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Bevezetés, célkitiizések

A magneses magrezonancia, vagy NMR (Nuclear Magnetic
Resonance) spektroszkopia napjainkra szamos tudomanyteriileten elterjedt
technikava notte ki magat. A kezdeti fizikai, szerves kémiai alkalmazasokon
tul fontos eszkoze lett szerkezeti biologiai, gyogyszeripari kutatasoknak, és
egyarant jelen van kornyezetkémiai, élelmiszeripari, mindség-ellendrzési
alkalmazéasokban is. Minden teriileten a megfeleléen megvalasztott mérési
mobdszer, annak bedllitdsa, fejlesztése, ¢és az eredmények szakszerii
kiértékelése mar 6nmagaban is nagy feladatot jelent, ahol a legjobb valasz
megtalalasahoz sziikség van az NMR spektroszkopus szakértelemére.

A természettudomanyos kutatasok fontos mérféldkovei kozé tartozik
a bioldgiai rendszerek miikddésének, a betegségek kialakulasanak megértése;
lehetséges gyogymodok keresése; hatdbanyag molekulak tesztelése. A modern
gyOgyszerkutatds f6 irdnya a célzott terapia, melynek leggyakoribb
gyogyszercélpontjai a fehérjék. A klasszikus globularis rendszerek mellett ma
mar a figyelem a masodlagos, harmadlagos szerkezettel nem biré rendezetlen
fehérjék (IDP — Intrinsically Disordered Protein) fele is iranyul. Mindezen
biomolekulak jellemzése in vitro koriilmények mellett elengedhetetlen, és az
NMR spektroszkopidnak ezen a téren kiemelt szerep jut. A moddszer
lehetéségeit tekintve két mdodon is tud informacidt szolgaltatni: globdlisan
jellemzi a teljes molekulat — példaul a hidrodinamikai paramétereken
keresztiil, és lokdlisan atomi szinten jellemzi az adott kornyezetet. Ez utobbi
jelenti a nagy elényét, hiszen az oldatfazisi mérések nem csak szerkezeti
szempontbol, de dinamikailag, az oldatbeli mozgasok elemzésével is képes a
rendszer leirasat szolgaltatni. Az igy kapott informaciok kdzelebb visznek a
fehérje mikodésének megértéséhez és kulcsfontossagu ismeretek a fehérje-
kismolekula, fehérje-fehérje, illetve fehérje-membran kolcsonhatasok
jellemzése szempontjabol.

Mindemellett napjaink fontos kérdései kozé tartozik a fosszilis
iizemanyagok helyettesitése és a kornyezetszennyezés csokkentése is. Nagy
erOfeszitéseket tesznek megoldasok keresésére, melyek soran az
alapkutatasoknak is kitlintetett szerep jut. A komplex kérdéskorok
megvalaszolasa ebben az esetben sem korlatozodik feltétleniil egy tudoményag
kutatasi teriiletére. A biomassza atalakitasanak lehetdségeit megfeleld



de_190, 2.,

modellvegyiiletek hasznalataval, laboratériumi koriilmények kozott, NMR
mérésekkel alatamasztott atomi szintii jellemzéssel lehet vizsgalni. A
,,z0ldebb” oldoszerek keresése és bevezetése esetén lényeges szempont, hogy
a kémiai reakciok lejatszodasa a szokasos oldoszerekben tanusitott
viselkedéssel azonos legyen. A reakciok mechanizmusanak leirdsdhoz ismerni
kell a képzodott intermediereket, a katalizator szerepét, hiszen ezen tudas
birtokaban lehet hatékonyabba alakitani a rendszereket. Ilyen tipusu
kérdésekben, a nem szokvanyos NMR spektroszkopiai modszerek kiemelt
szerepet jatszhatnak.

Kutatasaim a felsorolt kérdéskoroket érintették és elsésorban NMR
spektroszkopusként tobb célt tartottam szem eldtt. Egyfeldl torekedtem arra,
hogy altalanosan is alkalmazhatd6 moddszereket dolgozzak ki, masfeldl
probalkoztam azzal, hogy egy adott teriileten jol bevalt, rutinszerti méréseket
hogyan lehetne mas teriileten meghonositani. Amennyiben adott biologiai
rendszer megismerése a cél, hogyan lehet egy minél teljesebb jellemzést
megadni, esetleg milyen 1 mérési modszereket érdemes hasznalni, vagy
kifejleszteni. Az NMR spektroszkopia nyujtotta egyedi lehetGségeket
kihasznalva olyan megoldasokat kerestem, amelyek viszonylag rovid mérési
id6 alatt biologiai rendszerekrdl informaciot szolgaltatnak, masfeldl 4j mérési
moddszerek bevezetésével igyekeztem béviteni a fehérjék viselkedésének
megismerését. Amennyiben adott kérdések megvalaszolasara egy technika
nyujtotta lehetdségek nem elegenddek és tars-modszereket kell alkalmazni,
kiilon figyelmet forditottam arra, hogy adott technikdk milyen modon
otvozhetéek optimalisan. Ezeket szem el6tt tartva az alabbi célokat
fogalmaztam meg:

