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Osszefoglalé gondolatok. A palyazat 6t éves futamideje alatt (2011.11-t61 2016.12.-ig) el-
végzett kutatomunkankbol kozétett kozel 40 angol nyelvii szakkoézlemény koziil harmat ér-
demes az elején kiilon Kiemelni. Az egyik - a Nature Genetics-ben (IF>32) megjelent -
munkankat azért, mert egy olyan genetikai és fehérjetudomanyi kutatasrol szamol be, mely
egy konkrét fehérje térszerkezetének problémajara fokuszalva kozvetleniil kapcsolodik a
klinikai gyogyitas napi gyakorlatdhoz. Egy adott szteroid-rezisztens vesebetegség kezelése
soran deriilt ugyanis fény arra, hogyan okozhatnak gyakori genetikai variansokrol atirodott
fehérjék ritka am végzetes betegséget. A gyermekgyogyasz (Tory Kalman, SE) betegagy mel-
lett tett megfigyeléseibdl kiindulva elébb az asszocialt fehérje sejten beliili lokalizaciojat,
majd térszerkezetét vizsgaltuk. Alapkutatas jellegli eredményeink mara visszacsatolédnak a
gyakorlati orvoslashoz, pozitivan megvaltoztatva a korabbi genetikai tanadcsadas kimenetelét.
Masik munkank beszamoléi a Chemistry A European Journal-ban 2013- és 2016-ban (IF~6)
jelentek meg és keriiltek cimlapra. E két dolgozatunk egy-egy modszertani fejlesztésiinkrol
szamol be, mely soran fehérje konformer-keverékek ujszeri kvantitativ elemzését oldottuk
meg. Mig az els6 NMR-rel végzett eljarasunk aminosav-specifikus, a masodik - kiroptikai
elektron-spektroszkopiai (kozeli-UV ECD) eljarason alapul6 - globalis és jol kvantifikalhatd
1972-es Nobel-dija 6ta kozismert, hogy a fehérjék, ha elveszitik nativ, leggyakrabban
globuléris téralkatukat (F-allapot) és denaturdlédnak (U-allapot), akkor bioldgiai funkcidjuk
is karvallott lesz. Figyelembe véve, hogy a polipeptidek és fehérjék mintegy 13-16 nagysag-
rendet at6leld iddskalan (fs—s—h) végeznek belsé mozgast (fehérje-dinamika), sem a ,,kép-
alkotas”, sem a minor formak meghatarozasa, sem pedig az aminosav szintii (dinamikus) pa-
raméterek megadasa nem lebecsiilendd feladat. Mind elméletibb jellegli dolgozataink, mind
az egy-egy polipeptidhez vagy fehérjéhez kapcsolodd térszerkezeti eredményeink, fehérje
feltekeredettségére vonatkoz6 adataink, stabilitasértékeink, hasznos és fontos részletei a fehér-
jekutatas egyre jelentdsebbé valo gyakorlati és ipari aspektusanak. Ma mar nemcsak alapkuta-
tas, de a gyogyszeripar vezetd fehérjemolekulai miatt — melyek piaci részesedése napjainkban
csak az USA-ban mar tobb mint 50-70 Milliard $/év — e kérdésekre adott valaszok komoly
ipari jelent6séggel rendelkeznek. A modern szerkezeti kémia és biologia nagy kihivasa to-
vabbra is egy-egy fehérje fel- és letekeredési titvonalanak meghatarozasa, az ([U]«<>[I]<>[F])
folyamat termodinamikai és kinetikai feltérképezése. Spektroszkopiai (NMR, CD, IR), diff-
rakcios, molekula modellezési és elméleti modszerek kombinalt alkalmazasa jelenti a megol-
dast, mely technikdk alkalmazasa, fejlesztése €s esetenkénti szolgéltatasa hatdrozza meg kuta-
tocsoportunk (http://prot.chem.elte.hu) alap és napi tevékenységét.

A korszerll fehérje szerkezetkutatas elengedhetetlen része a bioinformatika, mely nagy-
mértékben segit kivalasztani, kontexXtualizalni és validalni az aminosav sorrendre, azok tér-
szerkezetet befolyasolo tulajdonsagaira vonatkozo6 informaciokat. A bioinformatika és az al-
kalmazott molekula modellezés — mely térténhet QM, MM, MD, QM/MM, stb. elméleti szin-
teken — egymast kolcsondsen segitd modszerek szinergidja teszi lehetdvé a szintetikus és
spektroszkopia feladatokat megel6z6 modelltervezést, a legalkalmasabb polipeptid szekvenci-
ak megvalasztasat, egyes reakciok értelmezését. A kutatasunk fokuszaban all6 mésodlagos
szerkezeti elemek preferenciaja, polipeptidlancok kolcsonhatas-vizsgalata, a 3D-téralkat ki-
alakulasanak megértése, racionalis modositasa, stb. soran rendre felhasznaltuk a racionalis
tervezés lehetd legszélesebb korét. A haszndlt eszkozoket €és modszereket csak kivonatosan,
az elért tudomanyos eredményeket tomoren és fokuszaltan ismertetjiik alabb.

A) Fehérje masodlagos szerkezeti elemek belsé stabilitasa, fel- és letekeredési poten-

cialja, amiloidképzése, a-hélixek és B-redok tervezhetésége



Az amiloidot felépit6 B-red6zott rétegek mellett az a-hélixek meghatarozoé jelentéségli masod-
lagos szerkezeti elemek. Eppen a prion fehérjékre igaz, hogy egy helikdlis régio valik
B-red6zott réteg jelleglivé, mely konformacids atmenet egyik fontos 1épése az a-hélixek inhe-
rens stabilitdsanak mélyebb megértése. A fehérjéket felépitd a-hélixek legtdbbje, ha a fehérje
elveszti 3D-téralkatat, maga is szétzilalodik, noha egyes rendezetlen fehérje (IDP/IUP) eseté-
ben az elsé megjelend rendez6dési motivum éppen az a-hélix (pl. ERD14 lasd alabb). A ma-
ganyos toltott a-hélix egy ujonnan azonositott fehérjeszerkezeti motivum, amelyet korabban
éppen kutatécsoportunk munkatarsa Gaspari Zoltan irt le. Két modszer konszenzusan alapulod
predikcios eljarasunk alapjan kimutattuk, hogy ez a motivum bar ritka - az emberi fehérjéknek
alig 0,2 %-at érinti, - de jelen van. Az érintett fehérjék leggyakrabban RNS-molekuldkhoz
kotédve fontos biokémiai folyamatokban vesznek részt. Megfigyeltiik, hogy a maganyos tol-
tott a-hélix motivumok nem tlinnek az evolicids idéskalan konzervaltnak. Egy predikcios
web-szervert készitettiink (Gaspari_2012_Biochem. Biophys. Acta).

Vizsgaltuk a 310-hélix és a B-réteg térszerkezeti elemek belsd stabilitdsat, kooperativita-
sanak ¢és kompaktsaganak mértékét kiilonboz6, a szokasosnal joval hosszabb (pl. n=34)
polipeptid modellek esetében: HCO-(XxX),-NH, Xxx=Gly és L-Ala, ahol n< 34, a B3LYP és
RHF elméleti szinten, dzp bazison (pl. 6-31G(d)). Megallapitottuk ezen ,,extrém hossza” tér-
szerkezeti elemek feltekeredési preferencidjat, kvantitativ médon megadtuk a hosszfiiggd ko-
operativitasuk mértékét, az oldallancok altal meghatarozott kompaktsag jellemzdit
(Jakli_2013 ChemPhysLett).

a
*$ i o o . i
Bavge 00% 0,0 0‘&‘3%‘3’«935“‘ e
J"’J 29 J,J J’"“J J"‘J

Figure 1: A nyujtott és helikalis téralkatot felvevé dekapeptidek For-(L-Ala)io-NH2

Fehérjék masodlagos szerkezeti elemének (a-hélix, p-redé, stb.) hatékony meghataroza-
sanak talan legegyszeriibb mddja a tavoli UV tartomanyba esé ECD mérés. Egyik modszer-
fejlesztésiink célja egy gyors, mégis pontos ECD alapu enantiomer tobblet meghatarozas volt
(Nemes_2015_JOrgChem).

