Részletes szakmai beszamolo

Bevezetd

Kutatasaink legfébb célkitlizése a fehérjefeltekeredés tanulmanyozasa volt, amit alkalmasan megvalasztott
modellrendszerek, kulonb6z4 méretli és eltérd belsé dinamikaju fehérjék vizsgalatan keresztll valdsitottunk meg. Az
atomi szintl képalkotast lehetévé tevd kisérletes (NMR-spektroszkopia és rontgenkrisztallografia) és elméleti
(kvantumkémiai szamitdsok és Dbioinformatika) modszerek segitségével kivantunk a fehérje ,folding”
problematikajanak jobb megértéséhez hozzajarulni. A szintetizalt vagy bakteridlis rendszerek segitségével elGallitott
fehérjék szerkezeti és dinamikai paramétereinek meghatarozasat kévetéen olyan Gjabb varidansokat terveztiink, majd
allitottunk elé, melyek konformacids tulajdonsagai a tervezett irdnyba mozdultak el. Ennek a cél-raciondlis és iterativ
folyamatnak koszénhetéen esetenként rendezett fehérjéket még rendezettebbé, mas esetekben viszont belséleg
rendezetlen fehérjéket még rendezetlenebbé tettlink. A vizsgalt mini- (pl. Tc5b, SGCI), modularis (CCP, SH2, DLC ...)
és funkciondlisan rendezetlen fehérjék (kalpasztatin, ERD14, P25,..) téralkatanak feltérképezése, valamint belsé
mozgasuk explicit jellemzése lehet6vé tette e makromolekuldk bioldgiai szerepének jobb megértését. A biokompatibilis
poliamid rendszerek raciondlis tervezése soran nem csak mutdnsokat (alfa-L-aminosavval helyettesitjik a nativ
szekvencia egyes elemeit), de varidansokat (pl. foszforilalt-aminosavat tartalmazd), valamint ,foldamer” elemeket
terveztink és szintetizaltunk. Ez utdbbi esetekben elsGsorban béta-aminosavak és béta-peptidek beépithetdségét
tartottuk szem el6tt és azt, hogy egy-egy ilyen lokalis (pontszer(i) modositas a fehérje primer szekvencidjaban milyen
térszerkezeti kovetkezményt indukalhat. Eredményeink 33 angol nyelvl kozleményben adtuk kézre (IF=116,984),
elérhet6vé tettik a vilaghalén, valamint tobb mint 40 hazai és nemzetkozi tudomanyos forumon és konferencian
mutattuk be.

A tudomanyos eredményeink révid ismertetése:

A kisebb és kbzepes mérettartomanyba esd fehérjék (5-100kDa) jelent6s hanyada, a riboszoman tortént
szintézistiket kovetdéen spontan és autondm modon veszi fel 3D téralkatat. Nagy jelent6séggel bir a bioaktivitas
hordozasaban mind a fehérjék 3D térszerkezete, mind azok széles idGskalan tortén6 bels6 mozgdasa. Bar tébb mint 50
éve a kutatdas homlokterében taldlhaté a linedris poliamid rendszerek, tehat a polipeptidek és fehérjék fel-és
letekeredésének problematikaja, az eredmények és erbfeszitések ellenére még mindig szamos alapvet6 kérdést nem
sikeriilt megvalaszolni. Ugy tlinik, hogy a megértéshez vezetd egyik Ut éppen a fehérje méretének tovabbi
csokkentésén at vezethet. Ezért a szokasos, ,allatorvosi I6ként” aposztrofalt ubikvitinnél (70-80 aminosav) is kisebb,
spontan maddon feltekeredd fehérjéket keresve talaltunk ra részben a kiilonb6z6 protedz-inhibitorokra (pl. SGCI, SGTI,
35-40 aminosav), részben az ezeknél is kisebb, minddssze 20 amimosavbdl allé Tc5b tipust minifehérjékre. A
méretcsokkentést tovabb folytatva, a fehérjéket felépité masodlagos szerkezeti elemek (hélixek, reddk, coiled-coil

elemek, stb.) stabilitdsanak és dinamikajanak jellemzésére is kiterjedt kutatdomunkank.

