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Bevezetés

A fragmens alaplt hatéanyag tervezésnek fontos része a fehérje-ligandum
kélcsbonhatas oldatfazisi NMR spektroszkopiaval valo detektalasa. Az NMR alapu
technikak alkalmazhatésaganak f6 korlatozé tényezéje hogy vizoldékony ligandumot

és tiszta célmolukulat igényel.

A péalyazatban a kovetkezé célokat tliztem ki: (i) Ligandum- és fehérje detektalt NMR
kisérletek fejlesztése vizoldhatalan ligandumokra, (ii) izotop jelzett antitest altal

kozvetitett STD kotédeési vizsgalat kidolgozasa fehérjekeverékre.

Ligandum- és fehérje detektdlt NMR kisérletek fejle sztése vizoldhatalan

ligandumokra

Specialis liofilizéssel elkészitettink egy Ophiobolin-Ciklodextrin komplexet hogy
vizsgalhassuk a kalmodulin vizoldhatatlan ligandumjanak a kotédését terner
rendszerben. Eredményeink szerint a HPBCD bizonyult a legjobb komplexképzének.
A korabban vizoldhatatlan anyag proton spektrumaban a kidolgozott mddszer

segitségeével kimutathatova valt az ophiobolin.

Az elkészitett komplexszel megvaldsitottuk a fehérje detektalt kotédési vizsgalatokat
terner rendszerben. A kotédési vizsgalathoz °N-HSQC méréseket végeztiink, mely
soran az amid jelek tolédasa a korabbi irodalmi adatoknak megfeleléen volt
medfigyelheté, vagyis a haromkomponensi elegyink alkalmas volt a kotédési
vizsgélatok elkészitéséhez. (Referenciaként a titrdlast csak HPBCD-vel is elkészitve
jeleltolodas nem volt megfigyelheté.) Eredményeinket Kkiterjesztettik tovabbi
vizoldhatatlan ligandumok kotédésének vizsgalatara is. Igy vizsgaltuk TRPV1
aktivator vanilloid vegyuletek csaladjabol szarmazo kismértékben vizoldhat6

resiniferatoxin és kapszaicin ligandumokat. A terner rendszer alkalmazhatésagat ugy
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kontrollaltuk, hogy mint komplexaldo mint anélkili specidlisan elékészitett
vizoldhatatlan ligandum kotédési vizsgélatait is elkészitettik. A specialis minta-
el6készitésnek koszonhetéen mindkét modon vizsgalhatéva valt a vizoldhatatlan
ligandum, de a komlexal6 hatasara a ligandum vizoldékonysaga nétt. Mivel a
munkank soran érdekes (] ligandumokat talaltunk melyek kétédése az irodalomban
ezidaig ismeretlen volt, igy a kétédési vizsgalatokat elsédlegesen a fehérje-ligandum
kotédés milyenségére hegyeztik ki. A kotédési vizsgalatok értékeléséhez 3D
méréseket végeztink az altalunk expresszalt kalmodulin fehérjével. *C- és *N-
HSQC-NOESY adatok felhasznalasaval nagyfelbontasu szerkezet meghatarozast
készitettink melynek id6igénye miatt a kézirat 6sszeallitasa folyamatban van. A
terner rendszer eredményeit ezen publikacié megjelenése utan kivanjuk kézolni hogy

validalni tudjuk a haromkomponenst rendszer jésagat.