------

3D-térszerkezeti adatbazisok felhasznalasaval vizsgéltuk az aminosavak par preferenmajat
fehérjéket felépitd B-red6zott rétegek alapjan. Azt talaltuk, hogy a parpreferencia mértéke a
leggyakoribb aminosav parok esetében megbizhat6, am a kevésbé gyakori parok esetében, a
széles korben alkalmazott XZ teszt tulbecsiili a korrelaciot. A homologia szlirés hatdsanak
szamszerlsitéséhez harom eltéré modszert teszteltiink: CD-HIT, PDBSelect és a PISCES



programokat alkalmaztuk. Kimutattuk, hogy nemcsak a sziirési hatarértékek, de az adatbazi-
sokat felépit6 fehérjék is nagyban befolyasoljak a kapott parpreferencia adatbazist. Létrehoz-
tunk egy 1) NMR méréseken alapul6 aminosav parpreferencia adatbazist. Kifejlesztettiink
egy, a B-rétegek kialakuldsanak ,,hajtéerejét” az aminosav sorrend fiiggvényében meghatirozo
programot, amelyet a B-red6 / hajtii-kanyar rendszerek szintézisét megel6z6 tervezés soran
alkalmazhatunk a jovében (Jakli 2017 bekiildés alatt).

Az Alzheimer kor kialakulasa amiloidogén polipeptidek oligomerizacidjahoz és polimeri-
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geometria optimalizalds €s vibracids analizist kovetden kiilonb6z0 méretli parallel és
antiparallel B-redéket tanulmanyoztunk, — vizsgaltuk az amiloid képzés folyamatanak termo-
dinamikai jellemz6it. Kimutattuk, hogy az oligomerizacio ezen esetekben termodinamikailag
kedvez0 folyamat. Az antiparallel reddk stabilabbak a paralleleknél, az asszociacio révén ent-
ropia csokkenés jelentkezik, amely kedvezodtlen részfolyamatot az entalpikus nyereség
kompenzalja. Ravilagitottunk arra, hogy az antiparallel red6k entropia jaruléka a lanchossz
(aminosav  darabszam) novekedésével miért vesz fel 1épcsé-fiiggvény  alakot
(Pohl_2012_PhysChemChemPhys). QM-szamitasokon keresztiil vizsgaltuk a diszulfid hidak
B-rétegek stabilitdsara gyakorolt hatdsat. Kvantitativ modon jellemeztiik a B-szalon beliili és a
szalak kozotti diszulfidhidak szerkezetstabilizal6 hatasat (Galant_2014 ChemPhysLett).

Az elébb emlitett B-szalak, rétegek és végeredményben az amiloid-képzés a fehérjegerinc
konformacios ,,sziikiilése”, mely soran a Ramachandran-feliilet egy régidja valik meghataro-
zottd. A Ramachandran-térkép kettds ,,torus” reprezentacidéja a lehetd legkorrektebben
mutatja a gerinckonformaciot leir6 mindkét fiiggetlen valtozo, a ¢ és a y értékekhez rendelhe-
t6 potencialis-energia feliilet folytonos jellegét. Ez a transzformacio hitelesen alkalmazhato
barmely polipeptid és fehérje fel- és letekeredésének bemutatdsara, mivel a ,kettds torus”
leirasmod esetén egyediil igaz hogy a potencialisenergia feliilet minden pontjanak értelmezhe-
t0 kornyezete van, hogy nincsenek ,,megtévesztéd” élek és ,,peremek”, amelyek megtorik a
feliilet valodi topologiara jellemzo folytonossagot (Jakli_2012_Chem. Phys. Lett).
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Figure 2: A Ramachandran-térkép ,, kalsszikus” és ,,torus” reprezentacidja

Mint mdas esetekben az amiloidképzésre fogékony szekvencidk esetében is az evoluciods
konzervalas hatterében szerkezeti és dinamikai vonatkozasok vélelmezheték. Mivel az
amiloid allapot, mint végeredmény egy merev, enzimatikus uton megbonthatatlan és ezért
recirkulalhatatlan nanostruktara, az evolucio sordn szelekcids nyomas iranyul(hatot)t a fehér-
jék aggregacios hajlamanak csokkentésére. Ugyanakkor egyre inkabb elfogadott tény, hogy 0j
gének, fehérjék de novo keletkezhetnek korabban nem kodolé DNS-szakaszok atirasa és le-
forditasa révén. Azt vizsgaltuk, hogy kiilonb6z6 GC-tartalmu, véletlenszer(i DNS-szakaszok
altal kodolt hipotetikus fehérje esetében vajon milyen rendezetlenségi, amiloid-, aggregacios-
, és transzmembran-hélix képzé hajlammal rendelkezé aminosav-sorrendet kaphatunk. Azt
talaltuk, hogy ezek a tulajdonsagok erésen fiiggnek a kodoldé DNS-szakasz relativ GC-
aranyatol. A 40-50-60%-0s GC-tartalmil régiok esetében az aggregacios hajlam az emberi
fehérjékre jellemz6 tartomanyon beliilre esik. A jelenleg ismert harom, egyértelmiien elfoga-
dottan de novo létrejott, emberre jellemzoen egyedi fehérje tulajdonsagai 6sszhangban vannak
a megfigyelt tendenciakkal. Ez végeredményben azt kell, hogy jelentse, hogy egy fehérje —
akdr fokozott - aggregacios hajlama nem akadalya 0j fehérjék képzddésének, tehat az
amiloidképzés ellen evolicidés nyomas vélhetdleg nem alt és all fent (Angyan 2012 FEBS
Lett).

B) A masodlagos és harmadlagos téralkatot stabilizalé gyenge kolcsonhatasok mé-
lyebb megértése, ritka konformerek és allapotok azonositasa

Makromolekulak, s ezen beliil a polipeptidek és fehérjék masodlagos és harmadlagos szerke-
zeti elemeit gyakran stabilizaljak az aromas rendszerekkel (Phe, Tyr, Trp) kdzvetleniil kol-
csOnhato toltott aminosav-oldallancok (Lys(+), Arg(+), Asp(-), Glu(-)) és ionok (pl. H(+),
Cl(-),..). llyen intra- és intermolekularis kolcsonhatasok, bar ismertek és fehérje szinten rész-
ben analizaltak, egységesen a koélcsonhatasok relativ stlya és nagysaga szerint nem voltak
meghatarozottak. Ezért alkalmas modellrendszeren vizsgaltuk az ion-aromas rendszerek



kolcsonhatasi energidit az X / M+ CgHg / CoFg rendszereken: ahol X = H, F, Cl és M = H,
Li és Na. Az aromds rendszerekben megfigyelhetd négy lehetséges kolesonhatési forma az
aromas-anion (AA), kation-z (CP), anion-n (AP), és kation-aromas (CA). Mindegyiket egy
kozos keretrendszer részeként vizsgaltuk és kvantitativ szinten jellemeztik. Az egyensulyi
szerkezetek mellett egyes esetekben az els6- és masodrendt atmeneti allapotokat is sikertlt
azonositanunk ,,befagyasztott héjak” (FC) kozelitést alkalmazva strliség illesztett (DF)-
MP2/aug-cc-pVDZ igen magas elméleti szinten. Mig az AA és CA kolcsonhatasok esetében
kétféle sik elrendezddést azonositottunk, addig az AP és CP esetekben az ion mindig az aro-
mas gylrl felett helyezkedik el a térben. A peptid fragmensekhez kozelebb allo ,,poliatomos
ionok” (pl. NH;", CH3NH3", HCOO", CH3COOQ") vizsgalata ramutatott arra, hogy a kdlcson-
hatasok eréssége CP, CA, AP, AA sorrendben csokken, nagysagrendjiik a 10 kcal/mol tarto-
manyba is eshet, azaz jelentds (Papp JCompChem 2017).
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Figure 3: Az aromds rendszerekben megfigyelheté négy lehetséges kolcsonhatdsi forma az
aromas-anion (AA), kation-z (CP), anion-n (AP), és kation-aromds (CA).
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Az imént emlitett ionos-m kdlesdonhatasoknal gyengébbek a CH-mt tipust diszperzios erok,
amelyek akar peptidek, akar szénhidratok esetében birnak jelentdséggel, a téralkatot, de akar a
reaktivitast is befolyasold tényezok lehetnek. In silico modszerekkel vizsgaltak a gyenge O-H
¢és szupergyenge C-H savak komplexképz6 tulajdonsagait, a kolcsonhatasok stabilitasat és
geometriai sajatsagat. Kimutattuk, hogy szemben az O-H savakkal, amelyek Bronsted savként
alkotnak komplexet, a szupergyenge C-H savak Lewis savként vesznek részt komplexeikben
(Szaniszlo_2017_StructChem).

