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Az MTA-ELTE Fehérjemodellezd Kutatocsoport ¢és
a Szerkezeti Kémia ¢és Biologia Laboratorium kozos
munkdjanak rovid bemutatdsa, az ott folydé kutatdsok
sokrétlisége okan szép, am Osszetett feladat. Kozos
gondolkodasunk és munkank koézéppontjaban a természetes
poliamid rendszerek, kozismert neviikon a polipeptidek
¢és fehérjék allnak. Kutatasi témaink gyakran tedzéds vagy
borozéds kozben kezdddnek, mikor biolégus vagy orvos
kollégaink mesélnek egy érdekes jelenségrdl, egy orokletes
betegség és egy azzal tarsithaté fehérje mitkodésérdl. Mikor
a probléma mar kelléen kdrvonalazott, akkor kdvetkeznek
a molekulamodellezési feladatok, majd a peptid, foldamer,
fehérje szintézise vagy expresszidja, majd tisztitasuk.
Ezutan megkiséreljiik a ,,képalkotast” részben diffrakcios,
részben spektroszképiai (NMR, ECD, VCD, IR, stb.)
mddszerek bevetésével. Gyakran nem csak a ,,hogyan néz
ki” kérdésre keressiik a valaszt, hanem a 3D-téralkat belso
dinamikajat, a kiilonb6z6 idéskalakon torténd mozgasok
lehet6 legpontosabb leirasat is szeretnénk megadni. Néha
elegendd egy, a részleteket mell6z6 6sszehasonlito vizsgalat
is. Am gyakran, ,mivel az 6rdog a részletekben rejlik” csak
hosszantartd, s a makromolekula atomi részleteit is feltard
vizsgélatok vezetnek megoldéasra. Mint altaldban a kutatas,
a miénk is egyfajta bels6 iteraci6 mentén finomodik, s
a partnerekkel vald konzultaciok sora, jabb és tjabb
mutansok és variansok eldallitdsa vezet a keresett valasz
felé. Ma mar nem csak eredményesen miikodiink egyiitt
tobb hazai és kiilfoldi kutatocsoporttal, de komplex belsd
projekteken is dolgozunk. Ilyenkor a kérdésfelvetéstdl az
elozetes szamolasokon és modellezéseken at, a preparativ,
foldamer- és expresszidos labor munkakon keresztiil, a
szerkezetvizsgalatig, a feladatok teljes sorat igyeksziink
megoldani a csoporton beliil. Mig korabban egyes ferrocének
és heterociklusok fehérje konjugatumait és glikozidjait
allitottuk el és tanulmanyoztuk, addig ma szénhidrat
szarmazékokbdl allitunk elé P-aminosavakat, s vizsgaljuk
onmagukkal, valamint a-aminosavakkal alkotott poliamid
rendszereiket. Az elmult évtizedben a szintetikus szerves
kémia eszkoztara nagyban gazdagodott és boviilt. Ma mar
nem csak hogy enzimeket hasznalunk a szerves laborban, de
nem tekinthetd igazi Gjdonsagnak az sem, hogy kémikusok
fehérjéket és peptideket bakterialis, vagy éppen feltart sejtes
rendszerek segitségével szintetizalnak.

Az €16 rendszerek gyakran alkotnak ,ko6zosséget”, nincs
ez masként az élet molekularis alapjaiért felelds fehérjék
esetében sem. A biokémiai folyamatok megértése és
feltérképezése soran elengedhetetlen tehat a résztvevo
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fehérjék mellett azok ligandumainak, szabalyzé partner-
molekuldinak és kolcsonhatasi halozatuknak atomi szintil
feltérképezése. Az elmult évek soran példaul tobb protedz
(kimotripszinek csalad tagjai, prolil-oligopeptidazok)
€s a hozzdjuk kapcsolodo kismolekulak (szubsztrat
vagy inhibitor), valamint ezen fehérjék kozott 1étrejovo
kolcsonhatas részleteit vizsgaltuk. A protedzok nemcsak
az emlitett kolcsonhatasok tanulmanyozasahoz kinalnak
kivalé modellt, de fontos szerepet jatszanak kiillonb6zo
életfolyamatok szabalyozasaban is, s igy munkank
esetenként atvezet a racionalis gyogyszertervezés teriiletére.
A fehérjék ,,sziiletnek”, miikkddnek, hatnak és szabalyoznak,
majd a kellé pillanatban lebomlanak, és a szervezetben
ujra hasznosulnak. Kiilonosen izgalmas folyamat, a
sziilletd fehérje feltekeredése, vagy a lebontast iniciald
denaturacid és aggregacio. A bels6 mozgas, dinamika, re- és
denaturacid, illetve ezen utdbbi jelenséget kisérd aggregaciod
mélyebb megértése all érdeklodésiink kozéppontjaban.
E vizsgalatokhoz allitunk el6 specialis polipeptideket,
foldamereket, valamint kis €s nagyobb méretii fehérjéket.

Az alabbiakban a teljesség igénye nélkiil, egy-egy részfeladat
bemutatasan keresztiil adunk képet munkankrol, a vele jard
sikerekrdl, kudarcokrol, és intellektualis kihivasokrol.