1. Az NMR  spektroszkopia  globalis  paramétereinek
alkalmazhatosagat tekintve célul tliztem ki, hogy szisztematikusan elvégzett
transzlacios diffizios mérésekkel; megfelelden megvalasztott, jol jellemzett
globularis és rendezetlen fehérjéket felhasznalva empirikus D-M esetleg rp—N
Osszefliggéseket hatarozzak meg. Olyan kérdésekre kerestem valaszokat, hogy
vajon ilyen mérésekkel megkiilonboztethetové valnak-e a globularis és
rendezetlen fehérjék? A tipikus biomolekuldas koriilmények mellett
alkalmazhato-e a Stokes- Einstein egyenlet? Milyen alkalmazasai lehetnek
ezen Osszefliggéseknek?
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2. A rendezetlen fehérjék atomi szintli jellemzése elsésorban
fiziologias koriilmények mellett relevans. Ilyen vizsgalatoknal a jol bevalt
THN- detektalds mellett egyéb modszerek sziikségesek. Elgondolasom szerint
egy megoldast a *H® - detektalt modszerek jelentenének, és els6 1épésben célul
tiztem ki egy szelektiv, mindkét dimenzidban a lehetséges maximalis
lecsatolast biztositd 2D korrelacios mérés megtervezését. Egy altalanossagban
bevezetend6 11j pulzus-szekvencia akkor lehet sikeres, ha a biologiai minta
készitésekor nem kell a mintat D,O-ban oldani, tehat a szekvencianak
megfeleld vizelnyomast kell biztositania, igy az 5-10% DO tartalmti mintak
vizsgalatat lehetdvé teszi.

3. A konformacids heterogenitashoz nagymértékben hozzajaruld
prolin cisz-transz izomerek kimutatasa a rendezetlen fehérjék viselkedésének
megismerésének ijabb lehetdségét rejti. Az akar kis mennyiségben jelenlevo
izomerek egyértelmli azonositdsara prolin szelektiv pulzusszekvencidk
tervezését tiztem célul, és modellrendszerként a pS3TADY® régiojat
valasztottam. Arrél is meg szerettem volna gy6z6dni, hogy a 'H* - detektalt
modszerek segitségével a kialakuld cisz-transz prolin egyensilyt vajon egy
prolin kozelében torténd poszttranszlacios folyamat megzavarja-e és ezt
sikeriil-e kimutatni?

4. A cisz-transz prolin egyensuly kialakulasanal valtozo
mennyiségben jelenlevd cisz izomer kialakulasanak okait szerettem volna
megvizsgalni. Az okok koziil eldszor is azt akartam kdrbejarni, vajon a prolin
szomszédsagaban levé aminosavak természete hogyan befolyasolja a cisz
izomer jelenlétét?

5 A ﬁJnkcionélis megismerés Végett egy mésik célom a rendezetlen
megismerése volt, szabad, illetve S100A4 fehérjéhez kotott allapotban. Hogy
lehet a kialakult komplexet jellemezni?

6. A metasztazis marker Ca?*-kété homodimer S100A4 fehérje egy
masik partnere a miozin IIA fragmens. Ezen kolcsonhatas leirasat tliztem ki
célul, mindkét kdtOpartner oldalardl vizsgalodva, olyan kérdésekre is valaszt
keresve, hogyan ¢€s hol torténik a rendezetlen-rendezett atalakulas? A
szerkezeti és dinamikai informaciok fényében a Ca?*- affinitas véltozasarol
lehet-e kovetkeztetéseket levonni? A miozin coiled-coilok esetében milyen
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jelentdsége van a foszforilacionak, illetve az S100A4 kolesonhatas felelds-e a
filamentumok széteséséért?

7. A homodimer fehérjék témakdrben olyan célokat is
megfogalmaztam, vajon a dinein konnylti lanc (DLC) rendelkezik-e
,.kargd/kotd” tulajdonsagokkal? A miozin Va szakasszal torténd kolcsonhatasa
soran lehet-e olyan koriilményeket teremteni, hogy a két ekvivalens kot6zsebet
kiilonb6z6 partner foglalja el, ez altal lehetdvé téve az Un. ,kargo/kots”
szallitast? Detektalhato-e a miozin Va esetében rendezetlen-rendezett atmenet,
illetve vannak-e masodlagos kotéhelyek?

8. A tubulin polimerizacié promoter (TPPP25) fehérje irodalomban
kevéssé ismert szerkezeti jellemzését tliztem ki célul, tovabba a fehérje
funkcidinak feltérképezéséhez a GTPaz aktivitas, illetve a Zn?* kotédés
lehetdségeire szerettem volna ravilagitani.

9. NMR spektroszkopusként foglalkoztatott az a kérdés, vajon
egyszerli 3P NMR mérések segithetnek-e a biologiai rendszerek
viselkedésének leirasaban? Egy jo példanak mutatkozott a korabbi TPPP25
GTPaz aktivitas vizsgalata mellett a dUTPaz mechanizmusanak feltérképezése
Mg?* fémion jelenlétében és hianydban. Ugyanakkor felmeriilt a kérdés, vajon
kis mennyiségben jelen levé szennyezé kimutatdsa, atalakitdsa, hogyan
befolyasolja egy bioldgiai kdlcsonhatas menetét?

10. Erdeklédve tanulméanyozom a bicella membranmimetikumok és
peptidek  kolcsonhatasat.  Ebben a  témakorben  olyan  kérdések
megvalaszolasara vallalkoztam, mint: fesziiltségfiiggd ioncsatorna szakaszok
konkrét esetében a 13C relaxacids mérések mit arulnak el a kettés rétegben vald
elhelyezkedésr61? Milyen modszerrel donthet6 el egyszeriien, hogy a peptid
feliiletaktiv, vagy transzmembran elhelyezkedésii? Mit mondanak a 3P NMR
relaxéacids vizsgéalatok? Transzlacios diffizios H NMR mérések és SAXS
szorasgdrbék alapjan torténd vizsgalatok tudnak-e erre érdemben valaszolni?

