid halozat 1étrejotte miatt, amelynek egyik kézponti
eleme Ser19-OH csoportja. Az E14Q mutansban nem alakult ki a sohid, az E5 mutansban
pH = 7-en kialakulhat a s6hid, azonban a Ser19-OH a felszini elhelyezkedése miatt nem
vesz részt a H-hid halézatban. Az E14D mutdnsban mindkét szerkezeti elem
megtalalhato, amely a Trp-kalitka olvadasi hdmérsékletének novekedését eredményezi.
Az emlitett kdlcsonhatasok csak késleltetik a letekeredést, azonban a felnyildsi folyamat
mechanizmusat nem valtoztatjdk meg. Az E14D mutans esetében, feltehetéen azért nem
torténik aggregaci6 az ES5 szempontjabol idedlis korilmények kozott, mert az
optimalisabb kdlcsonhatas haldzat miatt 37°C-on kompaktabb, kevésbé felnyilt, mint az
E5 és nem talalhato a populaciok kozott aggregaciora hajlamos térszerkezet. A hidrofob-
kalitka felnyildsa a 310-hélix mozgékonysaganak novekedésével kezdddik, igy ennek a
szegmensnek a rogzitése kulcsfontossagu. A 310-hélix felbomlédséaval a PPy hélix és az a-
hélix N és C terminalishoz kozeli szegmense fokozatosan fellazul. Azonban 48°C-ig, az
asszigmalt keresztcsucsok és a szamolt térszerkezetek alapjan, nem torténik meg a teljes
letekeredés. A Trp-kalitka motivum, valamint a (naszcens) helikalis jelleg még fellelhetd
ebben a molten globule jellegli allapotban, amelyben a tavoli UV-tartomanya ECD-
spektrum felbontasok alapjan a rendezett és a rendezetlen szerkezeti jellegek kb. 50-50%-
ban vannak jelen. Természetesen a megfigyelt arany ¢és a letekeredettségi allapot fiigg az
elvégzett szubsztitiicid térszerkezetre gyakorolt hatasatol. Az RO6N szubsztiticio az o-
hélix destabilizalasaval eldsegiti a letekeredés folyamatat, mig a diszulfidhid beépitése
teljesen megakadalyozza a harmadlagos térszerkezet felbomlasat.

A diszulfidhid beépitése 4ltal a nativ Trp-kalitkdra jellemzd térszerkezet
irreverzibilisen rogziill egy kiterjesztett homérséklettartomanyban (4-85°C). Ez a
tulajdonsag gyogyszer stabilitasi és technologiai szempontbdl rendkiviil elonyos, mivel
az eltarthatosagi koriilmények spektrumat szélesiti. A nativ térszerkezet fixalt, igy a fold
letekeredésére visszavezethetd rendezett-rendezetlen aggregacids folyamatoktol is el
lehet tekinteni oldat fazisban. A C-terminalis kovalens rogzitése elény az eltarthatdsag

szempontjabol, ugyanakkor hatrany hatastani szempontb6l (az E19 SS és a GLP-1R
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receptor kolcsonhatasakor). Bevett stratégianak szamit, hogy a hatéanyagot mar oldott
formaban a receptor-kotédésnek megfelelé konformacioban rogzitsiik, csokkentve ezzel
a kotddés entalpikus (4AH) tagjat. Az E19 SS esetében a kotédés az a GLP-1R
extracellularis doménjéhez megvaldsulhat az irodalmi adatok alapjan, azonban a
megnovekedett inzulin szekrécid hidnya alatdmasztja a receptor aktivalasanak a hianyat
is. Az E19 SS konstrukcié egyuttal bizonyitja, hogy az Exenatide tipusu inkretin
mimetikumok esetében a GLP-1R aktivalasa soran a C-terminalis régionak fel kell nyilnia
a TM hélixek alkotta kotézsebbe mozdulés soran.

A koradbban mar bizonyitottan agonista hatasu 39 aminosav hosszi Exenatide
szarmazék E19 és EDR variansok Trp-kalitka szegmenseinek hdstabilitas vizsgalatai
alapjan egyértelmtien kijelentheté, hogy az EDR varidns, amely a 25 aminosav
hossziisagn ES5 E14D analdgja, potencidlis hatéanyagjelolt lehet. Az EDR az
Exanatidenak (E5_E14Q analogia) megfelel6 hatékonysaggal rendelkezik, azonban
hostabilitasa €s rendezettsége nagyobb: CSDhé”xz_B"g;C_EMQ =
CSDheiixz-13"55 1ap (20. dbra/a).

A diszulfidhid beépitése a kiilonboz6 hosszusagh E2/ES/E11/E19 minifehérjékbe
a mérettel forditottan ardnyosan nodveli a stabilitdst az anyavegyiilethez képest. A
diszulfidhid a Trp-kalitka motivumot a kiillonb6z6 méretli peptidek esetében hasonld
mértékben rendezi, mig az a-hélixre csak lokélisan terjed ki. A diszulfidhidas variansok
redukcioja soran kialakuld redukalt (2SH) szerkezetek rendezeteebbek az
anyavegyiileteknél. A hosszabb peptidek belsd helikélis szegmensei nagyobb helicitast
mutatnak redukaltan, mint a SS-hiddal ciklusba zarva, amelybdl arra lehet kovetkeztetni,
hogy diszulfidhid fesziilést gerjeszt a bels6-hélixben. A redukci6 soran a Trp-kalitka
rendezettsége kis mértekben csokken, de az unikalis harmadlagos térszerkezeti motivum
megmarad. A szerkezeti hasonldsag ellenére a diszulfidhidtol tavol esé Trp Hel protonja
eltéré kémiai eltolodasndl talalhaté az oxidalt és a redukalt formaban, lehetOséget
biztositva a redukcié-kinetika NMR-spektroszkopiaval torténd jellemzésére.

A kisméreti minifehérjék redukcioja komplexebb folyamatnak bizonyult, mint azt
szamolni kellett, amely folyamatok a kisérleti paraméterek mellett fliggenek az adott
molekula rendezettségétdl, valamint az a-hélix diszulfidhidat arnyékold hatasatol is. A

kiilonbozd kisérleti koriilmények kozott elvégzett redukciok ravilagitanak a gyakorlati
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laboratériumi munka sordn altaldnosan valtoztatott paraméterek redukcid kinetikara
gyakorolt hatasara. Ezen valtozok fliggvényében érdemes racionalisan megtervezni
elOkisérletek alapjan egy-egy fehérje megfeleld redukcios kondicioit és a lehetdségekhez
mérten spektroszkopiai modszerekkel ellendrizni a folyamat végbemenetelének
teljességét is. A kiilonboz6é méretli minifehérjék egy homoldg rendszert alkotnak,
azonban mar az eltéré a-hélix hossziisag és annak diszulfidhidat arnyékold hatésa is
harom nagysagrenddel tudja megvaltoztatni a redukcidhoz sziikséges i1dot. Ismert
térszerkezet alapjan érdemes tanulmanyozni a diszulfidhidak kornyezetében talalhato
toltéssel rendelkezd oldallancok jelenlétét is, ugyanis ezek a csoportok is befolyasoljak a
redukcié mechanizmusat. A sztérikus gatlas és az elektrosztatikus kdlcsdnhatdsok mellett
a redukdloszerek (TCEP, DTT) kémiai természetébdl adodd kiilonbségekre is
ravilagitottam munkam soran. A redukci6 koriilményeinek tervezésekor a diszulfidhid
kornyezetét, valamint a redukaldszer mindségét egyarant figyelembe kell venni.

Az E5 pH-fiiggd térszerkezet vizsgalataval a hdmérsékletfiiggés mellett sikeriilt a
pH okozta denaturacios folyamatot leirni. Mig a hdmérséklet novelésével parhuzamosan
a rendezettség folyamatosan csokken, addig a pH valtoztatas esetében nem figyelhetd
meg ilyenfajta linearitas. A pH = 7-es és pH = 2-es koriilmények kozott a térszerkezet
uniform ¢és rendezett. A 2-es pH értéken tapasztalt nativ szerkezetre jellemzé fold
kialakulds azért meglepd, mert ezen a pH-n minden savas karakteri csoport protonalt
allapotban van, és igy nem alakulhatnak ki azok az ionos stabilizald koélesonhatasok,
amelyek pH=7-en megtalalhatoak. A két sz¢lsé pH értéktdl az izoelektromos pont felé
tartva az ES térszerkezete fellazul és heterogénné valik. Az egyes pH értékeken a
lehetséges kiilonb6zd protonaltsagh mikroallapotok szama korreldl a szamolt
térszerkezetek egységességével. Amennyiben csak egyféle protonaltsagi mikroallapot
lehet, ugy a szerkezeti populacié homogén, és kis RMSD értékkel jellemezhetd. A
lehetséges mikroallapotok szdmanak novekedésével a populaciok megoszlanak az egyes
allapotok kozott a pKa-értékeinek fliggvényében. Az egyes allapotokhoz eltérd
térszerkezetek tartoznak és mivel a szamos mikrodllapotnak csak alacsonyabb a
populacids betdltottsége, igy az NMR alapjan az egyes mikrodllapotok térszerkezetének
populacio-sulyozott atlagat mérem. A mikroallapotok szamanak novekedése heterogén,
rendezetlen térszerkezetben nyilvanul meg. A molekula dinamikai szimulaciok alapjan

kimutathat6, hogy az aggregacios pH-n a legnagyobb gyakorisagi mikroallapotok, egy
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kivétellel a hasonlo tulajdonsagokkal birnak. Az eltérd természetli populdcidhoz tartozo
mikrodllapot Trp-kalitka motivuma reverzibilis modon felnyilhat. A hidrofob és aromas
oldallancok felszinre kertilésével megindul az oligomerizacio.

