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|. Bevezetés

A Drebrin (Developmentally Regulated Brain Protein) egy sejtvaz-
szervezOdésben részt vevd fehérje!, amely kulcsfontossagn a
dendritikus tiiske morfogenezisében?. Korabbi tanulmanyok igazoltiak
az aktin-kdtegeld®, aktin-koté?, és aktin-depolimerizal6® tulajdonsagait,
ezzel bemutatva sokoldalu szerepét a PSD-ben (Postsynaptic Density).

A Drebrin csak a filamentalis (F) aktinnal képes interakcioba 1épni, a
monomer globularis (G) aktint nem koti®. A Drebrin k6t6dése szerkezeti
valtozdsokat okoz az F-aktin filamentumokban, lelassitja ezek
dinamikus méretvaltozasat, illetve befolyasolja a motorfehérjék,
példaul a miozin II aktivitdsat. A denritikus tiiskék szinaptikus
aktivitasra torténd valasza egy Drebrin-medialt folyamat’. A Drebrin
fehérje feladata egy koteg stabil aktin-filamentum formalasa, amely
meghatarozza a dendritikus tiiske méretét egy dinamikus egyensulyban
a Drebrin-kotott és a szabad filamentumok kozott. Szinaptikus
aktivdcid6 hatidsara bearamlé Ca2+ esetén a Drebrin-kotott
filamentumok kilépnek a szinaptikus tiiskébol, ezt a folyamatot Drebrin
exodusnak nevezik. Ezaltal a G-aktin bearamol és kitolti a megiiresedett
teret, ahol polimerizalodik, igy a dendrittiiske novekedését okozza. A
stimulus végén a Drebrin visszakeriil, és visszaallitja az aktin-
filamentumok egyenstilyat, ezzel stabilizalva a megndvekedett tiiskét.
A Drebrin mennyiségének csokkenését Osszefliggésbe hoztdk tobb
neurologiai korképpel, példaul Alzheimer-Koér, Down-szindroma és
oregedés. A Shirao és munkatarsai altal leirt modell igazolja a Drebrin
kulcsfontossagat a szinaptikus plaszticitas fenntartasaban és a kognitiv
funkciok megtartasaban.



Posztszinaptikus dendrit

l.abra: A posztszinaptikus denzitds fehérjehalozata. A szinapszisok
fogadd oldalan talalhatd Drebrin fehérje kulcsfontossagii a
posztszinaptikus Homer fehérjével vald interakcidja miatt, illetve a
teljes fehérje-hdlozatot a sejtvdzhoz horgonyozza az aktin-
filamentumokhoz koétédve.

A Drebrinnek két izoformaja ismert, az embrionalis fejlédés soran
megjelené Drebrin E, valamint a feln6tt korban eléfordulé Drebrin A,
utobbi tartalmaz egy izoforma-specifikus inszerciot. A Drebrin fehérje
tobb kiilonleges nem globularis régiot is tartalmaz, melyek
szerkezetérdl és bioldgiai szerepérdl a mai napig nincs konszenzus.

Egy remek példa erre a 173-228 aminosavak kozotti régio, melyet elobb
coiled-coil predikci6 eredményeképp irtak le®, majd maganyos alfa-
hélixként prediktaltak®, amely jobban beleillik a fehérje monomer
eléfordulasarol alkotott képbe®. A magéanyos alfa-hélix (Single Alpha-
Helix, tovabbiakban SAH) domének jellemzben citoszkeletalis, illetve
RBS-koto  fehérjékben fordulnak eld, am fontossaguk ellenére,
kisérletileg nehezen vizsgalhato jellegiikb6l fakaddan igen kevés
szerkezeti adat érhet6 el roluk.

