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Az attétképzést és gyulladast fokozo S100A4 fehérje mitkodése és gatlasa

Fokuszpont(ok):

Jelatviteli fehérjék szerepe gyulladasos €s daganatos megbetegedésekben

NMR és MRI adta lehetdségek a fehérjék feltekeredésével kapcsolatos betegségek molekularis
hatterének megértésében
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A MEDinPROt timogatast megkoszoné publikaciok:

1. Biri B, Kiss B, Kiraly R, Schlosser G, Lang O, Koéhidai L, Fésiis L, and Nyitray L.

Metastasis-associated S100A4 is a specific amine donor and an activity-independent binding
partner of transglutaminase-2. Biochem J., Oct 20, 2015, ; DOI: 10.1042/BJ20150843

(Jellemeztiik az S100A4-TG2 komplexet, valamint megmutattuk, hogy a komplex jelentdsen
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komplex szerkezeti vizsgalata, amely kozvetleniil kapcsolodik a szinergidhoz, jelenleg folyik.)

Gogl G, Alexa A, Kiss B, Katona K, Kovacs M, Reményi A, Nyitray L. Structural basis of
RSK1 inhibition by S100B: modulation of the ERK signaling cascade in a calcium-dependent
way. J. Biol. Chem., in press

(A melanomakban taltermel6dé S100B és RSK1 alkotta komplexet szerkezetét és funkcionalis
hatasat jellemeztik. A rontgenkrisztallografiai, NMR és in silico szerkezetvizsgalat is
kapcsolodik a szinergiakhoz.)

Kiss B, Kalmar J, Nyitray L, Pal G. Isoform-selectivity of S100A4-induced non-muscle
myosin 11 filament disassembly is synergistically determined by structural elements in the tail
region. J. Mol. Biol. under review
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(A szinergiaprogramunk egyik kulcskérdésére adtunk valaszt: feltartuk a szerkezeti hatterét
hogy az S100A4 miért izoforma-specifikus moédon hat a nem-izom miozin filamentumok
szétesésére.)

4. Palfy Gy, Kiss B, Nyitray L, Bodor A. Changes in the dynamics of S100A4 upon a non-
muscle myosin binding. Chemistry, before submission

(A szinergiaprogramhoz szintén koézvetleniil kapcsolodd publikacio, amelyben a S100A4-
NM2A  kolcsonhatds dinamikai tulajdonsagait vizsgaltuk a  fokuszpont NMR
spektroszkopiaval.)

1) Fejtsék ki pontosan, hogy a kutatasi egyiittmiitkodésiik hogyan kapcsolddott az alabb
megadott MedinProt fokuszpontok legalabb egyikéhez (max. 300 szo).

Egyiittmiikddésiink két fokuszponthoz kapcsolodott: ,,Jelatviteli fehérjék szerepe
gyulladasos és daganatos megbetegedésekben” valamint ,NMR és MRI adta lehetdségek
a fehérjék feltekeredésével kapcsolatos betegségek molekularis hatterének
megértésében”.

Az S100A4/metasztazin és az S100B a fehérjecsalad két intenziven kutatott tagja. Fiziologias
¢s patologids funkcidi a sejtek migracios, invazios viselkedésével kapcsolatosak. Fontos
szerepl6k rosszindulati daganatok attétképzodésében és kronikus gyulladasos folyamatokban.
Az S100A4 motilitasban betdltott funkcioja sordn a nem-izom miozin 2A (NM2A) nehézlanc
C-terminalis végéhez kotddik. Ezzel a fehérjekomplexszel végeztiik vizsgalataink zomét. Az
S100A4 tovabbi fontos intracellularis kolcsonhato partnerei a p53 tumor szupresszor fehérje
¢s a szOveti transzglutaminaz-2 enzim. Egyes kozlemények szerint ezen komplexe 1étrejotte
eldsegitheti a rakos sejtek talélését (p53) illetve migraciojat (TG2). Az S100B és a RSK1
MAPKAPK fehérje kolcsonhatasat melanoma sejtekben irtak le. A program soran ennek a
kolcsonhatasnak a feltarasa is célkeresztbe keriilt.