1. Manus facere: kémiai szintézis kézzel, géppel vagy
sejtekkel

Hogy pontosan mennyi is az ismert molekuldk szama,
az attol fiigg, hogy ezt mikor kérdezzik (1. a http:
/lwww.cas.org/ cimii honlapot). Ez a szam e cikk olvasasa
pillanataban mar vélhetéleg meghaladja a 67 milliot! Mégis
a szerves kémikus megszallottan keresi és szintetizalja -
ujabb reakciok, eszk6zok ¢s rendszerek alkalmazasaval - az
ujabb molekulakat. A szintetikus biologia hajnalan, amikor
akar egy teljes bakteridlis genomot is eld lehet allitani,
a kémia egyik 0j és izgalmas teriilete a biomimetikus
makromolekuldk vilaga, s ezen beliil is az ugynevezett
foldamer-kémia. Ezen a teriileten végzett kutatdsaink
célja olyan vegyiiletek tervezése, szintézise és vizsgalata,
melyek téralkata a fehérjék masodlagos szerkezeti
elemeihez hasonlit, azok kémia konstiticidja azonban eltér a
természetes o-(L)-aminosavakbdl felépiilo rendszerekétol. E
vegyiiletcsalad érdekessége, hogy bar bio-mimetikus és bio-
degradabilis molekulak, az ¢l6 rendszerekben - a megfeleld
hasitd enzimek (protedzok) hianyaban, - 1ényegesen tovabb
maradnak meg, mint a polipeptidek és fehérjék. A nemrég
kialakitott preparativ laboratdriumainkban elsdsorban
egyszerit monoszacharidokbol kiindulva, hagyomanyos
szerves kémiai szintetikus uton allitunk eld peptidkotésre
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alkalmas P-aminosavakat, a mar ismertebb gyuris [-
aminosavak (pl. aminociklopentan-karbonsav) vizoldhato
analogjait (1. abra).
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1. Abra. Egyszerii cukrokbdl tobblépéses szintézis soran vizoldhat6 p-
aminosavak allithatok eld.

A Filop Ferenc ¢és Martinek Tamas (Szegedi
Tudoményegyetem Gyogyszerkémiai Intézet) vezette
kutatécsoport eredményei altal inspiralva, hidrofil ¢és
hidrofob B-aminosavak varialdsaval egyrészt onmagukban
is érdekes téralkatu peptido-mimetikumokat szintetizalunk,
masrészt felhasznaljuk a tervezett foldamereket egyes
polipeptidek és fehérjék térszerkezetének rogzitésére is. A
Toth Géaborral (Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani
Intézet) ¢és munkatarsaival P-aminosav szarmazékok
felhasznalasaval, o/f hibrid-peptidek szintézisével, majd
kémiai Osszekapcsolasaval specialis biologiai aktivitasu
makromolekulédkat szintetizalunk. Kiilonosen izgalmas téma
az Exenatid (Ex-4) — a II-tipusu cukorbetegség gyogyitasara
hasznalt, 39 aminosavbdl allé polipeptid pirossal kiemelt
alegységének kicserélése a megfeleld foldamerre (2.
abra). A B-peptidrészlet beépitésétdl az eredeti molekula
helikalis részletének a természetesnél merevebb formajat
kivanjuk megalkotni, remélve ezzel az eredeti hatéanyag
bioaktivitdsanak fokozasat és lebomlasanak lassitasat.
Ebben a konkrét esetben olyan specifikus, biologiailag
aktiv peptidet médositunk, amely mar bizonyitottan kivalo
terapids tulajdonsadgokkal rendelkezik. Itt jegyezziik
meg, hogy az Ex-4 harom masodlagos szerkezeti elemet
tartalmaz: egy hosszabb a- és egy rdvidebb 3, -hélixet,
valamint egy poliprolin-II C-terminalis részt. Célunk hogy
jobban megértsiik az Ex-4 molekula kotédését a GLPI1-
receptorhoz, valamint az, hogy a kélcsonhatasban részt nem
vevo fragmensét merevebbé, ezaltal a lebontd enzimekkel
szemben ellenallobba tegyiik.
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2. Abra. Az Ex-4 primer szekvenciaja (fent) és a molekula oldatfazist
(NMR-) térszerkezete (lent). Piros kapcsos zarojellel jeloltik a foldamerre
cserélendd peptidszakaszt. A cserét6l a molekula mozgékony részének
stabilizalasat, lebomlasanak lassulasat remeéljiik.

A szerkezetkutatdé mar a szintetikus munka kdzben
is a sziletend0 molekula térszerkezetén, stabilitdsan
gondolkozik. Jo példa erre az elébb emlitett Ex-4 egyik
analog vegyiilete, egy, a kozeli UV-tartomanyban fontos

kromofor-parral rendelkezd varidansa. Ez a tirozin és
triptofan tartalmi fehérje jellegzetes téralkatat az emelkedd
hémérséklet hatasara, sajatsagos modon vesziti el. Bar ez a
fehérjeigen kicsi, mégis a hidroféb magja (azun. Trp-kalicka)
a homérsékletemelésnek, akar 40°C-ig is eredményesen
ellendll (3. ébra).'? Ez azzal magyarazhatd, hogy a
triptofant koriilvevo hidrofob partnerek egytittmikodésének
koszonhetden a fehérje magja nagyobb hdstabilitast mutat,
mint a kompakt a-helikalis ,,rad”. Ez utobbi a-hélix, partner
¢és védofaktor hidanyaban, folyamatosan veszit stabilitasabal,
a homérséklet emelkedésével folyamatosan letekeredik.
Mindezt latvanyosan jelzi az elektronikus cirkuldris
dikroizmus (ECD) spektrum n—n* (222 nm) intenzitasanak
linedris csokkenése. Mar ebb6l a viszonylag egyszeri
kisérletbdl is kiolvashatd, hogy az alkalmas molekularészek
(hidrofobaminosavak) kooperativitdsa mennyire eredményes
lehet egy kiilsd, kedvezdtlen behatas lekiizdése céljabol. Az
egyluttmiikodés vildgos szelekcids elénnyel jar nem csak
a molekularészletek, de az evoluci6 magasabb szintjén is,
ahogy ezt Freund Tamads, a 2010-es Széchenyi-emlékesten
mondott beszédében szamos biologiai példa segitségével
plasztikusan Osszegezte.
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3. Abra. A jobb oldalon lathaté minifehérje ECD spektrumaban
kivalasztott 2 sav intenzitasanak homérsékletfiiggése. Az a-hélix n—