A Drebrin N-terminalisan talalhatd egy globularis szerkezettel
rendelkezd ADF-H (Actin-Depolymerizin Factor-Homology) domén,



amely evolucidja soran elveszitette az ortologokban megfigyelt erds
aktin-kotd  tulajdonsagat®!°. A Drebrin aktin-kotd szakasza elébb in
vivo kisérletekkel lett meghatarozva, majd tovabb vizsgaltak alacsony
felbontasu analitikai modszerekkel, példaul koszedimentacios-
esszékkel. Ezen tanulmanyok eredményeinek dsszessége az aktin-kotod
szakaszt a 233-300, vagy a 233-317 aminosavak kozotti régidhoz kéti,
dm ezt késobb a fehérje N-termindlishoz kozelebbi szakaszdnak
kooperativ szerepével is Osszefliggésbe hoztak®. Drebrin-dekoralt aktin-
filamentumok elektronmikroszkopos vizsgalatanak alapjan a Drebrin
alapvetéen rendezetlen aktin-k6td szakasza elképzelhet, hogy
feltekeredik az interakcio hatasara, am err6l kapcsolatban még nem
késziiltek atomi-szintli szerkezeti modellek!!.

Il. Célkittizések

Kutatasom célja volt a rendkiviil érdekes, kisérletileg kiilondsen
nehezen vizsgalhatd nem globularis fehérjeszakaszok atomi szintii
feltérképezése, ezzel megkisérelve a Drebrin funkcionalis
vizsgalataibol szarmazo eredmények szerkezeti szempontbdl torténd
alatamasztasat és kiegészitését. A maganyos alfa-hélixekrél a mai napig
csupan két olyan publikacio jelent meg, ahol NMR spektroszkdpiaval
meghatarozott szerkezeten keresztil jellemezték a motivum
sajatossagait '>1°, a Drebrin aktin-k6td mechanizmusanak megértése
pedig mindkét partner szempontjabdl kihivasokat jelent. Az F-aktin a
polimerizacié soran egy dinamikus ketts-hélix szerkezetet alkot,
amely alkalmatlanna teszi rontgenkrisztallografias vizsgalatokra'®. A
Drebrin aktin-koté szakaszanak prediktalt flexibilis természete,
valamint a toltéssel rendelkez6 aminosavak siiri eléfordulasa kijeldlte
szamomra az NMR spektroszkopidt, mint legfoképp alkalmazando
modszert. A fehérjeszakaszok eldallitasan és kisérletes vizsgalatan feliil
célom volt még, hogy az eredményeimet holisztikus szemlélettel
értelmezzem, illletve bioinformatikai moddszerek segitségével egy
olyan integrativ modellt épitsek, mely minél részletesebben jellemezni
tudja a nem globularis fehérjeszakaszok felépitését és viselkedését.



lll. Anyagok és médszerek

Munkéam soran molekularis klénozasi 1épések sorozataval elkészitettem
az altalam vizsgalni kivant fehérjeszakaszokat kodold géneket
tartalmazo plazmid DNS-eket. Ezekhez a teljes hosszusagi human
Drebrin fehérjét kodold nukleotid szakaszt tartalmazo plazmidot
(RRID: Addgene 40362) alkalmaztam templat DNS-ként. A
kivélasztott régiokhoz primereket terveztem, majd touch-up PCR
technikakat optimalizaltam a génszakaszok felszaporitdsahoz, melyeket
a laboratoriumunkban modositott pET-15b (Novagen) plazmidokba
klénoztam. Az igy kapott konstrukciokat BL21 (DE3) E. coli sejtekbe
transzformaltam, majd optimalizaltam a fehérjék expresszios
protokolljait. A megtermelt rekombindns fehérjék tisztitasara
kiilonb6z6 kromatografias 1épésekbdl alléo modszereket fejlesztettem.

