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Biologiai makromolekuldk statikus és dinamikus szerkezetvizsgélata
multinuklearis, multidimenzionalis NMR spektroszkopia segitségével

Dr. Bodor Andrea
Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Kémiai Intézet

A megvaldsitandd munkatervem  célkitiizései  kétiranylak voltak: (a) a
fehérjekutatdsban altalam eddig nem haszndlt NMR spektroszkdpiai méréstechnikék
megtanulasa, adaptalasa, illetve (b) ezen és a klasszikusnak szamitd impulzusszekvenciak
alkalmazéasa adott fehérje, vagy fehérje-ligandum rendszerek szerkezeti és dinamikai
vizsgalatanal. Korabbi szakmai tapasztalataim kiegészitve megismerkedtem a hig oldatban
jelenlévé nagy molekuldk tanulmanyozasanal hasznalt impulzusszekvenciakkal: a kilénféle
vizelnyomasos technikdkkal készilt két-dimenzids homonuklearis korrelacios TOCSY,
NOESY, ROESY, valamint heteronuklearis HSQC mérésekel. Nagy méretii fehérjéknél a
jelazonositashoz szilkséges harom-dimenziés HNCA, HNCOCA, CCONH méréseket
futtattam, illetve a gerinc mozgasanak jellemzéséhez Ty, T, relaxacios idémeghatarozast,
heteronuklearis NOE méréseket végeztem. A fehérje-peptid kdlcsonhatas tanulmanyozasahoz
STD (Saturation Transfer Difference) mérésekre volt szikség, illetve a makromolekula
méretének ellenérzésére DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) technikéhoz.

Munkdm a multinuklearis, multidimenzionalis NMR spektroszkopia sokréti
alkalmazasi lehetdségét aknazza ki a peptidek, fehérjék vizsgalataban.

A tanulményozott rendszerek harom csoportra oszthatdak: a) 6-10 aminosavbol all6
nyiltlanca, illetve ciklikus peptidek vizsgalata DMSO, és vizes kzegben; b) egy homodimer,
178 aminosavmaradékot tartalmazd fehérje jelazonositasa, fehérje peptid kolcsdnhatas
tanulmanyozasa mind a fehérje, mind a peptid oldalarél, c) *P NMR spektroszképia
alkalmazésa egy enzimkatalizalt folyamat mechanizmusanak jellemzésére. Ezen rendszereket
természetesen mas megkdzelitésben is vizsgaljak, az NMRes mérések elvégzése, kiértekelése,
a jelenségek magyarazata volt az én feladatom.

al) Bizonyos tlidérakos (an. SCLC: Short Cell Lung Carcinoma) sejtek proliferaciojat
gatld, aromas oldallancot tartalmazé rovid peptidek és peptidanalégok oldatszerkezetét
jellemeztem. Biologiai kutatasok kimutattdk, hogy a receptorhoz valé kotédéshez és az
aktivitas eléréséhez elégséges egy 4-6 aminosavbdl all6 peptid, melynek jellegzetes
szekvencidja: Xxx-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Leu, azaz Xxx-SP5 (ahol Xxx: Phe, Tyr, DArg).
Jobb, vagy hasonld 1C50 értéket (50%-o0s gatlési érték uM-ban) szolgaltatnak a C-terminalis
végen levé AMB (1-amino 3-metil butan) védécsoportot tartalmazo analdgok. Ezek vizben
kevésbé, am DMSO-ban jol oldédé vegyiiletek. A felsorolt molekulék teljes *H
jelazonositasat elvégeztem. A lehetséges oldatszerkezet meghatarozasahoz tavolsag jellegi
kényszerfeltételeket gyajtottem a 2D NOESY spektrumokbol. Elég kevés ilyen feltétel
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allapithatd meg, ezek is kizar6lag szekvencidlis és egy aminosavon belili NOE
kolcsonhatasok eredményeképpen lépnek fel. Az egymastdl tavolabb Iévé aminosavak kozott
nem azonosithatd kolcsonhatds. Kovetkezésképp a peptidek DMSO kdzegben nem
rendelkeznek egyetlen meghatarozott térszerkezettel, hanem vélhetéleg konformerek
sokasaga formajaban vannak jelen. Az SP5 anal6gok lancvégei mobilisabbak, ott NOE
kélcsonhatds nem detektalhatd. A kdzépsoé - valamennyire merev - rész felel6s a receptorhoz
vald kotodésért, igy kdvetkezo 1épésként a peptidanaldg és a receptor max. 150 aminosavbol
allé N-terminalis vége kozotti kolcsonhatés kell elvégezni.