1) A két kisméretli protedz-inhibitor molekula korabbi NMR vizsgalataihoz kapcsolédéan a bels6
mozgékonysaguk megértéséhez elvezets Ugynevezett dinamikus térszerkezeti sokasagokat allitottunk el6. Az
NMR kisérleti adatok (S2 és NOE) alapjan generalt térszerkezeti csaladok segitségével megallapitottuk, hogy
a protedzzal vald kélcsdnhatds soran Ugynevezett konformer szelekcid torténik. (Gaspari és mts. 2010/1)
(Dhir és mts. 2010) Rendszereinket vizsgdlva arra a koOvetkeztetésre jutottunk, hogy egyes NMR-
spektroszkopiabdl szarmaztathaté paraméterek dinamikai vonatkozasait fel lehet hasznalni a téralkat-
csalddok helyes megallapitédsara. Javaslatot tettlink a hagyomanyos ,szerkezet-hatas” (Structure-Activity
Relationships, SAR) &sszefliggések dinamikai aspektussal val6 kib&vitésére, a ,Dynamic Structure-Activity
Relationships” ( réviden DSAR) fogalom megalkotasara. (Gaspari és Perczel 2010) Kimutattuk, tovabba hogy
a belsé dinamikat tukr6z6 fehérje-térszerkezeti sokasdgok esetében a bioinformatikai elemzés sikere
jelentésen fligg attdl, hogy mely konformereket és milyen metodikaval valasztunk ki az analizis soran.
(Géspari és mts. 2010/2)

A Diabetes Melitus kezelése kapcsan kozismerté valt Exenatid gydgyszer roviditése és raciondlis atszabasa
soran kapott, csupan 20 aminosavbdl feléptilé minifehérjék kutatdsa terén szamos mutans és varians kémiai
szintézisét és biokémiai expresszidjat valositottuk meg. Megvizsgaltuk a kialakuld Ugynevezett , Trp-kalitka”

stabilitasat és bels6 mozgékonysagat a primer szekvencia fliggvényében. (Rovo és mts. 2011) Tébbek kozott
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kidolgoztunk egy olyan 15N (és vagy 13C) NMR alapu eljarast, amely segitségével egy fehérje Ugynevezett
Jrejtett” téralkatdnak bizonyos NMR paraméterei meghatarozhatéva valnak. (Rovo és mts. 2013, VIP
munkank a Chem.Eur]. cimlapjara kertlt) A Tc5b minifehérje szekvenciajabdl kiindulva in silico mddszerekkel
olyan pontmutansokat terveztiink, amelyektdl joggal varhattuk el, hogy a fent emlitett téralkatukat elvesztve
rendezetlen fehérjeként viselkedjenek. A tervezett mutansok kozll tébbet sikeresen el is allitottunk
bakterialis expresszids rendszerekben, majd tébb spektroszkopiai modszerrel jellemeztiik téralkatukat (pl.
CD- és NMR). Eredményeink alapjan a tervezési koncepcidnk sikeresnek bizonyult, mivel a kapott révidebb
polipeptidek a rendezetlenség jol hasznalhaté modellvegylleteinek bizonyultak. Itt érdemes megjegyezni,
hogy egy esetleges (tehat nem tervezett) mutacidé kovetkeztében leggyakrabban nem belséleg rendezetlen,
azaz igen dinamikus molekularis rendszert kapunk, hanem egy nehezen jellemezhetd olyan térszerkezeti
sokasagot, amely makroszkopikus szinten amorf rendszerként aposztrofalhaté. A tudomanyos eredménytink
ebben az esetben tehat nem az, hogy egy rendezett téralkatot el tudunk ,rontani” egy alkalmas mutaciéval,
hanem az, hogy akar egyetlen aminosav csere eredményeként a rendezett fehérjék ,vildagabdl”, a belséleg
rendezetlen fehérjék ,vildagaba” tudtunk atugrani.