A fehérjék kezdetleges, alacsony felbontasu szerkezetvizsgalatahoz CD
spektroszkopiat hasznaltam. A munkam legnagyobb részét az ezt
kovetd NMR spektroszkopids szerkezeti és funkcionalis vizsgélatok
tették ki. Az alacsony komplexitast régiok esetében tapasztalt rengeteg
jelatfedést kifejezetten erre a célra fejlesztett NMR technikak
segitségével oldottam fel. A D233 konstrukcional annak nagy mértékii
rendezetlenségébol fakadd keskeny amid-hidrogén kémiai eltolodas
eloszlas, a maganyos alfa-hélixnél pedig a rad-szerli motivum
transzverz tengelye mentén parhuzamos amid vektorok dipolus-dipolus
csatolasainak nagy szamabol eredd spektralis zsufoltsag nehezitette a
jelhozzarendelést.  Eldbbihez a peptid-gerinc  szekvencialis
szomszédsagi  karbonil PC atommagok kozotti haromkotéses
csatolasokra épiilé 3D (HN)CO(CO)NH kisérletet'”, utobbihoz pedig a
HN(i-1)-N(i-1)-CO(i-1)-N(i) korrelaciokat megjelenitd 4D
(HACA)CON(CA)NH  valamint a  CO(i)-N(1)-(Ni+1)-HN(@i+1)
korrelaciokat megjelenité 4D (HACA)N(CA)CONH kisérleteket
alkalmaztam'® (2.4bra).
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2.4abra: A rezonancia-jelhozzarendelés soran alkalmazott alacsony
komplexitasu fehérjékre specialis NMR technikdk. Felil a 4D
(HACA)CON(CA)NH (tiirkiz) és a 4D (HACA)N(CA)CONH (lila)
kisérletek, alul a 3D (HN)CO(CO)NH (kék) kisérlet soran feltart
korrelaciok lathatdak a peptidlanc mentén haladva.

A maganyos alfa-hélix globalis szerkezeti jellemzéséhez kisszogi
rontgenszorast alkalmaztam. A szorodasi paraméterek alapjan elébb
kezdetleges, alacsony felbontasu szerkezeti jellemzést végeztem, majd
az NMR kémiai eltol6das adatokkal kiegészitve egy komplex, sokasag-
alapt metodikat dolgoztam ki a fehérje integrativ szerkezeti
modellezésére. A  kutatocsoportunkban  kifejlesztett DIPEND!?
algoritmussal az elézetes eredményeimnek megfelelo kezdeti sokasagot
generaltam, melyet a kiséreti peremfeltételekkel vezérelve,
molekuladinamikai  szimulaciok eredményeivel kiegészitve a
CoNSEnsX"  segitségével'®  tobbszords — szelekcios  eljarassal
mintavételeztem. A szerkezeti sokasag oldallanc-konfiguracidinak
elemzésével, azok atom-atom tavolsagainak vizsgalataval jellemeztem
a kiilonleges szerkezeti motivum rendkiviili stabilitasat biztositd
tranziens masodlagos kolcsonhatasok (sohidak és  kation-pi
kolesonhatasok) valtozatos el6fordulasi lehetdségeit.
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3.abra: A Drebrin-SAH integrativ modellezési metodikajanak
egyszerUsitett abrazoldsa. A SAXS és NMR kisérleti adatok altal
vezérelt, MD szimulaciokkal segitett szelekcids eljaras segitségével egy
60 konformerbdl all6 modellt készitettem.

A D233 konstrukcié masodlagos szerkezeti jellemzoit el6zetesen az
aminosav-szekvencia alapjan prediktaltam, majd az alifas szénatomok
masodlagos kémiai eltolddasaival jellemeztem. Az eléforduld
masodlagos szerkezeti elemek gyors, ujjlenyomat-szerii vizsgalatahoz
egy '"H”’N bTROSY ¢és 'H'"N HSQC spektrumok atfedéses abrazolasan
alapuld6 modszert alkalmaztam. A  Drebrin-Aktin interakcid
vizsgalatdhoz NMR titralasokat és t2 relaxacio méréseket végeztem el.



