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Uj NMR metodikak fejlesztése és alkalmazasaik:

Az NMR N és *H kémiai eltolédéas anizotropia mérésére (j, CSA/DD kereszt-korrelacios relaxacion
alapulé6 modszereket dolgoztunk ki, amit egy modell peptid esetén az intermolekularis H-hid
kimutatdsara alkalmaztunk. A ciklosporin-A immunszupressziv antibiotikum esetében 0sszefiiggést
talaltunk a peptid kotés sikjanak torzultsagat mutatd o szég és a °N kémiai eltolédas anizotropia
mértéke kozott. Intramolekuléris, fénnyel indukalt, cikloaddicids reakcidval nyert dihidro-orotidin
analég harom (j sztereocentrumanak konfiguraciojat NOE mérésekkel allapitottuk meg, amit molekula-
mechanika mddszerekkel vetettiink dssze. A metil-B-D-glikopiranozid hidroximetil csoportjanak belsé
dinamikajat vizsgaltuk. TObb magneses téren mértik az auto és keresztrelaxaciot, valamint
laboratériumi és forgé koordinatarendszerben a DD/DD relaxacids interferenciat. A meérések
értelmezésére egy ,.hibrid” modszert fejlesztettlink ki. Megallapitottuk, hogy a CH, bels6 mozgast
legjobban a két hasonl6an populalt gg-gt konformer kozti atugras modell irja le legjobban. A
konformerek szogelfordulasa 50-60°, a hdmérséklet csokkentésével az atugras sebessége csokken. A
homérséklet fliggvényében mért dinamikabol megkaptuk a folyamat aktivalasi energiajat. Eredmeényeink
6sszhangban vannak masok ultrahang relaxaciés méréseivel és ab initio kvantumkémiai szamitasokkal.
Uj TROSY modszert fejlesztettiink ki, amely a korabbinal is nagyobb felbontoképességet ad a tavolhatd
csatolasok lecsatolasa révén. A modszer alkalmas a duplan izotdpjelzett fehérjékben a *°*N-*CO csatolas
méresere is. Proton-detektalason alapuld (DJM)-INEPT-INADEQUATE Kisérletet fejlesztettlink ki egy-
és tobbkotéses *C-*C  M"J(CC) skaléris spin-spin csatoldsok meghatarozasara. A kapott **C-*C
multiplettek szamitogépes elemzésével 2 Hz-nél kisebb csatolasi allandok is mérhetéek. A modszer
elénye, hogy lehetdvé teszi az egy- és tobb-kotéses csatolasi allandok egyidejii meghatarozasat. Uj,
proton-detektalason alapuld6 INADEQUATE-tipusu kisérleteket - IPAP DEPT-INADEQUATE es IPAP
RINEPT-INADEQUATE - fejlesztettiink ki tébbkoétéses 2*C-*C "J(CC) skalaris spin-spin csatolasok
meghatarozasara. Az irodalomban korabban leirt médszerekhez képest jelentos érzékenység novekedést
értiink el az egy-kotéses *H-*C csatolasi evollci6 refékuszalasaval valamint a tobbkétéses "J(CC)-re
csatolasra optimalizalt hosszu evoldcios id6 alatt proton-lecsatolés alkalmazasaval. A kisérletek tovabbi

madositasaval azonos- valamint ellentétes-fazist *C-*C F1-dubletteket kapunk, melyek szamitogépes
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elemzésével - a multiplettek 6sszeadasaval ill. kivonasaval — a dublett vonalai kiilén-kilon spektrumban
szerkeszthetok, igy akar 1-2 Hz-nél kisebb csatolasi allandok is pontosan mérhetok. A modszerek
teljesitoképességét jol jellemzi, hogy 20-25 mg-os monoszacharid ill. diszacharid mintan, 24 éra alatt
(600 MHz-es kriomérsfej alkalmazasaval) az osszes tobbkotéses *3C-*C  csatolasi allandét
meghataroztuk. A tavolhatd heteronuklearis spin-spin csatolasok mérésének eddiginél pontosabb
maodszerét dolgoztuk ki, az in. CPMG-HSQMBC technikat. A mddszer azon alapul, hogy a zavard
homonukleéris csatolasok &ltal okozott modulaciot a kisérlet elején beiktatott, dsszetett impulzusokbdl
felépitett CPMG szekvenciaval eliminaljuk. Igy a 2D NMR spektrumban nyert multiplettek tiszta
fazistak lesznek, és az antifazisu részbol a heteronukleéris csatolas pontosan megallapithato. A kisérlet
hasznat szénhidratokon és glikopeptid antibiotikumon demonstraltuk a 13C-1H illetve 15N-1H
csatolasok meghatarozasaval. A mérési eredmények szerves molekuldk térszerkezetének vizsgalatara
altalaban is jol hasznosithatok. Spanyol egyittmiikddés keretében DOSY- transzlacios diffuzios NMR
kénnytivizes kézegben. A mddszereket kiterjesztettiik °C, °N editalt és sziirt véltozatokra. Telités
atvitel kulonbség (STD) Kkisérleteket fejlesztettiink fehérje-ligandum interakciok kimutatasara
kénnytivizes kdzegben. Kidolgoztuk a *°N csoport-szelektiv telités modszerét, amely akkor is lehetévé
teszi a fontos STD modszer alkalmazésat, amikor a gazdamolekula és a ligandum NMR jelei atfednek.
Példaként a °N jelzett glikopeptid antibiotikum / sejtfal - analdg peptid rendszerben igazoltuk a
kotodest.