Eredményeinkbdl 1 kézirat sziiletett:

A. Orosz, A. Szabd, G. Szeman, T. Janaky, Cs. Somlai, B. Penke, A. Bodor, A. Perczel: Novel
nontoxic heat shock protein 90 inhibitors having selective antiproliferative effect; The
International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 2006, 38, 1352-1362.

a2) Korabbi kutatasok azt mutattdk, hogy a terapeutikusan aktiv antitestek specifikusan az
Alzheimer koérért (AD) felelés N-termindlis Ap(4-10) FRHDSGY epitdp szekvenciat
célozzak meg. A felismerés specificitasa és ezen epitop, illetve ennek anal6g, hosszabb,
linearis, vagy Cys-Cys kotéssel ciklizalt valtozatainak tulajdonsagai, oldatszerkezeti
sajatsagai lehetévé teszik Uj, az AD kezelésére hasznalhaté oltéanyagok fejlesztését. Két
linearis, és két ciklikus 8-13 aminosavmaradékbol allo peptid teljes jelazonositasat végeztem
el. Szobahémérsékleten nem jelentkeznek NOESY keresztcsucsok, ezért a szekvencialis
aszignécid elvégzéséhez 285K-en futtatott ROESY mérések voltak sziikségesek. Az gerinc
NH protonok kémiai eltolodas valtozasa homérséklet fiiggvényében (az abrazolt AS/AT
értékek alapjan), illetve a ®Juny csatolasi allandok értékei mind azt mutatjak, a vizsgalt
peptidek rendezetlenek (Un. random coil formaban vannak jelen), nincs Kitlintetett masodlagos
szerkezetik. Molekulai dinamikai szamitasok alatdmasztottdk, hogy az i és 1+2, i+3
aminosavmaradékok kozotti tavolsag 6A-nél nagyobb, igy érthets, hogy az NMRes
vizsgalatokban csak szekvencialis NOE keresztcsucsok detektalhatéak.

Eredményeinkbdl 1 kézirat sziiletett, melyet most fogadtak el a J.Med.Chem. folyéiratban:
M. Manea, A. Kalaszi, G. Mezd, A. Bodor, A. Perczel, K. Horvati, A. Horvath, O. Farkas, M.
Przybylski, F. Hudecz: Antibody recognition and conformational flexibility of a plaque-
specific f-amyloid epitope modulated by non-native peptide flanking regions.

b) A DLC-t (dinein kdnnyi 1anc) eredetileg a dinein motorfehérje alegységeként irtak le, de
kiderllt, hogy az V-0s osztalyba tartoz6 miozinhoz is kotédik. A DLC feltételezhet6en
mindkét motorfehérjén teher (cargo) - koté és/vagy szabalyozo funkcidt lat el. Szerepe lehet a
mikrotubularis és az aktin filamentumok mentén tortené intracellularis transzport rendszer
kozotti "atkapcsolasban™ is. A DLC-motor-kargo komplex kialakulasanak szerkezeti alapja
jelenleg még nem ismert, ennek felderitésére iranyulnak kutatasaink. Elsé lépésben
megvizsgaltam a miozin V peptid kotddését a 178 aminosavbél allé homodimer N jelolt
DLC-hez. A HSQC mérések alapjan 21 aminosavmaradek jele tolddik el jelentés mertékben,
ezek a kotsdésért felelés helyek. A N, °C jelslt DLCn végzett 3D mérésekbél szarmazo
aszignacio és az irodalomban a DLCre vonatkozd adatok alapjan a kotohelyek a



szekvencidban a 60-71 kozotti aminosavmaradek lancrészen helyezkednek el, melyek
érdekessége, hogy csupan egyetlen aromas oldallanccal rendelkez6 aminosavat tartalmaznak,
a tobbiek talnyomorészt savas, vagy bazikus jellegiiek. Az NMR titralds soran néhany jol
elkilonithet6 aminosavmaradék jelének térfogati integralasaval a Kd disszociaciés allandé
értékét is szamolni lehet. Ezen eredmények alapjan a peptid oldalarol is el kezdtem vizsgélni a
kotéhelyeket. Azt a kovetkeztetést lehetett levonni, hogy a szabad allapotban rendezetlen
peptid a kotédes soran definidlt szerkezetet mutat. Ezt kezdtem el bizonyitani egy hosszabb,
23 aminosavmaradékot tartalmazé, °N-jelélt peptidlancon. Ehhez el kell végezni a szabad,
illetve a peptid-fehérje komplex jeleinek azonositasat a megfelel6 3D spektrumok alapjan.
Elkezdtem a dinamikai paraméterek (T, T,, heteronuklearis NOE) értelmezését is a szabad és
a kotott formaban egyarant. A mérések kiértékelése folyamatban van.

