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Maiért éppen a PAF?

Penicillium chrysogenum termeli.
Antifungalis aktivitas uM koncentracioban.
Aspergillosis elleni terapia?

Rendkiviili stabilitas (evekig, oldatban).
Emlosokre veszelytelen.

Tranzaxial : M | nl P ET

Palicz Zoltan
Szentesi Péter
Csernoch Laszlo

(Egészséges kontroll, nincs PAF) Egeészseges kontroll, van PAF



(PAF, pdb kod: 2ken)

szignal-szekvencia pro-szekvencia

MOITTVALFLFAAMGGVATPIESVSNDLDARAEAGVL

érett fehérje

1 AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTFIKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD 55

- szekretalt protein
- 5 antiparallel B-szal
* 6 cisztein (3 S-S hid)

feltekeredett, rendkivul stabil

» 13 lizin, pozitiv 0ssztoltés

« interakciok a hurkokban

Batta et al, FEBS J 276, 2875 (2009)






(redukalt) PAF nem tekeredhet fel

"Chargaff-like" statistical rule for folded proteins in blue, PAF red stars
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A diszulfid mintazat meghatarozasa a PAF esetében

1. Az S-S kotések szama konnyen megadhato tomegspektrometriaval
(minden S-S kotés csokkenti (AM=2) a moltomeget).

2. Cys BC-B NMR kémiai eltolodasok jellemz6k az oxidalt allapotra.
3. A PAF rendkiviil stabil, nehezen emészthetd, MS kritikus (Kele Z.).

4. A hidrofob magban a hasonld CB-Cp tavolsagok (NMR, NOE)
megengednek konkurrens mintazatokat.

5. Uj NMR korlatok (13C adatok, RDC, S2) és a molekula-dinamika
kombinacioja segithet (Gaspari Z.). Cys ?H-[ jelzés, ,,egzakt” NOE ?

6. Szeleno-cisztein mutacio (a '’Se NMR-aktiv) rekombinans
technoldgiaval vagy szinteézissel (Varadi Gy.) nem konnyt.



(Varadi Gyorgyi és Toth Gabor)

—(A) 0.1% TFA;
(B) 80% ACN, 0.1% TFA
Gradient: 15-40% (B), 25 min
Flow rate: 1.0 ml/mmn
Vydac Protein & Peptide C18

T ) ——(A) 0.1% TFA; (B) 80% ACN, 0.1% TFA
10 Standard Gradient: 15-40% (B) in 25 min

Time (min) Flow rate = 1.0 ml/min

PAF-C3 Vydac Protein & Peptide C18
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Unnatural disulphide bridge pattern

A konkurrens ,,abbacc” mintazat megvalosult, de nem azonos a PAF-al.



oxidativ feltekeredés > nativ PAF
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IH-NMR spektrumok, amid NHrégid

piros=szintetikus PAF
z6ld = nativ PAF

13C-HSQC NMR spektrumok, Me régio

Varadi, G.; Batta, G.; Kele, Z.; Galgdczi, L.; Téth G.K. J. Pept. Sci. 18 Suppl: 1 S68 (2012)

(mddszer: Szabd, |.; Schlosser, G.; Hudecz, F.; Mez6, G. Pept. Sci. 2006, 88, 20)



(P. pastoris: C7S, C14S, C54S)

mutPAF C548

MUtPAF C148 MVMJ/

mutPAF C78

PWW\/UMMM\

PAF (P.chrysogenum)

csak a C54S aktiv (~ 50%) monomer-dimer keverck (MS).



P. pastoris [ C7S,C36S; C14S,C43S; C28S,C54S ]

terv: oxidativ feltekeredés kikényszeriteése



Az irreverzibilis PAF homérsékleti denaturacio (3h, 90°C)
inaktiv oligomereket (tetramerig) eredmenyez (MS, HSQC, DOSY)




Az S? (dinamikai) rend paraméterek és az NMR korlatok
(NOE, RDC, 13C-shift, J) egyidejii alkalmazasa
(GROMACS molekula dinamika, Gaspatri Z.)