A glycoscience, a glikopeptidek eldretorése sziikségessé teszi a szénhidratok konformaci-
6s hiperfeliileteinek jobb megértését, a legvaldoszinlibb konformerek racionalis feltérképezé-
sét. Ezért elkészitettliink a folyamatosan boviild, fehérjék szerkezeti paramétereit feldolgozo
programkonyvtar mellé egy, a hexopiran6zok konformacios tulajdonsagait tomorité JAVA
API konyvtarat is. Ennek segitségével elemezni kezdtiik a monoszacharidok vizes oldatban
jelenlevo, a leggyakrabban vélelmezett 4C1 és 1C4 ,,sz€k” formak mellett a tGbbtucat csavart
gylirts téralkat mibenlétét és QM-alapi modellezhetdségét (Jakli 2017 elékésziiletben).



Az oxidativ stressz a fehérjékben gyokok képzodéséhez vezethet, amelyek felelossé tehe-
tok a molekularis oregedést jelz6 D-aminosavak feldusulasaért. Kvantumkémiai szamitasok-
kal vizsgaltuk azt a reakciot, amelyben N-Ac-L-Xxx-N-HMe-bél (Xxx= Gly, Ala, Asp) egy
hidroxil gyok (HO) hatasara a hidrogénatom honnan és milyen moédon tavozik. El8szor mu-
tattuk ki peptidek esetében, hogy a legstabilabb gyok az aH-atom leszakadasaval keletkezik,
hogy a visszamarado ,,aminosav” gyok akiralis, ha Xxx = Gly vagy Ala, de kiralis ha mas
bonyolultabb oldallancot tartalmaz: tengelyes kiralitas jelenik meg, amely az atropizoméria
enantiomer molekula-gyok egymasba vald konformacios atalakulasanak ttjait egy alkalmas
4D-Ramachandran potencialisenergia hiperfeliileten kovettiik (Gerlei_2013 JPhysChemB) és
(Gerlei_2014 ChemPhysLett).

C) o/B-kiméra, B-peptidek, foldamerek tervezése, 1ij B-aminosavak szintézise.

A fehérjékben genetikailag kodolt 20 fajta a-aminosav mellett, a szintetikus peptid és
foldamerkémia eldszeretettel haszndlja a biokompatibilis f-aminosavakat, amelyekbdl felépii-
16 a/B-kiméra és B-peptidek valtozatos masodlagos térszerkezeti elemeket eredményezhet. A
kiralis B-aminosavakon e tulajdonsaga befolyasolhaté a konfiguracio varialasan keresztiil. A
korabban felfedezett és leirt apolaris B-redd térszerkezet stabilitdsanak szisztematikus vizsga-
latat elvégezve - heterokiralisan diszubsztitualt B-aminosavakat felhasznalva — olyan model-
leket terveztiink, amelyek redéképz6 hajlama nagy. A konformerek QM alapon szamolt ter-
modinamikai stabilitasa alapjan kedvez6 ,,lego” épitéelemekké valhatnak. A korabbi feltétele-
zésekkel szemben, a homokiralisan diszubszitualt rendszerek stabil B-red6 téralkatot hoz-
hatnak létre, mely alapon orientalt B-peptidek racionalis tervezését kezdtiik meg. E kedvezd,
iddéatlagban egységesnek mutatkozo6 ,,foldamerek” konformacids tulajdonsagaik alapjan a-
aminosavak alkotta amiloidok azonositasara, illetve e folyamat szabéalyozasara / gatlasra le-
hetnek a jovében esetleg felhasznalhatok (Pohl 2012 Amino Acids).

A kozismertebb amino-ciklohexankarbonsavak (AHPC) €s amino-
ciklopentankarbonsavak (ACPC) ciklusos B-aminosavak legkisebb és legmerevebb képvisel6-
je a 2-aminociklobutan-1-karbonsav (roviden ACBA). Kooperacid keretében felépitettiink 2-4
tagt B-oligopeptideket, s vizsgaltuk a lehetséges konformerek térszerkezetét (NMR), majd
gek kombinécidjakor a monomerek lokélis konformacids preferencidja megmarad, igy Uj
foldamerek, jol definialt masodlagos szerkezetli oligomerek racionalis tervezésére nyilhat
lehetdség a monomer ACBA egységek, legd-szerli kombindcidjaval. A kiralitdsan szabalyo-
zott foldamerek 1) csoportjat allitottuk igy eld, majd jellemeztiik azokat. Ramutatva arra,
hogy melyek lehetnek a jovoben biokompatibilis biopolimerképzok (Gorrea 2012 J. Org.
Chem). Matrix izolacios IR spektroszkopiaval (kb. -255°C) megmértik az
2-aminociklobutan-1-karbonsav szarmazékok, X-(ACBA),-Y kiralitas altal vezérelt lokalis
konformacios preferencigjat. Kimutattuk, hogy részben a cisz és transz konformerek altal 1ét-
rehozott ,,cikcakk”, részben egy helikélis konformer van jelen. A szdmolas és molekula mo-
dellezés mellett tehat vilagossa valt, hogy ezeknél a -(ACBA),- oligopeptideknél a
B-aminosav lokalis konfiguracidja dnmagaban meghatarozhatja a feltekeredés jellegét, amely
tulajdonsaguk alapjan foldamerekké valhatnak (Pohl_2013 AminoAcids).

Ot- és hattagti gyiir{is cukor-B-aminosavak prekurzorainak szintézisét kezdtiik meg és
vittiik részben sikerre az elmult évek soran, mivel azt tapasztaltuk hogy az ACBC, ACPC és
az ACHC tulsagosan hidrofob aminosavak. Erre akkor figyeltiink fel, amikor a 39 aminosav-
bol allo, és a Il-es tipusu cukorbetegség gyogyitasara sikerrel hasznalt, Exendin-4 varialhato



szakaszaba foldamerként egy 5 ACPC hosszl alegységet épitettiink be. Eldallitottunk igy egy
25db a- és 5db ciklikus B-aminosavbol felépiilé 30 aminosav hosszl o/f kiméra peptidet. (E
molekula szintézise soran Gsszehasonlitottuk a manualis és a mikrohullamt peptidszintézis
stratégiai lehetéségeit is.) Azonban amikor e makromolekula szerkezetvizsgalataba fogtunk,
akkor dobbentiink ra hogy az -(ACPC)s- alegység tlzottan hidrofob, a molekula vizoldhato-
sdga gyenge, konformacids tulajdonsagai romlanak. E felfedezések inspiraltak minket arra,
hogy belekezdjiink az alabb roviden ismertetendé cukoraminosavak méretnovelheté totalszin-
tézisébe. Feltételezésiink szerint az akar részlegesen védett cukoraminosavak beépitésével
varhatéan né majd a modositott foldamerek/fehérjék vizoldhatosaga, és javulhat ezek
farmakodinamaiai tulajdonsaga. A hattagu, piranozgytriis cukoraminosavak egyik valasztott
modellje a 2-amino-2-dezoxi-B-D-gliikopiranozil-karbonsav, amelyben az amino- és a
karboxilcsoport transz-allasu. A glikozil-karboxamid eldallitasat a megfeleléen védett
glikozil-cianidon keresztiil oldottuk meg. Esetenként anomer keverékek képzodését tapasztal-
va. Az izomer 2-amino-2-dezoxi-D-mannopiranozil-karbonsav szintéziséhez, melyben az
amino- ¢és karboxil-csoport cisz-helyzetben van, 0j, gazdasagos modszer kidolgozasat kezdtiik
el. Az oOttagl, furandzgylirlis béta-aminokarbonsavak esetében eldallitottuk mindkét tipust,
azaz az amino- és a karboxil-csoportot cisz- ill. transz helyzetben tartalmaz6 modellvegyiile-
tek megfeleléen védett szarmazékait, nevezetesen a 3-amino-3-dezoxi-D-ribofuran-uronsav
tovabbi kapcsolasokra alkalmas védett szarmazékat, valamint ennek sztereoizomer 3-azido-3-
dezoxi-D-xilofuran-uronsav szarmazékat.