11. lIzgalmas dolog az egyszerdi, klasszikus NMR mérésekbél
lényeges kovetkeztetésekre jutni nem-szokvanyos koriilmények mellett.
,,.Z0ldebb” szerves kémiai folyamatok vizsgalataban szerettem volna ezekre
ravilagitani, igy célul tiztem ki, vajon alkalmazhato-e sikerrel a nagynyomasu
NMR technika biomassza atalakulas monitorizalasara? A modellreakciok
milyen modon jatszédnak le ionos folyadékokban? Kis hdomérsékletii
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mérésekkel hogyan lehet feltérképezni a reakcido intermediereket, és
megadhatd-e egy reakciomechanizmus?

Uj tudomanyos eredmények

A kiilon-kiilon megfogalmazott célok elérése sikeresnek bizonyult.
Az eredmények kozott egyarant szerepelnek altalanos  érvényl
kovetkeztetések és rendszer specifikus informaciok is. Az elért uj, tudomanyos
eredményeket csapatmunka keretében értiik el, a tovabbiakban elsésorban a
sajat hozzajaruldsom igyekszem ismertetni. A megfogalmazott tézispontok
témateriiletenként a kdvetkezok:

1. Globalis paraméterek alkalmazhatosaga

1.1. Szisztematikusan elvégzett transzlaciés diffuzios mérésekkel,
megfelelden megvalasztott, jol jellemzett globularis és rendezetlen fehérjéket
felhasznalva empirikus D-M ¢és ru—N Osszefiiggéseket allitottam fel (Dudas
2019). Megallapitottam, hogy a globularis fehérjék viselkedése a
gombszimmetrikus alaki molekuldk viselkedéséhez kozeli, a rendezetlen
fehérjék pedig a szintetikus polimerekhez hasonloan viselkednek. A linearizalt
IgD — IgM o6sszefiiggések bioanalitikai célokra, feltekeredés és aggregicio
vizsgélatokban hasznalhatéak. Igazoltam tovabba, hogy tipikus biomolekulas
koriilmények mellett a Stokes-Einstein egyenlet alkalmazhat6. A publikaciora
érkezett hivatkozasokbol kitlinik, hogy az Osszefiiggéseket széles kdorben
hasznaltak fel: polimerek, kismolekulak, élelmiszerek, aggregacidé és qNMR
vizsgélatokban. Az elvégzett munka hagyott nyitott kérdéseket, melyekre
azota is folyo kutatasokban valaszokat kerestiink/kerestink. A kozolt empirikus
Osszefiiggéseket 288 K-en allitottam fel, és felmeriil a kérdés, vajon mas
hémérsékleten ezek mennyire érvényesek? Kimutattuk, hogy megfeleld
korrekciokkal (hémérséklet, viszkozitas) az Osszefliggések 298 K-en is
érvényesek, de a mas koriilményekre valo atvitelnek a lehetdségét is taglaltuk.
Utanajartunk, hogy az egyenletek letekeredés tanulmanyokban
alkalmazhatdak-e. Gyogyszeripari felhasznalasok tekintetében a hatéanyag —
fehérje kolcsonhatdsok DMSO/viz elegyekben torténd tanulmanyozasara a
globalis és lokalis paraméterek valtozasat elemeztiik.

1.2. A transzlacios diffuzios egyiitthatobol levonhatd kovetkeztetések tobb
biologiai rendszer esetében is értékes informacidt szolgaltattak. Sikerrel
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alkalmaztam az S100A4 homodimer fehérje Ca?* ion hatdsira torténd
hatdsanak vizsgéalatdban. Tovabba a miozin coiled-coil letekeredésében, a
filamentumok foszforilacié okozta szétesésében; micellak kritikus micella
képzddési koncentracidjanak meghatarozasaban; bicella rendszerek oldatbeli
Osszetételének jellemzésére és aggregacidos szdmok megadasaban (Dudas
2020b).

2. Uj pulzusszekvencidk bevezetése

2.1 Els6ésorban az IDP/IDR rendszerek atomi szintli vizsgalatara kidolgoztam
¢és bevezettem a szelektiv Ha-Ca korrelacios SHACA — HSQC mérést. Az 1j
IH* - detektalt pulzusszekvencia mindkét dimenzidban a lehetséges maximalis
lecsatolast biztositja, adatgylijtés alatt az altalunk korabban bevezetett
BASEREX homo- ¢és heteronuklearis lecsatolast tartalmazza. A SHACA —
HSQC teljesitéképességét a sok prolin aminosavat tartalmazé pS3TADY és
a tobb ismétl6dé motivummal rendelkezé AS rendezetlen fehérjéken, valamint
a globularis ubikvitinen teszteltem. Igazoltam, hogy kivalé felbontas és
érzékenység érhetd el, és mas, IDP rendszerek és prolin kimutatdsara
rovidebb. Tovabbi nagy eldny, hogy fiziologids koriilmények mellett 5-10%
D0 tartalmt mintakkal lehet dolgozni. A mérés globularis fehérjék esetében
100 aminosav méretii rendszerekig alkalmazhatd sikerrel, ennél nagyobb
molekulaknal a homonuklearis lecsatolas mar nem jar intenzitas ndvekedéssel.
Ilyen kitétel a rendezetlen fehérjékre nem vonatkozik (Bodor 2020).