Nincs S-S hid, 3 x S-S hid, abbacc, 3 x S-S hid, abcabc,

Konkurrens diszulfid hid mintak (5x3=15)

abcabc abbacc abbcac
7-36 7-36 7- 43
14-43 14-28 14- 28
28-54 43-54 36-54

MUMO method, Richter et al. J. Biomol. NMR 37, 117, 2007



A PAF NMR dinamikaja
5N (T,,T,, NOE) alapjan monomer: t, = 3 ns

; $2 from 15N relaxation x10"° Reduced spectral densities JO, J(N), J(0.87H)
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Kisérleti és vart rend parméterek Redukalt spektralis striségek

Kisérlet: S2=0.81 + 0.05

Szamitott (RCI) S2=0.84 + 0.06
http://wishart.biology.ualberta.ca/rci/cgi-bin/rci_cgi 1 e.py
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Limiting curve with no internal motion, exchange above solid line




(a nativ (aktiv?) szerkezet metastabilis!)
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,a fehérje sajatsagaihoz az energia tajkép is hozza tartozik” J. Balbach, 2011



Feherjek hideg (reverzibilis) kitekeredese

Gyakorlati jelentoség:
biokémikusok,
spektroszkopusok
élelmiszeripar

Tudomanyos jelentéség:
termodinamika,
uj molekularis felismerési modellek

Privalov PL, Critical Reviews in Biochem. and Mol. Biol. 25, 281-305 (1990)
Cordes MH, Lectures, University of Arizona

Temussi PA, JACS, 2007/5374 2008/9963 2009/11662

Wand J, Nat. Struct. Mol.Biol. 2004/352



Nativ és denaturalt allapotok

denaturalt ensemble nativ allapot
kitekeredett ensemble feltekeredett allapot

—

—_—_—
SOk klilbnbbz6 szerkezet fluktual, egyetlen szerkezet, vagy nagyon
nem nagyon kompaktak; «<—> hasonlo szerkezetek ensemble-ja
rendezetlenek, de nem is “random coil” kompakt

Sok fehérje esetén, (de nem mindegyik), ez a folyamat megfordithato, és
populalt kozbensd allapot nélkul valésul meg -> “két-allapotu” feltekeredés



A kitekeredés termodinamikaja

A kitekeredés szabad energidja bonyolult mddon fiigg a hémérséklettdl (T).
Az entalpia és az entropia is hbmérsékletfliggo.
A hémérsékletfiiggést a h6kapacitdssal irjuk le (ACp).

AH AH 0 + AC (T—TO) «—__ entalpia és entropia
hémérséklet fliggbek
AS,=ASL+ AC, In (T/ TO)

AG,=AH S’ — TAS/° +\ACp[T— TO=T In (T/ T° )’]

beszamit a teljes szabad energidba (Gibbs potencidlba)

TO 6nkéntes referencia hémeérséklet, AH ° és AS ° az entalpia és entrépia

ezen a hdmeérsékleten Becktel & Schellman,
Biopolymers 26, 1859 (1987).



A kitekeredett

fehérje
mennyisége f (T) AG, a T fiiggvényében

J—
AG,=AH, 1 (1 -T/T,)
+ AC [T T =T In (T/ T)]

/Ku = exp(-AG//RT) = [U]/[F]

Keq @ kitekeredési reakciora

A ki-és feltekeredett
f,=K,/(1+K,) frakciok cc. aranya

\

<2 NLE D

Kitekeredett frakcio Egymasba agyazott egyenletek




Feherjek stabilitasi gorbei

T, --> hideg denaturalédasi
hémérséklet, altalaban fagyaspont alatt
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A fehérjéek hideg
Kitekeredésének magyarazata
(Privalov)

A fehérje apolaros csoportjainak erOsen
homersekletfiiggd kolcsonhatasa a vizzel.

Ezen csoportok hidratacioja termodinamikailag
kedvezo.

A hidratacio Gibbs szabad energiaja negativ €s a
homerseklet csokkenéssel novekvo mertekau.

Alacsony homeérsekleten a fehérje a belsd apolaros
csoportokat a viz oldoszer felé¢ mozgatja.