Preparativ kémiai megfontolasok altal vezérelve, olyan furandz- és pirandzgylris
B-cukoraminosav szarmazékok el6allitasaba kezdtiink, amelyek kiindulasi anyaga egyszeri és
olcson beszerezheté monoszacharid, amely konformacios sajatsagai miatt alkalmas épitéegy-
ségként lesz alkalmazhato. Cisz-, és transz-furanuronsav szarmazékot készitettiink, amelyek
aminocsoportja a C-3, karboxilcsoportja a C-4 helyzetben lett kiépitve. C-1 és C-2 hidroxil-
csoportjai izopropilidén véddcsoporttal lettek ellatva, melyek a beépitést kovetden eltavolitha-
tok lehetnek. Ehhez azonban ki kellett dolgoznunk a ciklikus B-aminosavak gazdasagos és
méretndvelhetd szintézisét (tipikusan 7-10 I1épéses totalszintézis). A kutatocsoportban kidol-
goztuk két cukor-aminosav, a 3-amino-3-dezoxi-ribofuranuronsav (H-tX-OH) és C-3
epimerjének, a 3-amino-3-dezoxi-xilofuranuronsavnak (H-cX—OH) koéltséghatékony szinté-
zisét és tisztitasat D-gliikozbol kiindulva. Elkészitettiik a foldamer szintézis soran kapcsolasra
alkalmazhaté szarmazékokat (—X-OMe, —X-QiPr, - X-NHMe, Fmoc-X-OH), valamint —
Aaa—tX-Aaa— €s —Aaa—tX-tX-Aaa— tipusu foldamer épitdelemeket
(Nagy 2017 _AminoAcids). Eléallitottuk a H-Gly-Gly-X-Gly-Gly-OH a/p pentapeptid szinté-
ziséhez alkalmazott furandzgylriis cukor-aminosavakat, Fmoc-véddcsoportot tartalmazod és
azido-szarmazékait. Az azido-szarmazékok alkalmazasa esetén a redukcios 1épést a
Staudinger-reakcioval végeztiik, amely soran a Cisz-sztereoizomerbdl egy meglepden stabil
intermedier keletkezett. A stabilitas szerkezeti alapjait rontgendiffrakcios és NMR mérések-
kel, valamint molekuladinamikai szimulaciokkal deritettiik ki (Csordas_2016_AminoAcids).
Igazoltuk és feltérképeztiik a cukor-arilhidrazonok gytiriis formajanak a stabilitasért felelos
(D-gliikko-, D-galakto-, D-manno- és D-talo-szarmazék), hex6zamin-fenilhidrazonok és -4-
nitro-fenilhidrazonok csaladjara terjesztettiik sikerrel ki (G6z_2016_Glycochemistry).

Ahogy azt fent emlitettiik az Exendin-4 varialhat6 szakaszaba foldamerek beépitését tliz-
tik ki korabban célul, amely molekula bioaktiv, a B-alosztalyba tartoz6 GPC receptorhoz
kotodo téralkatanak kialakitasat annak Trp-kalitka része ,,vezérli”. Exenatid-4, roviden Ex-4,
egy GLP-1 agonista. A Tc5b egy mindossze 20 aminosavbol felépiilé Trp-kalitka minifehérje,



melyet az Exenatid-4 szisztematikus roviditésével és alakitasaval hoztak létre mintegy 15 év-
vel ezeldtt, s valt mara a fehérjekutatok kedvenc tesztfehérjéjévé.

D) Fehérjék 3D-foldja, a Trp-kalitka, és tovabbi feltekeredett nano-rendszerek

A Trp-kalitka (mini)fehérjék egyik kulcs szerkezetstabilizalé eleme az Asp®-Arg™ sohid
(szamozas Tcbb szerint), amely szerepét a fehérje feltekeredésében - mindkét aminosav szisz-
tematikus cseréjével - feltérképeztiik, az oldallancok interakcios-halozatat megvizsgaltuk. Az
ECD- és NMR-modszerrel kapott eredményeink szerint mindkét aminosav tobbféle fehérje-
stabilizalo kdlcsonhatasban vehet részt, egy komplex interakcios halozat részeként. Kimutat-
tuk, hogy a Trp-kalitka minifehérje feltekeredése nem két-allapotu folyamat, hanem interme-
dier képzddésen keresztiil torténik (Rovo 2011 J.Pept.Sci). NMR moédszerekkel torténd vizs-
galatok soran felderitettiik, és atomi szinten vizsgaltuk a fehérje tobb 1épésben torténd fel- és
letekeredésének mechanizmusat. Dekonvolucios eljarast dolgoztak ki a spektrumok kiértéke-
lésére, és jellemezni tudtuk az egymassal gyorsan cserélédo, s ezért tiszta formaikban ,,latha-
tatlan™ fel- és letekeredett, valamint kozbiils allapotokat. Feltartuk a fehérjegerinc bels6
mozgékonysaganak és a téralkat-atrendezddésnek molekuldris hatterét, valamint meghataroz-
tuk a tobblépéses feltekeredési folyamat termodinamikai paramétereit. A publikacio, amelyet
2012-ben fogadtak el, cimlapra keriilt a Chemistry folyoiratban (Rovo_2013_ChemEurJ).
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Figure 4: Fehérjék , rejtett” dallapotainak meghatdarozasa heterokorrelicios NMR adatok
alapjan

Ezzel parhuzamosan harom kiilonbozé hosszusagu Trp-kalitka hémérséklet- és kon-
centraciofiiggd konformacids atalakuldsait (a-hélix — B-szal atalakulas), feltekeredéstdl fiig-
g6 aggregacios készségét vizsgaltak ECD-, VCD-, és FT-IR spektroszkopiai modszerekkel. E
kutatas érdekessége hogy kontrollalhatd és reverzibilis modon egyes Ex-4 roviditett
peptidekb6] (25 aminosavas polipeptidek) amiloidot tudtunk eldallitani. igy tehat a Trp-
kalitka, mint a legkisebb fehérje tulajdonsagi készlete, kiegésziilt a fel- és letekeredés mellett
az amilodképzéssel (Farkas 2013 EurJOrgChem). A kémiai médositas vezérelte
aggregaciot vizsgaltuk a Tc5b és foszforilalt variansai kérében NMR, CD, FT-IR moédsze-
rekkel és molekuladinamikai szimulaciok alkalmazasaval. Kimutattuk, hogy a foszforilacio a
szekvencia bizonyos pontjain letekeredést majd amiloid-képz6dést eredményez. Egy kitiinte-
tett pozicioban azonban a foszfat csoport megjelenése egy alternativ aggregalddasi mecha-
nizmust eredményezett: idészakosan kollagén-tipusu harmas hélix szerkezet alakult ki. Tehat
a foszforilacid mértéke és helye egyfajta ,,konformacios-kapcsoloként” miikddhet egyes fe-
hérjék esetében (Kardos 2015 JPhysChemB). Elemeztiik a viz szerepét a fehérjék ’coiled-
coil’ szerkezeti elemeinek a stabilitasaban. Leirtuk, hogy a viz eldsegitheti a coiled-coil régid
feltekeredését, stabilizalhatja azt, de bizonyos esetekben a motivum lebomlasat propagalhatja,
vagy az amilod-képzodéshez vezetd fatalis konformacio-atalakulasi és oligomerizacios fo-
lyamatokhoz jarulhat hozza (Vajda 2016 BioMolConcept).



Aggregation scheme of Trp-cage miniprotein
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Figure 5: Egyes Trp-kalitka fehérjék aggregacios folyamatinak szerkezeti lépései

Osszehasonlito szintetikus munkét és analizist végeztiink egyes mini fehérjék szilard-
fazisti és bakteridlis expresszios eldallitdsa, analitikai tisztasdguk és koltséghatékonysaguk
vonatkozasaban. Kiilonboz6 G-fehérje kapcsolt receptorral kdlesonhatod peptidek szintézisét,
mind szilard fazisu peptidszintézissel, mind bakterialis expresszioval, megoldottunk, tobbszor
megismételtiink, majd osszehasonlitd elemzésben értékeltiik ezeket a tisztitas, az *°N/**C izo-
topjelolés gazdasagossaga és a kornyezet terhelése szempontjabol. Megallapitottuk, hogy e
két modszer nem kompetitiv, hanem komplementer jellegii. (Straner 2016_CurrProtPeptSci).