ECD, NMR és VCD mérések segitségével sikeriilt egy olyan 3 tagbdl all6, minifehérje-alapi molekularis
rendszert kifejlesztenlink és eldallitanunk, amely csalad elsé tagja belsGleg rendezetlen, a masodik fokozott
aggregacios képességgel rendelkezik a pH, a koncentracié és az inkubaciés hdmérséklet figgvényében, mig a
3. tagja a csaladnak nem aggregalodd, idGéatlagban stabil, jol definialt 3D téralkattal rendelkezik. E csalad 3
kulcseleme tehat pusztdn néhany mutaciéval egymasba alakithatd, s az Ujonnan kifejlesztett modellek
segitségével, IR, VCD és ECD mérések alapjan példaul tanulmanyozni tudtuk az alfa-hélix béta-redd
konformacids atalakulds molekularis részleteit. (Farkas és mts. 2013) A korabban emlitett rendezett,
rendezetlen és aggregalodd fehérjék elkulonllt vildgat oOsszek6té modellrendszerek lehetévé tették kis
méretlik miatt (20-30 aminosav), hogy meghatarozzuk az allapotok szamos fizikokémiai paraméterét, ezzel is

segitve a nagyobb fehérjék besorolasat és jellemzését.

Abra 1. A ,hagyomanyos” NMR szerkezeti sokasag kib&vitheté a molekula belsé dinamikajat leiré adatokkal,

megteremtve ezzel a ,Dynamic Structure-Activity Relationships” fogalom szerkezeti hatterét.

A gyors és anyagtakarékos CD mddszerek kvantitativ értelmezését segiti a csoportunkban korabban
kidolgozott és mara igen népszer(ivé valt CCA+ algoritmus, amelyet folyamatosan fejlesztiink. (Jakli és
Perczel 2009) A korabban fehérjékre alkalmazott algoritmust jelen munkank sordn a rovidebb peptidek és
foldamerek konformaciés feltérképezésére haszndltuk. A tobb széz laborban vildgszerte haszndlt
programcsomag lehetéséget nyujt olyan molekulds rendszerek elemzésére is, ahol szamottevd, vagy éppen
csak csekély térszerkezet-valtozast lehet észlelni a hdmérséklet, a pH, az oldoészer vagy az ionerésség (stb.)

figgvényében. (http://www.chem.elte.hu/departments/protnmr/cca/)

Bar az emlitett minifehérje a cukorbetegség gydgyitasaban klinikai szinten is hasznalt Exenatid integrans
része, s a proteaz inhibitorok is - ahogy az nevikbdl is kideril - bioaktiv vegyulletek, kutatasaink soran
gyakorlati szempontbdl fontos nagyobb molekulatémegl fehérjék térszerkezetével is foglalkoztunk. Explicit
modon megadtuk a komplementrendszer Clr protedzanak CCP1 és CCP2 moduljainak dinamikai jellemzgit
(R1, R2, hetNOE alapon S2, tauc, stb.). A 15N relaxaciés NMR vizsgalataink eredményei, a biokémiai

vizsgalatokkal 6sszhangban arra utalnak, hogy a két modul a korabbi hiedelmekkel ellentétben nem fiiggetlen