Az oligomerizacio, illetve az azt kovetd elongacios folyamatok soran
tapasztalhaté rendezett/a-hélix — rendezetlen — B-redds/amiloid atalakulas kdvethetd
és szamszerisithetd a tavoli UV-tartomanyban felvett ECD-spektrum sorozatok
Osszetételének 1dofiiggd 4abrazolasaval a kiillonb6zO varidnsok, illetve az eltérd
koriilmények kozott végrehajtott kisérletek 6sszehasonlithatéva valnak.

Heterogén méreteloszldsa miatt a nukledcios folyamat nehezen jellemezhetd.
Egyik altalam hasznalt biofizikai moddszerrel sem lehetett az aggregacidés rendszer
modszerek alapjan szerzett részinformaciok csak kozelitd képet nydjtanak az aggregacio
kezdeti szakaszarol. Az elongacid soran kialakuld mar szabalyos morfologidval birod
rovidebb-hosszabb amiloid kotegek térszerkezetére modellt allitottam fel az aggregacios
gocként viselkedd LYIQWL peptid amiloid szerti kristalyszerkezete, az AFM mérések,
valamint a molekuladinamikai szimulaciok alapjan. (42. abra) Az amiloid modell szerint
az egymast kovetd B-redok antiparallel allastak és a reddk altal alkotott rétegek
ekvifacidlis tipustak. Az amiloidszal hossztengelyére merdleges szemkozti B-redok
paronként parallelek és azonos felsziniikkel (és aminosavakkal) alkotnak k6zos feliiletet.
Az Eisenberg féle osztalyozas alapjan a 8, osztalyba sorolhatéoak. A Glu3-Glyl6
szegmens feltehetdleg egy linearis B-redot alkot, amelynek C-terminalisar6l az ugyancsak
linearisnak vélt, de minden bizonnyal joval mozgékonyabb prolin gazdag rész nyulik tul.
Az amiloidszal hossztengelye mentén sorakozé antiparallel redék egymassal 0,75°-0s

szoget zarnak be, amely egy csavart morfologiat eredményez.

143



DOI:10.14753/SE.2021.2480

8. Osszefoglalas

crer

crer

kombinalt NMR/ECD-spektroszkdpiai €s biofizikai modszerekkel. A rendezettséget jellemzo
paraméterek és a szamolt térszerkezetsokasagok alapjan a hddenaturacio szamszerusitheto és
atomi szinten vizualizalhatd. Az elvégzett pontmutdciok a hdmérséklet ndvelése sordn csak
késleltethetik a letekeredést, azonban nem valtoztatnak a letekeredés mechanizmusan. A 14-
kiilonbségek atomi szintli magyarazatara. A prolin y-pozicidjaban torténd sztereospecifikus
fluor szubsztitaciok altal a térszerkezet finomhangolhatd, azonban rendezett térszerkezetek
esetében ez a hatas nem a peptidgerinc Cisze>transz izomer egyensulyanak eltolodasbol
fakad, hanem a fluor atom elektrosztatikus kolcsonhatdsaira és szolvataltsagi allapotara
vezethetd vissza. A Trp kalitka diszulfidhiddal torténd ciklizalasaval a nativ térszerkezet
sz€les homérseklet tartomanyban intakt megmarad. Az E19_SS a kiemelkedd stabilitdsa
ellenére, az elvégzett inzulin szekrécids tesztek alapjan, nem agonista, hanem kompetitiv
antagonista hatastnak bizonyult. Ezzel bizonyitottuk, hogy az Exenatide tipust peptidek
esetében a ligandum Trp-kalitka C-terminalisanak felnyilasa sziikséges a GLP-1R aktivacidja
soran. A diszulfidhid redukcid kinetikajanak mérésével meghataroztam kiilonb6zo
koriilmények kozott, hogy a redukéloszer természete, a diszulfidhid kémiai kdrnyezete €s a
kiilonb6z6 hosszusagu €s rendezettségii a-hélixek sztérikus gatld hatdsa miként befolyasolja
aredukcio kimenetelét. Mivel redukalt allapot egy egyensulyi rendszer, amelyben az oxidacio
¢s a redukci6 egyarant jelen van, igy a redukalt forma térszerkezete befolyasolja az inter,- és
intramolekularis oxidacié ardnyat ezzel a molekula aggregacios hajlamat is. Az E5 pH-fliggd
térszerkezetei alapjan bizonyithato, hogy a vizsgalt pH-kon megtalalhaté mikroallapotok
szama aranyos a térszerkezetek heterogenitdsaival. MD szimulaciok segitségével
meghatarotzuk azt a mikroallapototot és annak leggyakrabban el6forduld konformereit,
kvantitativ modon jellemeztiik a teljes F>U—>Amy atalakulast. Az in vitro és in silico adatok

kombinalt felhasznaldsaval meghataroztam az ES5 minifehérje Ilehetséges amiloid

crer
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9. Summary

In my PhD thesis the stability, the temperature and pH dependent unfolding, the
reduction Kkinetics and amyloid aggregation of various 25 amino acid long derivates of
exendin-4 peptide used in therapy of T2DM were investigated by joint NMR/ECD
spectroscopy and other biophysical methods. Based on the calculated structural ensembles
and parameters that describe the folded fraction, thermal denaturation can be quantified and
visualized in atomic level. Point mutations may delay the key events triggering unfolding of
the peptides during temperature increase but cannot change the unfolding mechanism. | have
elucidated the - at atomic detail - the observed stability differences between the systems
carrying Asp/Glu/GIn residues at the 14™ position of the sequence. By the stereospecific v
position 1°F substitution of prolines the 3D structure of the peptides and their stability can be
fine-tuned. However, this effect cannot be assigned to the equilibrium shift in the cis-trans
isomerization of the peptide bond, rather it concerns the electrostatic interactions and the
solvation state of the *°F. The cyclisation of the Trp-cage by a disulfide bond results in an
intact and compact native fold over a wide temperature range. In spite of the superb heat-
resistance of the disulfide stapled E19_SS, according to in vitro insulin secretion tests, it is
not an agosist but instead displays competitive antagonistic effect. With this experiment, we
proved that the C-terminal segment of the GLP-1 analogues with exendin-4 like structures
must open up synchronously with the displacement of the N-terminal towards the GLP-1R
binding pocket. Monitoring the reduction Kkinetics of the disulfide bond allowed me to
determine how the nature of the reducing agent, the chemical environment of the disulfide
bond, and the steric hindering effect of the different length a-helices influences the outcome
of the reduction under different circumstances. The reduced SH peptides are in steady state,
where both oxidatized and reduced forms are present, and the conformation of the reduced
form determines the extent of the inter- and intra-molecular re-oxidation, thus the aggregation
propensity of the system, as well. The pH dependent structural ensembles of E5 correlate with
the NMR-observed structural heterogeneity. The molecular dynamic simulations allowed
characterization of the specific microstate and its structural features that triggers the
initialization of the ES amyloid aggregation. The F>U—Amy structural transition was
monitored, characterized and quantified by ECD spectroscopy. Combining the result of the
multiple in vitro and in silico results I proposed a possible morphology for the E5 amyloid
fibril.
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12. Készonetnyilvanitas
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¢s hogy az évek soran megtanulhattam mellette az 6nallo gondolkodast és munkavégzést,
illetve ennek jelentOségét.

Kiilon koszonettel tartozom Taricska Nora munkatarsamnak, akinek segitségére,
precizitasara, kritikus szemléletmddjara mindig szamithattam a munkém soran.

Szeretném kiilon megkoszonni Dr. Karancsiné Dr. Menyhard Doranak azt a
szamtalan altruista segitségnyujtast, amelyet a munkdm soran kaptam tole, illetve azt a
pragmatikus gondolkodasmoédot, amelyet sajnos még mindig nem sikerilt teljes
mértékben elsajatitanom.

Szeretném megkoszonni Dr. Bodor Andrednak és Dr. Farkas Viktornak azt a
szdmtalan praktikus elméleti és gyakorlati spektroszkdpiai tanacsot €s szakmai tanitést,
amelyet az évek soran elsajatithattam Toliik.

Ko6sz6ndm Straner Palnak, hogy O Straner Pali.

Szeretném megkoszonni Akontz-Kiss Hannanak a kozos gondolkodasokat és az
egyiittes munkat, Sebak Fanninak, pedig, hogy szinte barmilyen problémaval
fordulhattam hozza.

Szeretném megkoszonni kooperald partnereinknek a mérések kivitelezésében
nyujtott segitséget, illetve a Sanofi-nak, hogy doktori programjukban részt vehettem ¢és
anyagilag timogattak a munkamat.

Szeretném megkoszonni a csoport minden jelenlegi és kordbbi tagjanak azt a
kellemes, segitOkész €s barati munkahelyi 1égkort, amelyet jelenlétiikkel biztositottak
szamomra a hétkdznapi munka soran.

Mérhetetleniil halas vagyok, hogy a csalddom a Csaladom. Koszondm, hogy
minden helyzetben szdmithattam Ratok, hogy ott alltatok mellettem és folyamatosan
tamogattattok az utam soran. K6szondm Paromnak, hogy tiirelemmel fogadta a munkabol
eredd frusztracid kitéréseimet €s végig tdmogatott és biztatott a disszertacio irasa soran.

