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A téma megnevezése: Peptidek és moduléris fehérjék szerkezetvizsgalata NMR-
spektroszkopiai és elméleti mddszerek segitségével

SGCI titralasa kimotripszinnel

A sivatagi vandorsasabol szarmazd SGCI (Schistocerca gregaria chymotrypsin inhibitor)
szerinprotedz-inhibitort NMR-spektroszkdpiaval kovetve szarvasmarha kimotripszinnel
telitésig titraltuk. A titralads soran megallapitottuk, hogy a molekuldnak nem csupéan az
enzimmel kolcsonhatasban 1évé, hanem attol térben tavol esé reszei is valtozasokat
mutatnak. Ezen valtozasok egy resze magyarazhato kisebb konformécids atmenetekkel,
mas reszuk azonban nem, ezek feltehetéen a molekula belsé dinamikajaval, illetve annak
valtozasaval hozhatok dsszefuiggésbe.

Kapcsolodd kozlemény: Zoltdn Gaspari, Borbala Szenthe, Andras Patthy, William M.
Westler, L&szI6 Graf, Andras Perczel: Local binding with globally distributed changes in
a small protease inhibitor upon enzyme binding. FEBS J. (2006) 273:1831-1842.
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A szabad (kék) és kimotripszinnel komplexalt (piros) SGCI HSQC spektruménak dsszevetése. Nehay,
mindkét spektrumban jol elkilonils csucs a hozza tartoz6 aminosavval jel6lve.

Komplement fehérjék spektroszkdpiai vizsgalata

A Clr, a velesziletett immunrendszer legelsé szerin proteaza, autokatalizist kdvet6en
aktivalja a komplementrendszer klasszikus Utvonalat. Az enzim felépitése révén lehetévé
teszi egyes moduljainak 6nall6 vizsgalatat is, ezaltal idealis modellvegyletként szolgal
NMR-spektroszkdpiai  vizsgalatokhoz, kilonds tekintettel a fehérje dinamikai
viselkedésre. Vizsgalataink soran elvégeztik a masodik CCP (komplement kontroll
fehérje) teljes gerinc—amid jelhozzéarendelését, 2D- es 3D-spektrumok segitseégevel,
egyszeresen illetve duplén jel6lt minta felhasznalasaval. A CCP2 és a tandem modulok
(CCP1,2) osszevetese alapjan megallapithatd, hogy a CCP2 gerinc—amidjait az elsé
modul dontéen csak a kontakt felszinnél perturbalja, mely jelentds mértékii
intermodularis  kOlcsonhatasra utal. Reészlegesen elvégeztik az els6 modul
jelhozzarendelését, mely bizonyos meértekti rendezett szerkezetre utal. llyen régiok
tobbségében a modulhatarhoz kozel esnek. Amid-relaxécids eredményeink szerint a
CCP2 kiléndsen mozgékony aminosavai zomében a modul hurok régidin talalhatoak.
Kapcsolddo kdzlemény: elskésziletben
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Minifehérjék térszerkeztének és dinamikajé vizsgalata NMR spektroszkdpiaval

Racionalis tervezéssel eléallitottuk a Tc5b  minifehérje szobahémérsékleten stabil
varidnsat, melynek térszerkezetét NMR-spektroszkdpidval meghatarozva igazoltuk a
feltételezett szerkezetsabilizald kdlcsonhatasok fontossagat.