http://www.chem.elte.hu/departments/protnmr/cca/

egymastdl. A CCP1 feltekeredését és dinamikajat jelentésen befolydsolja a hozzad kovalensen kotoétt CCP2
fehérje modul fizikai kozelsége. Ennek ismeretében javaslatot tettlink e két fehérjedomén lehetséges
partnermolekula attételesen befolyasolhatja a szomszédos modul koét6-felszinének dinamikajat. Ezaltal
megvaltozik a modulok mas partnerekhez vald affinitasa is, s mindennek szerepe lehet az autoaktivacid
fontos, s maig nem értett molekularis mechanizmusdhoz. A két modul kolcsdnhatdsat részletesen
jellemeztik, a relativ orientacidjuk, s ,fej-1ab illeszkedésiik” (Lang és mts. 2010/1és Lang és mts. 2010/2)
6sszhangban van az alabb leirt krisztallografiai vizsgalatok eredményeivel is. Szintén a komplement rendszer
modularis enzime a MASP-1 fehérje, mely bioldgiai funkcidja kordbban tisztdzatlan volt. Feltehetbleg
kapcsolatot teremt a véralvadasi és komplement kaszkadrendszerek ko6zott. Roéntgenkrisztallografiai
eredményeink ravilagitottak a MASP-1 rokon enzimeinél szélesebb szubsztrat szelektivitdsanak szerkezeti
alapjaira (Dobd és mts. 2009), mely felismerés egyben megteremtette a szelektiv inhibitorok racionalis
tervezésének lehetdségét is. Enzim-inhibitor kdlcsdnhatdsok rontgenkrisztallografiai elemzése soran sikerdlt
ravilagitani MASP-1 és a rokon MASP-2 fehérjék ellen in vitro evollciés mddszerrel kifejlesztett SGPI tipusu
inhibitorok specificitdsdnak szerkezeti hatterét. Ennek soran a két rokon enzim eltérd viselkedésére derilt

fény: a MASP-2 esetén az inhibitor-kotés soran allosztérikus valtozasok mennek végbe az enzimben, mig a

MASP-1 esetén ugyanez a folyamat nem igazolhatd. (Héja és mts. 2012)
)
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Abra 2.: Konformécids valtozasok MASP-2 (z6ld) és MASP-1 (vildgoskék) enzimekben specifikus SGMI tipusu

inhibitorok (narancs és lila) kot6dése soran. A komplexalatlan enzimformakat sztirkével abrazoltuk.

Az Aeropyrum pernix acilaminoacil peptidaz (AAP) enzim rontgenkrisztallografiai vizsgalata soran tobb

egyrészt az enzim kinyildsa-6sszecsukddasa hatarozza meg, hogy katalitikusan aktiv-e a szerkezet (nyitott:
inaktiv, csukott: aktiv), masrészt az inaktivitdst a katalitikus hisztidint hordozé régié mozgékonnya és
rendezetlenné valdsa okozza. Megallapitottuk, hogy nem a szubsztrat kotése hatarozza meg a katalitikus
triad aktiv konformacidjanak kialakuldsat, hanem csak stabilizalja a csukott/aktiv format. Ezen eredményeink
alapjan kidertlt hogy a kézel 600 aminosavbdl feléplld AAP enzim miikédésében a konformer-szelekcio
ugyanugy meghatarozé jelentéséghez jut, (Harmat és mts. 2011) mint azt fentebb mar bemutattuk az alig 35

aminosavbol felépulé SGTI és SGCI inhibitorok enzimgatlasa soran.

Abra 3.:

eltdvoloddsa kovetkeztében hozzaférhetd aktiv hely (katalitikus tridd jelélve), és a mozgékonnyd valt
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hisztidint tartd hurok (mozgékonysag: alacsony: kék, magas: piros). A bal oldali dbran a csukott forma

Meghataroztuk a Mycobacteriam tubercolosis dUTPaz enzim két mutans formajanak térszerkezetét. A két
molekula koézil az egyik mutansban a dUTPaz konzervalt 1-es motivumaban egy Asp Asn cseréje tortént, mig
a masik esetben a C-terminalis volt leréviditve. A 3D téralkat meghatarozasa egyértelmlen ramutatott, hogy
a konzervalt Asp, a korabbi feltételezésekkel ellentétben nem a Mg?*-kétésben, hanem az alegységek kozotti
kélcsdnhatasban jatszik fontos szerepet. Teszi ezt éppen a masik mutans segitségével értelmezheté maodon,
nevezetesen a C-terminalis alegység konzervalt 5-6s motivumaval vald kélcsdonhatdsa révén. (Takacs és mts.
2010) A homotrimer dUTP-az egyik konzervalt Asp-ja stabilizalja az enzim funkcionalisan fontos C-terminalis
szegmensének térszerkezetét. A 31P NMR méréseink alapjan megallapithattuk, hogy az enzimmiikddés soran
a nukleofil tdAmadas Mg?* jelenlétében, az o foszforatomon kovetkezik be. (Barabas és mts. 2013) (Beke-
Somfai és mts. 2010/2) Végezetul megvizsgaltuk a szubsztrat uracil-gydrijének stabilizalasaért felelds
konzervalt aromads aminosav szerepét a hidrolizis alkalmaval. Az Ala- és Trp-mutansok térszerkezet-
meghatédrozasa ravilagitott arra, hogy sem a szubsztrdt, sem a katalitikus apparatus geometridja nem
véltozott meg ezen mutécidk kdvetkeztében. Erdekes mddon a valtozas elssorban a fehérje hidratacids héjat
érinti: az alaposan atrendez6dik. Eredményeink szerint tehat az aromds koélcs6nhatds az enzimreakcio
atmeneti allapoténak stabilizaldsédhoz jarul hozza. (Pécsi és mts. 2010)

