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Magneses magrezonancia (NMR) modszerek fejlesztése
és alkalmazasa: molekulak szerkezetmeghatarozasa és
biomolekularis kolcsonhatasok jellemzése

E. KOVER Katalin®

Debreceni Egyetem, Szervetlen és Analitikai Kemiai Tanszék, Debrecen 4032, Egyetem tér 1.

A magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia
egyediilalld potencialjat kémiai szerkezeti problémak
megoldasara a kémikusok mar néhany évvel a jelenség elsé
észlelése (F. Bloch, E. M. Purcell, 1946) utan felismerték.
Széles kori gyakorlati alkalmazasara — a moddszer
viszonylagos kis érzé¢kenysége miatt — viszont még sokaig
nem keriilt sor. Az érzékenység novelésében attdrést
eredményezett az impulzus Fourier-mddszer bevezetése,
a stabil szupravezetd magnesek megjelenése, majd a
hiitott mérdfejek alkalmazasa az ezredforduld kornyékén.
Mindezekkel parhuzamosan a mai napig toretleniil folynak
NMR méréstechnikai fejlesztések, amelyek hajtoereje az
elmult évtizedek alatt mit sem valtozott: elsddleges cél az
érzékenység és a spektralis felbontas javitasa, valamint a
spektrumok kiértékelését zavard jelek, nem kivant modulaléd
hatasok kiszlirése, ezaltal az alkalmazasok kiterjesztése
biomolekulak szerkezetének vizsgalatara.

E célkitizésekhez kapcsolédva kutatdocsoportunk az
elmult évtizedekben jelent6s eredményeket ért el olyan
) NMR modszerek fejlesztésében, amelyek alkalmasak
a molekulak szerkezeti és dinamikai paramétereinek
érzékeny, pontos és megbizhatd meghatarozasara, valamint
felhasznalhatok komplex molekularis kdlesonhatasok atomi
szintll vizsgalatara is. Hogy ezekrdl az eredményekrol itt
beszamolhatok koOszoOnettel tartozom azoknak, akik ehhez
a feltételeket — az NMR szerkezetkutatasok Debrecenben
torténd meghonositasa révén — biztositottak.

A debreceni NMR torténete 1971-re nyulik vissza,
amikor néhai Bogndr Rezs6 akadémikus felismerve
az NMR spektroszkopia alkalmazasanak jelentdségét
kémiai szerkezeti problémak megoldasara megbizta fiatal
kollégajat, Szilagyi Laszlot —aki akkor tért vissza strasbourgi
tanulmanyutjarél, ahol a késébbi Nobel-dijas Jean-Marie
Lehn laboratériuméaban mélyitette el ismereteit az NMR
modszer teriiletén — a laboratérium megszervezésével és
miikodtetésével. fgy 1971-ben megkezdte miikodését az
orszag els6 100 MHz-es NMR spektrométere Debrecenben.
A kovetkez6 mérfoldké a debreceni NMR torténetében 1981
volt. Ekkor helyezték {izembe az orszag elsé szupravezetd
magnessel iizemeld spektrométerét, ami Bognar Rezso,
Makleit Sandor, Nanasi Pal és Liptak Andras professzorok,
a Szerves Kémiai és Biokémiai Tanszék akkori vezetdinek
tamogatasaval keriilt beszerzésre. Azt kovetden 1995-
ben kovetkezett be jelentds eldrelépés a debreceni NMR
laboratérium miiszerdllomanyban az orszag elsé 500 MHz-
es spektrométere lizembe helyezésével. A spektrométerek
2008-ban tortént jelentdsebb felujitasa tette lehetdvé, hogy a
debreceni NMR laboratorium egy FP7-es palyazat keretében
négy éven keresztiil eurdpai mérésszolgaltatdo kozpontként

is mikodott. A debreceni NMR 40 éves torténetérol
részletesebben olvashatnak a Magyar Kémiai Folyoirat
szamara készitett sszefoglald tanulmanyban.!

1981-ben, Batta Gyulaval gyakorlatilag egyidében
kapcsolodtam be az NMR laboratorium kutatd- és oktatd
munkdjaba, és attol kezdve foglalkozom NMR moédszerek
fejlesztésével és azok kiilonbozé szerkezeti problémak
megoldasara torténd alkalmazasaval.

Az NMR spektroszkopia sikere els6sorban annak
tulajdonithato, hogy a molekuldk szerkezetér6l és mozgasi
jellemzdirdl folyadék fazisban, atomi felbontasban képes
egyidejlileg informaciét adni. Ezen sajatsagok vizsgalata
szamos NMR paraméter mérésével torténik, amelyek
meghatarozasara egy- €s tobbdimenzios NMR modszerek
sokasagat dolgoztak ki napjainkig. Ezen modszerek halmaza
egy nyitott halmaz, amely egyrészt 0j moddszerekkel,
valamint a meglévék tovabbfejlesztésével bdvithetd. Az
elmult évtizedek alatt ezt a halmazt néhany elemmel — 1j
kisérletekkel — mi is gazdagitottuk.