Fehérjék vizsgalata:

A 2002-ben lezérult T 029089 palydzatunkban hivatkozott és a Protein Science-ben 2003-ban megjelent
munkank szerint a calretinin (CR) kalcium koté fehérjére a homoldgia modellezés azt josolja, hogy a hat
“EF-hand” szerkezeti egysége egyetlen domenban rendezédik. NMR modszerekkel bizonyitottuk, hogy
a CR I-11 (1-100) es a CR I11-VI1 (100-271) - a varakozéssal ellentétben- figgetlen doménokat alkot. Ez
a kulénbség a rokon Calbindin D28k feherjéhez képest magyarazhatja, hogy a CR nem mutat
kélcsonhatést a programozott sejthalalban szerepet jatszo caspase-3-al, egyuttal felhivja a figyelmet a
homoldgia modellezés potencialis veszélyeire. A korabban altalunk NMR maodszerekkel karakterizalt
(BMRB 5156) calretinin kalcium koté feherje N-terminalis CR I-11 doménjét vizsgaltuk a pH 5.2-8.5
tartomanyban. A **N-H korrelaciés HSQC spektrumok elemzésébél azt kaptuk, hogy az elsé EF-Hand
modul His12 és His27 egysegeinek kérnyezetében a legnagyobbak a valtozasok, pH 7.0+ 0.2 értéknél. A
mésodlagos strukturdban a pH nem okozott valtozast. Adataink azt a modelt tdmogatjak, miszerint az
érintett hisztidinek protonalédasénak hatasara elsésorban az N-terminalis hurok és az A hélix atmenete
tovabba a B hélix kdzepe valtozhat. Hidrofob hely alakul ki a fehérje globalis hidroféb sajatsagainak
jelentésebb véltozasa nélkiil. Tovabbi vizsgalatok lehetségesek a hipotetikus pH kapcsolé (Ca?*, HY)
funkci6 vizsgalatira. A N jelzett CR fragmensek el8allitasahoz hasznalt Pichia pastoris

élesztégombak manno6z tartalmu poliszacharidot is termelnek. Ennek a zavar6 terméknek a
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konkanavalin agardézzal torténé eltavolitasara NMR-el kontrollalt modszert vezettink be. Fehérje
standardok alkalmazasaval az NMR diffuziés (DOSY) moddszer molekulasily kalibraldséhoz
fejlesztettink ki mddszert. Ez alkalmas globuléaris fehérjék oligomerizacids allapotanak
meghatarozasara. Ot kilonbdzo fehérje/ligandum rendszeren végzett szaturacio-transzfer differencia
kisérletekben igazoltuk, hogy ezekben az interakcidkban a mérési homérséklet befolyasolhatja a kotés
erosségét, a kinetikat és a fontos oldallancok dinamikajat. Ezért a mérések sikeres megvalésitasahoz
fontos a hémérséklet optimalizalasa.

Oligopeptidek, antibiotikumok és mas bioaktiv molekulak NMR vizsgalata :

Szelektiv/Gradiens NMR technikékkal (COSY, TOCSY, NOESY) azonositottuk a stigmasterol szteroid
vazanak és oldallancainak Osszes jelét, valamint a csatolasi allandokat. Ezekkel a mddszerekkel a
bonyolult spektrumu szteroidok szerkezete meghatarozhatd. Az (jonnan szintetizalt, potencialisan
molekula-mechanika mddszerekkel.

