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A kozponti idegrendszer validalt célfehérjéi :

A funkciondlisan aktiv konforméaciok modellezése

Részletes beszamolé

A kozponti idegrendszer jelatviteli folyamataiban résztvevo célfehérjék és az MTA
KK BKI Neurokémiai Osztalyon kisérletesen vizsgalt vegylletek kozott felléps kotodési
kolcsonhatasok vizsgalatat szamitdgépes molekulamodellezéssel és dokkolasi eljarassal
vegeztik.

A glutaminsav receptorok (GIuR) és transzporterek (GIuT) szerepe kulcsfontossagu a
serkent6 jelatvitelben. A GIuR csalddba ioncsatorndt formdald (iGIUR) valamint hét
transzmembran szakaszt tartalmazé (7TM) metabotrop (mGIuR) altipusok tartoznak. Az
osztalyunkon folyo receptorkotédesi és funkciondlis vizsgalatokhoz kapcsolodoan, elészor az
ioncsatornat formalé AMPA ligandum-specifikus iGIuR2 receptor altipus extracellularis
kétédomén és ligandumai kotodési kdlcsdnhatasainak szamitdgépes modellezését végeztik el.
Terveinknek megfeleléen, a SYBYL molekulamodellez6 program felhasznalasaval az
ortosztérikus agonista S-fluoro-willardiine ligandumot illesztettik be az iGIuR2
extracelluldris doménban taldlhatd AMPA kdét6zsebbe, majd energiaminimalizalas utan
Osszevetettiik az AMPA és a Glu illeszkedési modjaval. Ehhez kapcsoldddan vizsgaltuk az
iGIUR2 deszenzitiz&cidjat gatlo ciklotiazid molekuldnak az iGluR2-agonista komplexekre

Kivaltott hatasat is. Az irodalmi adatokkal 6sszhangban megallapitottuk, hogy a receptor



alegységei kozé ékel6do, allosztérikus modulator ciklotiazid molekula kézvetlen médon nem
befolyasolja a ligandumkotéhely konformaécidjat. Eredményeinket a Neurochemistry
International cimii folyoiratban publikaltuk (Kovéacs et al., 2004).

A 7TM szakaszt tartalmaz6 mGIuR1 receptor extracelluldris kotédoménjének
nagyfelbontasu kristalyos szerkezete munkank kezdetén valt ismertté. A dimer szerkezeti
kétédomén nyitott és zart konformécidban is kristalyosithatd, a receptor lebenyei kdzé
illeszked6 Glu molekula helyzetét mind a két allapotban meghataroztak. Az osztalyunkon
folyé elektrofizioldgias mérések valoszinisitették, hogy egy epileptikus aktivitast befolyasold
molekula, a 2-metil-4-oxo-3H-kinazolin-3-acetil piperidin (Q5) egy mMGIuUR receptoron
keresztul fejti ki hatasat. In vitro kétédési adatok arra utaltak, hogy a Q5 molekula még az
mGIuR  agonista  (1S,3R)-1-aminociklopentan-1,3-dikarbonsav  (t-ACPD)  molekula
jelenlétében is képes Glu molekulat leszoritani az mGIuR receptorrél. A nagyfelbontasl
kristdlyos mGIuR1 szerkezetek ismeretében, GOLD program felhasznalasaval végzett
dokkolasi vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a Q5 molekula illeszkedése az mGIluR1
receptor nyitott kotéhelyébe a legkedvezébb. Ez a kétohely akkor is elérhets, ha a dimer
maésik felében taldlhat6 zart konforméacidju kotéhelyre az mGIuR agonista t-ACPD molekula
illeszkedik, igy magyaréazatot taldltunk az elektrofiziologias és kotodési kisérletekben
tapasztalt jelenségekre. A fenti eredményeket 6sszefoglald cikket kozlésre elfogadtak
(Lasztdczi et al., 2006).

Az extracellularis térben felhalmozddd Glu eltavolitasara specializalédtak a GIuT
fehérjék, melyek membranba agyazott szerkezetilk kdvetkeztében nehezen kristalyosithatok.
Elsoként, az emlés GIuT egy bakterialis homolégjanak (bGIuT) nagyfelbontast kristalyos
szerkezetét kozolték 2004. végén. Ennek a szerkezetnek az ismeretében, megkezdtik bGIuT
és kilénbozé ligandumok (Glu, Glu transzport inhibitor tPDC és gamma-aminovajsav) kozott

fellép6 kotodési kolcsonhatasok vizsgalatat is, amelyet az mGlul és a felsorolt ligandumok



kozotti kotodési kolcsonhatasok dsszehasonlitd vizsgalataval egészitettiink ki (Simon et al.,
2006, bekiildve). Eredményeinket a 1% European Chemistry Meeting 2006 konferencian is
bemutatom, melynek részvételi dijat az OTKA pélyazat terhére fizettik ki. Terveinknek
megfeleléen, munkankhoz beruhazéasként (j szamitdgép kerllt beszerzésre, amely a
publikacios koltségekkel egyiitt szintén az OTKA péalyazat tamogatasaval valosult meg.