Az N-dusitott minifehérjérkél N-H relaxaciés méréseket is készitettiink. A felvett
spektrumsorozatokat feldolgoztuk és értékeltik. A kapott dinamikai paraméterekkel a
minifehérjék térbeli és idébeli jellemzését adtuk meg. A kilonbdzé homérsékleten
végzett relaxacios kisérletekbdl arra kovetkeztettlink, hogy a minifehérje méasodlagos
szerkezetei (o—hélix, p-turn, Trp—Kkalitka) eltéré6 dinamikai viselkedéstiek. A fiités
tovabbi hatasa, hogy egyes aminosavak (B-turn, Trp—kalitka) elsoként a ps—-ms
idéskalaju mozgasukat veszitik el (277K => 282K), majd magasabb hémérsekleten
(282K => 300K) megjelenik a gyors idéskalaju lokalis mozgas (ps—ns idéskalan). A
Trp—kalitka aminosavai ugyanakkor a fiités hatasara egyenletesen alakulnak &t lassd
mozgasbol gyors mozgasba. A Tc6b hasonlo vizsgalatai folyamatban vannak.
Kapcsolddd kdzlemény: Péter Hudaky, Pal Straner, Viktor Farkas, Gyorgyi Varadi,
Gabor Téth, Andras Perczel: Cooperation between a salt bridge and the hydrophobic
core triggers fold stabilization in a Trp-cage miniprotein Biochemistry (2008) 47:1007-
1016.

Szerkezetstabilizalas és funkcid viszonya az SGTI proteazinhibitor esetében

Az ELTE Biokémiai Tanszék kutatoival valo egylttmikodésben eléallitottuk az SGTI
proteazinhibior egy olyan variansat, amely a vad tipust SGTI-vel ellentétben hatékonyan
gatolja a szarvasmarha tripszint. Elvégeztik ezen varians el6zetes térszerkezet-vizsgalatat
is NMR-spektroszkopiaval. Eredményeink azt mutatjak, hogy a 2. és 3. b-szal kozott
elvégzett aminosavcserek jelentésen megvaltoztattak az adott hurokrégid térszerkezetet,
azonfelul atrendeztek, meggyengitették a molekuldt stabilizald triptofan-lizin
kocsonhatast is. A nem vart valtozasokat mutatd térszerkezet ellenérzése, tovabbi
finomitasa folyamatban van.

Kapcsolddd kozlemény: elokésziletben

Az SGTI 10, adatbazisba letett konformere (PDB Az SGTI 16 legalacsonyabb energiaji szamitott
1D 1KJO0) konformere

GnRH-111 peptidhormon NMR-spektroszkopiai vizsgalata

Az orséhalban (Petromyzon marinus) taldlhatd GnRH-IIl1 (gonadotropin-releasing
hormon 111, Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH2) GnRH varians kdzvetlen
daganatgatld hatasat vizsgaltuk néhany tumor sejtvonalon. Azért hogy ndveljik a hormon
enzimatikus stabilitasat, és szelektivebbé tegyiuk ezt, azaz csOkkentsiik az endokrin
hatdsat, dimer analogokat Allitottunk el6 diszulfidhid létrehozasaval. A tervnek
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megfeleléen ezen dimer GnRH-IIl szarmazékok daganatgatld hatdsa és enzimatikus
stabilitdsa magasabbnak, LH hormon felszabadité hatasuk alacsonyabbnak mutatkozott,
mint a GnRH-111 molekulaé. Végil a molekulak konformacioja és bioldgiai hatasa kozotti
kapcsolat tanulményozasanak céljabol a monomer es dimer peptidek terszerkezetét
dimetil-szulfoxidos és vizes kodzegben meghataroztuk ECD, VCD, FT-IR és NMR
spektroszkopiai modszerekkel.

A GnRH-III dimer acetilezett szarmazéka dimetil-szulfoxidos kdzegben 300 K fokon. A szamolt 50
szerkezetbdl a dominans konformercsalddhoz tartoz6 35-6t mutatjuk be egymasra illesztve. A dimer két
szimmetrikus peptidlanca koziil csak az egyiket dbrazoljuk.

Kapcsolddd kozlemény: Gabor Mezd, Andras Czajlik, Marilena Manea, Annamaria
Jakab, Viktor Farkas, Zsuzsa Majer, Elemér Vass, Andrea Bodor, Bence Kapuvari,
Marian Boldizsar, Borbala Vincze, Orsolya Csuka, Magdolna Kovéacs, Michael
Przybylski, Andrés Perczel, Ferenc Hudecz: Structure, enzymatic stability and antitumor
activity of sea lamprey GnRH-II1 and its dimer derivatives. Peptides (2007) 28(4): 806-
820.