¥ (222 nm, fekete négyzet) és a hidrofob magot felépité Tyr—Trp
oldallancok (abran kiemelve) kélcsonhatasara utal6 (280 nm, piros
négyzet) jelek intenzitasvaltozasa eltér6. Mig az a-hélix folyamatosan
letekeredik, addig a hidrofob mag az 5-40°C-os tartomanyban
eredményesen all ellen a termikus denaturacionak, s csak ennél magasabb
hémeérsékleten kezdddik a lassi szétesése.

Mar tobb mint 5 éve hogy Nyitray Laszlonak és
munkatarsainak koszonhetéen (ELTE Biokémia Tanszék)
kiépitettiik a ,,Protex labort”, ahol polipeptideket ¢és
fehérjéket allitottunk el6 €16 E. coli sejtekben. Bar
ilyen modon fehérjéket ma sok helyen expresszalnak az
orszagban, a mi munkanak érdekessége nem csak az, hogy
ezt kémikusként egy kémiai intézetben tessziik, bdvitve
ezzel a szerves kémia eszkoOztdrat, hanem az is, hogy
alkalmas fzios rendszerek kifejlesztését és optimalizalasat
kovetden akar rovidebb polipeptidek szintézise és (°N,
BC) izotopjelolése is megoldhatova valt. A prokariota
expresszids rendszerek alkalmazasanak legfébb eldnye,
hogy segitségiikkel nagy mennyiségben termeltetheték
fehérjék, a baktériumtorzsek fenntartdsa és a fehérjék
izolalasa konnyen kivitelezhetd. Hatranyos viszont, hogy
tobb eukaridta fehérje (membranfehérjék, receptorok, stb.)
mérgezi az E. coli gazdasejtet. Tovabbi nehézséget jelenet,
hogy 4ltalaban 40 aminosavnal rovidebb poliamidok
0nallo termeltetése nem lehetséges, mert az ilyen rovidebb
peptidek ,nem férnek el” a riboszéman, nem vesznek
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fel kelléen kompakt téralkatot, s ezért a gyartd sejt sajat
fehérjebontd enzimei szinte sziiletésiik pillanataban le is
bontjak azokat. Az elmult években ilyen tipusii molekulak
eléallitasahoz fuzids rendszereket dolgoztunk ki, ahol a
cél-peptidet Osszekotjiik egy alkalmas segédfehérjével
(pl. ubiquitin-nel), s a fuzids peptid-fehérje egyiittest
kovalens kotéssel Osszekapcsolva fejezzikk ki, majd
izolaljuk. Kés6bb, egy alkalmasan beépitett hasité helynek
koszonhetden levalasztjuk a cél-peptidet a fuzids fehérjérol.
Az expresszios laborunk most egésziil ki egy specialis,
nagyhatékonysagi kromatografids rendszerrel, amelynek
koszonhetden spektroszkopiai tisztasagu makromolekulakat
tudunk majd eldallitani. A polipeptidek és minifehérjék
biotechnologian alapulod szintézise tovabb gazdagitja a
Bruckner Gy6z6 altal tobb mint 50 éve kezdeményezett, és
a Medzihradszky Kalman és munkatarsai altal nemzetkozi
szintre emelt fehérjekutatasokat az ELTE Szerves Kémiai
Tanszékén.

Kutatocsoportunk egyik igéretes projektje—a GLP-1 receptor
¢és ligandumainak el6allitasa — szorosan Osszekapcsolja
munkankat a gyogyszerkutatdssal. E munkénk soran a
II-es tipusti cukorbetegség egy lehetséges gyogyszer-
célpontjaként ismert Glucagon-like-Peptide-1 receptorat és
alkalmas(?) 20-39 aminosav tagszamu ligandumait fejezziik
ki és wvizsglljuk in vitro kolcsonhatdsukat, ligandum
kotésiik atomi részleteit. Bar a receptor-ligandum kotédés
vizsgéalatdhoz elegendd a GLP-1 receptor extracellularis
doménjének bakteridlis kifejeztetése, tehat nem sziikséges
a teljes transzmembran fehérje (>500 aminosav) eldallitasa,
most legfobb gondunk a 6 ciszteint tartalmazo fehérje helyes
feltekeredési koriilményeinek meghatarozasa.

2. In silico szamitasok segitik kisérleti munkankat

A csoportunkban folyd kisérleti munka segitése-,
értelmezése- ¢és kiegészitéseként, molekulamodellezési
feladatokat, adatbanyaszatot, programfejlesztéseket
és alkalmazott kvantumkémia szamitasokat végziink.
Az adott elméleti szinten megvalodsitott modellezések
alkalmasak a kisérletileg nehezen kezelhetd régiok,
(mozgékony hurkok), a pontmutaciok, a pH és hémérsékleti
valtozasok, vagy kémiai modositasok szerkezeti hatasanak
elérejelzésére. Az enzimkatalizalt folyamatok jobb
megértése végett in silico meghatarozhatjuk szubsztrat
vagy inhibitor molekuldk elhelyezkedését az aktiv helyen,
és kotodésiik részleteit vizsgalhatjuk. A kovetkezokben
példakat adunk a molekulamodellezés és az alkalmazott
kvantumkémi hasznossagarél, majd az adatbanyaszas és
modszerfejlesztések eldnyeit mutatjuk be roviden.