IV. Eredmények és tézispontok

L/a: Eldallitottam a posztszinaptikus Drebrin fehérjében korabban
prediktalt maganyos alfa-hélix szakaszt kodolo szekvenciat tartalmazo
plazmid DNS-t. Az elkészitett nukleinsav konstrukciot E. coli sejtekbe
transzformaltam, majd optimalizaltam a bakterialis expresszio és a
rekombinans  fehérje  tisztitas ~ protokolljait, igy  NMR
szerkezetvizsgalatra alkalmas fehérje mintat készitettem.1./b: A
szakirodalomban nem konszenzus modon leirt Drebrin-aktin interakcio
jellemzéséhez megterveztem a D233 konstrukciot, elkészitettem az ezt
kodolo plazmid DNS-t, majd a maganyos hélix termelési és tisztitdsi
modszereit tovabb fejlesztve NMR funkciondlis vizsgalatokra alkalmas
fehérje mintat készitettem.

Az altalam vizsgalni kivant szakaszok eléallitasahoz olyan primereket
terveztem, melyek  kompatibilisek a  laboratdériumunkban
leggyakrabban hasznalt plazmid vektorokkal. A DNS szakaszok sikeres
felszaporitasa €s megtisztitasa utan restrikcios emésztésekkel, majd
ligalasi reakciok optimalizalasaval, tobbszori probalkozast kdvetéen
mindegyik fehérjét kodolo expresszios plazmidot sikeriilt eléallitanom.
Ezutan Sanger-szekvenaléssal ellendriztem, hogy a megfelel6 helyeken
tartalmazzak-e a kivant génszakaszokat. Ezt kovetéen BL21 (DE3)
sejtekbe transzformaltam Oket, majd arra a megfigyelésre jutottam,
hogy a nem globuléris fehérje szakaszok 37°C hémérsékleten sokkal
nagyobb mértékben expresszalodnak. Az ultrahangos sejtfeltaras soran
kulcsfontossaginak  bizonyolt a proteaz-inhibitor adalékanyag
hozzdadésa, ugyanis harmadlagos szerkezet hianyaban a fehérje gerince
sokkal inkdbb hozzaférheto a protedz enzimek szamara, ezaltal jelentds
mennyiségi veszteséget okozva.

A Dbakterialis sejt extraktumbol Ni-NTA affinitdskromatografiaval
valasztottam el a célfehérjéket a tobbi sejtalkotdtol. Az expresszids
cimkét TEV-proteaz segitségével tavolitottam el. A Drebrin-SAH
esetében egy pH=6.0 mellett elvégzett S-oszlopos ioncsere-
kromatografia bizonyult hatékonynak, mivel igy sikeriilt a rengeteg
toltott aminosavat azonos protonaltsagi allapotba hozni. Ezt kovetden
méretkizarasos kromatografiaval bizonyosodtam meg rdla, hogy a
célfehérjét elvalasztottam a hozzaadott TEV proteaztol és a levagddo
fehérje szakasztol is. Mivel a D233 konstrukcié nem tartalmaz 280 nm-



en detektalhaté aminosavakat, igy a TEV-hasitas utan célszerd volt a
kromatografias 1épések minimalizalasara torekedni. Ehhez egy olyan Q
oszlopos tisztitast dolgoztam ki, melynek soran megko6tédott az enzim
¢és a levagodo fehérje szakasz, viszont atereszt6dott a célfehérje, melyet
izolalni kivantam.

2./a: CD spektoszkopias és tomegspektrometrias mérésekkel igazoltam
a maganyos alfa-hélix monomer szerkezetét vizes oldatban. 4 dimenzios
NMR kisérletek alkamazasaval elvégeztem a fehérje gerinc 'H-""N-"*C
teljes jelhozzarendelését, illetve a feherje oldallancok részleges
jelhozzarendelését. Co és Cf masodlagos kémiai eltolodasokkal
bizonyitottam a fehérje lokalis szerkezeti preferencidjat.