A huméan nyéal-amilaz enzim katalizélja bizonyos galaktozil-maltozidok hidrolizisét, amit pl. a tannin
gatolhat és igy szerepe lehet a fogszuvasodds megelézésében. Az altalunk vizsgalt gallotannin
szerkezetazonositdsthoz NMR modszereket hasznaltunk. Spiro-hidantoidin egységet tartalmazé akarbo6z
analog pszeudotetraszacharidot allitottak el6 Kandra és munkatarsai, amely az o — amilaz hatasos
inhibitora. Teljes *H/"*C jelhozzarendelést kévetéen igazoltuk hogy a tio-hidantoidin elétti Gj glikozidos
kotés tipusa 1>6. ROESY mérésekbdl azt kaptuk, hogy az akarb6zhoz képest a gyitrikonformaciok nem
valtoztak. Kisebb kilonbségek ellenére az akarb6zzal megegyez6 A, B, C gyiiriikk interglikozidos
konformaécidja is hasonlit az akarbdzhoz, és elkulonilt hidrofil és hidrofob fellleteket kinal fel a target
fehérje szaméara. Az Uj, 1>6 interglikozidos kotés flexibilitdsa esetleg magyarazhatja a mért nagyobb
aktivitast. Herczegh és munkatarsai D-glikalbdl 2,3 telitetlen hexapiran6z egységekbol allo
poliszacharidokat allitottak el6, amelyek az o — amildz inhibitorai. Az elvalasztott di-és triszacharidok
szerkezetét teljes *H/™*C jelhozzéarendeléssel igazoltuk, mig a nyert polimer keverékben NMR alapjan
csak 10% B izomert talaltunk, ami a poli- glikozilezés jé sztereoszelektivitasat igazolja. MALDI-TOF
tdmegspektrometrids mérések szerint a kovalens polimerek mintegy 5.5 kDa (30 egység) mérethatéarig
képzodnek, mig az NMR diffuziés mérések alapjan 30 kDa méltdmegii aggregatumok jelennek meg
CDCI; oldatban. Bisz-(alfa-béta-D-glikopiranozil)-poli-izobutilén CDCI; oldoszerben lejatsz6do
(koncentraciotdl fliggs) onasszocialodasat diffuzios (DOSY) maddszerrel figyeltik meg mintegy 65 kDa
mérethatarig. A NOESY mérések tansaga szerint az aggregatumok ,,bels6” PIB része flexibilis, mig a
kiilsé szénhidrat rész (*C, konformacid) a merevebb a reverz micellaképzsdés soran. Egyéb
modszerekkel 6sszhangban (CD, transzmisszios elektronmikroszkop, kvantum-kémiai szamitasok)
diffuzios NMR vizsgalatok soran igazoltuk, hogy az izopropilidén-guanozin polietilén-glikollal (PEG)
kialakitott telekelikus dimerje K* ion jelenlétében Un. G4 kvadruplexeket alkot CDCl; olddszerben. A
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képz6do gyongyfuzér-szerii szupramolekularis polimerek (20 kDa - 10 MDa tdmegtartomany, kisérleti
kortlmenyektol fliggéen) makromonomerje G4-(PEG)4-G4 szerkezetii, amely képes kisméretii hidrofob
ligandum (pl. TMS) ,,becsomagoléséra”. Bér a jelen vegylletek nem mutattak telomerdz enzim gatlast,
ilyen jellegii potencidlis aktivitds nem kizarhato, miként kisméretti gydgyszermolekuldk célbajuttatasa
sem.

Féleg alaninbol allg, de tirozint is tartalmazo, helikélis modell peptideket hasznalva, kombinalt NOE és
molekula-dinamikai modszerekkel aromés oldallancok és a vaz kozott eszleltiink kdlcsonhatdsokat. Ez a
megfigyelés valoszinisiti az aromas-folanc koélcsonhatasok gyakorisdgat helikalis fehérjekben.
Antraciklin-glikozid antibiotikumok Uj, bioldgiailag hatdsos, négyszdgsavval képzett szarmazékait (pl.
kovalens dimereket) teljes 'H/C NMR jelhozzéarendeléssel karakterizaltuk. Egyes szarmazékok
daganatellenes hatast mutattak.A glikopeptid antibiotikumok ligandumfiiggé oligomerizacios sajatsagait
hazai es kilfoldi konferenciakon ismertettiik, kdzlemények elékésziletben. A négy alapveté glikopeptid
antibiotikum heptapeptid aglikonjainak teljes 'H, *C, N NMR jelhozzarendelését kovetsen

bioldgiailag hatasos négyszdgsav szarmazékaik szerkezetét is igazoltuk.
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