A felsorolt tulajdonsagok alapjan a SHACA-HSQC a 'H* detektalt mérések
referencia spektrumava valhat, beépithetd a 3D tipusti mérésekbe, igy az IDP
rendszerek tanulmanyozasaban Gjabb fogddzot jelenthet. Sajat kutatasainkban
a mérést tobb fehérjén is sikerrel teszteltem, példaul a 105 aminosav
hosszsagua EZH2 rendezetlen fehérjén, illetve szerencsésen beépithetd volt
egy prolin szelektiv 3D pulzus szekvenciaba (Sebak 2022). A 2D mérés
szdmos tovabbi alkalmazasa lehetséges: biokémiai, farmakologiai célokra,
poszttranszlaciéos moddosulatok  valtozasanak kovetésére, metabolikus
utvonalak kdvetésére. Mi jo eredményekkel hasznaltuk a foszforilacio okozta
valtozasok monitorizalasara.
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2.2. A rendezetlen fehérjékben a prolin aminosav egyarant el6fordulhat cisz-
és transz- izomer formajaban. Jellegzetesen - de nem kizarélagosan - a
spektrumban detektalhaté minor forma cisz allapota. A két izomer biologiai
funkcidban betoltott szerepe kiilonbozé lehet, ezért még hangstlyosabban
tevédik fel a kérdés, hogy a megjelené forma melyik izomerhez tartozik. Az
NMR mérés egyértelmli valaszt tud adni, amennyiben sikeriil a prolin
oldallancanak CB és Cy kémiai eltolodasait meghatarozni, ugyanis ezek
kiilonbsége arulkodik az izomer tipusarél. E célbol két prolin szelektiv, H* -
detektalt, 3D-mérést vezettem be. A 3D Pro-(HCA)NCACBHA soran
detektalt korrelaciokbol: Ha — (Ca, CB) és H3 — (C9, Cy), a teljes prolin
szénvaz meghatarozhatd. Hatranya, hogy a koherencia ttvonal hossza, ami
érzékenység csokkenést jelent és a szamunkra érdekes kémiai eltolodasok nem
direkt korrelaltak. Ezen kedvezétlen tulajdonsdgokat kiiszoboli ki a 3D-
Pro(H)ICBCGCAHA pulzusszekvencia, ami kis szami, a maximalisan
optimalt transzfer 1épéseknek kdszonhetden nagy érzékenységii, és a SHACA-
HSQC megoldas kapcsan 3D méréstdl szokatlan moddon, igény szerint,
elfogadhatdé mérési id6 alatt nagy felbontdssal is futtathaté. A méréseket
sikerrel teszteltem a p53TAD!® esetében, megéllapitva, hogy a 10 6, major
prolin jel transz allapotu, illetve elészor sikeriilt 13 minor prolin jelet is
jellemezni, melyek nagyrésze Cisz izomer. Utanajartam, hogy a CK2 enzim
hatasara a Ser46 foszforilacidja a Pro47 cisz-transz egyensily eltolodasat
vonja maga utdn, a minor Cisz prolin jele detektalasi hatar ald csokken. Ez a
megallapitas a p53TADY® partnereivel valé kélcsdnhatds leirdsiban igen
fontos lehet.

A bevezetett mérések altalanosan, barmely prolin kérnyezet meghatarozasara
alkalmazhatok, a kidolgozott modszer pedig a relevans prolin cisz-transz
egyensulyok vizsgalatat teszi lehetdvé, ami mas modszerekkel sokkal idd- és
pénzigényesebb. Jelenleg is foly6 kutatasainkban az EZH2 és a p5S3TAD1%
prolin gazdag szakasszal hosszabbitott rendezetlen fehérjék jellemzésében
hasznaljuk sikerrel izomerek meghatarozasara (Sebak 2022).

2.3. A prolin cisz izomer valtozo, 3-15% aranyban jelenik meg, ennek egyik
oka a szomszédsagaban jelen levé aminosavak természete. Ebbdl a feltevésbol
kiindulva dsszegyijtottem az irodalomban megtalalhato azon IDP-ket, ahol a
cisz izomerek kisérletileg meghatarozott mennyiségét megadtak. A
rendelkezésre allo 11 rendezetlen fehérje 101 prolin i+3 koérnyezetében
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talalhato 595 aminosav statisztikus elemzését végeztem el, ugy, hogy az
aminosavakat az oldallancok tipusa szerint 7 csoportba soroltam. Az elemzés
soran tobb szabalyszerliség is megfogalmazhato, igy: (i) kis, <5%, cisz-Pro
tartalom esetében az Arg és Lys aminosavak szignifikansan tobbszor fordulnak
eld, elsdsorban az i-3, i-1, i+1 és i+2 poziciokban. Nem meglepd, hiszen ezen
oldallancoknak a prolin karbonil csoportjaval torténd kdlcsonhatdsa inkdbb a
transz-Pro izomer kialakulasanak kedvez. (ii) >5% cisz-prolint tartalmazo
szekvencidkban a Pro aminosav szignifikansan gyakrabban fordul el6,
elsésorban az i-3, i+2 és i+3 pozicidkban. Ez a poliprolin II szerkezeti
elemekben megtalalhaté Pro-X-X-Pro és Pro-X-Pro motivumok jelenlétével
magyarazhatd, mivel a £3 pozicidkban 1év6 prolinok stabilizaljak a PPII
strukturakat. Az i+1 pozicidban talalhatd Pro szintén kedvezd, ez azt is jelenti,
hogy a cisz-Pro-transz-Pro motivumok a transz-Pro-cisz-Pro elrendez6désnél
gyakoribbak. Tovabba szignifikinsan nagyobb az elektronban gazdag
oldalldncok gyakorisaga. igy az i-2 poziciéban a negativ, i-1-ben a polaris és
az aromas, i+2-ben szintén az aromds oldallancok a kedvezményezettek.
Szignifikansan kevesebb talalhaté viszont a pozitiv t6ltésii aminosavakbol,
elsésorban az i-1, i+1 és i+3 poziciokban. A szabalyszerliségek jorésze a
p53TADY® esetében érvényes, tovabba jelenleg is folyd kutatdsokban
pontmutaciok bevezetésével ezek helytallosagat a gyakorlatban is
ellendrizziik. Kis peptidek esetében a megfigyelések érvényesnek bizonyultak.