Térszerkezetbecslés NMR kényszerfeltételek alapjan

Ezen tulmenden kifejlesztettiink egy egyszerii €s gyors modszert fehérjeszerkezetek
gyors becslésére tavolsag jellegii NMR-kényszerfeltételek alapjan. A médszer PRIDE-
NMR néven elérheté webszerver formajaban a vilaghalon: http://net.icgeb.org/pridenmr.
Az eljaras alkalmazhato a szerkezetmeghatarozas soran arra, hogy a akutato egy kezdeti
tippet kapjon a vizsgalt fehélrje szerkezetérol, illetve, ismert szerkezet esetében arrol,
hogy a rendelkezésre all6 kényszerfeltételek elegendéek-e a nagyfelbontasu
szerkezetszamolashoz.
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o- és p-peptid oligomerek [-reddzott rétegek konformacidjanak és stabilitasdnak
vizsgalata kvantumkémiai mddszerekkel

A béta-redozétt rétegek hidrogénkotésekkel odsszetartott épité-egysegekeibol kiindulva
egyre nagyobb polialanin modellszerkezeteket épitettlink fel, majd ezeket kvantumkémiai
modszerekkel, kilonbdzé elméleti  szinteken (RHF-321G, RHF-6311G++G(d,p))
optiméaltuk. Megallapitottuk, hogy a paralel béta-red6zott rétegek inherensen stabilabbak
az antiparaleleknél, valamint, hogy az antiparalelekben elkilonitheté kétféle
hidrogénkotott alegység (jelolésinkben S10 és S14) kozul csak a nagyobbik, 14 atomos
hidrogénkotott — pszeudogyarat  tartalmazé  S14  létrejotte  jar  szamottevo
energianyereséggel. Eredményeinket kisérletileg meghatarozott fehérjeszerkezetek
elemzésével is alatdmasztottuk.

Kilonbdzé szamd és hosszu oligo-a- es oligo-B-peptidekbol dsszeallitott nanoszélakat,
nanofilmeket, valamint nanocsdveket vizsgalatat végeztik el kvathum kémiai szamitasok
segitségével. Az egyes nanoszerkezeteket rovidebb elemekbdl rekonstrualtuk, Lego-
tipust megkozelitéssel, melyhez termoneutralis izodezmikus reakcidkat hasznaltunk fel.
A vizsgélt nanoszerkezetek teljes energigjait elfogadhato hibahataron belll sikerdlt
meghatarozni.

Egyszerti p-peptidek belsé konformécios tulajdonsagait is felterképeztiik kvantumkemiai
és NMR spektroszkopiai mddszerekkel. A kilonb6z6 szerkezetek megkilonboztetéséhez
egy konformer-alapi nomenklatdrat vezettink be. A masodlagos szerkezet preferencia
abrazoldsahoz az egyes szerkezetek relativ stabilitasat vizsgaltuk a peptid hosszanak
fliggvényében. Elméleti szamitasaink eredményeit dsszevetettik az H-NMR mérések,
valamint a Kkorabbi kiserleti eredményeivel. Megfigyeléseink szerint a lokalis
konformacios preferencia nagymértekben meghatarozza a globalis feltekeredést, mind
olddszerben, mind gazfazisban.

[-peptidek paralel, méasnéven poléris nydjtott szalai spontan 0Onszervezédés Utjan
nanocsovekké allnak Ossze. A szisztematikus szerkezeti vizsgalathoz elméleti kémiai
maodszereket hasznaltunk. A [CH3CO-(B-Ala)i-NHCHg], (1 < k <4, 2 <1 < 4) modellek
kilonbozé elrendezédésti hidrogénhidakkal Osszekotott nanocsé szerkezetei kozil a
legnagyobb modell (k=1=4) legstabilabb csé szerkezetének relativ energidja tobb, mint
40 kcal.mol™-lal alacsonyabb, mint a nyitott referencia szerkezeté. Feltételezhets, hogy
megfelel6 korulmenyek esetéen ez az o©nszervezédes oldat fazisban is kdnnyedén
lejatszodhat.