Izotép jelzett antitest altal kozvetitett STD kot 6dési vizsgalat kidolgozasa

fehérjekeverékre

A metodikai fejlesztések masik részéhez elséként *°N jelzett nemneutralis anti-Gal-1
monoklon antitestet expresszaltunk. Az igy elkészitett anti-Gal-1 antitestet
oldhat6ségi illetve stabilitasi vizsgalatoknak vetettiik ala. A kisérleteink soran azt
taldltuk, hogy az anti-Gal-1 antitestet 10 uM-os oldata alkalmas a kotdédési
vizsgalatok elvégzéséehez. Ehhez az anti-Gal-1 antitest mennyiséghez 1:1 aranyu
Galektin-1-et hozzaadva kotédeési vizsgalatokat végeztiink a Galektin-1 természetes
ligandumja a laktéz jelenlétében. A probléma megoldasa érdekében specialis NMR
pulzusszekvenciat készitettink és optimalizaltunk. Ennek segitségével el tudtuk
végezni az antitest altal kdzvetitett STD kotédési vizsgalatokat mely soran ki tudtuk
mutatni a Gal-1-laktéz kotddését a °N jelzett anti-Gal-1 antitest gerjesztésével. A
méréseinket megismételttk HSA és annak ligandumanak jelenlétében is, mely
kontroll kisérlettel igazoltuk, hogy mig az *H-STD mindkét fehérje ligandumanak
kotédését mutatja, addig a °N-GS-STD-vel szelektiven csak a jelzett antitesthez
kotédé fehérje ligandumanak jelei mutathatok ki a spektrumban. Végul méréseinket
egy sejtlizatummal is megismételtiik mely soran szintén csak a szelektiv kétédest

figyelhettik meg. Eredményeink publikalasa folyamatban van.



Az NMR metodikdk optimalizalasa mellett ligandum op  timalizalason is

dolgoztunk.

() Az apopindn és a béta-homoszerin lancbeli elhelyezkedésének szerkezetre
gyakorolt hatasait vizsgalva egy Gj nagyatmérdji H18-as hélixet mutattunk ki. (Eva
Szolnoki, Anasztazia Hetényi, Tamas A. Martinek, Zsolt Szakonyi, Ferenc Fulop:
Self-association-driven transition of the beta-peptidic H12 helix to the H18 helix, Org.
Biomol. Chem, 2012, 10, 255, 2012). Eredményeink az adott kotet altalam készitett
fed6lapjaként is megjelenik.

(i) Az NMR metodikédk optimalizaldsa mellett ligandum optimalizalason is dolgoztunk.
Az alterndlo ACPC lanchossztdl és az N-terminalis acetilezésétél fiiggé szerkezeti
hatasat vizsgalva egy Ujabb nagymeéreti H18/20-as szerkezetre bukkantunk,
melynek eredményei a kdvetkez6 kéziratban jelentek meg: Szolnoki E, Hetényi A,
Mandity IM, Fulop F, Martinek TA, Foldameric B-H18/20P mixed helix stabilized by
head-to-tail contacts: A way to higher-order structures, EUROPEAN JOURNAL OF
ORGANIC CHEMISTRY (17) pp. 3555-3559. (2013)

(i) Egy H14-es vizoldékony foldamert mely gyenge koétédést mutatott az AR(1-42)
fehérjéhez dedrimerre kapcsoltunk melynek hatasara az egykaru ligandum kotédését
nagysagrendekkel tudtuk javitani. (Livia Fulop, Istvan M. Mandity, Gabor Juhasz,
Viktor Szegedi, Anasztdzia Hetényi, Edit Wéber, Zsolt Bozsé, Déra Simon, Méria
Benkd, Zoltan Kiraly, Tamas A. Martinek: A Foldamer-Dendrimer Conjugate

Neutralizes Synaptotoxic B-Amyloid Oligomers, PlosOne, (7) p. €39485., 2012).
HSA fehérje-ligandum kdlcsénhatéas vizsgalatok

A sajat celkitizeseim mellett a HSA fehérje-ligandum kdlcsbnhatasait is vizsgaltam
melybdl két kozlemény is szilletett. (BIOORGANIC AND MEDICINAL CHEMISTRY
19:(14) pp. 4202-4210. (2011), MAGYAR KEMIAI FOLYOIRAT x:(&) p. &. (2014))

Tovabbi eredmények

Posztdoktori id6szakom alatt egyéb kutatasi eredményeimbdél tovabbi 4 kozlemény

tarsszerzgje voltam
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