A felallitott adathalmaz folyamatos bdviiléséhez az ismertetett mérési
moddszerek is hozzajarulnak, és remélhetbleg ez a novekedd adatbazis eljut
majd oda, hogy adott rendezetlen fehérje cisz/transz-Pro eloszlasat megjosolja.

3. Adott fehérje jellemzése, kolcsonhatasok, kinetikai vizsgalatok

3.1. Elvégeztem a pS3TADY doménjének szerkezeti és dinamikai vizsgalatat,
megallapitottam, hogy a TAD1 régioban talalhato F19-K24 szakasz tranziens
helikalis jellegli, a TAD2 szakasz M40-44 és S46-W53 részein lehet nagyon
enyhe helicitast észlelni. A relaxécios adatok redukalt spektralis siiriiség
analizis szerinti elemzése Osszhangban van ezekkel a megallapitasokkal, €s
igazolja a transzaktivaciés domén rendezetlen jellegét. S100A4 fehérjével 1:1
aranyu, stabil komplex képzédik. A kémiai eltolodas vizsgalatokat itt is
alatdmasztjak a dinamikai eredmények, mind azt mutatjak, hogy a hosszu,
mobilis N-terminalis (M1-Q16) és a rovid, mobilis C-terminalis (E56-P60)
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szakaszok a kolcsonhatasban nem vesznek részt. Harom helikalis szakasz
alakul ki: a TAD1-ben a T18-N29, a TAD1-TAD?2 6sszekotésében a P36-P47
¢s a TAD2-ben taldlhato 150-T55, ezeket dinamikus régiok kotik dssze. A
komplexben a p53TADY® szerkezete hibrid NMR-MD modszerekkel adhatd
meg, a TADI1 és TAD2 régiokban hélixek alakulnak ki; a fehérje tobbi része
tulnyomorészt rendezetlen, mobilis marad, azaz ugynevezett ,bolyhos”
(fuzzy) komplexet képez. Az NMR-MD modszerek oOtvozete sikeres
megoldasnak bizonyul nehezen tanulmanyozhatd, elsésorban rendezelten
fehérje komplexek szerkezeti modelljének és viselkedésének leirasara. Olyan
esetekben tanacsos ehhez a hibrid megoldashoz nyulni, amikor a kristalyositas
nem jarhaté 1t, illetve az NMR paraméterek is elég szerények egy érdemleges
szerkezetszamolds elvégzéséhez (Dudas 2020a).

Tovabbi kitekintésként elmondhatd, hogy az atomi szint{i jellemzés
és a most mar elérhetd szerkezeti modell lehetdévé teszi a fehérje-fehérje
kolesonhatas (PPI) inhibitor molekulak tervezését, és S100A4 kotddés alapu
bioszenzorok fejlesztését.

3.2. Tanulmanyoztam a metasztizis marker Ca?*-k&té homodimer S100A4
fehérje €s az MPT miozin IIA fragmens kolcsonhatasat mindkét kotdpartner
oldalarol. Igazoltam, hogy a 45 aminosav hossziT MPT szakasz
szobahémérsékleten rendezetlen, nem alakul ki a coiled-coil szerkezet.
Tovabba, a kisebb hdmérsékleten detektalhatd preformalt hélix jelenléte azt is
jelenti, hogy az eredeti hosszusagi NMIIA kotédése soran a coiled-coil
szerkezet nem tekeredik le teljes mértékben. Az S100A4 oldalardl végzett
vizsgalatok azt mutatjak, hogy a fehérje homodimer jellege a kolcsonhatas
soran megsziinik, az A és B monomer lancok mar nem ekvivalensek. Kémiai
eltolodas és dinamikai vizsgalatok alapjan a kotorégion kiviil a dimer
Osszetartozasaért felelds H1 hélix is valtozast mutat. Ennek magyarazata, hogy
kotépartner hidnyadban a molekula egy ,lélegz6” mozgast végez, amit a
kolcsonhatas elfojt, a szerkezet stabilabba valik. Ez a tulajdonsag az S100
csalad tobb tagjanal is kimutathat6. Az eredmények tiikrében megkiséreltem a
megndvekedett Ca?* affinitdst is megmagyarazni. A komplex legnagyobb
valoszintiséggel a target koto és funkcionalis feltekeredés modell szerint alakul
ki. Ez egy konformacios szelekcid tipusi mechanizmus a zart (apo-) és nyilt
(Ca? kotott) allapotok kozott, ahol a kdtpartner az egyensilyt nagymértékben
anyilt forma fele tolja el, dinamikai valtozasokat eredményezve. Ezt tamasztja



de_190, 2.,

ala az MPT kotodés hatasara torténd fehérjegerinc merevedése, amire a
csokkent konformacids entrdpia is utal, illetve a H1 hélix lassit mozgasanak
kolesonhatas kdvetkeztében torténd megsziinése.