Molekuladinamikai ~ (MD)  szimulacié  moddszerével
tanulmanyozzuk a mar fent emlitett GLP-1 analégok
héstabilitasat, illetve a korabban ismertetett ECD mérések
soran  kimutatott, = hémérsékleti  érzékenységiikben
tapasztalhato kiilonbségeket (4. abra). MD szamitasaink
ramutattak arra, hogy hol talalhatok ezen peptidek
legstabilabb régioi, illetve hogy a helikalis rész kozépso
szakasza, valamint az N-terminalis régi6 altal kialakitott
,»1rp-kalicka” miként ¢€s milyen koriilmények kozott
tekeredik le. Ezen szimulaciok eredményeit hasznaljuk fel
az ujabb mutansok tervezése soran, s bar az MD szamolasok
nem helyettesitik az NMR méréseket, mégis segitenek a
helyes mutansok ¢és variansok kérének megvalasztasaban.

4. Abra. Egy MD szimulacioval kovetett GLP-1 analog molekula magas hdmérsékleten torténé szerkezeti destabilizaciojanak allomésai. A baloldali képen
bekeretezett Trp-kalicka még intakt, stabilitdsaért a kozponti Trp oldallancat koriilvevo hidrofob aminosavak, valamint specialis H-hid a feleldsek. Jobbra a

mar részlegesen vagy teljesen kitekeredett téralkatokat lathatjuk.

Rontgendiffrakcios  moddszerrel  meghataroztuk  egy
oligopeptidaz enzim  kovalensen ko6tdd6 inhibitoraval
képzett komplexének térszerkezetét.> A kovalensen k&t6dd
inhibitor az enzimreakcié kozti termékének analdgja.
A molekulamodellezés eszkoztarat és a meghatarozott

kristalyszerkezetet felhasznalva felépitettik az enzim
aktiv helyén a szubsztrat-kotott allapotot, amely a hasitas
elétti allapot modellje, a teljes, 7 aminosav hosszsagu
szubsztratot is tartalmazza. Az elrendez6dést Monte Carlo
Multiple Minimum modszerrel (a peptid torzios szogeinek
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véletlenszerti megvaltoztatasaval majd a kapott szerkezetek
energia minimalizaciojaval) optimaltuk, és a legalacsonyabb
energidjui elrendez6dés stabilitdsait molekuladinamikai
szimulacidval vizsgaltuk (5. abra). A szamitasok eredményei
szerint a szubsztrat N-terminusaval a hidrolaz doménen
talalhato katalitikus tridd kozelében kotédik meg (mint
az a kristalyszerkezetbdl is kideriilt). A peptidlanc pedig
a méretszelekcioért felelés propeller domén kozponti
csatornajaba fliz6dik be. Az altalunk meghatarozott komplex
szerkezete arra utal, hogy a kis méretii ligandum a propeller
domén csatorndjan keresztiil kdzeliti meg az eltemetett aktiv
helyet, valamint analizalhatova tette, hogy mely aminosavak
felelések az enzim specifitasaért, és hogy milyen tipusu
szintetikus ligandumok lennének az enzim hatékony
inhibitorai.
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5. Abra. Az Aeropyrum pernix-bél szarmazo acilpeptid hidroléz
szubsztrat-kotott allapotanak modellje oldalnézetben (A) és feliilnézetben
(B). Sotétebb lila a katalitikus Ser oldallancot (z61d) tartalmazo

hidrolaz domén, mig vilagosabb szinnel a propeller domént jeloltiik. A
vilagoskék szinnel abrazolt peptid szubsztrat a propeller domén kdzponti
csatornajanak belsejében helyezkedik el.

Szamos neurodegenerativ betegség kialakuldsa a peptidek
aggregacidja soran létrejové un. amiloid szerkezetii
plakkok jelenlétéhez kothetd, melyekhez hasonld jellegli
aggregatumma a legtobb fehérje atalakulhat, fliggetleniil
azok primer szekvencidjatol. Ezen aggregatumokban
szerepld amiloid szerkezetek B-red6zott rétegeket
tartalmaznak.** Ezen a téren vizsgalataink kétféle forrasbol
szarmazd eredményekbdl taplalkoznak. Egyrészt B-szalak
elméleti (MD ¢és QM) szamitasain keresztiil feltérképezziik
ennek a fontos masodlagos szerkezeti elemnek a belsd
energiaviszonyait, kiilonds tekintettel a peptidlancok
kozott miikddo kolesonhatasokra. Masrészt tobb adatbazist
¢és automata adatkezeld rendszert hoztunk létre fehérje
szerkezeti adatbazisokbol (pl. Protein Data Bank) a vizsgalt
molekuldris kornyezet minél nagyobb és valtozatosabb
adathalmazzal valo lefedése céljabol.c

Hogy kozelebb keriilhessiink az aggregacios folyamatok
hajtéerejének  megértéséhez, kvantumkémiai (QM)
modszerekkel vizsgaltuk kisebbmodell peptidek atalakulasat,
az amiloidra jellemzd PB-redds szerkezetté. Kiszamitottuk
kiilonb6z6 termodinamikai fliggvények (entalpia, entropia,
illetve szabadentalpia) valtozasat az aggregatumok létrejotte
soran, majd altalanositottuk a szamitasi modszert nagyobb
rendszerekre.” Az antiparallel red6 esetében rezgési analizist
végeztink a dimerizacios folyamatra és azt talaltuk,
hogy a csokkend entropiat a dimerben ijonnan Iétrejovo
rezgések kompenzaljak. A redok kialakulasakor fellépd
szabadentalpia valtozas minden esetben negativnak, igy a
kialakulé amiloid szerkezet stabilnak adodik. A jelenséget

a természetes kotOpalyak (natural bond orbitals, NBO)
segitségével szemléltettiik (6. abra).