A metodikai fejlesztések elsddleges célja az NMR
paraméterek pontos, megbizhatdé ¢&s Ilehetdleg gyors
meghatarozasa. Ezzel Osszhangban kutatocsoportunkban
olyan 1) kisérleteket terveztiink/terveziink, amelyek az
érzékenység novekedését, a spektralis felbontas javulasat,
a nem kivant, zavard kolcsonhatasok kikiiszobolését, az
Osszes hasznos jel (magnesezettség) detektalasat, valamint
a spektrumok kiértékelését zavar6 jelek hatékony kiszlirését
eredményezik. Mindezt a kisérleteket felépité szekvencia-
épitéelemek (modulok) megfelelé Gsszekapcsolasaval,
tervszerli kombinalasaval értiik el.

Az elmult 30 évben a modszerfejlesztési kutatasokat harom
16 teriileten végeztiik:

1. Uj, érzékeny modszereket dolgoztunk ki az NMR
szerkezeti paraméterek: skalaris spin-spin csatolasi allando,
valamint maradék dipolaris csatolasi allandé pontos
mérésére.

2. Az NMR relaxacids dinamikai médszert tovabbfejlesztve
0j kisérleteket dolgoztunk ki az NMR dinamikai paramérerek
meghatarozasara: a heteronukledris relaxacios sebességek,
relaxacidés interferencia  kolcsOnhatasok  vizsgalatara,
valamint homo- és heteronukleasi NOE mérésére.

3. Azutdbbi években 1j, érzékeny modszereket fejlesztettiink
ki és vezettiink be a molekularis kélcsonhatasok vizsgalatara.

* A kozlemény E. Kovér Katalin az MTA levelezd tagja 2013. december 10-én tartott akadémiai székfoglalo eléadasanak szerkesztett valtozata.
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Az alabbiakban mindharom témaban elért eredményeinkrol
— egy-egy példan keresztiil, a teljesség igénye nélkiil —
szeretnék izelit6t adni.

1. NMR szerkezeti paraméterek — homo- és heteronuklearis
spin-spin csatolasi allando mérése

Az NMR spektrumbdl kiolvashaté két legfontosabb
paraméter a kémiai eltoloddas és a spin-spin csatoldsi
dllando. A kémiai eltolédas a rezonanciajel helyét adja
meg a spektrumban, értéke az atommag elektron (kémiai)
kornyezetétol fiiggden mas és mas lesz. A rezonanciajelek
a magok kozott — kémiai kotésen keresztil — miikodo,
elektron-kozvetitett spin-spin csatolasnak koszonhetéen
felhasadnak és finomszerkezettel rendelkez6 multipletteket
adnak. A multiplett vonalainak tavolsaga (Hz-ben) adja meg
a kolcsonhatas erdsségét jellemzé csatolasi allandot.

A csatolasi alland6 (J) fontos informacioét ad a molekulak
téralkatarol, azaz konformaciojarol. A haromkotéses proton-
proton csatolasi allando és a megfeleld torzids szog kozotti
Osszefliggést leird, Martin Karplus altal (1959-ben, még
az NMR hoéskoraban) elméleti uton megalkotott egyenlet,
hihetetlen népszeriiségre tett szert a molekulaszerkezeti
kutatdsokban. Az 1963-ban Journal of the American
Chemical Society-ben k6zolt cikke a folyoirat torténetében
a 17. legtobbet idézett kdzlemény.

Az elmult években tobb uj, érzékeny, egy- €s kétdimenzids
NMR kisérletet fejlesztettink ki a fontos szerkezeti
informaciot hordozé homo- és heteronuklearis csatoldsok
pontos ¢és gyors meghatarozasara, ¢és kiilonb6zd
bonyolultsagi molekulan végzett mérésekkel bizonyitottuk
a javasolt modszerek alkalmazhatdsagat. A homonukledris
proton-proton csatolasi allandd mérésére a gradiens
TOCSY kisérlet fazisérzékeny valtozatat javasoltuk. A
kisérlet eredményeként kapott tisztdn abszorpcids fazist
multiplettek analizisével a csatolasi allandd (J,,,) ertéke
pontosan meghatarozhato.?
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1. Abra. A tbbkotéses heteronukledris csatolsi allando mérésére
kifejlesztett HSQMBC-kisérlet ‘kottaja’.