1H-15N NMR HSQC spektrumokban valtozé az NH
jelek térfogata a 265-344 K homérséklet tartomanyban

Hogyan adhat NMR ,,sotét anyagot” egy ,sziklaszilard” fehérje?



PAF residues 7-55, thermal unfolding
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Fit of unfolded fraction of a Thr-4{13C, 2-state)

-10 T o T 5 T 5 T o T
| ; ; ; | ; ; 40 60 80 100 120
270 280 290 300 310 320 330 340 350 Temperature (C)

Temperature [ K )

NMR 13C-HSQC DSC-kalorimetria
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- I’N-HSQC spektrum kollapszusa nem észlelhetd

- a feltekeredett, nativ forma populacioja fokozatosan csdkken
- rendezetlen szerkezethez vezet6 totalis kitekeredés nincs

cOORISP

2



1 /work/safe/topspin/data/batta/nmr

..‘
o F1[ppm]

10

e Ll T L ol B G

T : :
0 F2 [ppm]

T T T T
10 8

a teljes kitekeredést nem engedik a diszulfid hidak



Hogyan magyarazhatok az NMR spektrumok?

A f6 konformer kézepes-lassu cserében lehet az alternativ
konformerekkel az NMR kémiai eltolodas kulonbség idéskalan.

Néhany, alacsony populaciéju, nem nativ szerkezet |étezhet
egyszerre, azonban ezek nem atlagolodnak egyetlen,
kitekeredett konformerré - ezért a detektalasi kiiszob alatt
maradnak.

A kémiai eltolédasok nem valtoznak ugrasszer(ien a

hémeérséklet figgvényében (kisérleti tény). Nem lehet tiszta
kéthelyd csere.



(hirtelen kemiai eltolodas ugras varhato kéthelytu cserénél)
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Bruker, J. Rohonczy

200 Hz
500 Hz
1000 Hz
1500 Hz
2000 Hz



Bruker, J. Rohonczy




H-Chemshift fit from F, U102 weight U1/02 = 0195363 errar % = Z.636EG
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Illesztés (Ser-10):  U1/U2 = const.



M-Chemshift fit from F, U102 weight AU = 0.25896871 error % = 3.3859¢
100 - 100 .

-2l ' -20 '
2al a00 aal 2al a00 aa0

temp temp

Ilesztés (Lys-9) :  U1/U2 = const.



Fit of unfolded fraction, residues 2, 10,11
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haromallapotu modellek: Fé> 16> U
kétallapotu modell, F > U
F<& Ul
F <& U2



Két csoport azonosithatd a maximalis stabilitasu hGmeérséklet szerint
(ketallapoti modell szerint illesztve)



két-allapotu modellel illeszthet6
harom-allapotu modellel illeszthet6
nem illeszthet6

nincs adat



(,hore érzékeny” egységeket piros potty jeloli a PAF-ban)

14 28 36 43 5{4
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Osszegzés

1. Sok ,feltekeredett” fehérje oldatfazisban reverzibilis, termikus
egyensulyban van a részlegesen kitekeredett konformerekkel.

2. A PAF esetében a totalis hideg kitekeredés a diszulfid hidak miatt
nem valosul meg.

3. A PAF korlatozott hideg kitekeredése az egész fehérjében
szinkronizalt, ellentétben a magas hémérsékletivel.

4. A PAF ktlonboz6 régioinak termikus kitekeredését két és harom
allapotu modellekkel lehet leirni.

5. A PAF hémeérsékleti sokkra legérzékenyebb régioi nem konzervaltak
és inkabb a kétallapotu modellel kovethetdk.



Koszonet

Barna Teréz

Bodor Andrea (ELTE)
Fizil Adam

Galgodczi Laszl6 (Szeged)
Gaspari Zoltan (PPKE)
Gyémant Gyongyi

Kele Zoltan (Szeged)
Kover Katalin

Leiter Eva

Florentine Marx (Innsbruck)
Nyitrai Monika

Pdcsi Istvan

Tomori Valéria

Toth Gabor (Szeged)
Varadi Gyorgyi (Szeged)

OTKA CK 77515
TAMOP 421 B/09
Osztrak-Magyar Akcid
Alapitvany OMAA 79ul