Kimutattuk, hogy az ECD vizsgalati modszerben az aromas aminosavak (Tyr, Trp)
Ly savja a fehérje feltekeredettségét jelz6 szenzorként is alkalmazhatd. Az ezen alapulo 0j a
kozeli-UV tartoméanyba esé ECD mddszert dolgoztunk ki, melyet mar ismert NMR szerkezet(i
triptofan-kalitka minifehérjék segitségével kalibraltunk, majd validaltunk, munkank cimlapra
keriilt (Farkas_2016_ChemAEur)).
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Figure 6: Kozeli-UV ECD spektrum mint egyes fehérjék feltekeredettségének szenzora

A fent leirt megfigyelések és kutatasi eredményeink lehetdvé tették, hogy racionalis
térszerkezet alapu tervezést kovetden megjavitsuk az Ex-4 gyengébb vizoldhatdsagat. Analog
minifehérjék konformdacios stabilizalasan keresztiil, a helikalis régid hosszanak szisztematikus



crer

roszkopiai mérések segitségével igazolva - ahhoz, hogy kedvezdbb farmakodinamiaju mole-
kulat hozzunk 1étre. Analogjaink inzulin-szekréciora gyakorolt hatasat vizsgalva sikerrel alli-
tottunk el6 egy 39 aminosavas fehérjét, amelynek nagyobb lett a hélix-tartalma, s ezaltal
megnott a vizoldhatosaga, gy hogy ekozben az Ex-4-hez hasonld bioaktivitasat megdrizte
(Rovo_2014 Biochemistry). Az Ex-4 analég minifehérjék hélixtartalmanak ¢és
biostabilitasanak fokozasa céljabol megkezdtiik tovabbi alkalmas foldamerek kémiai szintézi-
sének elokészitését. Osszefoglald monografiat publikaltunk a viz szerepérdl a fehérjék felte-
keredése, stabilitasa, oligomerizacidja és aggregacioja kapcsan (Vajda 2014 JPeptSci).

Az Ex-4 et megkotéo GLP-1 receptor extracellularis doménjének bakteridlis expresszioja
soran mutatkoz6 refolding problémat, hosszi évek sikertelen probalkozasait kovetéen 2017-re
sikeriilt végre oldanunk. A kiilonb6z6 fuzids partnerek (GST, MBP, SUMO), és diszulfidhid
izomerazok alkalmazasaval sikertilt eléallitanunk a helyes diszulfidhid parosodast tartalmazo
fehérjét, melyet HPLC tisztitast kovetd mikroszekvenalassal hataroztunk meg. A nagybani
eléallitasa folyamatban van, a kozlemény elékésziiletben (Straner 2017 elékésziiletben).

E) Tovabbi biokativ peptidek és fehérjék

A penetratin szarmazékok egyiittmiikodésben végzett vizsgalata soran antibakterialis hatasa
szarmazékok (RQIKIWFQNRRM[OJKWKK-NH; ¢és RQIKIFFQNRRM[O]KFKK-NH;
metionin-szulfoxid szarmazékok) konformacios vizsgalatat végeztiik el tobb modszer kombi-
nacidjaval az antibakterialis aktivitas jobb megértése céljabol.
(Garro_2013_ChemBiolDrugRes) és (Parravicini_2016_ArchPharmChemLifeSci). CD spekt-
roszkopiai vizsgalatokat és molekuladinamikai szimuldcidkat végeztiink vizben ¢és
trifluoroetanol/viz elegyében, s ez alapjan egyes szekvenciak bioaktivitasanak térszerkezet
fliggését tudtuk megadni.

NMR-rel vizsgaltuk gyogyszervegyiiletek sejtbe juttatasaban szerepet jatszo NGR (Asn-
Gly-Arg részletet tartalmazo) ciklopeptidek stabilitasat. Az Asn-Gly tartalmi peptidek vizes
oldatban spontan dezamidalodnak, s ezért gydgyszerek iranyitott célba juttatisban jatszott
szerepiik megvaltozik. Kimutattuk, hogy a reaktans csoportok tavolsaga korrelal a peptidek
stabilitdsaval. Az Asn oldallanc térallasa és H-hidban torténd megkotése csokkenti a konfor-
macids szabadsagot, igy novelve a peptid kémiai stabilitasat (Enyedi 2015 JMedChem). Al-
talaban az Asn és Asp (Asx) tartalmua peptidekben lejatszodo addicids-eliminacios reakciok
révén izopeptid kotések alakulnak ki. Védett és nem védett Asx-Gly részletet tartalmazo
tetrapeptidek kémhatas- és hémérsékletfiiggd NMR stabilitasvizsgalataval bizonyitottuk, hogy
a magasabb pH ¢s a magasabb homérséklet kedvez ennek az atalakulasnak. A pozitiv toltést
tartalmaz6 peptidek kevésbé kemostabilak, a negativ toltés ezzel szemben jelentdsen lassitja
ugyanezt az izomerizacios folyamatot. A keletkez6 termékek aranya az atalakulas koztiter-
mékének sztérikus és elektronikus jellemzo6itdl fligg. A fehérje szerkezeti adatbazis (PDB)
elemzése alapjan kimutattuk, hogy az Asx y és y; torzids szogeinek értéke befolyasolja don-
téen a reagald csoportok tavolsagat, s ezaltal magat az izomerizaciot. Az izopeptid keletkezé-
sét kimutattuk és a terméket, NMR spektroszkopiaval jellemeztiik a Tcbb feltekeredett
minifehérje Asn-Gly tartalmil pontmutansa esetén ugyanigy, mint alkalmas globularis (pl.
SH3), vagy rendezetlen (pl. ERD14) fehérje esetében (Lang 2017 bekiildés alatt).

F) Nagy rendszerek, fehérje komplexek térszerkezetvizsgalata, globularis és belséleg
rendezetlen fehérjék, komplexeik, inhibitoraikkal alkotott funkcionalis egységeik



Alabb roviden néhany olyan fehérje kapcesan elért tudomanyos eredményeinkrdl szamolunk
be, melyek molekulatdmege nagy, térszerkezetiik NMR-el és/vagy rontgen diffrakcioval vizs-
galhato és elsddleges motivacionk a bioaktivitas konformacios hatterének megadasa volt.

A MASP-1 és MASP-2 fehérjék a komplement aktivalodas lektin utjanak korai enzimei,
ezaltal a velesziiletett immunitasban t6ltenek be fontos szerepet. A kutatdcsoport egyiittmii-
kodo partnerei in vitro evolucios technikaval kifejlesztettek a MASP-1 és MASP-2 enzimekre
specifikus inhibitorpart, amelyekkel funkcionalis tesztekben bizonyitottdk a MASP-1 elsddle-
ges fontossagat a komplement aktivalodas lektin utjan. Meghataroztuk mindkét en-
zim/inhibitor komplex kristalyszerkezetét, amelyek feltartak az inhibitor-Specificitas szerke-
zeti hatterét (Heja_2012_J.Biol.Chem.). Meghataroztuk a zimogén MASP-1 kristalyszerkeze-
tét. A zimogén és aktivalt szerkezetek 0sszehasonlitasa ravilagitott arra, hogy a MASP-1 na-
gyobb aktivitasanak egyik oka, hogy a hosszabb és polarisabb 2. hurokrégidja megkonnyiti a
dinamikus atmenetet a nyitott ¢és csukott konformaciés allapotok kozott. (Megye-
ri_2013 J.Biol.Chem). A velesziiletett immunitasban fontos szerepet jatszo enzimkaszkad
rendszer, a komplement aktivalodasanak egyik korai enzimének, a MASP-2-nek a
fedeztuk fel, ami segithet a flexibilitas proenzim aktivalodasban jatszott szerepének részlete-
sebb megértésében. Az uridin pszeudouridinna torténd atalakitasat vezérlé komplex fehér-
je/RNS enzim szerkezetét és miikodési mechanizmusat in silico modszerekkel tanulmanyoz-
tuk. Létrehoztuk és optimaltuk az emberi enzim és betegséget okozd mutansai homologia
modelljét. A fehérje-fehérje hatarfeliiletre es6 mutaciorol megmutattuk, hogy az enzim aktiv
helyén is jelentds szerkezeti valtozasokat indukal, igy valdszinlileg megakadalyozza a
pszeudo-uridinacios reakcid lejatszodasat. Az enzimreakcio QM/MM vizsgalata soran kimu-
tattuk, hogy a mutacié hatasara atrendez6d6 Asp-Arg aminosav-par a katalitikus reakcioban
kritikus szereppel bir.