Eredményeink a megjelent cikkiink alapjan (Z. Hodi, A. L. Németh, L. Radnai, C. Hetényi, K.
Schlett, A. Bodor, A. Perczel, L. Nyitray: Alternatively spliced exon B of myosin Va is
essential for binding the tail-associated light chain shared by dynein, Biochemistry, 2006,
45(41), 12582-12595.) egy Ujabb kozleményben foglaljuk 6ssze, melyet a Biochemistry
folydiratban szeretnénk kozolni.

Az eredményeket poszter formajaban 2005 julius 3-8 Hollandidban megrendezett EUROMAR
konferencian mutattam be, illetve eldadasként 2005 janiusdban, Balatonszemesen
megrendezett Peptidkémiai konferencian ismertettem.

cl) A dUTP&z enzim hatdsmechanizmusa bioldgiailag igen érdekes terllet. A dUTPaz
szerepe a szervezetben megakadalyozni az uracil DNSbe vald beéplilését, mégpedig ugy,
hogy elbontja a dUTPt. A lejatsz6dé folyamat:

dUTP-> dUMP + PPi,
ahol PPi a pirofoszfat. Ez a reakcio gyors ahhoz, hogy barmilyen mddszerrel tanulméanyozni
lehessen, igy a dUTP egy analdgjat, az o,p-imido-dUTPt hasznaltam. A nukleotidek
vizsgalatdhoz kézenfekvé a 3P NMR spektroszképia, hiszen a foszfor atom kémiai eltolédasa
igen érzékeny a kornyezeteben torténd valtozasokra. Megallapitottam, hogy amennyiben a
rendszerben jelen van Mg?*, a nukleofil tdmadés az o foszfor atomon torténik. Mg®*
hidnyaban az a meglepé megfigyelés, hogy a tamadas a p foszforo atomon kovetkezik be. Az
idébeli kovetés Kiértékelése soran meghataroztam a folyamat pszeudo-elsérendi sebességi
allandojat. Megallapithaté, hogy nagyon Kkis, szinte elhanyagolhatdé mennyiségben
valdszindisitheté intermedierek detektalhatdak, ezeket azonban csak réntgen krisztallografias
mérésekkel sikerdlt jellemezni.
Az eredményeinkbdl elkésziilt kézirat jelenleg bekildés alatt all a Nature Struct. Mol. Biol.
folyoiratba:
O. Barabas, V. Németh-Pongracz, A. Bodor, A. Perczel, Z. Szabadka, V. Grolmusz, M.
Wilmanns, B. G. Vértessy: Structural snapshots of dUTPase-catalysed phosphate ester
hydrolysis directly visuelize in-line attack and reaction intermediates.



Az eredményeket meghivott elgaddként a 2007 szeptember 4-8 kdzdtt Lengyelorszagban,
Wroclawban megrendezett 2" European Conference on Chemistry for Life Sciences (2™
ECCLYS) konferencian mutattam be.

c2) Bizonyos biologiai kisérletekben ortofoszforsavban torténé tébb napos inkubacio, illetve
az ortofoszforsav azonnali adagolasa soran a kimenetel ellentétes. A jelenség azzal lehetne
magyarazhato6, hogy a foszforsav nagyon kismértékii, lasst dehidrataciét szenved, pirofoszfat
képzodése mellett, melynek mennyisége az enzim koncentraciokkal 6sszemérheté. Ennek
eldontésére *'P NMR méréseket végeztem kiforralt és nem kiforralt foszforsav oldatok esetén,
pH =7,5 értéknél. A nem kiforralt mintaban siker(lt a foszforsav orias intenzitasu jele mellett
kimutatni a 0,19 %o-ben megjelené pirofoszfatot, mig a kiforralt mintdbdl ezen kémiai
eltolodasndl a jel hianyzik.

Az elkésziilt kéziratot bekildtik a JBC folyoiratba, jelenleg referalés alatt all:

M. Gyimesi, B. Kintses, A. Bodor, A. Perczel, S. Fischer, C. R. Bagshaw, A. Malnasi-
Csizmadia: The mechanism of the reverse recovery-stroke, phosphate release and
actin activation of dictyostelium myosin 1.

Az elnyert 3 éves posztdoktori 0sztondijat 1 évre megszakitottam, viszont ez altal
hosszabbitast nem kaptam. Tanulmanydton Svédorszagban, a Stockholms Universitet
Biofizika tanszékén voltam, ahol egy Uj tématerulettel kezdtem el foglalkozni: a
membranfehérjék csaladjaba tartozé fesziiltség fiiggé K* csatorna egyik doménjének
szerkezetét, membranban torténé elhelyezkedését tanulmanyoztam. llletve Kitérot tettem a
molekuléris biolégia teriiletére, mivel a °N jel6lt fehérjét is els kellett allitani. A téma és az
ottani csoporttal valé kapcsolat maig megvan, egy magyar-svéd egylttmikodés
megteremtésén dolgozunk.