¢ k%

|

6. Abra. A szomszédos B-szalak kozott kialakuld (C-H) (kék) * (C-H)
vonzo ¢és taszitd kolcsonhatas szemléltetése NBO analizis segitségével.

Az elvégzett kvantumkémiai szamitasok magyarazatot
adnak a fehérjék amiloid szerkezeteinek kialakuldsara,
illetve az aggregaciés folyamatok termodinamikai
hajtéerejét sikeriilt minden kétséget kizaréan ab initio
modszerekkel igazolnunk. Eredményeinket felhasznalva
kovetkeztetni lehet hasonld, kiterjedtebb rendszerek
befektetendd energia nagysagrendjére igy nodvelve az
aggregacio visszaszoritasanak esélyét.

Felépitettik a p-red6zott rétegekben egymas mellett
futd6 polipeptid szdlakban az egymassal kozvetlen
szomszédsagban, ¢és bizonyos geometriai elrendezddés
esetén hidrogénkotésben 1évé aminosavak (7. 4abra)
adatbazisat. Ennek folyamatos karbantartisadt az adatok
Osszegyljtésétdl a masodlagos szerkezetek sziirésén at a
statisztikai elemzésekig automatikusan elvégzi az altalunk
kifejlesztett keretrendszer.

A létrehozott szerkezeti adatbazisokat szamos teriileten
felhasznalhatjuk. Ezek koziil a legjelentésebb a B-eddzott
réteg szerkezetekben annak megallapitasa volt, hogy f-
szalak esetén mely aminosavak keriilnek gyakrabban egymas
szomszédsagaba. A nagyobb adatbazisnak koszonhetéen
a korabbi elemzéseket ki tudtuk terjeszteni az aminosav
oldallancok allasanak a par-preferencidkra gyakorolt
hatasara is. A B-red6zott réteg szerkezetekben leggyakrabban
eléforduld aminosavakbol (Gly, Ala, Val, Ser) felépitett
modellvegyiiletekre végzett kvantumkémiai szamitasokbol
kidertilt, hogy az oldallanc allasanak jelentGs hatdsa van a
szerkezet stabilizacids energidjara, ez Osszhangban van a
szerkezeti adatbazisokbol nyert adatokkal. Eredményeink
felhasznalasaval mod nyilik a B-kanyar és B-red6zott rétegek
stabilitasanak és aggregacios hajlamanak becslésére, ezaltal
e szerkezetek tervezésére. Adatbazisaink masik fontos
felhasznalasi teriilete a B-redds szerkezetek csavarodasanak
és meghajlasanak elemzése. Az Aarhus University-
vel egyiittmikdodésben kvantumkémiai modszerekkel
vizsgaltunk poly-Gly, poly-Ala és poly-Val modelleket.
Osszehasonlitottuk az aminosav Osszetétel, a lanchossz
és a kiralitas hatasat az adatbazisbol kapott adatokkal
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7. Abra. A béta red6zott rendszerek aminosav-parjainak adatbazisat karbantarté keretrendszer.

kiilonboz6 szintli szamitasok esetén. Megallapitottuk, hogy
a csavarodas mértéke és a peptid gerinc konformacidja
szigoruan Osszefiigg és ezt csak kis mértékben befolyasolja
az aminosav oldallancénak milyensége vagy a kiralitasa L-
vagy D-volta. A ténylegesen megfigyelt csavarodas mértékét
a potencialis energia felszinen talalhat6 lokalis minimumok
helye hatdrozza meg. Vizsgalataink soran a ,,csavarodas”
fogalmat kiterjesztettiik a teljes Ramachandran térképre és
ezzel a fehérje feltekeredettségére jellemzd, egydimenzids
mérészamot kaptunk, amelynek reményeink szerint a
kiilonb6z6 foldamerek leirdsdban fogjuk hasznat venni.

3. A szérodott rontgensugar nyomaban:
fehérjekrisztallografia

Az ELTE Kémiai Intézetben Naray-Szab6 Gabor és
Bocskei Zsolt vezetésével 1993-ban kezdddtek meg
a fehérjekrisztallografiai kutatasok, amikor az els6
térdetektoros rontgen-diffraktométert iizembe helyezték.
A laboratoriumban 2009 ota Rigaku R-AXIS IV++ tipusu
késziilék mikodik az MTA-ELTE Fehérjemodellezd
Kutatocsoport irdnyitasa alatt. A laboratorium részét
képezi egy felszerelt kristalyositd labor, mely kiegésziil
egy elsésorban oktatasi célokat szolgald kristalyositd
robottal. A laboratorium célja a hazai kutatocsoportok
fehérjekrisztallografiai igényeinek kiszolgalasa
egylittmiikddésben végzett kutatasok keretében,
mérési idO biztositasa és tanacsadas, valamint a leendd
krisztallografusok elméleti és gyakorlati képzése. Ennek
a célnak a Kkiteljesitését eldsegitendd 2011-ben a BME
Biostruct Laborral és a KKI Rontgendiffrakcios Laborral
egyiitt létrehoztunk egy nyitott szervezOdést a hazai
infrastruktura megosztasa €és hasznalatdnak széles korli
elterjesztése céljabol.