Végiil kiilon szeretném megkoszonni Edesapamnak, amiért segitett iranyt mutatni

tanulmanyaim soran és mindig érdeklddéssel kovette és tdmogatta szakmai fejlédésemet.
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1. kiegészito abra. A-F) A vizsgalt atlagszerkezet ¢-y torzids szogparjainak az
abrazolasa a Ramachandran diagramon. A sotétebb barna régiok jelolik az elényds
konformacioju teriileteket, a szlirke a megengedett teriiletet jeloli, mig a fehér a nem vagy

épphogy megengedett régiot.
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A-F) Fluor szubsztitualt ES szdrmazékok atlagszerkezet ¢-y torzios

szogparjainak az abrazolasa a Ramachandran diagramon. A sotétebb barna régiok jelolik

az elonyos konformacidju teriileteket, a sziirke a megengedett teriiletet jeloli, mig a fehér

a nem vagy épphogy megengedett régiot.
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E5 variansok olvadasgorbéje 222 nm-en mért
ellipticitasok alapjan
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5. Kkiegészité abra. 222 nm-en mért molaris ellipticitds értékek a hdmérséklet

fliggvényében A) az ES varidnsok, B) Fluor szubsztitualt ES varidnsok esettében.
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6. kiegészito abra. A-E) E5 variansok homérsékletfiiggdé (5-85°C) ECD-spektrum-
sokasagai a kozeli UVtartomanyban (240-320 nm) pH= 7 -en.
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‘E Tyr Lg atmenetének 276 nm-en mért ellipticitasa az ES
variansok esetében
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Tyr Ly tmenetének 276 nm-en mért ellipticitasa a fluor
szubsztitualt ES variansok esetében
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8. kiegészité abra. 276 nm-en mért ellipticitas értékek a hdmérséklet fliggvényében A)

az ES variansok, B) Fluor szubsztitualt ES variansok esetében.
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IE Tyr Ly atmenetének 287 nm-en mért ellipticitasa az ES
variansok esetében
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[®);87-m/ deg cm?*dmol? * 10°
= K=
v [ W [}

I\NI
VT RN

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

T/ C°
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—e—E5_E14D_P24(4S)fP —e—ES_E14D_P24(4R)fP

9. kiegészité abra. 287 nm-en mért ellipticitas értekek a hdmérséklet fliggvényeben A)

az ES5 variansok, B) Fluor szubsztitualt ES variansok esetében.
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Trp Lg atmenetének 280 nm-en mért ellipticitasa az E5
variansok esetében

(®],80nm/ deg cm?dmol ™ * 103

T/ C°
——F5 ——E5_F14D —e—E5 F14Q —e—ES_A4C_E14D_S25C —e—ES_R6N

Trp Lg atmenetének 280 nm-en mért ellipticitasa a fluor
szubsztitualt ES variansok esetében

[(®),50nm/ deg cm?dmol® * 103

|
[*]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
T/ C°

—e—E5 F14D ——E5_E14D_P17(4S)fP —e—ES_E14D_P17(4R)fP
—s—ES_E14D_P24{4S)fP —e—E5_E14D_P24(4R)fP

”or

10. kiegészit6 abra. 280 nm-en mért ellipticitas értékek a hdmérséklet fliggvényében A)

az ES variansok, B) Fluor szubsztitualt ES variansok esetében.
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Trp Lg atmenetének 293 nm-en mért ellipticitasa az ES
variansok esetében

(®],93,/ deg cmZdmol™ * 103
8 o Hou &

'
w

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0
T/ C°

——F5 —e—E5_E14D —e—E5_F14Q ——E5_A4C_E14D_S25C —e—ES_R6N

Trp L atmenetének 293 nm-en mért ellipticitasa a fluor
szubsztitualt ES variansok esetében

o
W

'
[

[©]293nm/ deg cm?dmol? * 103
"

2
2,5
3
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
T/ C°
—e—F5_E14D —e—FE5_E14D_P17(4S)fP ~ —e—ES_E14D_P17(4R)P

ES_E14D_P24(4S)}fP  —e—ES5_E14D_P24(4R)fP

11. kiegészité abra. 293 nm-en mért ellipticitas értékek a hdmérséklet fiiggvényében A)

az ES variansok, B) Fluor szubsztitualt ES variansok esetében.
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Kiegészito tablazat 1-3. A kovetkez6 harom oldal a kovetkez6 tablazatokat tartalmazza:

1. kKiegészito tablazat: NMR és ECD-spektroszkopia altal meghatarozott helicitast és Tc
rendezettségét jellemzé mért adatok. A 222 nm-en mért ellipticitds abszolut értékei
vannak a tdbldzatban feltliintetve. Az NMR adatok 4-15-26-37-48°C-on lettek parba
allitva az ECD 5-15-25-37-48°C-on mért adataival, illetve mint végpont, a 85°C-hoz

tartozo ECD adatok is szerepelnek.

2. kiegészito tablazat: NMR és ECD-spektroszkopia altal meghatarozott helicitast és Tc
rendezettségét jellemzd adatsorozatok, amelyek az egyes fehérjék esetében az
adatsorozat 4°C-on mért értékére normalva van. Emiatt egy fehérjéhez tartozo
adatsorozat 4°C-os értéke 100%-ként szerepel. Az adatsorok elemzésével
megallapithatd, hogy a nativ térszerkezetet (4°C) jellemzd spektralis paraméter a

denaturacio soran milyen mértékben csokkent, ezzel jelezve a rendezettség elvesztését.

3. kiegészité tablazat: NMR és ECD-spektroszkopia altal meghatarozott helicitast és
Tc rendezettségét jellemz6 adatsorozatok, amelyek az egyes fehérjék esetében az ES
anyavegyiilet 4°C-on meért értékeire vannak normalva. Emiatt az E5 minifehérje
adatsorozatanak 4°C-0s elemei 100%-ként szerepelnek. Az adatsorok elemzésével
megallapithat6, hogy az egyes E5 mutdnsok az adott koriilmények kdzott mennyivel
rendezettebbek (X’’>100%) vagy rendezetlenebbek (X’’<100%) mint az E5 nativ

térszerkezete. (vagy az arra jellemzd paraméterek)

na. = nincs adat, keresztcsucsok hianyaban az egyes 'H rezonanciafrekvencidk
asszignalasat nem lehetett végrehajtani

* = A diszulfidhidas minifehérje kozeli UV-tartomanytt ECD spektralis tulajdonsagai a
diszulfidhid hozzajarulasa miatt nagymértékben eltérnek a diszulfidhidat nem tartalmazo
mutansoktol, emiatt a hdmérsékletfiiggé ECD-spektrum sorozata nem lett belevéve a két
komponensii felbontésba.

** = A diszulfidhidas minifehérje kozeli UV-tartomanyt ECD spektralis tulajdonsagai a
diszulfidhid hozzajarulasa miatt nagymértékben eltérnek a diszulfidhidat nem tartalmazo

mutansoktol, emiatt nem célszerti az E5 értékeivel az 6sszehasonlitas, normalas.
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Mért adatok (X)

1. Kiegészitd tablazat Helicitds mérése Triptofan kalitka jellemzése

minifehérje CSDh¢iix2-13 |©222nm | F % ruv |CSDcage ®276nm ©2870m ©O280nm @293nm F % nuv

4/5°C 3,367 17,905 76,20 | 9,14 4,788 1,603 4,430 -1,217 91,70
10/11°C 3,467 16,796 73,10 | 8,74 4,639 1,683 4,449 -0,953 85,40
25/26°C 3,386 15,252 67,90 | 8,12 4,289 1,712 4,411 -0,831 77,50

E> 37°C 3,148 13,494 58,15 | 7,13 3,712 1,783 3,724 -0,471 64,60
48°C 2,671 11,808 48,70 | 574 2,720 1,229 2,783 -0,339 49,55

85°C n.a. 6,009 19,10 | na. 0,100 -0,276 0,307 -0,536 6,60

4/5°C 3,585 18,994 87,20 | 9,65 2,426 -0,079 1,955 -2,199 66,60

10/11°C 3,627 18,249 82,10 | 9,35 2,550 0,285 2,381 -1,895 65,00

25/26°C 3,575 16,705 76,00 | 8,83 2,495 0,400 2,247 -1,573 62,50

E5_E14D 37°C 3,350 14340 63,10 | 790 1,980 0,351 1,896 -1,248 53,60
48°C 2,869 11,786 49,25 | 6,41 1,554 0,378 1,343 -1,138 42,55

85°C n.a. 4,990 8,60 na. -0,357 -0,801 -0,895 -0,918 3,30

4/5°C 3,191 15,643 67,20 | 8,23 4,183 1,336 3,952 -1,207 71,30

10/11°C 3,185 14,513 62,20 | 7,70 3,887 1,558 3,999 -0,909 65,00

25/26°C 3,064 12,202 54,80 | 6,95 3,456 1,334 3,328 -0,565 53,20

E5_E14Q 37°C 2,740 10,769 43,60 | 6,01 2,487 1,122 2,519 -0,637 45,60
48°C n.a. 9,172 3570 | na. 1,999 0,987 2,089 -0,271 37,05

85°C n.a. 4,617 13,00 [ na. 0,148 -0,185 0,074 -0,382 2,60

4/5°C 3,446 21,613 100,00 9,70 -2,032 -2,721 -1,914 -2,920 *
10/11°C 3,577 20,810 97,50 | 9,60 -1,907 -2,608 -1,748 -2,729 *
25/26°C 3,609 20,463 95,70 | 9,49 -1,909 -2,292 -1,718 -2,566 *
37°C 3,653 19,460 92,30 | 9,33 -1,828 -1,995 -1,622 -2,328 *
48°C 3,640 18,863 8895 | 9,14 -1,698 -1,694 -1,468 -2,072 *
85°C n.a. 15,800 74,10 | n.a. -1,521 -1,085 -1,103 -1,405 *