Ebben a palyazatban elsésorban arra véllalkoztunk, hogy biofizikai mérések, szerkezeti
bioinformatikai elemzések, NMR spektroszkopia, valamint iranyitott fehérjeevolicio
kombinalasaval az emlitett komplexeknél feltarjuk a komplexképzés molekularis torténéseit, a
komplex stabilitasat biztositd kélcsonhatasokat. Erre alapozva a jovében hatékony antagonista
peptideket fejlesztiink, amelyek az S100 fehérjék kdlcsonhatasait blokkolva terapias hatéast
lehet elérni.

2) Foglaljak 6ssze kozérthetéen szinergia programjuk, és k6zos munkajuk eredményeit
(max. 300 sz0).

1) Feltarnunk az S1004-NM2A izoforma-specifitasanak szerkezeti hatterét. Fag-bemutatassal
elvégzett paralog-szkennelési kisérletekbol kideriilt, hogy egyetlen aminosavnek van
kitlintetett szerepe: az er6sen kotddé NM2A és NM2C formanal Ala, a gyengébben k6t6do
(ezért a miozin filamentumra nem hato) NM2B-nél Asp taldlhatd. Az izoformak kozott
leginkabb kiilonbozd, rendezetlen szerkezetli ,,farokvég” viszont csak kissé jarul hozzé az
affinitasbeli kiilonbségekhez. Kiméra konstrukciokkal megmutattuk, hogy a miozin linearis



kotorégiojanak egyes szerkezeti/funkcionalis elemei k6zotti szinergia sziikséges az NM2A (és
NM2C) filamentumok szétzilalasahoz. (1. publ.)

i1) NMR vizsgélataink alapjan az NM2A kotoérigd apo formaban rendezetlen szerkezetli, de az
S100A4 felszinén kialakuld hélix tranziens médon feltekeredik. Az Ca?*- SI00A4 és az
NM2A lineéris kotoémotivummal alkotott komplex NMR tulajdonsagait 6sszevetve eldszor
sikeriilt ramutatnunk azokra a szerkezeti dinamikai kiilonbségekre, els6sorban a komplexen
beliil az S100A4 belsé mobilitasanak lokalis csokkenésére, ami felelds lehet a komplex
extrém modon (négy nagysagrenddel) megndvekedett Ca?*-affinitasaért. Ez utobbi jelenség
alapvetden befolyasolhatja az S100A4 fizioldgias miikddését, melyet inkabb egy, a Ca-szignal
kinetikai lefutasatol fiiggd ,,finombeallitd” fehérjeként, mint egy ,,on-off” kapcsoloként lehet
leirni (3. publ.).

iii) Az S100A4 és a TG2 kolcsonhatast jellemeztiik, s kideritettiik, hogy az S100A4 amin-
donorja lehet a transzglutaminaz enzimnek, azonkiviil — s a tumorbioldgiai szerep
szempontjabol ez a fontosabb —az S100A4 a TG2 enzimaktivitasatol fliggetleniil az utobbit
,nyitott” konformacioban stabilizalja, s a komplex jelentésen fokozza egyes tumorsejtek
adhézigjat. (2. publ.)

iv) Az S100B és a MAPKAP-kinaz RSK1 kdlcsonhatasat is jellemeztiik. Kideritettiik, hogy
az S100B kett6s gatlast gyakorol az RSK1-re: megakadalyozza az akitvalo-kinaz (ERK1/2)
kotodését és gatolja a kinaz intramolekularis foszforilacion keresztiili aktivalasat is.
Pontositottuk az S100B-hez k&tddo linearis motivumot (az RSK1 C-terminalis kinaz
doménjének autoinhibitor hélixe ¢s a MAPK dokkol6 peptid), meghataroztuk a kdtdpeptiddel
alkotott ,,fuzzy” komplex(ek) kristalyszerkezetét, valamint SAXS és részben NMR mérések
segitségével informaciohoz jutottunk a tényleges oldatszerkezetrdl is. Gyors-kinetikai
mérésekkel modellt allitottunk fel a komplex kialakuldsardl (4. publ.)