Kutatasaink soran szerin protedzok esetén vizsgaltuk
az enzimmikddés mechanizmusat és szabalyozasat,
kismolekulas és fehérje inhibitorokkal vald
kolesonhatasaikat. Bekapcsolodtunk emellett mas fehérjék

(kalmodulin, dUTP4z, dinein kdnnytilanc) szerkezet/funkcio
Osszefiiggéseinek feltarasaba is a fehérje/fehérje és fehérje/
kismolekulas ligandum kolcsonhatasok jellemzésével.
Egyiittmikdd6 partnereink az MTA Enzimologiai Intézet
tobb kutatdcsoportjanak és az ELTE Biokémiai Tanszékének
munkatarsai.

Egyik f6 kutatasi teriiletink, az MTA Enzimologiai
Intézettében Zavodszky Péterrel és Gal Péterrel egyiitt a
komplement rendszer aktivalas elsd fazisaban részt vevo
enzimek vizsgalata. A komplement rendszer a velesziiletett
immunitas fontos részét képezi, miikodésének célja a
szervezetbe keriilt korokozok és karosodott sajat sejtek
eltavolitdsa egy enzim kaszkadrendszer segitségével.
Rendellenes aktivalédasa stlyos szovetkdrosodashoz
vezethet (gyulladdsos és autoimmun folyamatok), ezért
a kiillonbozo aktivalodasi utak megismerése €s szelektiv
gatlasanak kidolgozasa gyakorlati jelentdséggel is bir. Az
aktivalodas klasszikus és lektin ttjanak elsé enzimatikus
Iépései a homoldg, moduldris felépitésti szerin protedzok
autoaktivalddasa, valamint a kaszkad kovetkezd tagjanak
aktivalasa. A katalizisért a kimotripszin-szeri szerin proteaz
domén felelds.

A lektin Ut enzimei, a MASP-1 és a MASP-2 a kaszkad
elinditasaban betoltott szerepének vizsgalata céljabol MASP-
1- és MASP-2-specifikus fehérje inhibitorokat fejlesztettek
ki SGPI kanonikus tripszin inhibitor vazon Pal Gébor
(ELTE Biokémiai Tanszék) kozremiikddésével, amelyekkel
bizonyitottak, hogy a MASP-1 a MASP-2 fiziologias
aktivatora ®. Meghataroztuk a komplexalatlan enzimek
szerkezetét, majd az enzim/inhibitor komplexek (MASP-
2/SGMI-2 és MASP-1/SGMI-1) szerkezetvizsgalataval
a specificitds szerkezeti hatterét deritettik fel Fodor
Krisztiannal (EMBL-Hamburg) egyiittmiikddésben.
Magyarazatot kaptunk arra is, hogyan jarul hozza az S1/P1
kolcsonhatas az inhibitor specifitashoz (az SGMI-2 esetén
arginin és lizin kotédése is kedvezd, mig SGMI-1 esetén
csak az arginint tartalmaz6 variansok gétoljak az enzimet).
A MASP-2 esetén az inhibitor kotédése nagyobb mértéki
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konformacio valtozassal jart, ami kiilondsen a 3 hurokrégiot,
és az inhibitor ezzel kolcsonhatd szakaszat érintette.
A 3 hurokrégiéo elmozdulasa allosztérikusan, a GIn224
oldallanc kozvetitésével érinti az S1 zsebet is, megorizve
azt a lehetdséget, hogy a P1 helyzetii arginin és lizin
oldallanc egyarant kedvezo kolcsonhatasokat alakithasson
ki. A MASP-1 esetén a 224. helyzeti arginin oldallanc
az Aspl89 aminosavval sohidat alakit ki és verseng az
inhibitor P1 aminosavjaval, ezért a hosszabb oldallancu és
er6sebb kolcsonhatast 1étesitd, P1 helyzetl arginin kotddése
kedvezd, a liziné nem.

8. Abra. A szubsztrat specifitasi zseb kornyezetének atrendezédése a
MASP-2/SGMI-2 (balra) és MASP-1/SGMI-1 (jobbra) komplexekben.
A szabad enzim sziirke, a komplex z6ld/vilagoskék, az inhibitor
narancs/lila, az aminosavakat a kimotripszin szamozas szerint jeloltiik.
A MASP-2 esetén az inhibitor kotédésekor a 3 hurokrégio lefelé mozdul
el, ennek kovetkeztében térbeli okok miatt a GIn224 befordul, és a zseb
H-hid rendszerében vesz részt (1. a sarga nyilakat az abrak also részén).
A megfelelé Arg224 a szabad MASP-1-ben ebben a zseb felé fordult
konformacioban van. Az inhibitor P1 arginin oldallanca verseng vele az
Asp189 séhidért, igy az inhibitor kotéskor kifordul.

%/ h|drolaz\ A
gts

N N
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J
~.)
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Egy masik szerin protedz csalad, a szerin oligopeptidazok
vizsgalatdit tobb mint egy évtizede végezziik Polgar
Laszl6 (MTA  Enzimologiai Intézet) meghatarozo
kozremiikodésével. A katalizis és specificitdas mellett egy
tovabbi érdekes kérdés, hogy hogyan jut be a szubsztrat
az aktiv helyre a szerin oligopeptidazokban. Ezek csak
oligopeptideket képesek elhasitani, nagyobb fehérjéket
nem, ugyanis az aktiv helylik a propeller és hidrolaz
doménjiik kozotti tiregben helyezkedik el. Az aktiv hely a
csalad egyes képviseldi esetén (pl. dipeptidil peptidaz I'V)
egy oldalsé nyilason keresztlil hozzaférhetd a szubsztrat
szdmara, mig masoknal (pl. prolil oligopeptidaz, acilpeptid
hidrolaz) az aktiv enzim szerkezete zart °. Az acilpeptid
hidrolaz vizsgéalata soran olyan kristalyformat sikerdilt
eléallitanunk, amelyben egyiitt van jelen az enzim csukott,
form4ja, amelyben a katalitikus hely aktiv konformaciéban
van, ¢és a nyitott forma, amelyben a két domén szétnyilt.
A nyitott formaban jelenlévd oldalbejaraton keresztiil az
aktiv hely hozzaférheté a szubsztrat molekula szédmara,
azonban a Kkatalitikus tridd kozépsd tagjat tartalmazo
hurok destabilizalodott és elmozdult, elveszitvén a
propeller doménnel alkotott kolcsonhatésait, tehat ebben
az allapotaban az enzim inaktiv (9. dbra). A méretszelekcio
tehat azaltal valosul meg, hogy nyitott allapotban, amikor
nagyobb fehérjék is hozzaférhetnének az aktiv helyhez,
az enzim katalitikusan inaktiv, aktiv allapotaban pedig az
enzim tiirege korlatozza a szubsztrat méretét. A két allapot
kozotti atmenet elképzelhetd szubsztrat-indukalt modon
vagy konformacios szelekciod szerint is. Az, hogy a szabad
enzim nyitott és csukott allapotban is megfigyelhetd, az
utdbbi mechanizmusra utal.