E5_A4C_E14D_S25C

4/5°C 2,891 15,045 60,90 | 9,03 4,377 1,522 3,940 -0,932 84,00
10/11°C 2,932 14,625 57,90 | 8,69 4,042 1,378 3,713 -0,825 79,10
25/26°C 2,873 13,481 52,00 | 800 3,771 1,473 3,412 -0,482 71,50

37°C 2,621 12,166 44,10 | 6,92 2,994 1,362 2,849 -0,375 64,05

48°C 2,255 10,339 35,65 | 5,53 2,197 0,971 2,128 -0,306 46,15

85°C n.a. 6,260 10,90 | n.a. -0,334 -0,615 -0,549 -0,854 10,40

E5_R6N

4/5°C 3,605 14,588 70,80 | 9,65 2,689 0,086 2,244 -1,513 98,60
10/11°C 3,643 13,672 6580 | 9,32 2,837 0,539 2,756 -1,302 93,70
25/26°C 3,553 12,694 60,10 | 872 3,025 0,705 2,584 -0,924 82,90

37°C 3,252 10,699 49,40 | 7,61 2,577 0,864 2,398 -0,556 68,80

48°C 2,750 8,466 37,60 | 598 1922 0,866 1,961 -0,361 52,05

85°C n.a. 3,924 8,10 na. 0,002 -0,059 0,143 -0,117 10,50

E5_E14D_P17(4S)fP

4/5°C 3,668 17,688 85,70 | 9,93 2,913 -0,239 2,256 -2,190 100,00
10/11°C 3,732 17,426 81,40 | 9,69 2,931 -0,046 2,656 -1,903 95,70
25/26°C 3,654 15,637 74,60 | 9,24 2,852 0,194 2,496 -1,467 88,80

37°C 3,440 13,789 62,30 | 8,39 2,377 0,383 2,130 -1,109 76,10

48°C 2,943 11,111 49,15 | 6,77 1,878 0,534 1,790 -0,769 60,60

85°C n.a. 4,356 8,70 na. 0,061 -0,303 -0,220 -0,527 13,10

E5_E14_P17(4R)fP

4/5°C 3,433 16,109 76,50 | 9,48 4,507 1,237 3,997 -1,405 92,10
10/11°C 3,531 14,924 69,20 | 9,21 4,578 1,538 4,350 -0,964 88,20
25/26°C 3,451 13,551 63,20 | 871 4,435 1,546 4,113 -0,863 79,90

37°C 3,230 11,387 51,05 | 7,80 3,586 1,528 3,453 -0,469 65,60

48°C n.a. 9,459 40,85 | na. 2922 1,329 2,639 -0,347 52,00

85°C n.a. 4,249 10,30 [ n.a. 0,213 -0,084 0,099 -0,263 8,20

E5_E14D_P24(4S)fP

4/5°C 3,480 13,876 66,80 | 9,21 1,923 -0,753 1,370 -2,810 68,90
10/11°C 3,500 12,657 61,70 | 875 1,457 -0,502 1,625 -2,297 64,40

25/26°C 3,345 10,988 53,70 | 7,93 1,536 -0,133 1,574 -1,707 58,00
E5_E14D_P24(4R)fP

37°C n.a. 8,798 41,40 | na. 1,449 0,019 1,231 -1,075 46,00
48°C n.a. 6,535 30,80 [ na. 1,003 0,223 1,271 -0,779 33,20
85°C n.a. 2,461 10,00 | na. -0,171 -0,113 -0,194 -0,242 0,00
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Meért adatok a 4°C-os értékre normalva (X')

2. Kiegészitd tablazat Helicitds mérése Triptofan kalitka jellemzése

minifehérje CSDeiix2-13' 1©222nm|" F % ruv' |CSDeage’ ©276nm' ©287nm’  ®280nm’ ©203nm’ F % nuv'

4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10/11°C| 102,97 93,81 9593 | 95,62 96,89 105,03 100,43 78,35 93,13

£s 25/26°C| 100,56 85,18 89,11 | 88,84 89,57 106,81 99,58 68,31 84,51

37°C 93,50 75,36 76,31 | 78,01 77,52 111,27 84,05 38,74 70,45

48°C 79,33 65,95 63,91 | 62,80 56,80 76,70 62,81 27,84 54,03

85°C n.a. 33,56 25,07 n.a. 2,09 -17,22 6,93 44,04 7,20
4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

10/11°C{ 101,17 96,08 94,15 | 96,87 105,11 -361,91 121,80 86,17 97,60

Es 14D 25/26°C 99,72 87,95 87,16 | 91,48 102,86 -506,66 114,95 71,56 93,84
- 37°C 93,44 75,50 72,36 | 81,86 81,63 -444,92 96,99 56,76 80,48
48°C 80,03 62,05 56,48 | 66,40 64,06 -479,86 68,72 51,73 63,89

85°C n.a. 26,27 9,86 na. -14,73 1016,26 -4581 41,73 4,95
4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

10/11°C 99,81 92,77 92,56 | 93,62 92,93 116,62 101,18 75,28 91,16

£5 E14Q 25/26°C 96,02 78,00 81,55 | 84,48 82,62 99,84 84,20 46,77 7461
- 37°C 85,87 68,84 64,88 | 73,00 59,45 83,96 63,73 52,81 63,96
48°C n.a. 58,63 53,13 n.a. 47,79 73,85 52,85 22,43 51,96

85°C n.a. 29,52 19,35 n.a. 3,53 -13,88 1,87 31,63 3,65

4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 *
10/11°C{ 103,80 96,28 97,50 | 99,00 93,85 9584 91,31 93,44 *
25/26°C| 104,73 94,68 9570 | 97,82 93,92 84,22 89,75 87,86 *

37°C 106,01 90,04 92,30 | 96,19 89,93 73,31 84,71 79,72 *

48°C 105,63 87,28 88,95 | 94,23 83,55 62,26 76,68 70,96 *

85°C n.a. 73,11 74,10 n.a. 74,85 39,88 57,60 48,10 *

E5_A4C_E14D_S25C

4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10/11°C{ 101,42 97,21 95,07 | 96,24 92,35 90,52 94,25 88,50 94,17
25/26°C 99,38 89,61 85,39 | 88,53 86,16 96,74 86,60 51,77 85,12

37°C 90,66 80,86 72,41 | 76,61 68,41 89,46 72,30 40,21 76,25

48°C 78,00 68,72 58,54 | 61,18 50,21 63,78 54,02 32,88 54,94

85°C n.a. 41,61 17,90 n.a. -7,62  -40,38 -13,94 91,62 12,38

ES5_R6N

4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10/11°C| 101,05 93,73 92,94 | 96,52 105,48 628,75 122,79 86,03 95,03
25/26°C 98,56 87,02 84,89 | 90,31 112,49 822,51 115,12 61,04 84,08

37°C 90,21 73,34 69,77 | 78,87 95,81 1007,70 106,85 36,77 69,78

48°C 76,28 58,04 53,11 | 61,94 71,45 1009,79 87,37 23,87 52,79

85°C n.a. 26,90 11,44 n.a. 0,06 -68,59 6,37 7,72 10,65

E5_E14D_P17(4S)fP

4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10/11°C{ 101,74 98,52 94,98 | 97,61 10062 19,19 117,77 86,89 95,70
25/26°C 99,62 88,40 87,05 | 93,05 97,93 -81,45 110,66 67,02 88,80

37°C 93,78 77,96 72,70 | 84,47 81,59 -160,56 94,46 50,64 76,10

48°C 80,23 62,82 57,35 | 68,22 64,48 -223,87 7934 3512 60,60

85°C n.a. 24,63 10,15 n.a. 2,10 127,06 -9,77 24,09 13,10

E5_E14_P17(4R)fP

4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10/11°C| 102,85 92,65 90,46 | 97,17 101,57 124,25 108,85 68,62 95,77
25/26°C| 100,52 84,12 82,61 | 91,85 98,40 124,90 102,91 61,38 86,75

37°C 94,09 70,69 66,73 | 82,31 79,56 123,47 86,40 33,34 71,23

48°C n.a. 58,72 53,40 n.a. 64,84 107,40 66,04 24,71 56,46

85°C n.a. 26,38 13,46 n.a. 4,73 -6,79 2,47 18,73 8,90

ES_E14D_P24(4S)fP

4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10/11°c| 100,57 91,22 92,37 | 95,00 75,77 66,73 118,61 81,73 93,47

25/26°C| 96,12 79,19 80,39 | 86,02 79,88 17,73 114,89 60,73 84,18
ES_E14D_P24(4R)fP

37°C n.a. 63,41 61,98 n.a. 7536  -2,55 89,82 38,25 66,76
48°C n.a. 47,10 46,11 n.a. 52,18 -29,67 92,74 27,71 48,19
85°C n.a. 17,74 14,97 n.a. -8,87 15,05 -14,16 8,63 0,00
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Meért adatok a 4°C-os E5 értékeire normalva (X")

3. Kiegészitd tablazat Helicitds mérése Triptofdn kalitka jellemzése

minifehérje CSDhe¢iix2-13" 1®2220m 1" F % ruv'' |CSDcage” ®276nm" @287nm’" O280nm’" ©203nm" F % nuv'”