A heteronuklearis csatolasi allando (1*“JH!X) mérésére tobb
modszert is kifejlesztettiink. Protonalt X (példaul *C-H,
5N-H) atom esetén a heteronuklearis eltolodas korrelacion
alapulo HSQC-TOCSY,? illetve a homonuklearis eltolodas
korrelacion alapuld X(wl)-szerkesztett TOCSY gradiens
kisérletek novelt-érzékenységi és fazisérzékeny valtozatait

javasoltuk.* Az utdbbi években sikeriilt egy olyan —
altalanosabban alkalmazhaté — mddszert is kidolgoznunk,
amivel mind a protonalt, mind a nem-protonalt heteroatomok
tobbkotéses (tavolhatd) csatolasai egyarant mérhetok.’ A
javasolt HSQMBC (Heteronuclear Single Quantum Multiple
Bond Correlation) kisérlet tulajdonképpen a HSQC kisérlet
tobbkotéses  heteronukledris  csatolasokra  optimalizalt
megfeleldje. A kisérlet ’szekvencia-kottdja’ az [. dbrdn
lathato.

A kiemelt szekvencia épitdelemeknek (tisztité ’trim’
impulzus, z,z-sziird) koszonhetden a kisérlet hatékonyan
elnyomja a nem kivant, nagy intenzitasu "hattér’ protonjelet.
Ez szén esetén — figyelembe véve az NMR-aktiv szén-13
izotop 1%-o0s természetes izotopgyakorisagat — a hasznos
jelnek kozel 100-szorosa. A modszer tovabbi elénye, hogy
a kisérlet eredményeként tobbnyire tisztan abszorpcids
fazisi multipletteket kapunk, amikbdl a meghatarozni
kivant csatolasi allandok a multiplettek manualis vagy
szamitogépes illesztésével pontosan kiolvashatok. Tovabba
a multiplettek fazismintazata alapjan a csatolas eldjele is
meghatarozhatd, amint ezt a 2. abran egy glikoz-szarmazék
példajan szemléltetem.
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2. Abra. Heteronuklearis I""JH,X csatolasi allando mérése egy gliikkoz-
szarmazékon. A H1-C5 HSQMBC-multiplett analizisével meghatarozott
csatolasi allando, *J,, .,= 6.5 Hz.

A kinagyitott két spektrumrészleten jol lathatdé az egy-
és tobbkotéses korrelacidos csucsok finomszerkezete (a
kiilonboz6 fazisu jelek kiilonbozé szinnel vannak jeldlve).
A szerkesztett (szamitott) és mért HSQMBC-multiplettek
jo egyezése igazolja a meghatarozott csatolasi allandd
pontossagat és megbizhatosagat.

Osszetettebb 'H multiplettek és nagy proton-proton
csatolas esetén — ez szénhidratoknal gyakran el6fordul —
azt tapasztaltuk, hogy a HSQMBC-multiplettek a proton-
proton csatolas evolicidja miatt torzulnak, és emiatt a
heteronukledris csatolasi alland6 mérése bizonytalanna
valik. Ennek kikiiszobolésére a HSQMBC kisérletet egy 1j
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szekvencia-elem (CPMG-INEPT) beépitésével modositottuk
(3. abra). A CPMG-INEPT blokk hatékonyan elnyomja
a zavard proton-proton csatolasi evoluciot, ugyanakkor
fenntartja az aktiv heteronuklearis csatolas fejlodését.®
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3. Abra. A tobbkotéses heteronukledris csatolasi 4llandé mérésére
kifejlesztett CPMG-HSQMBC-kisérlet ‘kottaja’.

A CPMG-HSQMBC kisérlet eredményeként tisztan
abszorpciés fazisi multipletteket kapunk Osszetett,
tobbszorés proton-proton csatolassal bird 'H multiplettek
esetén is. Ezt a 4. abran az el6z0 gliikoz-szarmazék H6e-hez
tartozo dupla dublett példajan szemléltetem.

H6e szerkesztett

HSQMBC

CPMG-HSQMBC

4. Abra. H6e-hez tartozé torzult HSQMBC- és tiszta fazisi CPMG-
HSQMBC multiplettek 6sszehasonlitasa.

A modszer széleskorti alkalmazhatdsagat szamos kiilonb6zo
bonyolultsagi molekula (szacharéz, sztrichnin, tengeri
baktériumbol izolalt makrolid) proton-szén (illetve egyéb
molekuldk proton-nitrogén, proton-foszfor) csatolasainak
meghatarozasaval bizonyitottuk. Tovabbi modositasoknak
koszonhetden olyan magok heteronuklearis csatoldsai is
mérhetdk, amelyek kémiai eltolédasa erdsen hofokfiiggd
(mint példaul 7’Se).”