9. Abra. Az A. pernix acilpeptid hidrolaz nyitott és csukott konformacioju szerkezetei. Szinezés mozgékonysag szerint, piros: mozgékony, kék: merev; a
katalitikus tridd aminosavait S, H, D jel6li; a hisztidin helyét a nyitott szerkezetekben gomb jelzi. Balra: tobb kristalyforma dsszevetésével egyféle csukott
és egyféle nyitott globalis konformaciot talaltunk. A nyitott formaban a propeller domén eltavolodasaval a hisztidint hordozé hurok mozgékonnya valik, és a
szerkezetekben kiilonboz6 konformaciot is felvehet. Jobbra: nagyitott kép az aktiv helyrdl. A csukott szerkezet az intakt katalitikus tridaddal sziirke, a nyitott

szerkezetek mozgékonysag szerint vannak szinezve.

4. A spinek ,,bevilagitanak” akar egy egész fehérjét

Az ELTE Természettudomanyi Kardn miikddé NMR
spektroszkopiai laboratorium harom késziiléknek ad otthont
és 0sszekoti munkankat a Kémiai Intézet munkatarsaival,
Rohonczy Janos és Csampai Antal kollégakkal. Az Avance
250, a DRX 500 illetve az Avance III 700 tipusu Bruker
(10. abra) késziilékek szamos mérofejjel vannak felszerelve,
melyek a mindennapi gyakorlatban leginkabb el6fordulo
'H, BC, BN, "F, 3P mérések mellett a tanulmanyozott
kémiai, biologiai rendszert6l fiiggden '° mas, ritkdbban
kiaknazott NMR aktiv magok mérését is lehetdvé teszik.
Ezek k6zé sorolhato példaul a 0, 7Al, #Si, °'V, "'Cd, *Pt.
Mindezek hiien tiikr6zik, hogy szertedgazo kémiai, biologiai
kérdésekre lehet keresni a valaszokat.

Szerkezetkutatd laboratoriumunk egyik f6 kutatési
iranyvonalat a fehérjék oldatfazisu szerkezetvizsgalata,
dinamikus tulajdonsagaik feltérképezése jelenti. Kisebb
rendszerek esetén a természetes izotoparany adta érzékenység
kiaknazasa is elégséges lehet, am nagyobb méretli fehérjék
esetében szikkség van N, *C/N, vagy akar *D/®C/®N
izotopjeldlésre. Ahogy arra mar korabban utaltunk, a fehérje
expresszios laboratorium beiizemelésének egyik hajtdereje
éppen a koltséges izotopjelolés hazon beliilli megoldasa
volt. Mindezek tiikkrében a fehérjék viselkedésérdl az NMR
spektroszkopia szamos igen hasznos informaciot szolgaltat.
A térszerkezet meghatirozis feladata mellett gyakran
fontos a peptid gerinc belsé mozgasanak jellemzése, az
ugynevezett dinamikai paraméterek meghatarozasa is. A

118. évfolyam, 2-4. szam, 2012.



Magyar Kémiai Folyoirat - Kdzlemények 165

10. Abra. A 700 MHz-es NMR spektrométer és hasznos kellékei.

fehérje — ligandum (hatéanyag vagy gyogyszermolekula)
kolcsonhatasanak mikéntje, az atomi részletek meghatarozasa
kiemelten fontos feladat, mikozben nem csak az egyensulyi
komplex, de az enzimreakcidk kinetikajanak kovetése, a
mechanizmus utvonalak feltérképezése is lehetévé valik a
korszeri NMR spektroszkopidnak kdszonhetden. Paradox
modon a rendezetlen (IDP, IUP) fehérjék szerkezeti
jellemzése is megoldhatd tigyes NMR-es kisérletek
segitségével, és meg kell emliteni azt is, hogy eldszeretettel
végziink ugynevezett in-cell NMR méréseket, amikor
a kiszemelt fehérje téralkatara, kolcsonhatd partnereire
nem izolalt hanem ¢éI6 sejtes koriilmények kozepette lehet
kovetkeztetni. Alabb izelit6t adunk néhany fehérjecsalad
kapcsan végzett NMR-es munkankbol.

A  motorfehérjék kozé sorolhatd homodimer dinein
téralkatat, Nyitray Laszloval (ELTE Biokémiai Tanszék)
kozosen vizsgaltuk,'" szabad allapotaban valamint egy
rendezetlen miozin lanc fragmensével egyiitt (1l. abra).
Jellemeztiik a rendezetlen fragmenst mind szabad, mind
kotott allapotaban. Megallapitottuk a kotddéskor képzodo
béta redd jelenlétét, s kimutattuk a fehérje és peptid oldalarél
is a kotdhely atomi jellemzoit.