4/5°C 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10/11°C 102,97 93,81 95,93 | 95,62 96,89 105,03 100,43 7835 93,13
25/26°C 100,56 85,18 89,11 | 88,84 89,57 106,81 99,58 68,31 84,51

ES 37°C 93,50 7536 7631 | 78,01 77,52 111,27 84,05 3874 70,45
48°C 79,33 6595 63,91 | 62,80 56,80 76,70 62,81 27,84 54,03
85°C n.a. 33,56 2507 | na. 2,00 -17,22 693 4404 7,20
4/5°C 106,47 106,08 114,44 | 10556 50,67 -4,92 44,12 180,70 72,63
10/11°c| 107,72 101,92 107,74 | 102,25 53,26 17,81 53,74 15571 70,88
€5 E14D 25/26°C| 106,18 93,30 99,74 | 96,56 52,11 24,93 50,72 129,31 68,16
- 37°C 99,50 80,09 82,81 | 8641 41,36 21,89 42,79 102,57 58,45
48°C 85,21 65,82 64,63 | 70,09 32,45 23,61 30,32 93,48 46,40
85°C n.a. 2787 1129 | na.  -746 -50,01 -2021 7541 3,60
4/5°C 94,77 87,37 8819 | 90,01 87,35 83,39 8921 99,19 77,75
10/11°C| 94,59 81,05 81,63 | 8427 81,18 97,25 90,26 74,67 70,88
£5 £14Q 25/26°C| 91,00 68,15 71,92 | 76,04 72,17 8326 7512 4639 58,02
- 37°C 81,38 60,14 57,22 | 6571 51,94 70,01 56,86 52,38 49,73
48°C n.a. 51,23 46,85 | na. 41,75 61,58 47,15 22,25 40,40
85°C n.a. 2579 17,06 | na. 3,08 -11,57 167 31,37 2,84
4/5°C 102,35 120,71 131,23 | 106,09  ** ok o o *
10/11°C| 106,24 116,22 127,95 | 105,03  ** * o *ox *
25/26°C| 107,19 114,29 12559 | 103,79  ** *x *x o *
ES_A4C_E14D_S25C 37°C 108,49 108,68 121,13 | 102,06  ** ok o o *
48°C 108,11 105,35 116,73 | 99,97 o o o o *
85°C n.a. 8824 9724 | na. o o o o *
4/5°C 85,86 84,03 79,92 | 98,82 91,40 9500 8894 7657 91,60
10/11°c| 87,08 81,68 7598 | 9510 84,41 86,00 83,82 67,76 86,26
E5 RGN 25/26°C| 85,33 7529 6824 | 87,48 78,75 91,90 77,02 39,64 77,97
- 37°C 77,84 67,95 57,87 | 75,70 62,53 84,99 64,30 30,79 69,85
48°C 66,97 57,74 46,78 | 60,46 4589 60,59 48,04 2517 50,33
85°C n.a. 3496 14,30 | na.  -697 -3836 -12,40 70,15 11,34

4/5°C 107,07 81,47 92,91 | 105,62 56,16 5,35 50,66 124,33 107,52
10/11°C 108,20 76,36 86,35 | 101,95 59,24 33,64 62,21 106,97 102,18

25/26°C| 105,52 70,89 78,87 | 9539 63,18 4401 5832 7590 90,40
E5_E14D_P17(4S)fP

37°C 96,58 59,76 64,83 | 83,30 53,81 53,92 54,13 45772 75,03
48°C 81,68 47,28 49,34 | 6543 40,13 54,03 44,26 29,68 56,76
85°C n.a. 21,91 10,63 n.a. 0,04 -3,67 3,23 9,60 11,45

4/5°C 108,94 98,79 112,47 | 108,64 60,83 -14,89 50,91 179,94 109,05
10/11°C 110,84 97,33 106,82 | 106,05 61,21 -2,86 59,96 156,35 104,36
25/26°C 108,52 87,33 97,90 | 101,09 59,57 12,12 56,34 120,59 96,84

37°C 102,17 77,01 81,76 | 91,77 49,64 2390 48,09 91,11 82,99

48°C 87,41 62,06 64,50 | 74,11 39,23 33,33 40,40 63,19 66,09

85°C n.a. 24,33 11,42 n.a. 1,28 -1892 -497 43,34 14,29

E5_E14_P17(4R)fP

4/5°C 101,96 89,97 100,39 | 103,73 94,13 77,22 90,22 115,50 100,44
10/11°C 104,87 83,35 90,81 | 100,80 95,60 9595 98,20 79,26 96,18

25/26°C| 102,49 75,68 | 82,94 | 9527 92,62 96,44 92,85 70,89 87,13
E5_E14D_P24(4S)fP

37°C 95,93 63,60 66,99 | 8538 7489 9534 77,95 38,50 71,54
48°C n.a. 52,83 53,61 n.a. 61,03 8293 59,57 2853 56,71
85°C n.a. 23,73 13,52 n.a. 4,45 -5,24 2,23 21,64 8,94

4/5°C 103,36 77,50 87,66 | 100,80 40,16 -46,97 30,92 230,93 75,14
10/11°C 103,95 70,69 80,97 | 95,75 30,43 -31,35 36,68 188,73 70,23

25/26°C 99,35 61,37 70,47 | 86,71 32,08 -833 3553 140,25 63,25

ES_E14D_P24(4R)fP 37°C n.a. 49,14 54,33 n.a. 30,27 1,20 27,78 88,34 50,16
48°C n.a. 36,50 40,42 n.a. 20,96 13,94 28,68 64,00 36,21

85°C n.a. 13,75 13,12 n.a. -3,56  -7,07  -4,38 19,92 0,00
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Triptofan kalitka 8Tyr-11Trp téralldsanak jellemzése | 4. Kiegészité tablazat.
minifehérje T/°C tévc:lAs;!\gd aszlon;tga(llj délésszog ¢ (°) siko:ZiI;a; t(>:e)zért
5 5904 311,3:41,7  20,3t10 18,1+11,2 A hidrofob  triptofan-
15 54404 313,3t51  18,919,9 432:201  |kalitkat alkoté Tyr8-
25 59:0,4 312,8t57,7  17+12,8 24,549,2
37 53t0,6 3161186 28264 330185 |1rPll aromas oldal-
48 6,6t1,5 253,9+103,9 23,3124,5 541201 |10 o ,
ancainak egymashoz
5 56:01 327,8:09 23,219 24,7+1,8
15 6+0,1  323,2+0,6 15,3+1,4 21,6143,7 Viszonyl'tott térallasat
E5_E14D 25  53:01 3137+l 38,343,6 78,743,9
37 6101 3161t1,4 14,1422 16,648 leir6 paraméterek. Az
48 6,1#0,2 3232t1,7 13,6466 14373 |eoves 4tlagértékek és
5 5504 3156:41,3 35264 45,5+18,3
E5_E14Q 15 56402 323121 22,2+4,9 37,8t153 [szorasok a 10/50 tagu
25  58t0,1 322,924 17,719 30,243,5 .
5 56:01 3165tL,1 23123 s | SZerkezetsokasagok
15 57:0,1 322,3t1,3 16+1,7 831418 alapian (14-18. &bra)
AVEULEES ] 25 59501 321,8448  20,5:2,6 32,843,4
37 56202 3202¢1,3  16,3+3,8 42,9:43  |lettek meghatarozva.
48 6:01  321#18 15,611,2 38,6+1,5
5 5801 3263t13 2740,7 21,9+1,2
15  57#0,4 319,345 2946,6 41,9+21,6
25 62:04 319143 21,4396 61,1421,6
37 55t0,3 313,822  23,5%4,7 50,247
48 6,5:0,9 183,6+152,9 19,5:28,5 60,5+24,6
5 4,7:01 3184+13  347#31 71,8+1,9
15 6410  322,1#1,1  15,1#0,6 16,642
AU A o5 5810 314,7:1,1 16,2416 14,9+9,9
37 58:0,1 316713 13,2427 34,616
48 6103 | 297485 -7,1¢7,7 73+18,9
5 5901 323:0,8 22,5¢1,9 17,5¢2,3
15  6,5t0,1  318+1,3 9,442,8 23,546
ERACONIV/ G o5 58101 30813 3041 74,2+4,4
37 67:03 309,243 19,1£2 71,444,5
48 6,1:0,3 309,9t+38 18,154 60,2+18,7
5 5501 3189:0,6 11,7425 49+4,5
Es Euap_paasyp | 1S 6201 3372 8123 32,442,7
25 6,4:0,2  317,6£2,5 5,842,1 37,5¢8,5
37 6101 317,325 88,3 37,143,2
5 5703 3139#32 34,132 67,7£12,5
15 6,2:01 316,8t1,4 23,219 52,316,8
25 59:01 317,241,1  -10,7452 61,5+4,5
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13. kiegészité abra. E11/E19 variansok (SS/2SH) hémérsékletfiiggd (5-85°C) ECD-
spektrumsokasagai a tavoli UV-tartomanyban (185-260 nm) pH = 7-en.
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14. kiegészit6 abra. E2/ES variansok (SS/2SH) homérsékletfiiggd (5-85°C) ECD-
spektrumsokasagai a kozeli UV tartomanyban (240-320 nm) pH = 7-en.
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15. Kiegészité abra. E11/E19 variansok (SS/2SH) hémérsékletfiiggd (5-85°C) ECD-
spektrumsokasagai a kozeli-UV tartomanyban (240-320 nm) pH = 7-en.
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=]

Te-minifehérje
- variansok (55/25H)
hémersékletfiggd

FUV ECD-
- = spektrumainak
- ketkomponens(
- e felbontasa
#® Rendezetlen% ® Rendezett%
100 /. 3
# a . E
80 T [ I, L —
¥ ] .: - L B ‘1 % ; -
| I - b — L
60 ~ . /N
5|': EEI-C ( < - 11: -i I‘
40 I ‘: s __\', \'., / N
‘. 'l.. I. ! -‘ Iy - k : .
20 . . 4 A -
N S
0 ~ =X v - 3] = = W
175} w1 = = L I v
- :l :l . ﬂ| :I E m :I m :I :I
o g =~ s o
L Lid

16. Kkiegészité abra. A) A dekonvolucios folyamat soran a rendezett és rendezetlen
térszerkezethez meghatarozott FUV ECD-bazisgorbék. B) Az egyes komponensek
aranya a homérséklet fiiggvényében. Egyes minifehérjék (sima/ SS/ 2SH) elsé pont

parjai az 5°C-hoz tartoznak, a pontok 5°C-os egységeként valtoznak egészen 85°C-ig.