Paralel elrendezddésii 5-peptid szalak dnszervezsdése nanostrukturakka
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Kapcsolddd kozlemények: Tamés Beke, Andras Czajlik, Imre G. Csizmadia és Andréas
Perczel: oligomers of a- and S-peptides as potential nanostructures Physical Biology
Special Issue on Nanobiology (nyomdaban)

Andras Perczel, Zoltdn Gaspari, Imre G. Csizmadia: Structure and stability of g-pleated
sheets. J. Comput. Chem (2005) 26: 1155 1168.

Tamas Beke, Imre G. Csizmadia és Andras Perczel: Theoretical study on tertiary
structural elements of B-peptides: Nanotubes formed from parallel-sheet- Taméas Beke,
Csaba Somlai és Andras Perczel: Toward a rational design of B-peptide structures..J.
Comput. Chem. (2006) 27:20-38.

Andrés Perczel, Péter Hudaky and Villé Palfi: Dead-end street of protein folding:
thermodynamic rationale of amyloid fibril formation. J. Am. Chem. Soc., 129(48):14959-
14965.

Gabor Pohl, Tamas Beke, Janos Borbély and Andras Perczel: Prediction of folding
preference of 10kDa silk-like proteins using a lego-approach and ab initio calculations.
J. Am. Chem. Soc., (2006) 128:14548-14559.

Tamas Beke, Imre G. Csizmadia and Andras Perczel: Theoretical study on tertiary
structural elements of f-peptides: Nanotubes formed from parallel-sheet-derived
assemblies of g-peptides. J. Am. Chem. Soc. (2006) 128:5158-5167.

A hisztidinek kelatképzs és koordinécios képességét befolyasold protonaldédas pK,
értekének és kémiai eltolddasanak szerkezetfliggése

A hisztidin fontos szerepet jatszik fehérjékben illetve enzimekben, amelyet sokszor a
kelatkepz6 és fém-koordindcios tulajdonsaganak koszonhet. Ezt a tulajdonsagot
jelentésen befolyasolja a hisztidin protonaltsagi allapota, ami pedig jelentos részben —
legalabbis a felszinhez kozeli hisztidinek esetében — a pH fiiggvénye. Feltérképeztik a
hisztidin  protonaffinitasanak  térszerkezet-fliggését. Eltér6 pH-n  kristalyositott
fehérjékben megallapitottuk, hogy az alacsony és magas pH-ju szerkezet kozotti
kilonbségért a hisztidin protonalodasa tehet6 felel6sse, ami eltér6 kotésrendszer
kialakulasahoz is vezethet.

Elsoként hatdroztuk meg a kemiai eltolddas — térszerkezet 6sszefluggését egy aromas,
polaris aminosav esetében, amely pozitiv toltést is viselhet, valamint semleges toltést is
lehet. Egyes torzios szOgek és a kémiai eltolodas kozott jelentés lineéris korrelacios
koefficiensek taldlhatéak, amivel egyes esetekben 80%-0s pontossaggal meg lehet
hatarozni a hisztidin térszerkezeti besorolasat az atomjai kémiai eltolodasa segitségével.
A szémolasokat GIAO-RB3LYP/6-311++G(2d,2p) elméleti szinten végeztiik. A vizsgalat
alapjan lehetéve valt a kémiai eltolédas adataibdl nyerheté helyi térszerkezeti
paraméterek meghatarozésa.
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A kémiai eltolodasok elemzésének sematikus rajza

Kapcsolodd kozlemenyek: Hudaky, P., Perczel, A. Conformation dependence of pK(a):
Ab initio and DFT investigation of histidine J. Phys. Chem. A 108, 29: 6195-6205 (2004).
P. Hudaky , A. Perczel Toward direct determination of conformations of protein building
units from multidimensional NMR experiments VI. Chemical shift analysis of his to gain
3D structure and protonation state information J. Comput. Chem. (2005) 26 (13) 1307-
1317