Az eredmények az oldatfazisut NMR vizsgalatok fontossagara is ravildgitanak.
Mas modszerrel a dinamikai folyamatok atomi szinti elemzése nem
lehetséges, és az informacio kiilonosen értékes, hiszen ilyen ismeretek
birtokaban lehet olyan inhibitorokat tervezni, fejleszteni, melyek a fehérje —
partner kolesonhatas dinamikéjanak a valtozasat is utanozni képesek, és nem
csupan a szerkezeti aspektusokra figyelnek (Palfy 2016).

3.3. Kiilonboz6 hossziasagn NMIIA és NMIIB izoforma szakaszok szerkezeti
és foszforilacio okozta valtozasait tanulmanyoztam. Megallapitottam, hogy az
NMII filamentumok szétesésének és Osszeallasanak szabalyozasa az NMIIA
esetében az S100 fehérjékkel — ezek koziil is elsdsorban az S100A4-gyel —
torténd kolcsonhatas, mig az NMIIB izoformanal a foszforilacio
kovetkeztében torténik meg. Igy egyfeldl sikeriilt kisérleti bizonyitékokkal
alatamasztani azt a feltételezést, hogy a filamentum szétesés izoforma
specifikus reguldcié szerint torténik; illetve megcafoltuk a nagy szerkezeti
valtozast javaslo elméleteket (Ecsédi 2018).

3.4. A homodimer dinein konnyli lanc (DLC) és miozin Va szakasz
kolcsonhatasanak vizsgalata soran kimutattam, hogy a szabad allapotban
rendezetlen miozin peptid koétddéskor B-redé szerkezetet vesz fel, ebben az
esetben is alatdmasztva a rendezetlen — rendezett atalakulast. A kanonikus
pozicioban GIn helyett Met aminosavat tartalmazé6 miozin mas
kotépartnerekhez hasonldan kotddik a DLC-hez. Specialis *H,"> N-HSQC és
'H,3C-CT-HSQC detektalt STD mérésekkel kimutattam, hogy a kétéarkon
tulnyulo szakaszok hidrofob kolesonhatasokban vesznek részt. Ez a viselkedés
a molekularis ,ragasztd” elméletet tamasztja ala és a cc szakaszok
dimerizaciojanak stabilizalasara mutat r&. A DLC két kotdarkanak
,.kargd/kot6” funkcidja nem igazolhatd ebben az esetben sem, viszont azt
sikeriilt kimutatnom, hogy 50%-os telitettségnél a két kotdarok
aszimmetrikussa valik, am a masodik peptid bekotédése a szimmetriat
helyreallitja (Bodor 2016, Hodi 2004).

3.5. Elsoként sikeriilt igazolnom, hogy az agy-specifikus tubulin
polimerizaciét segité TPPP/p25 fehérje hosszi rendezetlen terminalis
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szakaszokkal rendelkezik, a szerkezettel bird régi6 az NMR spektrumban
molten globulaként jelenik meg, ezen aminosavak jelazonositisa nem
lehetséges. A fehérje AlphaFold altal megadott szerkezeténél az altalam leirt
rendezetlenségi informaciokra tamaszkodtak. A fehérje funkcidinak
feltérképezéséhez vizsgaltam GTP kotd funkciojat, és lehetséges GTPaz
aktivitisat. Mg?* jelenlétében a GTP hidrolizis S'P spektrumokkal vald
kovetése a Kea érték kiszamitasat eredményezte. Megallapithatd, hogy a
TPPP/p25 a kis G fehérjékéhez (Racl, H-Ras, RaplA, Ran) hasonlo GTPaz
aktivitdst mutat. Tovabbd igazoltam, hogy ezt az aktivitast a Zn?* kationok
enyhén gatoljak (Zotter 2011a, Zotter 2011b).

3.6. A dUTP Mason-Pfizer majom retrovirus (MPMV) dUTPaz jelenlétében
torténd hidrolizis mechanizmusat és a Mg?* kofaktor jelentéségét vizsgaltam.
3P NMR mérések kiértékelésével igazoltam, hogy a Mg?* jelenlétében torténd
hidrolizis soran a nukleofil tdmadas az o foszfor atomon tOrténik, és a
folyamatra jellemzd kear pSzeudo-elsérendii allandd mas dUTPaz altal
katalizalt folyamatokhoz hasonld értéket ad. Az asszociativ mechanizmust
kinetikus krisztallografiai felvételek igazoltak. A fémion hianyaban a
hidrolizis lassabban megy végbe és az elemzés azt mutatja, hogy ebben az
esetben a nukleofil timadas a B foszfor atomon torténik. Az eredmények a
fémion kofaktor enzimatikus foszfat észter hidrolizisben betdltott szokatlan
szerepére vilagitanak ra, amivel ezek szerint érdemes szamolni.