A 190-260 nm hullamhossztartomdnyon felvett CD spektrum alakja
egyértelmiien az alfa-hélixek jellegzetes tulajdonsagait mutatta (lokalis
maximum 215 nm-en, lokalis minimum 222 nm-en). A fehérje
homérsékletfiiggését a 222 nm-en mért értékek 285 K és 350 K kozotti
valtozasan keresztiil vizsgdlva megallapitottam, hogy a fehérje
letekeredése nem kooperativ, ezzel kizarva a coiled coil, és igazolva a
helikalis motivum monomer eléfordulasat.

A rendkiviil nagy aranyban eléfordul6 toltéssel rendelkez6 aminosavak,
valamint ezek repetativ el6forduldsa (4.abra), és a rud-szerii motivum
amid vektorainak transzverz tengely mentén parhuzamos allasa a
konvencionalis rezonancia-jelhozzarendelési technikakkal
megoldhatatlan feladat elé allitott. A 4D kisérletekben bevezetett
addicionalis indirekt "N dimenzi6 segitségével sikeriilt olyan
tobbszords korrelaciokat megfigyelnem, melyek mar szamottevd
iteracid  elvégzésével egyértelmilen azonosithatova tették a
spinrendszereket. Az igy elérhez6vé valo Coa ¢és CP kémiai
eltolodasokkal igazolni tudtam a fehérje erds preferenciajat a lokalisan
helikalis szerkezet iranyaba.
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4.Abra: A Drebrin-SAH domén szekvencialis jelhozzarendelése. Az
alacsony komplexitds és a toltéssel rendelkezd aminosavak siiri
eléfordulasa kék szinnel (pozitiv toltés) és piros szinnel (negativ toltés)
kiemelve. A panel bemutatja a magéanyos alfa hélixr6l késziilt 'H-'"N
HSQC spektrumot 50 mM NaCl, 17 mM NaH,POs, 3 mM Na;HPO,,
pH 6.0 és 25°C koriilmények kozott. A nagyitas kiemeli a spektrum

kémiai eltolédasokat egy betiis aminosav-kodokkal jeldltem.

2./b: Rendezetlen fehérjékre specializalt NMR kisérletekkel elvégeztem
a fehérje gerinc 'H-"N-"C teljes jelhozzdrendelését, illetve a fehérje
oldallancok részleges jelhozzarendelését. A masodlagos kémiai
eltolodasok a fehérje nagy aranyu rendezetlenségét mutattak, az N-
terminalis szakaszon tapasztalt helikalis régio kivételével.

A Drebrin fehérje aktin-koto szakaszat tartalmazd D233 konstrukcid
nagyfoku rendezetlenségérdl eldzetes CD spektroszkopiai kisérletekkel
megbizonyosodtam,  igy  célzottan egy ilyen  fehérjék
jelhozzarendelésére specifikus NMR metodikat alkalmaztam. A
(HN)CO(CO)NH Kkisérletben a nagy tavolsagi karbonil-karbonil
korrelaciokat hasznalva keriiltem meg az amid protonok degeneralt
kémiai eltolodasabol ered6 nehézségeket (5.4bra). A kisérletben
kihasznaltam a "“C karbonil atommagok rendezetlen fehérjékben
kifejezetten kedvezo relaxacids tulajdonsagait, ezaltal egy kiilondsen
hossza akvizicios id6t alkalmaztam egy félig konstans ideji t;
evoliucioval a 'C indirekt dimenzidban. A MOCCA-XY16
pulzusszekvenciban egy extrém hosszil (500 ms) izotrop keveredési id6