Az idaig vizsgalt makromolekularis rendszerek kozott a kalmodulin fehérje tekinthet6 talédn a legdinamikusabb
rendszernek, hiszen két doménjének egymashoz viszonyitott relativ orientacidja komplexalatlan allapotban
dinamikus, nagymértékben véltozékony. Eppen e két domén kozott fennalld és fokozott szint(i mobilitast,
valamint a kélcsénhaté ligandumhoz valé konformacios adaptalodasi képességet vizsgaltuk természetes, lipid
jellegl gatldszerek segitségével. Az oldatbeli vizsgalatok tanusaga szerint e lipid-fehérje kolcsonhatas kétféle
folyamat eredménye. Ugyanakkor a kot6édés és orientdcids folyamat végeredményeként kialakuld
szupramolekularis allapotra jellemz6 a krisztallografidval meghatarozott térszerkezet. Ezen jol lathato, hogy a
kalmodulin mindkét, amugy egymastdl majdnem fliggetlentl mozgd doménje megkdti a lipid lancoknak
ugyanazt a kotegét (Kovacs és mts. 2010) és ezzel csokkenti a fehérje bels6 mozgékonysagat.

A globularis fehérjék népes csaladja mellett ma mar tudjuk, hogy szamos olyan fehérje is létezik, s sejtes
rendszerekben aktiv szerephez jut, amelyek U(gynevezett rendezetlen (angolul intrinsically
unstructured/dynamic protein, réviden IUP/IDP) jelleget mutat. Az IUP/IDP-k olyan funkciondlisan fontos
makromolekuldk, amelyek szabad allapotukban, azaz mas fehérjékhez nem kotédve, igen nagyszamd,
koérulbelll azonos bels6 energidju téralkatot vehetnek fel. Ezen milliardnyi konformacios allapot gyors cseréje
az, amit a ,rendezetlen” jelz6 takar. Ilyen fehérje példaul a kalpasztatin, a kalpain fehérje természetes
endogén inhibitora. Bioldgiai szempontbdl a kalpain azért is érdekes, mert fontos szerepet télthet be az
emberei agyban tarolt informacidk molekularis szint(i régzitésében. Megvizsgaltuk és NMR spektroszkdpiai
modszerekkel jellemeztik a kalpasztatin szerkezeti sokszin(iségét, IUP jellegét, majd meghataroztuk az
inhibitor fehérje kulonb6z6 idéskalaju fragmentdlt bels6 mozgasat (15N-NMR relaxaciés mérésekkel).
Kimutattuk, hogy bar a téralkat igen dinamikus a ns-ps idéskalan, révidebb masodlagos szerkezeti elemekkel
(jelen esetben hélixekkel) mégis rendelkezhet az inhibitor némely fragmense. (Kiss és mts. 2008/2) Ezt
kovetéen elvégeztik a kalpasztatin kalpaint gatlé képességének molekularis megértését szolgald NMR-
méréseket és feltérképeztilk a koélcsbénhatas molekularis részleteit is. Megallapitottuk, hogy a kalpainhoz
kotédés toébb egymas utani lépésben valdsul meg, amely soran két régidja - az A és a C - bekotédése az
enzim alkalmas pontjaihoz a gatlasi folyamat els6 és egyben kulcslépése. Sikertlt az inhibicid els6 |épéseit
egyértelmden jellemezniink, s ramutatni e folyamat soran is a szerkezet és dinamika kulcsfontossagara. (Kiss
és mts. 2008/1)