A dUTPaz a preventiv DNS javitasban résztvevo esszencialis enzim, a dUTP hidroli-
zisét katalizalja. A reakciomechanizmus felderitését célzo kutatasokhoz kapcsolododan a reak-
ciot in situ 3P NMR spektroszkopiai mérésekkel kovettiik. Megallapitottuk, hogy a reakcid
lefutasaban a M,g2+ ion szerepet jatszik, jelenlétében a nukleofil tdmadas az o foszfor atomon
torténik. A spektrumok kvantitativ kiértékelésével kinetikai modellt allitottunk fel.
Staphylococcus fagbol szarmazdé dUTPaz enzimek moonlighting fehérjéknek adodtak. Részt
vettiink a @11 fag dUTPaz szerkezetének megoldasaban és felderitettiik a fagokra jellemzd
inszert motivum szerkezeti szerepét, a stabilizald6 minidomén Mg2+ kotd funkcidval egyiitt.
(Barabas_2013 NuclAcidRes) és (Leveles 2013 BiolCrystalActaCrysSecD). Ennek az esz-
szencialis enzimnek, a ¢11-ben jelen levé specialis kiterjesztésének, a szerkezet-funkcio Ko-
zOtti Osszefliggés megértése hozzasegithet minket a jovOben szelektiven hato gatldé molekuldk
kifejlesztéséhez.

Az acilpeptid-hidrolaz (APH) két doménbdl allo szerin-proteaz, az oligopeptidazok
csaladjaba tartozik. Krisztallografiai vizsgalataink sordn az enzim két kiilonb6z6 globalis
konformerét figyeltilk meg, amelyek segitségével megallapitottuk, hogy kettds funkcidjukat
(méretszelektivitas és katalizis) ,,konformacios szelekciés mechanizmussal” valdsitjak meg.
Az oligopeptidazok funkcidja szempontjabol fontos szubsztrat méretszelekcid 0j mechaniz-
musat fedeztiik fel a Pyrococcus horikoshii acilaminoacil peptidaz szerkezetvizsgalata soran.
Az enzim szimmetrikus hexamerjeiben a szubsztrat egy csatornarendszeren végighaladva éri
el az aktiv helyet, ezaltal az csak teljesen letekeredett, oligopeptid méretii szubsztratok szdma-
ra hozzaférhetd. Szerkezeti Osszefliggést fedeztiink fel a méretszelekcid tipusa és a hidrolaz
doménben talalhatdé  PB-red6 aggregaciora  hajlamos  élének  védelme  kozott.
(Menyhard_2013 JBiolChem). Az oligopeptidazok szerkezetvizsgalata soran egy kovalens



inhibitor segitségével igazoltuk, hogy az A. pernix acilaminoacil-peptidaz (AAP) szubsztrat-
méret szelektivitasa, valoban a két doménes enzimnek egy katalitikusan inaktiv nyitott és egy
aktiv csukott allapotan keresztiil valosul meg. Krisztallografiai és molekuladinamikai vizsga-
latokkal igazoltuk, hogy kis ligandumok bejuthatnak a csukott formaba is, nagyobb
szubsztratok (oligopeptidek) bejutasa viszont a nyitott forman keresztiil valdszinii
(Menyhard_2015 BiolCrystalActaCrysSecD). Emlés AAP szerkezetvizsgalataban elGszor
sikeriilt olyan kristalyt eléallitaniuk, amelynek rontgendiffrakcios mérésével lehetévé valt a
térszerkezet megoldasa. Jelenleg a szerkezetfinomitast végezziik. Krisztallografiaval vizsgal-
tuk két fajbol (ember és a malaria korokozoja: Plasmodium falciparum) szarmazo univerzalis
kalcium-szenzor fehérjének, a kalmodulinnak ugyanazzal a célpeptiddel alkotott komplexét és
jellegzetes kiilonbségeket talaltunk a kdlcsonhatas-mintazatban, a peptid konformacioban és
horgonyzo oldallancaiban is.

A szteroid-rezisztens nefrotikus szindroma (SRNS) kialakulasaért felelos egyik fehér-
jét, a podocint vizsgaltuk a SE kutatoival kooperacioban. Egylittm{ikodé partnereink szokat-
lan Oroklési aranyokat talaltak, és felfedezték, hogy a jelenség hatterében az 4ll, hogy az
R229Q varians kiilonb6z6 allélekkel kombinalodva kiilonb6zo (beteg/egészséges) fenotipust
eredményez. A kutatocsoportban a podocin kiilonb6z6 (homo- és hetero-) dimerjeinek model-
lezésével jellegzetes kiillonbségeket fedeztiink fel a betegséget hordozo és nem hordozé for-
mak kozott. A Nature Genetics cikkiikben els6ként adtuk meg e jelenség molekularis magya-
razatat (Tory 2014 NatGen). A szteroid rezisztens nefrézis egyik okozoja a podocitakban
kifejez6d6 podocin fehérje pontmutacidiban keresendd. Kiilonboz6 podocin fragmentumokat
allitottak eld E. coli expresszios rendszerben szerkezetvizsgalati célokra (krisztallografia,
NMR, ECD). A kristalyositasi kisérletek jelenleg is zajlanak, az ECD vizsgalatok eredménye-
ibdl azonban mar kimutathatoak a letalis és nem letalis mutansok hatésai.
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Figure 7: A podocin homo- és hetero-dimerjeinek modelljei jellegzetesen eltérdek a
betegséget hordozo és nem hordozo formak kozott.

Az LC8 dinein konnytlanc (DLC) csomoponti fehérje, mely szamos, kiilonboz6
funkcioval rendelkezd fehérjéhez képes kotddni €s ezaltal szabalyozni azok mikddését. Ront-
gen-diffrakcioval meghataroztuk egy in vitro evolucioval kifejlesztett, minden eddiginél erd-
sebben kot6do peptiddel alkotott komplexének térszerkezetét és vizsgaltuk a fehérje altal ki-
alakitott specifikus kolcsonhatasokat. Részt vettiink az LC8 dinein, egy csomoponti dimer
fehérje konnytilancanak (DYNLL) és egy szallitasért felel6s motorfehérje (miozin 5a) kotoré-
gidjanak jellemzésében. NMR moddszerrel jellemeztiik a miozin peptidet szabad és DYNLL-
hez kotott formait. Meghataroztuk, hogy szabad allapotban a peptid rendezetlen (a kotérégio-
ban kis hélixképzé hajlammal), mig kotott formaban a peptidszakasz B-szal térszerkezetet
vesz fel (Bodor_2014_ Biochemistry).



A Ca-ion aktivaciot kovetéen az S100A4 fehérje szamos mas fehérjével hat kdleson, S
mint ilyen a metasztazis kialakulasaban is szerephez jut. A jobb megértés érdekében a
C-terminalisan elhelyezked6 rendezetlen szakasz funkcionalis szerepét vizsgaltuk és azt talal-
tuk, hogy Ca* ion jelenlétében a rendezetlen szakasz kiegyenesedik, mely tényt NMR méré-
sekkel és MD szimulaciokkal is alatamasztottuk. Feltételezhet6 hogy éppen ez a konformaci-
0s valtozas teszi lehetové az S100A4 fehérje mas fehérjékkel valo intenziv kdlcsonhatasat is.
(Duelli_2014 PlosOne) és (Palfy_2016 ChemBioChem) Hasonlé megfontolasbol vizsgaltuk
az S100B fehérjét is (Gogl_2016_JBiolChem).
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Figure 8: Az S10044 fehérje komplexképzésének tobbszintii dinamikdja

Mas kinazokat aktivaldé mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPKS) regulacidja rovidebb,
vélhetéleg kevéssé rendezett fehérjeszakaszokon keresztiil valosul meg. NMR modszerekkel
vizsgaltuk a mérhetd relativ kémiai-eltolodasokbol kiolvashaté térszerkezeti adatokat és segi-
tettiik megérteni a k6tédés molekularis hatterét (Alexa 2015 PNAS).

Az ERD14 a dehidrinek csaladjaba tartozo novényi stresszfehérje, korabbi vizsgalatok
szerint szerkezet nélkiili fehérje (intrinstically disordered protein, IUP). Elvégeztiikk az 185
len, de néhany rovid szakaszon a konformaciés mozgas korlatozott, 5-25% hélix kialakitasi
hajlammal. Ezek valosziniileg a funkcionalis kolcsonhatasokhoz részlegesen elére formalt
elemek a fehérjén beliil (Agoston 2017 Cell bekiildés alatt).

Az idegrendszert érinté Parkinson betegségben kimutathatd, hogy az alfa-synuclein
¢és a TPPP/p25 rendezetlen fehérjék patologias kolcsonhatasa aggregaciot eredményez és a
betegség kialakulasat. Ez a kolcsonhatas eltéré a fiziologias tubulin és TPPP/p25 kozotti kol-
csOnhatastol, igy a gyodgyszertervezés stratégidja a patologias kolcsonhatds megsziintetésére
Osszpontosit. Nemcsak a f6 147-156-os TPPP/p25 kotoérégio, hanem mésodlagos kotdrégiok is
(pl. 59-62) hozzajarulnak ehhez a kolcsonhatashoz, melyben az u.n. kaméleon fehérjék - igy a
TPPP/p25 - konformacios plaszticitasa tikrozodik.