Kutatocsoportunkban, Szilagyi Laszld és munkatarsai
altal szintetizalt tio- és seleno-glikozidok enzimgatlo
aktivitasuknak =~ kdszonhetden  alkalmasak  lehetnek
szénhidrat alapu kemoterapeutikumok, szintetikus vakcinak
kifejlesztésére. A Se jelenléte ezekben a molekuldkban olyan
NMR szerkezetvizsgalati lehetdségekre ad mddot, amelyek
a megfeleld O- vagy S-analégokban nem Ilehetségesek.

Kisérleti adatok valamint elméleti, ab initio szamitasok
alapjan kimutattuk, hogy a "’Se-'H spin-spin csatolasi
allandok szélesebb skalan valtoznak, és érzékenyebbek a
konformaciora, mint az 'H-'H vagy '*C-'H csatolasok, igy
alkalmasak Se-glikozidok és szdrmazékaik konformacids
analizisére.®®

A CPMG-HSQMBC multiplettek analizisét bonyolithatja az
azonos- ¢s ellenfazist jelek szuperpozicioja miatt esetenként
fellépd jelkioltas. A proton-proton csatolas okozta — a jelek
azonos fazisu felhasaddsat eredményezd — jelfelhasadas
megsziintetésére szélessavi 'H-lecsatolast alkalmaztunk.!
A lecsatolt CPMG-HSQMBC kisérlet eredményeként kapott
ellenfazisi dublettbdl a heteronuklearis csatolasi allando
egyszerlien és pontosan meghatarozhato (5. abra).

(o]
OAc . Se
OA%C/\
fo 2 0o
e =l &
lecsatolt CPMG-HSQMBC HyC 0" y.¢ CHy
w M HS HE' HE"
o N o
1
H-7Se CPMG-HSQMBC
|
| | | oo
I ‘ ‘ll Ay
lecsatolt 'H
| |
| |
| ' | |
| \
H I (0 o i
(. | ) A L
55 50 a5 4.0 35 30 pom

5. Abra. Seleno-diglikozid proton-csatolt és szélessavi proton-lecsatolt 'H
és CPMG-HSQMBC spektrumai.

Az utdbbi idékben az NMR spektroszkopia eszkoztara
tovabb boviilt a gyengén orientalt (pl. folyadékkristalyos)
rendszerekben mérhetd maradék dipolaris csatolasokkal
(RDC). A szerkezeti és dinamikai informaciot hordozé RDC
fontos szerepet tolt be biomolekulak — fehérjék, szénhidratok,
nukleinsavak — szerkezetfinomitasaban.

A tavolsag (r) és orientacio (6) fliggd dipolaris csatolast
a molekulak mozgisa skalizza. gy izotrép kozegben —
teljesen rendezetlen mozgas esetén — a dipolaris csatolas
nulldra atlagolodik, mig anizotroép fazisban a molekuldk
részlegesen rendezett mozgasa miatt a dipolaris csatolés
atlaga nullatotdl kiilonbozik, és a skalaris csatolds nagysagat
noveli illetve csokkenti (6. abra).
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6. Abra. Skaléris (J) és dipolaris (D) csatols izotrop és anizotrop
fazisban.
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Az egykdtéses heteronukledris skalaris és dipoldris csato-
lasok mérésére altalaban a HSQC-kisérletek—F2- (detektalas)
vagy F1- (indirekt) dimenzidoban — X-csatolt valtozatait
hasznaljak. Mindkét esetben nem kivant, zavaré modulaciok
is fellépnek, amelyek bizonytalanna teszik az esetenként
csak néhany Hz-nyi RDC effektus mérését.!''> A proton-
proton csatolas okozta extra jelfelhasadas kikiiszobolésére
szélessavu proton-lecsatolast alkalmaztunk (7. dbra).!>'*
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7. Abra. Szélessavu proton-lecsatolt, detektalés ideje alatt (F2-
dimenzidoban) X-csatolt HSQC kisérlet "kottaja’.

A proton-lecsatolas eredményeként éles dubletteket kapunk,
amikbdl a kivant csatolasi allandok (IJH!X) egyszerien
meghatarozhatok (8. dbra), egyben lehetoséget adva az

orientdlt kozeg altal eldidézett kis RDC effektus ('D,,)
pontos mérésére is (9. abra).
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8. Abra. Hagyomanyos, F2-dimenzioban *C-csatolt HSQC spektrum
(fent), és a megfeleld szélessavh proton-lecsatolt HSQC spektrum (lent).
Két szénatomhoz (C4, C5) tartozé multiplettek a 2D spektrumoktél jobbra
lathatok.