segitségével képes voltam akar 5 szekvencialisan szomszédos karbonil
jel oOsszekapcsolasara, ezzel jelentésen felgyorsitva az egyébként
komplex jelhozzarendelési folyamatot. A részleges oldallanc-
jelhozzarendelést (H)CC(CO)NH kisérlettel végeztem el, az alifas
szénatomok kémiai eltolodasait pedig a CheSPI program segitségével
hasznéltam fel a fehérje masodlagos szerkezetének jellemzésére. A
nagy mértéki rendezetlenség mellett, némileg meglepé mddon a fehérje
N-terminalisahoz kozeli szakaszan egy korilbeliil 15 aminosav
hossztisagu helikalis motivum jelenlétét igazoltam.
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5.abra: a, Szekvencialisan szomszédos aminosavak szalagdiagramjai
(A53-t01 R58ig) CPN jelslt 3D (HN)CO(CO)NH spektrumon. b, A
3D (HN)CO(CO)NH spektrum egy kinagyitott F1-F3 régi¢jan abrazolt
karbonil jelek (zold:i+1, fekete:i, narancssarga:i-1, kék:i-2, piros:i-3)
kozotti korrelaciok. A jol feloldott régiokban lehetséges akar 5 egymast
kdveto karbonil felismerése is.

3: NMR és SAXS adatok, valamint molekuladinamikai szimulaciok altal
vezérelve egy sokasdg-alapu modellt készitettem a maganyos alfa-
hélixrol, mely egyardnt tiikrézi a kisérletek soran feltart lokalis és
globdlis  szerkezeti paramétereket, valamint ravilagit a helikdlis
motivum rendkiviili  stabilitdsat biztosito sohidak és kation-pi
kélcsonhatdsok tranziens hdlozatanak kialakuldsara.

Kisszogl rontgenszoras kisérletekkel megerdsitettem, hogy a Drebrin-
SAH széles koncentracié tartomanyban vizsgalva is monomerként
fordul elé. A dimenziomentes Kratky-diagrammokkal igazoltam a



szerkezetileg megnyult molekula hipotézisét, illetve finomitottam a
rad-szeri alakrol alkotott eldzetes elképzelést, mivel leginkabb egy
megcsavart banan formajaval irhat6 le a szorodasi feliilet.

Az NMR kisérletekb6l szarmazé Cao és CPB kémiai eltolodasok,
valamint a SAXS adatok altal vezérelve egy Osszetett sokasdg-alapti
metodikat dolgoztam ki a maganyos hélix motivum szerkezeti
jellemzésére. A DIPEND algoritmussal generalt 5000 tagli kezdeti
konfromaciés sokasagbol a kétféle kisérleti peremfeltétellel
parhuzamosan vezérelt szelekcioval egy alsokasagot generaltam,
melyet  rogzitett  peptidgerinc  mellett  molekuladinamikai
szimulaciokkal feldusitva mintavételeztem a lehetséges oldallanc-
konfiguraciokat. Az igy kapott alsokasagon megismételtem az NMR ¢és
SAXS adatokon alapul6 szelekcids eljarast, igy egy 60 konformerbdl
allo végso sokasagot kaptam (6.abra).

A mind a lokalis, mind a globalis szerkezeti preferencidkat kivaloan
tiikkr6z6 konformereken atom-atom tavolsagok elemzését végeztem a
helikalis motivum rendkiviili stabilitasaért felel6s masodlagos kotderdk
tranziens halozatanak jellemzéséhez. Eredményeimmel feltartam
rengeteg olyan sohid, illetve kation-pi kolcsonhatds lehetdségeét,
melyek dinamikus valtozasanak ereddjeként foghaté fel az az
elektrosztatikus erd, amely lehetévé teszi az elongalt maganyos alfa
hélix monomer eléfordulasat vizes oldatokban.

6.abra: Az NMR adatokbol szarmaz6 sokasag (sziirke szalagok) térbeli
illesztése és Osszehasonlitasa egy SAXS adatokbdl ab initio
rekonstrualt modell (fehér feliilet) altalanos alakjaval.



4: Az atomi szinten korabban nem vizsgalt Drebrin-aktin interakcio
jellemzéséhez NMR titralasok és t2 relaxacios mérések optimalizalasat
végeztem. A D233 jelek F-aktin hozzaaddsara tapasztalt valtozasai
alapjan a kotédes tényét igazolo modszert sikeriilt bedllitanom, mely a
késobbiekben részletesebb vizsgalatok alapjaként szolgalhat majd.