A korabban leirt kalpasztatinnal 6sszemérhetd belsé mozgékonysaggal rendelkezé IDP szerli makromolekula
az ERD14 (Early Response to Dehydration 14), egy névényi stresszfehérje, mely azonban szintén tartalmaz
tobb rovid masodlagos szerkezeti elemet. Alkalmas 3D és 5D NMR mérések segitségével elvégeztiik az ERD14
(195 aminosav) teljes szekvencia hozzarendelését (Agoston és mts. 2011), valamint attérést értiink el az ,in
cell” NMR spektroszkdpia teriiletén is (Agoston és mts Scinece 2013 bekiildve).

A palyazat keretében vizsgalt tovabbi IUP/IDP rendszerink volt még a TPPP (Tubulin Polimerization Promoting
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Protein) P25. NMR mérések segitségével meghatdroztuk a P25 GTP- (GXXXGK szekvencia), Zn?*- (C-
terminalis), illetve a miozin fragmens dinein konny( lancat koté régidit. A TPPP/p25 fehérje GTP-az
aktivitasanak bizonyitasa egy alaposan atgondolt és ligyesen kivitelezett NMR-méréssor alapjan tértént meg.
Ezen aktivitds Mg?* fliggést mutat, mely jelenség eréssége 6sszevethetd a kisebb G-fehérjék specifikus GTPaz
aktivitasaval. Eredményeink Uj megvilagitasba helyezik a rendezetlen fehérjék enzimaktivitdséval kapcsolatos
elterjedt nézeteket és Uj iranyokat nyitnak a TPPP/p25 fehérje kutatasaban. (Zotter és mts. 2011/1)
Meghatdroztuk tovabba a TPPP/p25 Zn?*-ion kivaltotta ,szerkezetvaltozast”, amely egy belsdleg dinamikus
fehérje esetében kildnleges kihivas. Kimutattuk hogy GTPaz aktivitds és a mikrotubulus asszociaciéra

gyakorolt hatasok szorosan Gsszefliggnek. (Zotter és mts. 2011 / 2)

Vannak olyan, a fehérjék fel- és letekeredését érintd stabilitasi kérdések, vagy a fehérjék masodlagos
szerkezeti elemeire visszavezethetd kérdéskorok, amelyek elsGsorban in silico szamitégépes maddszerekkel
(MM, MD, QM, QM/MM, stb) valaszolhatok meg eredményesen. Ezért példaul a neurodegenerativ betegségek
soran megfigyelt amiloid szalképzdédés forditott folyamatat kvantumkémiai (QM) szamolasok segitségével
vizsgaltuk. Azért tanulmanyosztuk QM szinten a B-red6zétt rétegek kitekeredését vizmolekuldk jelenlétében,
hogy a kapott stabilitasi és termodinamikai eredmények kelléen megbizhatok legyenek. Megallapitottuk, hogy
parallel rétegek esetében a szalak kozotti belsé H-kotéseket mar egyetlen vizmolekula is képes szétnyitni.
Eredményeink az eltemetett H-kotések entalpikus stabilizdlé szerepére utalnak. (Beke-Somfai és mts.
2010/1) Kisérleti adataink altal inspirdlva megvizsgdltuk a polipeptidlanc aggregacidja soran csokkend
szabadsagi fokok és a molekuldris rendszer entrdpia-valtozdsanak mibenlétét, nagysagat és modjat.
Megallapitottuk, hogy mig az entrdpikus tag az aggregacid ellen dolgozik, addig a kedvezé entalpikus tag
szlikségszerlien tulkompenzalja az el6bbit és ezért 6sszességében az aggregacié termodinamikai szempontbdl
kedvezo folyamatnak tekintend6, minek okan a fehérje fragmensek Gsszetapadasa ugy tlnik hogy elébb vagy
utdbb de szikségszerlien bekdvetkezik. (Pohl és mts. 2012)