Tovabbi kiegészito adatok és informaciok kutatomunkankrol:
1) Az NK101072 palyazat futamideje alatt futé, benyujtott és elnyert kutatasi tamo-
gatasaink kozott emlitiink tobb OTKA (K72973, NK67800, NK100769, PD101095),
tobb EUs (EAST-NMR (228461), COST CMO0803, CPR-ICGEB ICGEB09-03,



2)

3)

4)

Horizon 2020 programban iINEXT ¢és Biostruct-X BAG) és egy ipari
(Sanofi/Frankfurt) kutatasi tamogatast. MTA palyazati keretébdl kaptunk tamogatast
500 MHz-es Bruker NMR DRX berendezés elektronikajanak teljes cseréjére, az MTA
MedInProt programjanak kdszonhetéen a kutatdocsoport tobb tagjanak kisebb tdmoga-
tast, illetve az NKFIH Vekop keretében a 700 MHz-es NMR egy hideg mérofej vasar-
lasara.

Kutatocsoportunk hazai tudomanyos kapcsolatai szerteagazoak. Ezek koziil a leg-
fontosabbakat foglaljuk alabb o6ssze: BMGE Alkalmazott Biotechnologia ¢és
Elelmiszertudomanyi Tanszék (dUTPaz), Peptidkémiai Kutatocsoport (kalpain), EL-
TE Biokémiai Tanszék (MASP, DLC); ELTE Fizioldgia és Neurobiologiai Tanszéke
és Szamitogéptudomanyi Tanszék (dUTPaz); MTA-ELTE Peptidkémiai (NGR,
MASP), MTA TTK Enzimologiai Intézet Genom Metabolizmus (dUTPaz), Funkcio-
nalisan Rendezetlen Fehérjék (ERD14), Protedz (APH) ¢és Sejt Architektura
(TPPP/p25) (MASP, cukor-aminosavak) laboratériumok, MTA Mez6gazdasagi Bio-
technologiai Kutatokdzpont (maganyos toltott o-hélixek), Semmelweis Egyetem 1.
Gyerekgyogyaszati Klinika (Ex-4, podocin), SZTE Kémiai Informatika Tanszéke
(atropizomerizacio Ramachandran térkép), SZTE Gyogyszerkémiai Intézete, Gyulai
Megyei Korhaz (benzotiazin-szarmazékok), SZTE Orvosi Vegytani Intézete (Trp-
kalitka, gombadld peptidek penetratin), MTA Alkaloid Kémiai Kutatocsoport (koro-
naéterek), MTA Alkaloid Kémiai Kutatocsoport és a Richter Gedeon gyogyszergyar.

Kutatocsoportunk nemzetkozi tudomanyos kapcsolatai osszetettek és sokrétiiek,
alabb csak a legfontosabbak keriilnek felsorolasra: Aarhus-i Egyetem (Ramachandran
térkép), Novo Nordisk, (Il-tipusu cukorbetegség) Dania, San Luis-i Nemzeti Egyetem,
Argentina (gombadlé hatasu peptidek, aggregacio), Torontoi Egyetem, Kanada (B-
peptidek atropizomerizacio, hélixek, Ramachandran térkép) és Universitat Autonoma
de Barcelona, Spanyolorszag (B-peptidek), Wisconsini Egyetem USA (rubredoxin),
EMBL-Hamburg (MASP), Frankfurti Goethe Egyetem (GPCR), Goteborgi Egyetem
(DYNLL2) Sanofi Frankfurt (aggregacio) Németorszag, King's College London, UK
(dUTPaz), Descartes Egyetem, Parizs (podocin), Lyoni Egyetem CRMN (NMR-
modszerfejlesztés), Franciaorszag és Oszaka Egyetem, Japan (MAS-NMR).

Tudomanyt népszeriisitd, ismeretterjesztd, parbeszédet a tudomany terén elsegitd
munkaink kapcsan elért szakmai eredményeink kivonatosan: legalabb 30 tudomanyt
népszerisitd eléadast tartottunk és irtunk tobb ismeretterjesztd magyar nyelvii cikket
az elmult 5 év soran. Tobb kollégaval (Buday Laszlo és Nyitray Laszlo) kozdsen 1ét-
rehoztuk elébb az ,,Open Laboratory of Protein Science” formaciot, majd az MTA
tamogatasaval 2014-t6l hazigazdai vagyunk a MedInProt Kivalosagi Egylittmiikddési
Programnak, illetve a Szent-Gyorgyi eléadas sorozatnak. Tobb mint 400 eurdpai kuta-
to szamara EuChems konferenciat ,,4th European Conference on Chemistry for Life
Sciences” és szatelit eseményeket szerveztiink, a krisztallografia nemzetkozi éve al-
kalmabol. Rendszeres el6adoi vagyunk a szegedi majd miskolci helyszinii kémiai nya-
ri iskolaknak melyen a Toront6i Egyetemrdl érkez6 didkok szamara tartottunk eléada-
sokat. A kutatocsoport vezetdjének adomanyoztak 2011-ben a Bolyai alkotoi dijat,
mely elismerés kapcsan tucatnal tobb tudomanyt népszerisit eldadast tartott (pl. az
Alkimia Ma eléadassorozat 100. eléadasat), TV, radio, internet eldadason vett részt, irt
ismeretterjesztd cikket. A kutatdcsoport vezetdje a fehérjék vizsgalati modszereit és
esettanulmanyokat osszefoglald atfogd, tankonyvként is hasznalhaté fehérjetudomanyi



szakkonyv irasaba kezdett szerkesztoként Buday Laszl6 és Nyitray Lasz16 kollégaival,
melynek tobb fejezetét kutatdcsoportunk munkatarsai irtak.

5) PhD hallgatéink koziil 5 végzett az elmult 5 évben és 14 kezdte meg vagy fejezi be
hamarosan disszertacioja elkészitését.



Megjelent tudomanyos kozlemények (koziil azokra, melyek a jelen palyazat altal tamogatot-
tak a fenti szovegtorzsében piros szinnel hivatkozzuk)

Alexa A, Gogl G, Glatz G, Garai A, Zeke A, Varga J, Dudas E, Jeszendi N, Bodor A, Hetényi
C, Reményi A (2015) Structural assembly of the signaling competent ERK2-RSK1
heterodimeric protein kinase complex. Proc Natl Acad Sci U S A. 112(9):2711-2716.

Angyin AF, Perczel A, Gaspari Z (2012) Estimating intrinsic structural preferences of de
novo emerging random-sequence proteins: is aggregation the main bottleneck? FEBS Lett.
586(16):2468-2472.

Barabas O, Grolmusz VI, Szabadka Z, Zagyva |, Kele Z, Rosta E, Perczel A (2013) Catalytic
mechanism of a-phosphate attack in dUTPase is revealed by X-ray crystallographic snapshots
of distinct intermediates, 31P-NMR spectroscopy and reaction path modelling. Nucleic Acids
Res. 41:10542-10555.

Beke-Somfai T, Csizmadia IG, Perczel A (2012) Amino Acids 43:735-749.
Jakli |, Jensen SJK, Csizmadia IG, Perczel A (2012) Chem. Phys. Lett. 547:82-88.

Bodor A, Radnai L, Hetényi C, Rapali P, Lang A, Kovér KE, Perczel A, Wahlgren WY, Ka-
tona G, Nyitray L (2014) DYNLL2 dynein light chain binds to an extended linear motif of
myosin 5a tail that has structural plasticity. Biochemistry 53(45):7107-7122.

Csordas B, Nagy A, Harmat V, Zsoldos-Mady V, Leveles I, Pintér I, Farkas V, Perczel A
(2016) Origin of problems related to Staudinger reduction in carbopeptoid syntheses. Amino
Acids 48: 2619-2633.

Duelli A, Kiss B, Lundholm I, Bodor A, Petoukhov MV, Svergun DI, Nyitray L, Katona G
(2014) The C-terminal random coil region tunes the Ca**-binding affinity of S100A4
through conformational activation. PLoS One 9(5):e97654.

Enyedi KN, Czajlik A, Knapp K, Lang A, Majer Z, Lajké E, Koéhidai L, Perczel A, Mez6 G
(2015) Development of Cyclic NGR Peptides with Thioether Linkage: Structure and Dyna-
mics Determining Deamidation and Bioactivity. J Med Chem. 58:1806-1817.