A sikeres rezonancia-jelhozzarendelés utan rendelkezésemre allt a
D233 konstrukcid ,,ujjlenyomat-szerii” informdacidja, azaz a fehérje
'H’N HSQC spektruman minden aminosavhoz tartoz6 NH jelet
egyértelmiien azonositottam. Ezzel megnyitottam az utat a fehérje
interakcidban részt vevo régidé meghatarozasahoz, melyhez elséként a
leginkabb célszerli NMR-titralasokkal probalkoztam. A N jelolt D233
mintahoz izotopjelolés nélkiili F-aktin oldatot adagolva a D233 jelek
nagy részében valtozasokat tapasztaltam. Kontroll kisérletként a D233
fehérjét ATP oldattal is titraltam, mivel ezt az F-aktin polimerizacidjat
biztosito puffer is tartalmazta, mig a D233 jelhozzarendelését egy ATP-
mentes mintan végeztem el. Ekkor azt tapasztaltam, hogy az ATP
koncentracié novelése is egyértelmiien megfigyelhetd perturbaciot
okoz a D233 jelek egy jelentés hanyadaban. Mivel ezek koziil tobb az
ATP-t tartalmaz6 F-aktin oldat hozzaadasanal is megvaltozott, igy
jelentésen megnehezedettt a kizarolag NMR titralasokon alapuld
megkdzelités a Drebrin-aktin interakcios feliillet meghatarozasara.

Ezek utdn megmértem a fehérje NH jeleinek r2 relaxécios ratjat
szabad, illetve F-aktin hozzaadasara kialakul6 kotott allapotban, azonos
D233 koncentracié és puffer tartalom mellett. Erdekes modon a
folyamatot ,,egy lépéses NMR titralasként” értelmezve, a szabad és a
kotott formak spektrumait egymadasra vetitve csupan minimalis
eltéréseket (kémiai eltolddas perturbacio, jelkiszélesedés az NH jelek
egy kis hanyadanal) tapasztaltam, azonban az r2 relaxacios ratak
gyakorlatilag minden aminosav esetében hasonldé mértékben
megndvekedtek. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy a fehérje-fehérje interakcido egy olyan kinetikai
tartomanyban zajlik, ahol az 12 relaxacios ratak ugy atlagolodnak, hogy
ekozben elveszitik érzékenységiiket a szabad és kotott formaban 1étezd
kémiai eltolodasok kdrnyezetére. Emiatt az effektus nem lokalizalodik
a szekvencia bizonyos tartomdnyaira, ezzel felvetve a lehetdségét
annak, hogy az interakcidt egy magasabb rendii molekularis mozgas
dominalja.



A D233 fehérjérdl felvett "H'*N bTROSY és '"H'’N HSQC spektrumok
egymasra vetitésekor egy érdekes megfigyelést tettem: Amennyiben
aminosav-tipustol fliggetleniil 93 Hz étlagos értékii skalaris csatolast
vettem alapul, majd ennek felével eltoltam az egyik spektrumot, tigy az
NH jelek dont6 tobbsége a varakozasnak megfelelden atfedésbe keriilt,
azonban jol definidlhatéan koriilbeliil 15 jel esetében tovabbra is
kiilonbséget tapasztaltam. A CheSPI eredmények alapjan ez a 15
aminosav pontosan a rendezetlen fehérje gyakorlatilag egyetlen
szerkezeti elemeként értelmezheté N-terminalis kozeli helikalis
szakasz. Ez a megfigyelés felveti a lehetdségét egy javarészt
rendezetlen fehérjék lokalis, esetleg tranziens szerkezeti elemeinek
meghatarozasat célzo gyors, ujjlenyomatszerii modszer fejlesztésének
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