A 7TTM receptorok egy részében a ligandum kétohelye nem az extracellularis, hanem a
membranba agyazott peptidlancokon talalhatd, ezek rontgendiffrakcios szerkezete — a
rodopszin Kkivételével - nem ismert. Ebbe a receptortipusba tartozik a szomatosztatin (sst)
receptorcsalad, mely kutatasunk masik iranyat képezte. A 7TM receptorok membranba
agyazott részének szerkezetét csupan a fototranszdukcids kaszkadban résztvevé rodopszin
esetén hataroztak meg, ez a nagyfelbontasu kristalyos szerkezet biztosit lehetoséget arra, hogy
tovabbi 7TM receptorok membranba Aagyazott szakaszait modellezhessik. Az ismert
szerkezetti rodopszin molekulaval fennallé homologia és az 1. altipusu sst receptor (sstrl)
aminosavsorrendje alapjan a Swiss PDB Viewer server és a SYBYL programcsomag
felhasznalasaval felépitettiik az sstrl molekula TM szakaszainak homol6giamodelljét, melybe
AutoDock program segitségével az endogén sst peptid szintetikus analogjat, a TT-232
peptidet dokkoltuk. Az irodalomban talalhatdé mutacids kisérletek adatai és sajat dokkolasi
eredményeink alapjan azonositottuk a TT-232 ciklopeptid és az sstrl kozott fellepé kétodési
kolcsonhatasban résztvevé aminosavakat. Eredményeinket a Biochemical and Biophysical
Research Communications cimii lapban kdzoltik. (Simon et al., 2004), valamint bemutattuk
az MTA KK Szakmai Napok rendezvényen (és az MTA KK Nemzetk6zi Tanacsadd Testllete
elétt is), mely eléadasomért Fiatal Kutatoi Dijban részesiultem. Az eredmények a Magyar
Idegtudomanyi Tarsasdg (MITT) 2005-6s pécsi konferencidjan poszteren is bemutatasra
kerultek, melynek részvételi dijat és az utazasi koltséget az OTKA palyazat terhére szamoltuk

el. Ezt a vizsgalatot az sstr4 altipusra is Kiterjesztettilk (Orban-Kis et al., 2006). A TT-232 in



vitro funkcionalis hatasvizsgalatat Orban-Kis Karoly vendégkutatd végezte 2006. januarjaban
(Marosvasarhelyi Orvostudomanyi és Gydgyszerészeti Egyetem), az 6 itt-tartdzkodasanak
napidijat OTKA palyazatunk terhére szdmoltuk el.

2003-ban kezdtik meg a fototranszdukcids kaszkad effektor enzime, a
foszfodiészterdz (PDE) Katalitikus gatloszereinek vizsgélatat. A fény hatdsara aktivalodd
rodopszin receptor G fehérje transzducin és a PDE6 kdtodési kdlcsdnhatasba Iépnek. Ennek
eredménye, hogy a PDE6 gatl6 gamma alegység konformacidja megvaltozik és a PDE6
katalitikus helyéhez két6dé cGMP hidrolizal. Egy katalitikus gatlészer (Zaprinast) adagolasa -
paradox modon - kezdetben noOvelte az izolalt retina elektromos fényvalaszat. Az
eredményekrél Barabas Péter a Magyar ldegtudomanyi Tarsasdg 2004-ben tartott
konferenciajan szamolt be és a Neuroscience Letters cimii folydiratban kozélte (Barabas et
al., 2004). A mérésekhez vegyszerek beszerzésére kerllt sor a jelen OTKA palyazat terhére.
A Kkatalitikus inihibitorok (Zaprinast és Sildenafil) paradox hatdsanak molekuléris alapjait
szamitogépes modellezessel és dokkolasi eljarassal vizsgaltuk tovabb. Megallapitottuk, hogy
a PDE6 enzimen gatldszerek hatasara kivaltott kezdeti fényvalasz-ndvekedésében szerepet
jatszanak a nagy térigényt katalitikus inihibitorok, melyek a katalitikus cGMP hidrolizist
szabalyoz6 PDE6 gamma alegységgel versenyeznek a katalitikus kotohely szomszédsagaban
talalhatd Phe778 és/vagy Met759 PDE6 aminosav oldallancokkal, igy annak gatléhatasat
gatoljak (Simon et al., 2006). Az eredményeket leird publikaciét 2006-ban fogadtak el
kozlésre (Simon et al., 2006), valamint ezeket az American Society for Neurochemistry
konferencigjan is bemutatjuk, az ehhez szilkséges utazasi koltség egy részét jelen OTKA
palyazat terhére szamoltuk el.

A 2004-es évben lehet6ségem nyilt egy hénapos tanulmanydtra a strasbourgi Louis
Pasteur egyetem gylgyszerészeti tanszék bioinformatikai csoportjdban, ahol a

molekulamodellezési és dokkolasi eljarasok legkorszeriibb maodszereivel ismerkedhettem



meg. A francia kutatocsoport kutatdsai mind a 7TM receptorok, mind a PDE enzimek
vonatkozasaban az MTA KK Neurokémiai Osztalyan végzett kutatasainkkal rokon terileten
folynak, igy az ott szerzett ismereteket kdzvetlentl tudtam alkalmazni az sstr receptorok és a
PDE enzimek vizsgalata soran. Az ott tartbzkodast és az utazas felét a Magyar Osztondij
Bizottsag és a Francia Intézet k6zos Osztondija, az utazas masik felét jelen OTKA palyazat
fedezte. Az OTKA pélyazat terhére az utazasi koltség felét és a biztositast szamoltam el.

A palyéazat idotartama alatt - igéreteinknek megfeleléen - 3 év alatt 6 publikacio
szlletett, melyek hozzajarulnak néhany fontos idegi célfehérje-ligandum kélcsénhatas
molekularis alapjainak megértéséhez. A palyazat idétartama alatt végzett eredmenyes munka
sikerességét Barabas Péter summa cum laude PhD fokozata, valamint mind a két résztvevé

MTA Ifjuséagi Dija (Barabas Péter, 2006; Simon Agnes, 2004) is jelzi.