11. Abra. A dinein kolcsonhatasa rendezetlen miozin lanccal (z61d szinnel
jelolve).

Reményi Attila (ELTE Biokémiai Tanszék) javaslatara
vizsgaltuk a MAPK kindzokkal kolcsonhatd linearis
motivumokat (12. abra). Az esetenként 15-25 aminosavbol
allé  peptid fragmensek teljes multinuklearis NMR
jellemzését végeztik el. Ez altal rendezetlenségi

paramétereket hataroztunk meg vizes oldatban és 8 mol/
dm? karbamid denaturald kézegben. Célunk a kdlcsonhatas
feltérképezése mellett a kinazok regulacios mikodési
mechanizmusanak mélyebb megértése.

12. Abra. MAPK kinazokkal kélcsonhaté linearis peptidlanc.

Batta Gyula (Debreceni Egyetem, Szerves Kémiai Tanszék)
kollégankkal relaxéacié diszperzidos méréseket végeztiink
az antifungalis PAF fehérjén (13. dbra), amely molekula
55 aminosavbol ¢épil fel, mégis komplex diszulfidhid
jellemzdket mutat. Megallapitottuk, hogy e fehérje esetében
csak viszonylag magas homérsékleten jellemzé a lassu
(mili-, mikro-szekundumos) id6skalaji mozgas.'?

13. Abra. Az antifungalis PAF fehérje.

Nyitray Laszloval (ELTE Biokémiai Intézet) kozdsen
vizsgaltuk az S100A homodimer fehérje Ca* kotd
képességét. NMR mérésekre alapozva megallapitottuk,
hogy a fehérje 2:1 ardnyt komplexet képez egy 45 aminosav
hosszti miozin lanccal. Megfigyeltiik, hogy a két fehérje
kotddése soran a szimmetria megbomlik (1. 14. abra).

Végiill de nem utolsésorban érdemes megemliteni hogy
a modern nagytérereji NMR késziilékek, valamint a
biotechnoldégiai moddszerek 0tvozésének koszonhetéen
lehetéség nyilik ma mar akar kisebb fehérjék
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B

14. Abra. Az S100A homodimer fehérje modellje.

allapotvaltozasanak (pl. termikus denaturacid, koncentracio
kivaltotta aggregécio, stb.) atomi szinten torténé nyomon
kovetésére. A beépitett izotopoknak (N, *C, ?H) és a
gyors pulzusszekvencidknak hala, értékes informacio
gyljthetd akar néhany 100 pl mennyiségli (50-100 uM-
os) minta esetén, minddssze néhdny perc leforgésa alatt.
A mar koradbban emlitett Trp-kalitka, minifehérje esetében
(15. abra) ez azt jelenti példaul, hogy megfigyelve
egyes NMR-jelek homérsékletfiiggését ugynevezett
diszkrét ,letekeredési allapotokat” (folding intermediate)
azonosithatunk ¢€s jellemezhetiink, jobban megértve ezzel
a Dbioaktiv makromolekuldk szerkezet-hatas-dinamika
Osszefliggéseit.
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5. Kitekintés

A molekularis szemlélet ma mar meghatdrozo szerepet
jatszik a biologidban. A modern preparativ, miiszeres €és
modellezési modszerek fejlodése lehetévé teszi, hogy
az elemi ¢életfolyamatokat megismerjiik a molekuldk
szintjén, értelmezziik, és ennek alapjan akar tervezziik
is. Ez a megkozelités dontd szerepet jatszik a modern
gyogyszerkutatasban is, sokszini laboratériumunkkal
ezt igyeksziink szolgalni. Csoportunk egymassal allando
kolcsonhatasban  allo, jelentésen kiilonbozo — kisérleti
technikdkat magas szinten alkalmazo tagjai képesek
arra, hogy ezeket egylittesen alkalmazva egy-egy téma
kutatdsdban a hazai és nemzetk6zi igényeknek megfeleld
eredményeket érjenek el.

Koszonetnyilvanitas

Perczel Andras, mint a csoport vezetdje kdszoni korabbi
munkatarsainak és hallgatéinak, valamint a képen lathatd
Osszes személynek a kitart6 és eredményes munkat. Koszonet
a hazai (OTKA, MTA TKI, TAMOP, stb.) és kiilfoldi (FP7,
Wellcom Trust, ICGEB, stb.) tamogatasokért.
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Observing the invisible, foldamers and structural
building blocks of peptides and proteins

Among biomolecules, proteins fulfill the most diverse roles in a
cellular system. Recent advances in X-ray diffraction techniques,
NMR-spectroscopy and computational advances made possible
to characterize both their structure and internal motion, on a wide
range of time-scale. Beside their 3D structures and dynamics it is

fundamental to understand their biological activity coupled to its
physical chemical properties. A brief introduction is provided on
how protein structure and motion can be captured and analyzed.
Our most recent results associated with chemical synthesis as well
asbacterial expression of polypeptides, foldamres and proteins
are described here. In silico methods (MM, MD, QM, ab initio,
functionals etc.) are widely used in our Protein Modeling Research
Group (HAS-ELTE) to describe various aspects of polypeptide
structure and stability. X-ray diffraction methods resulted in
structural information on larger proteins (e.g. Acylaminoacyl
peptidase) are discussed in details. Finally, our most recent bioNMR
spectroscopy related studies are spelled out. The detailed research
summery of the Laboratory of Structural Chemistry and Biology
is concluded by an outlook, focusing on how various molecular
systems of biological importance could be studied to understand
more on their Dynamics-Structure-Activity Relationships.
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