266nm ! 281nm : 287nm
E E E
“ A
& & F
t/ min t/ min t/ min
[nf'"] [L:‘“'"';‘d“fﬂi | stevik) | inthw | upper limit | lower it ISS'E;':’,:?“" sidev ([SS))|  int.hw | upper Emit | lower Emit
266 | 4.11x10° |1.15x10%| 2.63x 10° | 3.85x 10° 437:10‘: 0119 | 00020 | 00046 | 01148 | 0.1240
281 | 567x10° |1.25x107 286x10° | 538x10° | 595x10° | 0127 | 00017 | 00039 | 01234 | 01313
287 598x 10 |1.68x10° 3.85x10° | 5.59x 10~ | 6.36x 10* 0.132 00022 | 00049 | 01272 | 0.1370

oo

17. kiegészité abra. Az ellipticitas értékekbol kalkulalt oxidalt fehérje koncentraciok
harom hullamhosszon az id6 fliggvényében. A paraméter illesztéssel meghatarozott
redukciods kinetikai gorbek és statisztikai jellemzésiik. Stdev = minta szordsa, int. hw =
95%-os konfidencia intervallum fél érték szélessége €s felsd (upper limit) és als6 (lower

limit) hatarértéke.
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18. kiegészito abra. A) amid NH Rex értékek a szekvencia mentén az ES, E5_SS, E5 2SH
minifehérjében. B) Az egyes minifehérjék térszerkezetei, az ES5 2SH esetében

narancsszinnel a CPMG-effektust mutatdé aminosavak vannak kiemelve.

5. Kiegészito tablazat. E19_SS redukcidja TCEP-el kiilonbozé hdmérsékleteken. (SS —
piros, 2SH — zold) A kozponti Trp Hel jelintegraljaibol kalkulalt oxidalt fehérje
koncentraciok az id6 fiiggvényében, valamint a paraméter illesztéssel meghatarozott

redukcios kinetikai gorbék és statisztikai jellemzésiik.

a) b) c)
{ \ —
\. : l ' |\
= |\ g i/ = \
= . = .
E"1% IAgl¥ 71\
" \ w 117 -
a \ b4 9 \
amd X v i 2 \\
o | I\ ¢ | .\ & |
“{f N il \\
% |
[ \'-k“u_._— !. \-‘ ——
t/ min t/ min £/ min
Kisériet kondicdk Becsilt paraméterck
redukcd ky ondacd A; PrOCIipRACIO ky
| ol ' y mmal ' min' mmol ' y
£19 55 | T | 15S] | [RAwd [RAwY| Rodukcios | SBY50N SIA6CCE | 16 | (55 [t mmel ~ min""] " il r me”l
<=9 e M) | oM | 1SS] réta h) ] | [mM]
annsk [;""‘] s20085 (W) Ak 520rds[%] L 520rds [%]
a) 16 | 081 | 1278 | 1572 92 15 1,00 | 082 |305x 10| 141 zr 269x10% 10740 [130x10* eg 29
b) 25| 080 | 12,78 | 16.00 94 -6 035 |081|768x 10| 72 978 1,86 x 10° 13,30 na na
c) 3| 080 | 1278 | 1595 94 -4 058 |078|115x 107 48 168 22Tx107| 4832 [3965x10*° 10024
- 60 | 081 | 1278 | 1575 na na na |na na na na na na na na
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6. kiegészito tablazat. SS-minifehérjék redukcioja kiilonb6z6 koriilmények kozott TCEP
redukaloszerrel. (SS — piros, 2SH — z6ld) A) E2_SS B) E11_SS redukcidja 2-2 eltérd
kiindulési fehérje koncentracio mellett. C) E11 SS redukcidja eltéré felelegli TCEP
redukaloszer jelenlétében. A kozponti Trp Hel jelintegraljaibol kalkulalt oxidalt fehérje

koncentraciok az idé fliggvényében, valamint a paraméter illesztéssel meghatarozott

redukcios kinetikai gorbék és statisztikai jellemzésiik.

(A] . 8

= s
= ;
£ &
3wl AN o,
‘\' | 4 IM“
|/ -\~—
: PP S i e 2
t/ min
Kiséreti kondiciok Becsult paraméterek
o redukcd ky andécio k; precipiécsd ky
T | 155] |[RAw] |[RAw) | Redukcios [EBYEnsaii dllapotigl 1 ) | 1aq) L 'ma'] Lmmol “mn'l | (L mmol ~'min""] |
E2.5S o) jmt]| (b | (SS) | ra R | ¢
i drtik lm-‘:\l szicds (%] ortok | szoras[%] | anak | szdrds (%)
a) 115|105 197 | 188 100 5m 0,06 [094[137x 107 3 1692 305x 107 11783 [231x 107, 947
b) [15|174|326 | 187 100 <5m na [157[2589x 100" -1 1537 na na 152 x 102 1807
1 o d)
= g '\ i
£ E ik 2
2! o'
ol ¢
/ "'-‘r\ a g
t/ min £/ min
Kisérieti kondiciok Becsult parameé
redukcio ky oxidacd k; pracipitacd ky
T | 155][[RAall (RA) [Recuicios | EBYEN=ili dllspatig| 1 | 1 ce) [L memol ~" ') [L mmol ! min~'] IL mmal ~* min~"]
E19_58 ) copffmmn)] mma)| [sS] | rota SHEIIES | ) ] ¢
] artik lm;l szocds (%] Grtok  [szdeds{%)| deték | szdrds [%)
t) | 15]012]| 1.88 | 1620 | a2 40 0,07 |009/8,05x 107 468 | 1237 |1,72x 10°| 1477 1360x 107 3617
g) | 15|081]|12,78] 1572 | a2 a5 1,00 |0,82/3.05 x 107 181 327 |2,69x 10°] 107.40 |130x 10| 8829
f)
. <"
E v £
3.. 3;‘
-! -
& &
t/ min
Kisarkt kondiciol Bacs0k p ok
- redukcio Ky axdacid s Praciptacid ky
E11 ss| T |15S] |[RAw] | [RAw | Recukcios ‘“'“:"l‘m:;d‘”""s 104 | 1881 L mmad ' min-") [L menol - min~] | [L mmol " min"")
=21 c#|imea)| My | (58] rdta h] (mh)| (mid]
anak lv:‘:-l szords (%] | érék | szoras{®) |éniék | szords [%)
9 |15]073]12,78]| 17 61 " -8 |200]080]164x 1041337 | 298  107x 10| 15466 |na na
1) 15 [0.73] 647 | 8% 89 - 35 0500671261107 423 480|457 x 107 254 |na na
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7. kiegészité tablazat. 4 Kiilonb6z6 o-hélix hosszusagu SS-minifehérjék redukcidja

azonos koriilmények k6zott TCEP redukaldszerrel. (SS — piros, 2SH — z61d) A kozponti

Trp Hel jelintegraljaibol kalkulalt oxidalt fehérje koncentraciok az 1d6 fliggvényében,

valamint a paraméter illesztéssel meghatarozott redukcids kinetikai gorbék és statisztikai

jellemzésiik.

s =
z \ ' E
el v “
o Y 1)
’_l 1 ” :I
\EJ““ \‘\ 1‘3“

\ .

timin - -
1 d)
)
| .
" I \
g | \ F—
E | \
7]
v | ) \
R |
0./ . \
{/ \
i ™S
el A
t/ min
Kisérkati kondicick Becsult paramétarck
L W Reduked &y Oxdécio k: Aggregécit ky
T | [SS] [RAwe) [RAwe) R""":I;'“ ‘5““;‘;‘3':2';”"5 103 | 18] [L mmai - min") [L menol ' min-"] [L mmol ~"min-"]
[C*] [mM]| [mM] | [SS] %) in] (MM} | [mb] ty
' Grték (min) s20rds [%6)|  drték  |s2Oeds[%]|  érddk | Szdeds %]
a)|E19_ S§ 15 /155|326 | 2,10 a7 ~76 h 0,33 153|271 x 10| 200 730 |[7T24x 10 269 na na
D)E11 S§ 15 /1,72|1326 | 19 aq ~5-6 h 1,80 156|368 10°| 67 261 100x 10*° 1466 [1,00x 10° 24910
C) ES SS|15 /174326 188 93 -1 h 0,58 [ 1,70[1,85x 10°| 14 335 [M53x 107 571 |557Tx10% 1647
d)|E2_SS|15/1,74| 326 | 187 100 <5m na [157(259x 10| ~1 15,37 na na 1,52 x 10°% 1807
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8. kiegészité tablazat. 3 Kiilonb6zé o-hélix hosszisagii SS-minifehérje redukcioja
azonos koriilmények kozott DTT redukaloszerrel. (SS — piros, 2SH — zold) Az E19_SS
redukcidja az adott koriilmények kdzott irrealisan hosszinak bizonyult az elézetes adatok
alapjan. A kozponti Trp Hel jelintegraljaibol kalkulalt oxidalt fehérje koncentraciok az