Farkas V, Csordas B, Hegyi O, T6th GK, Perczel A (2013) Foldamer Stability Coupled to

Aggregation Propensity of Elongated Trp-Cage. Eur. J. Org. Chem. 13:3513-3522.

Farkas V, Jakli I, Téth GK, Perczel A (2016) Aromatic cluster sensor of protein folding:
near-UV ECD bands assigned to fold compactness. Chemistry A Eur. J. 22:13871-13883.

Galant NJ, Song HC, Jakli I, Viskolcz B, Csizmadia IG, Knak Jensen SJ, Perczel A (2014) A
theoretical study of the stability of disulfide bridges in various f-sheet structures of protein
segment models. Chem. Phys. Lett. 593:48-54.

Garro AD, Olivella MS, Bombasaro JA, Lima B, Tapia A, Feresin G, Perczel A, Somlai C,
Penke B, Lopez Cascales J, Rodriguez AM, Enriz RD (2013) Penetratin and derivatives
acting as antibacterial agents. Chem Biol Drug Des. 82(2):167-177.

Gerlei KZ, Jakli 1, Széri M, Jensen SJK, Viskolcz B, Csizmadia IG, Perczel A (2013)
Atropisomerism of the Asn a Radicals Revealed by Ramachandran Surface Topology. J.
Phys. Chem. B 117:12402-124009.

Gerlei KZ, El6 L, Fiser B, Owen MC, Jakli I, Knak Jensen SJ, Csizmadia IG, Perczel A,
Viskolcz B (2014) Impairment of a model peptide by oxidative stress: Thermodynamic
stabilities of asparagine diamide Ca-radical foldamers. Chem. Phys. Lett. 593: 104-108.



Gogl G, Alexa A, Kiss B, Katona G, Kovacs M, Bodor A, Reményi A, Nyitray L (2016)
Structural basis of Ribosomal S6 Kinase 1 (RSK1) inhibition by S100B Protein: modulation
of the Extracellular Signal-regulated Kinase (ERK) signaling cascade in a calcium-dependent
way. J Biol Chem. 291(1):11-27.

Goldschmidt G6z V, Pintér I, Csampai A, Jakli I, Zsoldos-Mady V, Perczel A (2016)
Hydrogen-Bonding Network Anchors the Cyclic Form of Sugar Arylhydrazones. Eur J Org
Chem. 20:3419-3426.

Harmat V, Domokos K, Menyhard DK, Pall6 A, Szeltner Z, Szamosi |, Beke-Somfai T,
Naray-Szabo G, Polgar L (2011) Structure and Catalysis of Acylaminoacyl Peptidase: Closed
and Open Subunits of a Dimer Oligopeptidase. J. Biol. Chem. 286: 1987-1998.

Héja D, Harmat V, Fodor K, Wilmanns M, Dob¢6 J, Kékesi KA, Zavodszky P, Gal P, Pal G
(2012) J. Biol. Chem. 287:20290-20300.

Jakli I, Jensen JK, Csizmadia IG, Perczel A (2012) Variation of conformational properties at
a glance. True graphical visualization of the Ramachandran surface topology as a periodic
potential energy surface. Chem Phys Lett. 547:82-88.

Jakli I, Fejér SN, Farkas O, Viskolcz B, Jensen SJIK, Csizmadia IG, Perczel A (2013) Helix
compactness and stability: Electron structure calculations of conformer. Chem. Phys. Lett.
563:80-87.

Kardos J, Kiss B, Micsonai A, Rovo P, Menyhard DK, Kovacs J, Varadi G, Toth GK, Perc-
zel A (2015) Phosphorylation as Conformational Switch from the Native to Amyloid State -
Trp-Cage as Protein Aggregation Model. J Phys Chem B 119(7): 2946-2955.

Leveles I, Németh V, Szabé JE, Harmat V, Nyiri K, Bendes AA et al (2013) Structure and
enzymatic mechanism of a moonlighting dUTPase. Acta Crystallogr. D69:2298-2308

Megyeri M, Harmat V, Major B, Végh A, Balczer J, Héja D, Szilagyi K, Datz D, Pal G,
Zavodszky P, Gal P, Dob6 J (2013) Quantitative characterization of the activation steps of
mannan-binding lectin (MBL)-associated serine proteases (MASPs) points to the central role
of MASP-1 in the initiation of the complement lectin pathway. J Biol Chem. 288(13):8922-
8934.

Menyhard DK, Kiss-Szeman A, Tichy-Racs E, Hornung B, Radi K, Harmat V et al. (11): A
self-compartmentalizing hexamer serine protease from Pyrococcus horikoshii: substrate
selection achieved through multimerization J Biol Chem, 288: 17884-17894 (2013)

Menyhard DK, Orgovan Z, Szeltner Z, Szamosi I, Harmat V (2015) Catalytically distinct
states captured in a crystal lattice: the substrate-bound and scavenger states of
acylaminoacyl peptidase and their implications for functionality. Acta Crystallogr. D-Biol.
Crystallogr. 71:461-472.

Menyhard_2017_JChemInfModel

Nagy A, Zsoldos-Mady V, Csordas B, Pintér I, Farkas V, Perczel A (2016) C-3 epimers of
sugar amino acids as foldameric building blocks: improved synthesis, useful derivatives,
coupling strategies. Amino Acids 49:223-230.

Nemes A, Csoka T, Béni Sz, Farkas V, Rabai J, Szabo D (2015) Chiral recognition studies of
alpha-(nonafluoro-tert-butoxy)carboxylic acids by NMR spectroscopy. J Org Chem. 80:
6267-6274.



Palfy G, Kiss B, Nyitray L, Bodor A (2016) Multilevel Changes in Protein Dynamics upon
Complex Formation of the Calcium-Loaded S100A4 with a Nonmuscle Myosin IIA Tail
Fragment.Chembiochem. 17(19):1829-1838.

Parravicini O, Somlai C, Andujar SA, Garro AD, Lima B, Tapia A, Feresin G, Perczel A,
Toth G, Cascales JL, Rodriguez AM, Enriz RD (2016) Small Peptides Derived from
Penetratin as Antibacterial Agents. Arch Pharm (Weinheim). 349(4):242-251.

Perczel_2017_Molecules

Pohl G, Jakli I, Csizmadia IG, Papp D, Matias GF, Perczel A (2012) Phys. Chem. Chem.
Phys. 14:1507-1516.

Pohl G, Gorrea E, Branchadell V, Ortuiio RM, Perczel A, Tarczay Gy (2013) Foldamers of -
peptides: conformational preference of peptides formed by rigid building blocks. The first
MI-IR spectra of a triamide nanosystem. Amino Acids 45:957-973.

Rovo P; Farkas V; Hegyi O; Szolomajer-Csikos O; Toth GK; Perczel A (2011) Cooperativity
network of Trp-cage miniproteins: probing salt-bridges. J. Pept. Sci. 17: 610-619.

Rovo P, Straner P, Lang A, Bartha I, Huszéar K, Nyitray L, Perczel A (2013) Chem. Eur. J.
19:2628-2640.

Rové P, Farkas V, Straner P, Szabé M, Jermendy A, Hegyi O, Téth G K, Perczel A (2014)
Rational Design of a-Helix-Stabilized Exendin-4 Analogues. Biochemistry 53(22):3540-
3552.

Straner P, Taricska N, Szabo M, Toth GK, Perczel A (2016) Bacterial expression and/or
solid phase peptide synthesis of 20-40 amino acid long polypeptides and miniproteins, the
case study of Class B GPCR ligands. Curr Protein Pept Sci. 17(2):147-55.

Szaniszlé Sz, Csizmadia IG, Perczel A (2017) How weak an acid can be? Variations of H-
bond and/or van der Waals interaction of weak acids. Struct Chem. 28:371-378.

Szenasi_2017_BBA

Tory K, Menyhéard DK, Woerner S, Nevo F, Gribouval O, Kerti A, Straner P, Arrondel C,
Cong EH, Tulassay T, Mollet G, Perczel A, Antignac C: Mutation-dependent recessive
inheritance of NPHS2-associated steroid-resistant nephrotic syndrome. NATURE
GENETICS, 46 (3): 299-304. 8 (2014)

Vajda T, Perczel A (2014) Role of water in protein folding, oligomerization, amyloidosis and
miniprotein. J Pept Sci. 20(10):747-759.