Az emlitett hidrolizis vizsgalatok egyértelmiien tiikrozik a pH, a kozeg, és a
fémion - koordinacié szerepét. Ezekre egyszerli 'P mérésekkel lehet
ramutatni, a mérések érzékenysége a kinetikai folyamatok leirasan tilmenden
megengedi a nagy jelek mellett jelen levé szennyezOk kimutatasat,
azonositasat (Barabas 2013, Gyimesi 2008).

4. Membrdanmimetikumok jellemzése, peptid-bicella rendszerek

4.1. PC bicella, illetve DHPC micella és két fesziiltség fiiggd K* csatorna
transzmembran régidjanak kolcsonhatasat  vizsgaltam  3C  relaxacios
mérésekkel, tobb térerén. A bicella esetében a relaxacidos paraméterek
értékelése a szabad bicella, és a peptid-bicella rendszerekben egyarant azt
mutatja, hogy az acil ldnc mentén a termindlis vég fele haladva né a
mozgékonysag (csokkend rendparaméterek), és gyorsul a lokalis mozgas

(csokkend tiocal értékek). Annak ellenére, hogy minimalisak az eltérések,
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mindkét fehérje jelenléte hatassal van a DMPC lipid dinamikajara. A lipid
fejcsoporthoz legkozelebb 4alld 2, de leginkdbb 3 koérnyezetek nagyobb
rendparaméterekkel, és szignifikdnsan nagyobb korrelacios iddkkel
rendelkeznek, ami arra utal, hogy a peptid jelenléte csokkenti a lanc
mobilitasat. A terminalis végen talalhatdo 12 és 13 kdrnyezetekre ugyanez
jellemzd. Mindkét peptid nagy valoszintiséggel a kettds rétegbe épiilt be, és az
acil lanc fejcsoporthoz legkdzelebbi részeinek mobilitasat csokkenti. A
mérések egyszertiek, a kiértékeléseknél ugyan tobb megkdzelitéssel kell élni,
de az eljarast barmely membran mimetikum rendszer vizsgalatira lehet
hasznalni (Biverstdhl, 2009).

4.2. 3P NMR spektroszkopiai méréseken alapuld egyszerii és rutinszeriien
alkalmazhatd eljarast probaltam kidolgozni annak eldontésére, hogy a peptid
feliiletaktiv, vagy transzmembran-e? Két ismert topologiaji rendszer
hémérséklet- és térerd fiiggd relaxacios méréseit végeztem el. A Ty mérések
alapjan megallapitottam, hogy a feliiletaktiv peptid nagyobb hatassal van a
lipid dinamikajara, mint a transzmembran peptid. Feltételezve, hogy a kdzeg
izotrop és a mozgas egyetlen zc korrelacios idével irhato le, az Arrhenius tipusu
hémérsékletfiiggésébdl a foszfat csoportnak a glicerol gerincéhez képest
torténd reorientacios aktivalasi energiajat hataroztam meg. A reorientacios
aktivalasi energia értékek a DHPC molekulara nagyobbak, mint a DMPC-re,
ami a bicella felépitésében betoltott kiilonbozd szerepiiknek lehet kdszonheto.
A transzmembran peptid hatisara aktivalasi energia keveset valtozik és
csokkend tendenciat mutat, a feliiletaktiv peptid hatasara a valtozas jelentdsebb
és novekszik. Korabbi vizsgalatok mas, hosszabb szénlanccal rendelkezd
bicellakra hasonlo reorientacios energia értéket kozdlnek. Ami a T» relaxacios
idore gyakorolt hatast illeti, azt mutattam ki, hogy a transzmembran peptid
esetén sokkal nagyobb az effektus. Ugyan kvantitativ kovetkeztetés nem
vonhato le, de az NMR és DLS eredmények is egyértelmiien méretnovekedést,
esetleges morfologiai valtozdsokat mutatnak a transzmembran peptid
beépiilésének hatasara. A 3P relaxacios értékek meghatarozasa lehet tehat egy
modszer a fehérje-membran kolcsonhatas  topologikus — vizsgalatara.
Ugyanakkor sziikség van 1jabb ¢és Ujabb rendszerekre, hogy a
modellpeptidekre megfogalmazott allitdsokat igazolni lehessen (Bodor 2015).

4.3. Utanajartam korabbi sajat és irodalmi megallapitdsoknak, mely szerint
bicella-peptid kolcsonhatas  kovetkezménye a  bicella méret- és/vagy
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alakvaltozasa. Ismételten modell peptideket hasznalva, ugyanazon mintan,
azonos kisérleti koriilmények kozott felvett NMR spektrumok és SAXS
szorasgdrbék értékelését végeztiik el. Megallapitottam, hogy a transzlacios
diffuzios 'H NMR mérések kivdléan jelentenek a bicella oldatok pontos
Osszetételérdl, sot, a lehetséges aggregacidos szamokrol. A transzmembran
peptid hozzaadasa a PC és a PC/PG bicella méretndvekedésével jar egyiitt,
ezzel szemben a feliiletaktiv molekula jelenléte nem okoz szignifikans
novekedést. A SAXS szorasgorbe illesztésére a mag — héj modell sikerességét
igazoltuk. A modell illesztése soran a bicella alakjara tudunk kovetkeztetni, és
a tengelyek értékébdl kisérleti uton meghatarozott Perrin faktorokat tudtunk
meghatarozni. A transzmembran peptid jelenléte az oblat alaka PC bicellak
hosszabb tengelyének ndvekedését okozzak, ami dsszhangban van a peptid
kettosrétegbe torténd beékelddésével. Felilletaktiv peptideknél — elvarhatd
moddon — ez a hatas nem detektalhato. A két technika (NMR és SAXS) 6tvozése
valoban alkalmas bicella rendszerek méret- és alak-meghatarozasanak
leiraséra, és az elért biztatd eredmények valds rendszereken vald tesztelését
kovetéen a membranmimetikum- fehérje kdlesonhatasok biofizikai leirdsa
pontosabban  torténhet, ¢és a  funkcionalis  vizsgalatokhoz  jobb
modellrendszerek tervezheték (Dudas 2020b).