Végezetil egy  bonyolultabb  szerkezetli, tengeri
baktériumbdl izolalt, poliol-tipusi természetes vegylilet —
phormidolide-A (/0. dbra) — NMR-paramétereken alapuld
szerkezetmeghatarozasat mutatom be.
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9. Abra. Szélessavu proton-lecsatolt, F2-dimenzioban 3C-csatolt
HSQC spektrum izotrop (D,0) és anizotrop kdzegben. Az RDC (‘D)
meghatarozasat a C4-szénatomhoz tartozé dubletten szemléltetem.

10. Abra. Tengeri baktériumbol (cyanobacteria) izolalt, rakellenes hatassal
rendelkez6 makrolid.

Az el6z6ekben emlitett kisérletekkel mért homo- és
heteronuklearis csatolasok alapjan sikeriilt megallapitanunk
a molekuldban talalhaté 11 kiralis szénatom relativ
konfiguracidjat. A molekula haromdimenzios (3D)
szerkezetének meghatdrozasahoz a skalaris csatoldsokon
kiviil a ROESY-spektrum alapjan becsiilt proton-proton
tavolsagokat is felhasznaltuk. A valamennyi NMR-korlat

(kényszerfeltétel) felhasznalasaval szamolt legkisebb
energiaju szerkezet a /7. dbran lathato.
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11. Abra. Phormidolide-A NMR-korlatok alapjan szamitott legkisebb
energiaji 3D szerkezete.

1I. NMR és dinamika kapcsolata

Az NMR modszer eréssége abban rejlik — és ebben
vitathatatlanul verhetetlen —, hogy nemcsak a molekulak
statikus szerkezetérdl, hanem az igen széles (ps — perc/
ora, 15 nagysagrend!) tartomanyban torténé molekularis
mozgasokrol is képes informaciét adni atomi szintd
felbontasban. A kiilonbdz6 idéablakban zajlo molekularis
mozgasok (dinamika) felderitése fontos adalékul szolgalhat
példaul a felismerési folyamatok atomi/molekularis
szinti megértéséhez, vagy a fehérjék 3D szerkezetének
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kialakulasanak illetve megsziinésének — feltekeredésének/
kitekeredésének — megértéséhez. A tanulmanyozni kivant
mozgas id6skalajatol fliggéen mas és mas NMR modszert
alkalmazunk a dinamika vizsgalatara (/2. abra).
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12. Abra. A kiilsnbéz8 molekularis mozgasok idSablaka és a
vizsgalatukra alkalmas NMR modszer(ek).

Mivel az NMR relaxacio forrasa a molekulak véletlenszerti,
rendezetlen (random) rotacidja altal keltett fluktualo
elektromagneses tér, igy nem meglepd, hogy a “N- és/
vagy a C-magok relaxacios idejét (sebességét) mérve —
kiegészitve a kereszt-relaxaciotol fliggd egyensulyi X{'H}
NOE-val, valamint a valtozatos CSA/DD relaxacios
interferencia mérésekkel — képet kaphatunk egyrészt
a molekuldk globalis és belsd dinamikajardl, masrészt
az anizotrop kémiai eltolodas (CSA) nagysagarol és
orientaciojarol is. A Lipari-Szabo féle NMR relaxacios
dinamikai moédszer Kkiterjesztésével’® meghataroztuk tobb
fehérje, koztik a human tumorterapiaban igéretesnek
mutatkozo hasnyalmirigy ribonukleaz (HP-RNaz) (13. dbra)
biologiai funkcidjahoz kapcsolddd mozgasi és aggregacios
sajatsagait.'®!”

a,= 4-13
o,=24-33
s o 3;=51-60
aktiv centrum [5|:42 - 48
B,=062-04
y o g B,=72-75
o By=79-85
~ Bs=95-104
o=105-110
B.=116-124

vesebab-alaku feltekeredés: 4 diszulfid-hid stabilizalja

13. Abra. Humén hasnyalmirigy ribonukledz (HP-RNaz) NMR-
szerkezete.

Az altalunk Kkiterjesztett NMR relaxacios dinamikai
modellt alkalmazva egyértelmiien igazoltuk, hogy a
kiilonbdz6 masodlagos szerkezeti elemek (a-hélix, B-redo)
bels6 flexibilitasa eltérd (/4. dabra). A szamitott globalis
korrelacios id6 (t_ = 10,1 ns) alapjan valosziniisithetd, hogy
a fehérje dimerizaldodik, amit a diffizios NMR (DOSY) és az

o

ultracentrifugés mérések is megerositettek.