Olddszermodell alkalmazésa a peptidek kvantumkeémiai vizsgalataban

A kvantumkémiai szamolasok eredményeinek alkalmazhatosaga fligg az alkalmazott
elméleti szint josaga mellett attdl is ,hogy a szamitasokat vdkuumban vagy adott
dielektromos &llandéju  kozegben ,végezziik-e el”. A PCM oldoszermodell
alkalmazhatosagat vizsgaltuk egyszert kiralis modellpeptid segitsegével (HCO-L-Ala-
NH; ), RHF/3-21G, RHF/6-31+G(d), B3LYP/6-31+G(d) és B3LYP/PCM/6-311++G(d,p)
elméleti szinteken. Az eredményeket a PDB Select fehérje-krisztallografiai adatbazisban
talalhatd térszerkezetek adataival vetettik 0Ossze, és megallapitottuk, hogy a PCM
alkalmazasaval kapott relativ energiaértékekbdl visszaszamitott elvi relativ gyakorisagok
ebben az esetben kozelebb &llnak a fehérjékben talalhatd szerkezeti elemek
gyakorisadgahoz, a gaz-fazisu szamolasok eredményei esetében.

Kapcsolddd kozlemény: Hudéky, 1., Hudéky, P., Perczel, A. Solvation model induced
structural changes in peptides. A quantum chemical study on ramachandran surfaces and
conformers of alanine diamide using the polarizable continuum model. J. Comp Chem
25: 12: 1522-1531 (2004)

A kimotripszin enzim mechanizmusanak kvantumkémiai szint: vizsgalata

A kimotripszin katalitikus miikodésének energiaprofiljat vizsgaltuk egy alkalmas modell
segitségével. Epitettink egy 18 aminosavat tartalmazd modell rendszert, amely teljes ab
initio energiaoptimalizalds sordn is megtartja természetes térszerkezetét, azaz
onstabilizalé tulajdonsaggal rendelkezik. A teljes katalitikus reakcidét 127 elemi
optimélasi lépésen keresztul vizsgéltuk, melynek soran meghataroztuk a katalitikus
folyamatban fellép6 aktivalasi energiakat. Vizsgéltuk tovabba az egyes 0Osszetevok
hidnyanak hatasat, mellyel megéllapitottuk, az anion-zseb, a katalitikus aszpartat és a
szubsztrat merevségének hatasat a katalitikus folyamatra. Az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy az épitett modell viselkedése sokkal jobban hasonlit a
kimotripszinéra, mint a vizben zajlo referenciareakcioéra.

Kapcsolddd kdzlemények: P. Hudaky , A. Perczel Proteins A self-stabilized model of the
chymotrypsin catalytic pocket. The energy profile of the overall catalytic cycle. Proteins
(2006) 62:749-759.

Péter Hudaky and Andras Perczel: pK, optimized catalysis in serine proteinases, an ab
initio study on the catalaytic His. Int. J. Quantum Chem. 107(11):2178-2183

A metionin aminosav konformécidanalizise kvantumkémiai modszerrel

A fehérjékben eléforduld metionint modellez6 N-formil-L—metioninamid peptid
konformacios terének feltérkepezését végeztik el kvantumkémiai modszerrel (DFT) két
bazisszinten [6-31G(d) ill. 6-311G++(2d,2p)]. Megmutattuk a forrasigényes Maller—
Plesset és a striisegfunkcional elmelet (DFT) alkalmazésanak feltételeit a konformacio
fuggvényében. Eredmeényeink szerint a legstabilabb konformer gerinc—diéderes szdgei
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szokatlan moédon a polaros aminosavakkal mutat hasonlosagot.

Kapcsoldédd kozlemeny: Andrés Lang, Imre G. Csizmadia, Andras Perczel: Peptide
Models XLV: Conformational Properties of N-Formyl-L—Methioninamide and Its
Relevance to Methionine in Proteins. Proteins (2005) 58: 571-588.