A kulonb6z0 téralkatok stabilitdsvizsgalatat kovetéen alkalmas QM moddszerek segitségével kiszamitottuk a
legfontosabb polipeptid gerinc-konformerek karakterisztikus NMR kémiai eltolddas (CSA) értékeit is, majd a
kapott szamitasos eredményeket Gsszevetettiik a kisérletes NMR adatokkal. A szamolt és kisérleti adatok
korrelacidja soran szignifikans Gsszefliggést taladltunk, mely jelenség jol mutatja, hogy a lokalis CSA értékek
jelentésen fliggenek a polipepidlanc térszerkezetének milyenségétdl és igy, ezek koélcsénodsen informativak
egymasra nézve. (Czajlik és mts. 2011) Ezen adatok fényében lehetdség nyilik arra, hogy csupan a fehérjék
rezonancia frekvencidinak ismerete (csak CSA) alapjan gyors, am mégis megbizhatd térszerkezeti
besorolasokat végezziink. (E mddszert a ,no NOE” eljarasként talalhatjuk a szakirodalomban.). (A stabilitas
és szerkezeti mozgékonysag, valamint a mérheté NMR-adatok meghatarozasa nem csak poliamid rendszerek
esetében lehet informativ, hanem szénhidratok esetében is hasznosnak mutatkozott. (Kovér és mts. 2009),
(Zsoldos-Mady és mts. 2011))

Kidolgoztuk és webszerver formajaban publikussa tettiik a CoNSEnsX (Compliance of NMR-derived Structural
Ensembles with eXperimental data) eljarast, amely kifejezetten alkalmas a bels6 dinamikat tikr6z6

1"

fehérjeszerkezeti sokasagok elemzésére. A modszer a konformerek koodrinataibdl ,visszaszamol” szamos,
NMR-spektroszkdpidbdl szarmaztathatd kisérleti paramétert, és azokat 6sszeveti a tényleges mért értékekkel.
A szerver sajat kéd mellett integraltan hasznal széles kérben elfogadott eljardsokat egyes paraméterek
visszaszamolasara. A modszer Ujszerlisége, hogy az egyes konformerekre kapott értékeket megfelelGen
atlagolja, és ilyen mddon a teljes sokasagra vonatkozd adatokat veti 6ssze a kisérletekkel, igy a gyakorlatban
alkalmazva azt az alapelvet, miszerint a mért NMR-paraméterek mindig konformerek atlagabdl szarmaznak.
(http://consensx.chem.elte.hu, Angyan és mts. 2010)

A természetes a-aminosavakbdl feléplld fehérjék konformacids alaptulajdonsagainak jobb megértését segiti
az a kutatasi irany is, amely soran B-aminosavakbdl feléptld polimerek konformacidos tulajdonsagait
vizsgaljuk. (Ez utdbbi rendszerek biokompatibilis és biodegradabilis voltuk miatt rendkivili el6ny6kkel
kecsegtetnek. Ilyen és hasonld kémiai Osszetételi makromolekuldkat mar ma is hasznalnak példaul a
felszivodd sebészeti cérna, vagy a szivbillentylk elGallitdsa soran.) Molekulamodellezés segitségével
megallapitottuk, hogy B-Ala és hasonlé monomerekbdl vélhetdleg igen kénnyen lehet nanocsdveket késziteni,

mivel ezek a molekularis formak termodinamikailag igen kedvezményezettek. (Czajlik és mts. 2008) Az- a-