3) Ertékeljék és véleményezzék kozos munkajukat (sikereiket, nehézségeiket, illetve
azon otleteiket, javaslataikat, amelyeknek koszonhetéen a kovetkezd programok
hatékonysaga javulhat) (max. 200 szo).

A szinergia program keretében harmféle modszertani tudassal és megkozelitéssel kezdiink
vizsgalni egy tumorbioldgiai szempontbdl fontos fehérjecsalad kolcsonhatésait. PG in vitro
evolucios modszertanat sikerrel adaptaltuk a megcélzott PPI-k tanulmanyozasa soran. A
kolcsonhatasok termodinamikai, kinetikai analizisébol levont kovetkeztetéseket szerkezeti
alapon, szerkezeti modszerekkel tudtuk alatamasztani. Az in silico szerkezeti szimulaciok
illetve az NMR szerkezetvizsgalatok terén KL és BA szakismeretére tamaszkodhattunk. A
koz0s ,,brainstorming”-ok 0j Gtletekhez, kisérletek megtervezéséhez, az eredmények tobb
szempontbol vald értékeléséhen vezettek. A mar befejezett projektelemeken tul felvetddott
olyan evolucios projekt korvonala is, amely segitségével PPI-k szerkezeti elemeinek ko-
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A legfontosabb ,,szinergiaclemnek” a harom (és fél) szerkezeti megkozelités —
rontgenkrisztallografia (NyL), NMR (BA), modellezés (KL) és az in vitro evolucios
modszerek adta szekvencia sokasagok eldallitasa — kozos alkalmazasat tekintjiik. Az



»egymasra hatds” ezen elemét felismerve, a szerkezeti biologiai megkdzelitések
disszeminalasa céljabol sikeres ,,teadélutanokat” szerveztiink, ahol kotetlen szakmai
eszmecsere folyt a kiilonbozo érdeklddésii (elsésorban MEDinPROT palyézat nyertes)
kollégdk kozott. Javasoljuk hasonld szakmai ,,teadélutdnok™ jovobeni szponzoralasat.

Osszességében hasznosnak itéljiik meg a ,,szinergiankat”, ami nem fejezdott be, s a az
eredetileg megcélzott S100 fehérjék komplexeire vonatkozott téman tul, jakat szilt (Id. PG
¢s BA egylittmitkddése komplementer rendszer protedzok és inhibitoraik szerkezetvizsgalata,
BA és KL 1j ,,in cell” NMR projektje).

4) Szabadon fogalmazzdk meg a MedInProt kapcsan timogato és/vagy kritikus
¢szrevételeiket. (max. 200 szo)

A programot alapvetden sikeresnek értékeljiik, azzal egylitt, hogy a szenior résztvevok
bérkiegészités formajaban érkezd tAmogatasa csak korlatozottan tudta segiteni az jelentds
anyagi raforditassal jar6 ,,k6z0s” kisérletek finanszirozasat. Megfontolandénak tartjuk, hogy
amennyiben a jovoében is lesz hasonld palyazati kiirds a kutatocsoportok esetén a szinergiaban
résztvevo PI a didk vagy predoktor munkatdrsainak a timogatasara is fordithassa az
esetlegesen elnyert dsszeget. Azonkiviil sokkal ,,szimpatikusabb” lenne olyan tdmogatés, ami
részben dologi (vagy kis értékli miiszer) vasarlasara kdzvetleniil is fordithato.