1d6 fliggvényében, valamint a paraméter illesztéssel meghatarozott redukcids kinetikai

gorbék és statisztikai jellemzésiik.

a) b) c)
\ !
1‘\ \ \
S 13 = |\ s |
E |\ H E |
Y | S % \ n \
2 \ Al N ol )
: AL i \, g1 A
& | T o S 5 \
/ Ko 3 Y
S - SA—— -
t/ min ’ t/ min t/ min
Kisarieh kondiciok Becsit paramaterck
Redukeid k, Ondacio &: Agaregacio ks
T | (58] [RAwl (Rl 001105 FEVErsilv STUPOUE | () |(s5]| (L menok ~*min") [Lmmol “min) | (L mmol ' min"')
fc)ffmM)] b | (SS] | e (i) | i) .
) ) btk || (etds (%) ek [sabedsits]|  brisk | Szoris (%]
e _ss[ 15172 326 | 180 | -84 138 h 0,024| na. |1,52x 1041650 45152 15.06x 10°| 715471 B.86x 105 20,606
o) €585 |15 |1,74| 326 | 188 | 95 9-10 h 2000[1,721218x 107 115 | 1,084 5,38 105 43715 [1,14x 105 80208

.cl E2.SS|15|1,74| 326 | 187 100 Sh 0,334 1,65 4,04 x 107 62 5315 R21x 107 9822 [B87x 104 9631

9. kiegészito tablazat a) Az E11_SS/2SH b) E5_SS/2SH redoxi rendszer teljes redukcios
ciklusa, valamint a becsiilt paraméterek (pH = 7, 15°C). (SS — piros, 2SH — zold) DTT

redukaloszer hasznalata mellet.

)
N

b)

i
E Ef\
= T §
z 21\
S 2 AN
UJI "’h \L . a
§ © -

[O2] |[SS]| Redukcid ki |[Széras| Oxidaciék. |Széras| Aggregacio ks |Szoéras | O diffizidé ks | Széras
[mM]{[mM]|[L mmol “"min"]| [%]

(L mmol “"min~")| [%] |[L mmol “'min"")| (%] |[L mmol “'min-")|  [%]

a)lE11_SS[1,00/1,65, 1.54x 104 9.3 1,83x105 |760,3| 1,00x10% [21071,7] 3.20x 104 538,1
b)| ES_SS1,00/1,73] 2,11x102 2,5 3,12x 105 |5657,6/ 7,11x10°% 6,4 4,75x 10+ 44419
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XS A

1. Klaszter: 2.Klaszter: 3. Klaszter: 4. Klaszter:
20 szerkezet 7 szerkezet 5 szerkezet 4 szerkezet
40% 14% 14%

5.Klaszter: 6. Klaszter: 7-15 . Klaszter:
3 szerkezet 2 szerkezet 9 szerkezet
6% 4% 18%

19. Kkiegészité abra. E5 (pH = 4, 15°C,) 50 tagl szerkezetsokasaga a gerincatomok
RMSD-je alapjan klaszterekbe sorolva. 1.5 nm-nél kisebb eltérést mutatd szerkezetek

alkotnak egy klasztert.

toltés /z

. PH=7.0

|lzoelektromos pont:

le M

20. Kkiegészitéo abra. Az E5 minifehérje toltés — pH grafikonja. A grafikon a

https://www.protpi.ch/Calculator/ProteinTool alapjan lett meghatarozva
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dllW(—)lZP (_A) )

= B

d11 We>23pP (A)

o J00000 4mo 00000 RO000 1000000

d11 W 21R (A)

0 200000 400000 BODO00 800000 1000000

o 000X 400000 KOO RO 1000000

21. Kkiegészito abra. A kiilonboz6é toltésmintdzatt ES5 minifehérjéket jellemzd

paraméterek fluktuacioja a molekula dinamikai szimulacio ideje (1000 ns) alatt. pH = 7-

es E5['E.1,’E°E,"Eq]. pH = 4,1-es: E5['Eo, Eo,’Eo,"E]; ES5['Eo,’Eo,*E,MEo];
; E5[*E-1,%Eo0,%Eo,Eq].

207



DOI:10.14753/SE.2021.2480

¢)  EEEEROR E® - - - EEIEN——-—— e
R - e .. LR L BN " - -

dlaE. 2R eloszlasok
u eloszlasok
2

22 a4 e 5 ' 13 14 18 ¢ 1 ] w 0 » w0 ” ” “ 0

dyspesnn DM He

LR -
B SN e 8 LL N
o

EET

3
s
8 aa 3
«0 N
N b
w o
o [
@ am =]
o
aoe
- w “ o w0 20 =
o
oo —
" S SE—— .. n
L
oo ;
X
g oce
8 ..
"]
2 oo
o
= 2 el
o0
..'l\~" inm® mw mx L r naas LR maa v mae

22. Kkiegészité6 abra. Vizsgalt paraméterek eloszldsa az MD-szimulacids trajektoridk
alapjan: pH = 7-es E5['E.’E4°EqMEq], pH = 4,1-es E5['Eq Eo’Eo, " El;
E5['Eo,%Eo,°E-1,%Eq]; ;. E5['E.1,%E0°Eo,"*Eo]  mikroallapotok
esetében. Az eloszlas gorbék felett linearis médon az NMR alapjan meghatarozott 50—

50 pH 7-es (zold) és pH 4-es (lila) szerkezetsokasag paraméterei szerepelnek.
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Glu? Glu? Glu? Alat Val®
Altens) - Alto) nd. 0.139° 0.081 0.013 0.108
residue in ES Arg® Leu’ Tyr® le? Glni®
A(tend) - B(to) 0.011 0.055 0.014 0.047 0.079
residue in £S5 Trp*t Leu? Lys* Glu* Gly*s
Alt,nd) - Alts) 0.003 0.036 0.058 0.024 0.023
residue in ES Gly® Pro’ Ser'# Ser?? Gly®
Bltens) - Blte) 0.029 n.d. 0020 | 0.002 0.030 s ~cn
residue in ES Arg?! Pro*? Pro® Pro* Ser®
Afteng) - Alty) 0.003 n.d. n.d. n.d. 0.175 NH 2 Glu

NH 18 Ser

23. kiegészito abra. A) H->N HSQC keresztcsticsok kombinalt kémiai eltolédasa 22

Ora utan ppm-ben kifejezve A(t)= ’SH,:Z + (%)2 egyenlet alapjan, ahol Ht a proton és Nt
a nitrogén kémiai eltolodas valtozasa. Pirossal a legnagyobb eltolodast mutato
aminosavak vannak kiemelve = A(tend)-A(t0)>0,047 ppm. B) A legnagyobb eltolodast
mutatd aminosavak abrazoladsa a pH = 4,1-en meghatarozott térszerkezeten. C) Példa

nagyobb mértékben (2E,3E) és kevésbé (18S) eltolodo amid keresztcsucsokra. (kék: pH
7, lila: pH 4, z6ld: 8 ora, sarga: 22 6ra)
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15 Dv10|Dv50[Ove0[z_ave] Pdi
f ia 11495 235 | 460 |350.6| 0419
E 10 (A 2] 60 | 438 | 763 |292.6] 0,545
s 3] 27.4 | 683 |5700|278.8] 0674

5 4|88.3| 433|665 |388,1| 0,385
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50

40 Dv10|Dv50{Dv80|Z ave| Pd
® 1]/3820[4730{5890| 4435 | 0,186
] 30 213290]/4050}4970] 3755 | 0,201
3 20 3/3290{4020/4790| 3738 | 0,174
>
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40

30 CEEL
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24. Kiegészito abra. A DLS mérések Osszesitése. A) Frissen készitett 1 mg/ml-
koncentracioju pH = 7-es E5 oldat méreteloszlasa 37°C-on. B) Korabban ndvesztett idiilt
amyloid ¢és C) ennek a mintdnak a centrifugdlds utan visszamaradé feliiliszojanak
méreteloszlasa. Az atlageloszlasok (kék) harom/négy parhuzamos mérés alapjan lettek
meghatdrozva. Az atmérd skaldja logaritmikus beosztasu. Dv10/50/90= A kumulativ

térfogati eloszlas 10/50/90%-a.
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,,f”\ Pdl | D10 | D50 | D90 | Z Avarage |
A 06ra | 1 |1930]2150]2380| 1392
| | 1 |2510|2742|2990| 3852
| 1_|2290|2506|2720| 2114
m goral | 1 [3450]3816[4170| 3468
; sora2 | 1 |3510] 39204310 3709
| ‘i goraa | 1 3150|3476 (3780 2941
I 25 6ra/1| 1 |4310]4924|5490| 5635
1 25 ora/2| 1 |3060|3800|4450| 2741
} ,* 250ra/3] 1 [2910/3414]3960] 3100
|
2000 4000 6000 8000 10000

atmeré d (nm)

25. kiegészité abra. ES oligomerizaciojanak nyomon kdvetése DLS-sel. A méreteloszlas

gorbék a tablazatban szerepld parhuzamos mérések (1-3) atlagat mutatjak.
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24 6ra, \rrte_x’ulén