$?=0.,45-0.98

S’av. = 0.87

S< order parameer

-

S$? () =0.90
s2(p)=0.87

[szup) =0.76

03
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Aminosav-egység szima

14. Abra. Human hasnyalmirigy ribonukleaz (HP-RN4z) '*N-relaxacios
sebességekbdl szamolt rend paraméterei (S?) az aminosav szekvencia
mentén.

A N CSA atlagértéke (-167 ppm) megfelel az irodalomban
elfogadottnak, viszont a szekvencia fiiggvényében jelentds
kiilonbségek figyelheték meg (110-210 ppm tartomanyon
beliil valtoznak), valamint a masodlagos szerkezetekre
kapott atlagértékek is jelentds eltérést mutatnak (/5. dbra).

e T o S % = S s e o

240
Ty =10.1 ns
-SNCSA = 110-212 ppm

g = |-snesa,, = 167 ppm
§ 120 < o -15NCSA(a)= 172 ppm
. 100 -SNCSA(p)= 163 ppm

80! -SNCSA(Ip)= 165 ppm

60

40,

20

20 40 60 80 100 120

Aminosav-egység szama

15. Abra. Human hasnyalmirigy ribonukleaz (HP-RN4z) N CSA
értékeinek valtozasa az aminosav szekvencia fliggvényében.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a bioldgiai
aktivitasért felelés hurok-régiok a ps-ms idéskalan
flexibilisek, egymasba alakuld konformerek sokasagaval
jellemezhetdk (/6. abra). Feltehetd, hogy a fehérjének ez a
bels6é molekularis mozgasa — flexibilitdsa — fontos szerepet
jatszik a biologiai funkcio alapjaul szolgalé molekularis
felismerésben, tovabba valosziniisiti a konformacid
szelekcios modellen alapulo felismerést.

R39 Region 39-43
l Region 88-91
Klm .
\/
K41
NE7 x /069 /7
’ N
!
NC =
N88
K66
Region 66-69

16. Abra. A biologiai aktivitasért felelds hurok-régiok flexibilitasa.
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1II. Molekularis kélcsonhatasok NMR vizsgalata

Az NMR spektroszkopia a molekularis felismerésért
felelos fehérje-ligandum kolcsonhatasok vizsgalatanak is
rendkiviil hatékony és sokoldaluan alkalmazhat6 kutatési
eszkoze. Attdl fliggéen, hogy a ligandum kis affinitassal (K,
nagyobb mint 107%), vagy nagy affinitassal (K, kisebb mint
10%) kotédik a fehérjéhez eltérd stratégiat kell alkalmazni
a kotddés vizsgalatanal. Kis affinitasu ligandumok — azaz
gyenge kolcsonhatas — esetén, az .n. ligandum-detektalason
alapuldé modszereket hasznaljuk. Ilyenkor a nagy
feleslegben alkalmazott ligandum jelén mérjiik a fehérjével
vald kolcsonhatas eredményeként bekovetkezd valtozast,
példaul a jelintenzitas, relaxaciods sebesség és/vagy diffizios
allandé valtozasat. A ligandum detektalason alapuld
kisérletek legnagyobb eldnye, hogy altalaban gyorsak, nem
igényelnek koltséges izotopjelzését, a fehérje méretére
vonatkozolag nincs felsé hatar, s6t minél nagyobb fehérje
annal nagyobb az effektus, és a vizsgalatokhoz tobbnyire kis
(10-50 uM) fehérje koncentracid is elegendd. A kisérletek
eredményeként informaciot kaphatunk a ligandum kotésben
résztvevo csoportjairol, a kotott ligandum biologiailag aktiv
konformacidjarol, valamint a kolcsonhatds erdsségérol,
illetve annak specifikus vagy nem-specifikus jellegérol is.

A ligandum-detektalason alapulé modszerek koziil a
telités-atviteli (STD) kisérlet messze a legnépszeriibb.'®2!
A Kkisérlet lényegét a 17. dabran szemléltetem. A fehérje
proton-atmeneteit szelektiven besugarozva (telitve), a
telités hatasa a kolcsonhatas révén attevodik a ligandumra
is, és annak jelintenzitds valtozasat eredményezi. Minél
kozelebb kertil a ligandum a fehérje kétdhelyéhez, illetve az
ott 1évé H-atomokhoz, annal erdsebb lesz a telités-atviteli
effektus. A nem-kot6do ligandumra viszont nincs hatdsa a
besugarzasnak. A kot6do ligandum jelintenzitas-valtozasat
differencia kisérlettel mérjiik, ehhez két kisérletet végziink
— egyiket fehérje-besugarzassal, a masikat pedig anélkiil. A
kisérletek eredményeként kapott két spektrum kiilonbsége
az STD-spektrum, amelyben csak az a ligandum ad jelet,
amely kotddik a fehérjéhez.