A kollagén tripla helix stabilitdsa

A kollagén a mar jol ismert tripla-helikalis szalakbdl all, melyet a fehérjelancok kozotti
hidrogénkotések stabilizalnak. A kollagén tripla helix és a B-red6zott réteg stabilitasat
hasonlitottuk 6ssze ab initio szamitasok segitségével killénbdzé aminosav-osszetételekre.
Az 0Osszesen 18 aminosavat tartalmazd modelleknél 6-féle aminosav-Gsszetételt
alkalmaztunk: i, csak L-alanin, ii, csak glicin, iii, L-alanin és glicin, iv, L-alanin és D-
alanin, v, L-prolin és glicin, vi, L-prolin, L-hidroxiprolin és glicin. Az utolso ketté (v és

vagy felismer6 régidkat. i pedig a Gly > Ala mutéciot, mely sulyos, akér halalos is lehet.
A szamitott tripla-hélix affinitasok (B-red6zott réteghez képest) jol korrelalnak a
kisérletileg meghatérozott olvadaspont-értékekkel. A szamitott stabilitas érték a [(-Pro-
Hyp-Gly-),]s aminosav 6sszetételre 2,1 kcal-mol™ tripletenként a kollagén javéra, mig a
[(-Ala-Ala-Gly-),]; aminosav dsszetételre 4.8 kcal-mol™ tripletenként a redé javara.
Kapcsolodd kozlemény: Vills K. Palfi, Andras Perczel, How stable is a collagen triple
helix? An ab initio study on various collagen and B-sheet forming sequences. J. Comput.
Chem, nyomdaban

A peptidek legegyszerii épitskovei: az Ac-Gly-NHMe, az Ac-Ala-NHMe és Ac-Pro-NHMe
matrixizolacids vizsgélata

Az Ac-Gly-NHMe és az Ac-Ala-NHMe dipeptidek infravords spektrumat vizsgaltuk
DCM, DMSO-d6 oldészerekben, valamint Ar és Kr matrixban. A spektrumokat elméleti
kémiai szdmitasok alapjan asszignaltuk. A Kisérleti adatok alapjan két hidrogenkétéses
konformert azonositottunk és taldltunk egy kis mennyiségben jelenlevé egyertelmiien
nem kimutathaté harmadik konformert is. Az alaninszarmazékrol matrixizolaciés VCD
spektrumot is felvettiink, amivel alatdmasztottuk az IR spektrum asszignéciojat, és
kimutattuk, hogy néhany rezgés esetén a rotatorer6sség nagyban fligg a gerinc torzios
szOgeitol.

Az Ac-Pro-NHMe dipeptidek infravords spektrumat vizsgaltuk DCM, DMSO-d6
olddszerekben, valamint Ar és Kr matrixban. A spektrumokat elméleti kémiai szdmitasok
alapjan asszignéltuk. A spektrumban féleg a transz-y + konformer jeleit lattuk, de
nyomnyi mennyiségben cisz-a .+ konformer is jelen volt. Eredményeink alatamasztjak,
hogy a prolin konformécids zarként funkciondl, hisz a peptidgerinc meghatarozoan
transz-y_ szerkezetet vesz fel.

Kapcsolodd kozlemények: Géabor Pohl, Andrés Perczel, Elemér Vass, Gabor
Magyarfalvi and Gyorgy Tarczay: A matrix isolation study on Ac-Gly-NHMe and Ac-L-
Alai-NHMe, the simplest chiral and achiral building blocks of peptides and proteins.
Phys. Chem. Chem. Phys. 9:4698-4708.

Géabor Pohl, Andras Perczel, Elemér Vass, Gabor Magyarfalvi and Gyorgy Tarczay: A
matrix isolation study on Ac-L-Pro-NH2, a frequent structural element of S- and y-turns
of peptides and proteins. Tetrahedron (2008) 64(9):2126-2133.