’

72 Ora, vortex utan

26. Kiegészité abra. E5 Amyloid aggregacié nyomon kovetése AFM-technikéval. A
felvételek szinezése a mellettiik 1évo magassagi skala alapjan tortént. Az A-C-G mintak
vortexelés utan, mig az E-I-J mintdk vortexelés el6tt lettek rogzitve. B-D-F abrdk a
keresztmetszeti profilja az A-C-E felvételeken detektalt fehérje rétegeknek. A H abran a
G minta részecskéinek magassdg szerinti méreteloszlasa talalhatd6. Az F abra
paraméterei: Amiloid szal hossza: ~ 500 nm; a teljes magassag: ~8-12 nm, ebbdl az
elkiiloniild csucsok magassaga: ~ 5,2 nm, a csucsok egymastol valo tavolsaga ~ 110-130

nm.
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Yl szerkezet YW szerkezet YK szerkezet
SPPPRGSSPGGEKLWQIVLRVAEEL, . 10, SPPPRGSSPGGEKLWQIVLRVAEEE, 8§ SPPPRGSSPGGEKLWQIYLRVAEEE , 6
EEEAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS ELEAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS EEEAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
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-
—d=

27. kiegészitéo abra. Molekuladinamikai szimulaciok A)-B) az E5 és C) az LYIQWL
peptidrél. A) Kiilonbdzd szdmli aminosavval eltolt lehetséges antiparallel amiloid
modellek. B) Az MD szimulacidk alapjan a legstabilabb, YW tipusu B-sik modellje.
Ebben a strukturaban a Tyr-Trp oldallancok egymas felett/alatt helyezkednek el
létrehozva egy kiterjed intermolekuldris aromas-aromds kolcsonhatas rendszert. C) Az
LYIQWL peptid kristalyszerkezetébdl szarmaztatott 2x4-es amiloid részlet. A kék/okker
B-red6 az A/B komformernek felel meg. Az MD szerkezetben mar az 1 B-sikban 1év6

komformer dimerek nincsenek eltolva 1épcsdzetesen egymashoz képest. (40. abra/A)
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19QWLKXGGPSSGR?!

28. kiegészité abra. Az A) E5 (X=Glu), B) E5_E14D (X=Asp), C) E5_E14Q (X=GlIn)
310-hélixének szekvencialis és szerkezeti (4°C) részlete. A jobb oldali abrakon a
megjelolt aminosavak kozott asszignalt keresztcsucsok szama olvashaté le az élekrdl

4°C-on (fekete) és 26°C-on (voros).
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28. kiegészité abra folytatasa. Sargaval a Iehetséges H-hidak és az azokban kolcsénhatd
atomok tavolsaga van megjelolve. 1. H-hid 19 Ser hidroxil-csoport oxigénje és a 21 Arg
gerinc amid protonja kozott. II. H-hid A 21 Arg gerinc amid karbonil oxigénje és a 11
Trp indol NH hidrogénje kozott. 111. H-hid A 11 Trp indol nitrogénje és a 19 Ser hidroxil-
csoportjanak hidrogénje kozott. Tovabbi dipol-dipol / H-hid kdlcsonhatas figyelhetd meg
az ES5, E5 E14Q esetében a 10 Gln ¢és a 14 Glu oldallanca kozott, valamint az E14Q

mutans esetében a 10 Gln és a 13 Lys oldallanca kozott.

9% ° \/ }

so0 @@

7000 g

) -

6000 °

5000

4000

3000

[ ]

) Ye o
8 R

o
@
1000 - {
- P
o - LS
0 : Se008e% 40 o Sa0¥

HANMTNON D OO N OB NO A NMTNE

SRR RSRARRNRAR E

2000

E
: i B
z residue number z
® E5,.70['E.1,°E1,%E 1,1 E 4]
7000
° @ E5 y1-0.4['E0,%Eq,°Ep, U E 4]
6000 4
o ® E5 py.a['Eo’Eo B, M Eo]
3000 1 2 3 14
. - ® E5 . 1[€0,%E 1,360, 1Eo]
Lo e 1 . 2F 3F, 14
ES pyoq.1'E.1,°Eq, g, *Eo]
3000 »
o
2000
°
100 ©%eg ¢ e [ ]
L ] ~ L4 -~
0. 88808 o >
fromsnoneagnnduneneagkNNIAE
] . s
7 residue number o

29. kiegészité abra. A) Na* és B) CI ionok lokalizaciéja (<3,5 A) a heteroatomok

mentén a kilonbozé  toltésmintazatht E5 monomomerek molekuladinamikai

cse +/

ClI" ionok a toltés kozelébe gylilekeznek semlegesitve/gyengitve az ionos
intramolekularis kolcsonhatast. (C) Az abra Dr. Karancsiné Dr. Menyhard Doéra

munkadja.
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A —pH66/[ B
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190 200 210 220 230 260 250 260

*nm
30. kiegészito abra. A) Az EEEAVRLYIQWLK-NH: peptid masodlagos szerkezeti
atalakulasanak (U—B tipust) nyomon kévetése FUV ECD-spektroszkopiaval. 2 mg/ml
fehérje; pH = 6,6 (~ 0 0Ossztoltés); 37°C; kevertetés mellett; hozzaadott NaCl-t nem
tartalmaz. B) pH = 3-on (~ +3 6ssztoltés) homonuklearis 2D NMR-spektrumok alapjan

meghatarozott 10 tagh szerkezetsokasag térszerkezete.
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P17 (45) - endo

P17 - exo

P17 (4R) - exo

P24 (45) - endogy

¥,

-

il

P23 (4R) exo

31. kiegészité abra. 4°C-on meghatarozott atlagszerkezetek egymasra illesztése ( a
rendezett hélix régiok alapjan 6 Arg - 13 Lys) A) Az E5 E14D,
E5 E14D P17(4S)fP  és a  E5 E14D P17(4R)fP  és B) E5_E14D,

" és a E5 E14D P24(4AR)TP esetében. A fluor szubsztitualt
prolinok mellett a térkozelben 1évé aromas oldallancok is fel vannak tiintetve. D, E)

(4R) és (4S) fluor szubsztitualt prolin exo vagy endo térallasa.
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32. kiegészitoé abra. AzES A4C S25C minifehérje tavoli UV-tartomanyban megfigyelt
spektralis valtozasa 432 ora elteltével. (37°C, kevertetés, pH = 4,2> +1,5 6ssztoltés,
50mM NacCl)
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33. Kiegészito abra. Az E19 SS <> E19 2SH redukcidja 2x-es és 18x-0s TCEP felesleg

mellett. 9,60 ppm-nél az oxidalt forma, 9,76 ppm-nél a redukalt forma 25 Trp Hel jele
talalhato. 18x-0s TCEP felesleg mellett megjelenik 9,72 ppm-nél egy minor komponens

triptofanjanak Hel jele is. (nyillal jelolt)
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”or

34. kiegészito abra. Kiilonb6z6 hosszisagh diszulfidkotés stabilizalt minifehérjék 10-

tagu szerkezetsokasagai pH = 7-en, 15°C-on. A szerkezetsokasagokon a diszulfidhidak

¢s annak kornyezetében jelenlévd toltott oldallanci/terminalisi aminosavak vannak

kiemelve. (pozitiv t6ltés - kék, negativ toltés - piros)
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©
HO ,~SH OH’ HO ,~SH
HS—)—{)—H S'aj—(O-H

_t
07 oH | ‘R
HOOC(H,C),~ R =(CH2),COOH
(CH,),COOH

\ HN v Yy
0 OH “ + R * N OH HN "
B 0”0 s R
HOOC(H,C),~ R =(CH2),COOH .
Ru R\NH

P =(CH,),COOH

HOOC(H,C);” (‘CHz)z iy

H,0
O

~P<(CH,),COO0H
HOOCH:C) &y, COOH

35. Kiegészito abra. A diszulfidhid redukcioja TCEP (bal oszlop) és DTT (jobb oszlop)
redukaldszerrel. A sziirke félhold R”-R’ csoport kozott a minifehérje ciklizalt Trp-kalitka

részletét szemlélteti.
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2SS |15(1.72| 344 | 2 \‘ 10 perc 058 [1.70|250x 10| 154 | na | na |1562x 102| 1807
Ac-E2 SS| 151,74 | 3.48 2 | - 100 perc na |(158|279x 10"} 159 TA7 x 10 347 230 x 10 99
b aenti ) 8 meet
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o

16. Kiegészit6 abra.

o

A) AzE2 SSésB) Az Ac-E2_SS redukcioja TCEP redukalészerrel.

(SS — piros, 2SH — z61d). Az Ac-E2_SS esetében a redukaloszer hozzaadasa és az elsd

mérési pont kozott (4 perc) eltelt idoben az oldott fehérje ~50%-a kivalt az oldatbol (1,74

mM - 0,84 mM) C) ESI-MS spektruma a heterogén Ac-E2_SS aggregatumnak masfél

nappal a kisérlet kezdete utan.

10. kiegészité tablazat. Az E5 minifehérje pH fiiggd szerkezetszamolasahoz hasznalt

keresztcsucsok szdma €s a gerincatomok RMSD értéke.

Asszignalt csldcsok
minifehérje pH i=0 i=1 1<i=5 i=5 j RMSD
pHE,24 282 116 118 63 579 0,462
pH5,92 289 105 97 59 550 0,340
ES pH5,02 226 54 23 16 319 0,579
pH 4,08 214 = 34 22 339 0,810
pH 2,04 309 180 188 71 743 0,282
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