5. Kornyezeti és ipari szempontbol fontos kémiai reakciok vizsgalata

5.1. A fosszilis lizemanyagokhoz valé hozzaférés korlatozasa, ezek egyre
emelkedo ara azt eredményezi, hogy mas, igéretes lehetdségek utan kell nézni.
Kutatasainkban a biomassza atalakitasanak lehetdségét vizsgaltuk. Szachardz
modellrendszert alkalmazva homogén és heterogén katalitikus reakciok
megfeleld kombinaciojaval sikeriilt egyre kevesebb oxigént tartalmazo Cs-
oxigenatokat (levulinsav, GVL, 1,4-butandiol, 2-metil-THF) és alkének
keverékét eldallitani. A komponenseket egyszerti, klasszikus NMR
technikdkkal, de nem-szokvanyos koriilmények mellett, nagynyomast
meérésekkel mutattam ki. A kisérletek igazoltak, hogy a biomassza atalakitasa
lehetséges, gazdasagi szempontbdl pedig elsdsorban a GVL biomasszabol
torténd eldallitasa jelenthet mérfoldkovet (Mehdi 2008).

5.2. A szerves oldoszerek lecserélésének lehetdségét jelenthetik a
baratsagosabb, ,,z0ldebb” olddszerek, és az ionos folyadékok jo jelolteknek
szamitanak. Kutatasaim soran 1-etil-3-metil-imidazdlium-
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trifluorometanszulfonat [Comim][TfO] kozegben vizsgaltam a benzil alkohol
cérium (IV) s6 altal medialt oxidacidjanak lejatszodasat. Ebben az esetben is
rutin NMR mérésekkel, viszont szelektiven jelolt benzil alkohol hasznalataval
igazoltam, hogy az atalakulds a szaraz ionos folyadékban kvantitativan
lejatszodik, és sikertilt azt is igazolni, hogy a reakcid soran képz6dé NO; gaz
mennyisége nagymértékben befolydsolhaté a CAN/ionos folyadék arany
beallitasaval (Mehdi 2007).

5.3. Sikeresen megadtam az  izocianatok  foszfin  katalizalt
ciklooligomerizacidjanak molekuldris szintii jellemzését, -70°C-on torténd
mérésekkel igazoltam a képzddd intermedierek szerkezetét. Az altalam
bemutatott hémérsékletfiiggé NMR mérések €és a szelektiv izotopjeldlés
egyiittes alkalmazasa az a modszer, ami egy organokatalitikus ipari folyamat
reakciomechanizmusanak leirasat és a kialakult intermedier azonositasat
eredményezi. Tagabb értelemben ilyen informacidk birtokdban lehet 1j
katalizatorok tervezésébe fogni, ami a reakcid finomhangolasat és egy adott
termék iranyaba torténd eltolast eredményezheti (Pusztai 2005).

A felsorolt teriileteken végzett kutatasok kétségkiviil er6feszitést
igényelnek, hiszen tobb szempontbol is igazolni kell azt, hogy példaul egy
ionos folyadék megfelelé kozeg-e adott reakcid futtatasanal. Arra azonban
nincs ralatasom, hogy egy iparilag jol bevalt, nagy profitot termeld folyamat
esetében az oldoszercsere a gyakorlatban valoban meg is torténik-e, és ha igen,
hogyan. Masfel6l, a szerves kémiai folyamat tokéletesitése érdekében az
alkalmazott katalizatorok cseréje vagy egy adott tipus tovabbiakban torténd
alkalmazasa — f6leg a reakciomechanizmus tudatdban — hamarabb
megvaldsulhat.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az itt felsorolt modszerek,
kiértékelések és megkdzelitések nagyszertien tiikkrozik azt, hogy az NMR
spektroszkopia milyen szertedgazoan tud biomolekuldk és kismolekulak
vizsgalata sordn a legkiilonbozObb felvetésekre is valaszt adni. Ez a
kutatomunka sokszinii, szamos kihivas elé allitott és allit, mikozben
lehetdségem nyilt tobb tudomanyteriilettel is megismerkedni. Ez a sokféleség
segitett abban, hogy ne csak a konkrét rendszerekre koncentraljak, hanem
probaljak meg altalanos érvényli megfogalmazasokat is tenni, és az
alkalmazasok korét tagitsam. A feltett kérdésekre adott valaszok kozelebb
visznek a rendszerek, mint egész mikddésének ¢és viselkedésének
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megértéséhez. A tobb teriileten elért eredmények Osszegzése valhat
hasznosithato tudassa, legyen sz6 akar gydgyszertervezésrdl, akar a kdrnyezeti
szennyezés csokkentésrol.
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