Hy
Ho // B
Hy '
k6t6dé6 ligandum M ¥
H,

nem- két6dé ligandum

" Szelektiv telités

Fehérje
H, Hy H, H, Hy He
” ﬂ I] ﬂ [l fehérje nincs besugarozva
ol [I " I] H fehérje besugarozva
I o STD NMR spektrum
50 40 30 20 ‘ppm

17. Abra. A telités-atvitel differencia (Saturation Transfer Difference,
STD) kisérlet séméaja.

A Kklasszikus 'H STD kisérletek alkalmazisat megneheziti
vagy esetenként teljesen kizarja a hasonld kémiai
szerkezetli ligandumok, vagy a ligandum ¢és fehérje
proton rezonanciajeleinek atfedése. Példaul tobb hasonld

ligandummal végezve kompeticios titralast, az STD jelek
hozzarendelése és kvantitativ kiértékelése a jelatlapolasok
miatt nem adhaté meg egyértelmiien. Amikor viszont a
fehérje és a ligandum rezonanciajelei vannak atfedésben,
akkor a hagyomanyos STD kisérlettel a fehérje atmenetei
nem telitheték szelektiven. Mindkét probléma megoldéasara
javasoltunk megoldast:  egyrészt izotop-szelekcion,?
masrészt 'H-(""N/C) csoport-szelektiv (GS) telitésen?
alapuld STD kisérletek kifejlesztésével. Ez utobbi esetén egy
olyan hatékony telitési modszert alkalmaztunk, amivel a '>N-
és/vagy *C- izotoppal jellt fehérje valamennyi izotopjelolt-
proton atmenete egyidejlileg és hatékonyan telithetd még
abban az esetben is, amikor a ligandum rezonanciajeleivel
teljes az atfedés. Amodszer tovabbi elénye, hogy a "kozvetlen’
(direkt) telités révén a fehérje azon flexibilis koté-régioi is
hatékonyan telithetok, amelyeknél a spin-diffuzion alapuld
telités a régid mozgékonysaga miatt nem hatékony. A GS-
szekvencian alapul6 telités ’kémiai szelektivitasa’ — azaz a
fehérje (*N)-H, (**C)-alifas illetve -aromas H-jeinek szelektiv
gerjesztése — lehetévé teszi a ligandum-fehérje kolesonhatas
révén kialakuld komplex szerkezeti jellemzdinek a fehérje
oldalarol valo feltérképezését és pontosabb megismerését is.
A modszer alkalmazasat a galektin 1 és laktoz kolesonhatas
vizsgalatanak példajan keresztiill szemléltetem (/8-20.
abra).®
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18. Abra. Galektin 1 (Gal-1) a f-galaktozid-kot6 fehérjék csoportjaba
tartozik (29 kDa). Tumorellenes terapiaban igéretes célfehérjeként tartjak
szamon. Martinek Tamas és munkatarsai (Szeged) "N relaxacios mérések
¢és molekula dinamikai szimulacidk alapjan bizonyitottak, hogy a laktoz
kotShurok flexibilis.

Iaklbz kots-
hurck

A PN- és 3C-izotoppal jelolt fehérjén végzett STD-
kisérletek eredményei a /9. dbran lathatok. Megfigyelheto,
hogy kiilonb6zo fehérje telitési szekvenciat alkalmazva —
metil-hidrogéneket, (“N)-H/H,-t, (“C)-ArH-t, vagy ("*C)-
alifasH-t telitve — a kapott STD-spektrumokban a jelek
intenzitasa jelentésen kiillonbozik. Megallapithatd tovabba,
hogy a laktdz galaktoz egységén altalaban nagyobb a mért
STD effektus, ami arra utal, hogy a diszacharid a galaktoz
feldli részével kotodik a fehérjéhez.

HSTD

“NGS-sTD,| I\ A

C,, GSSTD -,

By G5-5TD
——T T T T
41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 ppm

19. Abra. A Gal-1 és lakt6z komplex 'H STD és multinuklearis GS-STD
spektrumai.
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A kiilonboz6 STD spektrumokban észlelt jelentds intenzitas
kiilonbségek magyarazatara a 20. dbran az egyes kisérletek-
ben érintett, besugarzott fehérje-protonok szines golyokkal
vannak jeldlve. Mint lathatd — dsszhangban a észlelt STD
intenzitasokkal —, a fehérje dontden alifas oldallancaival és
NH/NH, csoportjaival vesz részt a kdlcsdnhatasban, azaz a
Gal-1 — lakt6z komplexben képzddésében.