http://consensx.chem.elte.hu/

és B-peptidek konformacidelemzése ramutatott arra, hogy a B-peptidek nyujtott térszerkezete gyakran
kedvezményezett. Sikerllt eddig ismeretlen 0j konformereket (Un. apolaris red6k) azonositanunk, amelyek
felfoghatok a fehérjékben taldlhatd B-red6zott rétegek analdgjaiként. Ezen szerkezetek nem alkotnak nano
csoveket, hanem inkabb sikalkattak, (j lehet6séget nyitva ezzel a biokompatibilis anyagok tervezése terén.
(Pohl és mts. 2010) A fent tervezett molekularis rendszerek épitGelemeinek kisérleti vizsgdlata soran
felvettiik két modell B-peptid, az N-acetil-3-aminopropionsav-N "-metilamid (Ac-B-HGly-NHMe) és az N-acetil-
3-aminobutansav-N "-metilamid (Ac-B-HAla-NHMe), IR spektrumat alacsony hdémérsékleti Ar és Kr
matrixokban. Mérésink megerdsitettiik a korabbi QM alapu szamoldsok soran kialakult elképzeléseinket,
nevezetesen, hogy a B-aminosavaknak kevesebb térszerkezeti épitéelemilik van, mint az a-aminosavaknak.
(Beke-Somfai és mts. 2010/3)

Tovabbflizve az alfa-aminosavakbdl feléplilé és Onszervez6dd térszerkezeti elemekkel kapcsolatos korabbi
vizsgalatainkat, a kollagén elsé hidratacios rétegében kot6dd vizmolekuladk kotédési stabilitasat vizsgaltuk QM
szamolasok alapjan. Azt talaltuk, hogy szamottevl energiaveszteség nélkul elmozdithaté vizmolekulak
boritjak a kollagén elemi szalanak felliletét, amely megallapitds 6sszhangban van a tropokollagén mar ismert
tulajdonsagaival. (Palfi és Perczel 2010) Mindez azért is érdekes, mert ahogy korabban az dUTPaz fehérje
esetben is azt taldltuk hogy egyes mutaciok nem feltétlenll a makromolekula téralkatat, de az azt hidratald
vizek szerkezetét befolyasoljak, Ugy ebben az esetben is a hidratalé vizburok fontossaga valt vilagossa.

Tobbféle szekvencia adatbazisban szisztematikusan megvizsgaltunk szamos, ,coiled-coil” és rendezetlen

szerkezetek felismerésére alkalmas programot. Szamos kereszt-predikcidt taldltunk, melyeknek

fehérjeevollcids jelentGsége is lehet. (Szappanos és mts. 2010)
Osszefoglalas

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy tudomanyos eredményeink a fehérje térszerkezet és dinamikus belsd
mozgasuk, valamint bioldgiai funkcidjuk kapcsolata terén elméleti és alapkutatas jellegli, am szamos érdekes és fontos
gyakorlati aspektussal van 6vezve. A leirt tudomanyos eredmények egyszerre specifikusak és fehérjefliggéek (33 angol
nyelvl kozlemény (IF=116,984)), am ugyanekkor hozzajarulnak a fehérje tudomany ,nagy” kérdéseinek
megoldéasahoz is. Uj algoritmusokat és adatbaziskezelS-rendszereket hoztunk létre és adtunk kozre azért, hogy
helyesebben hasznaljuk a meglevé ,terabyte”-nyi adatokat. Uj NMR alapti mddszert dolgoztunk ki az alacsony
betsltottségli, mas szdval rejtett téralkatok elemzésére. Uj kvantumkémia eredmények segitségével bizonyitottuk a
béta-aminosavak hasznalhatosagat a vegyes, illetve ,foldamer” peptidek terén. Jelen kutatasainknak kdszénhetéen
olyan fontos bioldgiai rendszerek alkotéelemeirdl tudtunk meg tobbet, amelyek kapcsolatba hozhatdk a 2-es tipusu
cukorbetegség klinikai kezelésével, az Alzheimer- és mas neurodegenerativ-korokkal, az agyvérzés utani allapot
jovObeni klinikai kezelésével, vagy akar a névények szarazsagtlrését fokozd ,stressz” fehérjékkel, stb.. Esetenként
akar hatdanyag optimalast is végeztiink (pl. Ex-4), mig mas esetben a jovObeli beavatkozds molekularis hatterét

kivantuk jobban feltarni, alaposabban megérteni.
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