1G,, GS-STD
52

ﬁéi‘:w‘ g {

His42
[

° °° o
o ©
o’tﬁ.ﬁ" o .
20. Abra. A kiilonboz6 STD kisérletek fehérjét érintd ‘kémiai
szelektivitasa’. A pottydk az adott kisérletben besugarzott fehérje-

protonokat jeldlik, melyek laktoz koriili “stiriisége’ befolyasolja a mérhetd
STD-effektus er6sségét.

A bemutatott példan kiviil szamos tovabbi szénhidrat-,
peptid- és polifenol-szarmazék fehérjékhez torténd kotodését
jellemeztiik STD NMR kisérlettel.!s2!

Osszefoglalas

Az NMR spektroszkopia immar kozel hetvenéves torténete
bizonyitotta, hogy ez a technika a molekulak szerkezetének,
mozgasi jellemzdinek és a molekularis kolesonhatasok
vizsgalatanak rendkiviil hatékony kutatasi eszkdze. Ezért
talan minden elfogultsag nélkiil mondhatjuk, hogy az NMR
spektroszkopia a szerkezetvizsgalé modszerek ’piramisat’
mintegy megkoronazza (21. dabra).

szerkezet + dinamika + kolcsonhatds

21. Abra. A szerkezetvizsgalé modszerek *piramisa’.

Az utobbi években az NMR egyre ndvekvd szerepet tolt
be biopolimerek (fehérjék, nukleinsavak) szerkezetének
és mozgasanak atomi szinti{i leirdsaban is. A mai napig tobb
mint 10 000 NMR szerkezetet toltottek fel a fehérje (PDB)
adatbazisba. Mivel pontos és megbizhato adatokkal szolgal
a szerkezet-dinamika-biologiai hatas Osszefliggéseinek
felderitéséhez, ezért hozzajarul 10j, hatékony és nagy
specificitasu gyogyszerhatoanyagok tervezéséhez,
kifejlesztéséhez. Az NMR sikertorténete tehat toretleniil
folytatodik, és remélhetbleg a ’torténet’ folytatasanak egyre
tobb élvezdje és aktiv résztvevdje lesz.

Koszonetnyilvanitas

Elészor szeretnék koszonetet mondani ajanléimnak,
Hargittai Magdolna, Blasko Gabor, Medzihradszky Kalman
€s Sohar Pal akadémikusoknak és a Kémiai Osztaly tagjainak
tamogatasukért.

Ko6szoné6m az NMR laboratorium minden munkatarsanak,
volt és jelenlegi hallgatéinak sokoldalu segitségiiket,
tamogatasukat és baratsagukat. Szeretnék kiilon koszonetet
mondani Szilagyi Laszlonak, aki tudomanyos munkamat
mindvégig figyelemmel kisérte és tdmogatta. Kdszonom
a szakmai egyiittmiikodést és megtiszteld baratsagat.
Koszonettel tartozom Batta Gyulanak is a tobb évtizedes,
eredményes szakmai egyiittmiikddésért és baratsagaért.

Kosz6ndm a bemutatott kutatasi témakban valamennyi
hazai és kiilfoldi kolléganak ¢€s tarsszerzének a hatékony
egylittmikodést.

Ko6szondm a Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék volt
és jelenlegi tanszékvezet6inek — Sovago Imre és Fabian
Istvan professzoroknak —, hogy egy nehéz idészakban a
tanszékre befogadtak, a kutatdé munka feltételeit szamomra
biztositottak, és mindenben tdmogattak.

Ko6szondm a Szerves Kémiai Tanszék volt és jelenlegi
tanszékvezetdinek, hogy palyam kezdete 6ta — tobb mint 30
éven keresztiil — a tanszék tiszteletbeli tagjanak tekintenek,
és szakmai elémenetelemben tamogattak illetve timogatnak.

Koszonettel tartozom a Kémiai Intézet és a Kémia Doktori
Iskola vezetdinek és tagjainak a sokoldalu tAmogatasért és a
szakmai egyuttmiikodésekért.

Ko6szondm az NMR munkabizottsag vezetdinek — Toth
Gaébor professzornak ¢és ifj. Szantay Csabanak — valamint
a bizottsdg minden tagjanak, a mindig hasznos €s motivald
szakmai programokat, bizottsagi iiléseket.

Ko6szon6m a baratoknak, biciklis- és uszotarsaknak a sok
egyiitt atélt élményt és kalandot.

Halasan koszonom csalddomnak, hogy szeretetiikkel,
tamogatasukkal és megértésiikkel, mindig er6t és biztonsagot
adtak kutatomunkdmhoz. Ordk halaval és soha el nem muld
szeretettel emlékezem draga Edesapamra és draga Fiamra. A
jelen dolgozatot az O emlékiiknek szeretném ajanlani.
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