A kutatési szerzédésben foglaltak szerint a tdmogatasi idészakban a kovetkezé kutatasi
feladatokkal foglalkoztunk:

2003 évben:

1. Konformécios valtozasok a foszfoglicerat kinaz (PGK) molekularis felismerési
folyamataiban

A kinédzok &ltalaban az ATP és ADP nukleotidok kétértékii fémionokkal komplexalt formait
hasznositjak szubsztratként. A kétértéeki fémion természetes korilmények kozott altalaban a
magnézium ion, szerepe azonban még nem tisztazott. A vizsgalataink targyat képezo
foszfoglicerat kinaz (PGK) a glikolizis soran allit el6 MgADP-boél és 1,3-bisz-
foszfogliceratbol MgATP-t és 3-foszfogliceratot. A foszfo-transzferhez elengedhetetlen a
kétértéki fémion jelenléte. A PGK szamos kristalyszerkezete ismert mar, azonban ATP-vel
alkotott komplexeinek szerkezetét eddig még nem siker(lt tisztazni.

Rontgenkrisztallogréfia segitségével meghataroztuk a sertésizom PGK MgATP szubsztrattal
és szubsztratként nem viselked6 ATP-vel alkotott kettés komplexeinek atomi felbontasu
szerkezetét abbdl a célbol, hogy egyrészt tisztdzzuk a Mg -ion szerkezetre gyakorolt
szerepét, masrészt a MgATP-vel alkotott kettés komplex geometrigjat dsszehasonlitsuk a
MgAMP-PCP-t, illetve MnAMP-PNP-t, mint nukleotid analogokat és 3-PG-t tartalmazo
harmas komplexekben megfigyelt geometridval.

A két jo felbontast szerkezetben (PGK*MgATP: 2,1 A és PGK*ATP: 1,9 A) egyértelmiien
azonositani tudtuk a MgATP-t, illetve az ATP-t. A két nukleotid konformécid
kialakitasaban jelentds szerepet jatszik, hiszen a két nukleotid adenin- és rib6z-gyirii nagyon
hasonld geometridban kotédnek a fehérje nukleotid kotohelyén, azonban foszfatlancaik
konformacioi jelentésen eltérnek egymaéstol.

A MgATP foszfatlancanak konformaéciojat 6sszehasonlitva az egymastol jelentésen eltérd
MgAMP-PCP és MnAMP-PNP foszfatlancainak konformécidjaval kiderult, hogy a szubsztrat
MgATP konformécidja sokkal inkabb hasonlit a nukleotid analog MgAMP-PCP
konformaciojara, mint (a MgADP konformécidjara hasonlitd) MnAMP-PNP konformaécidjara.
A MgATP foszfatlanca a térben a két nukleotid analdg altal mutatott konformacio kdzott
helyezkedik el, ami megerdsiti azt az elképzelésiinket, hogy a PGK kinédzreakcidjanak lefutasa
soran a MgATP foszfatlanca két kotohely kozott oszcillal és igy kozelit egymashoz két
szerkezeti elemet, ami a reakciohoz elengedhetetlendil sziikséges doménzarodast indukalja.

A két fehérjeszerkezet koordinatait letétbe helyeztiik az RCSB feherjeadatbankban 1VJC
(PGK*MgATP) és 1VID (PGK*ATP) azonositok alatt. Munkankrdl az MTA Enzimoldgiai
Intézetében végzett enzimkinetikai mérések eredményeivel kiegészitett kdzleményt irtunk a
Biochemistry folyoirat szd&méara (B. Flachner, Z. Kovéri, A. Varga, Z. Gugolya, F.
Vonderviszt, G. Naray-Szabd, M. Vas: Role of Phosphate Chain Mobility of MgATP in
Completing the 3-Phosphoglycerate Kinase Catalytic Site: Binding, Kinetic, and
Crystallographic Studies with ATP and MgATP  Biochemistry, 43, 3436-49, 2004).



2. A tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktor szerepe a nitrogen monoxid szintetdz (NOS)
aktivalodasaban

Munkank soran DFT szamitasok segitsegével tisztazni kivantuk a tetrahidribiopterin (H4B)
kofaktor enzimaktivalddasban betoltott szerepét. Szamitasainkban elsésorban a reakcio eddig
kisérletileg nem tanulmanyozott Fe(l1)-oxy intermedierjét kivantuk vizsgalni eés modelleztik a
kofaktor és az intermedier kozti elektrontranszfert. Eredményeink arra utaltak, hogy a
bekot6dé molekularis oxigén gyenge H-hidas kdlcsonhatasba 1ép a szubsztrat argininnel és
egyben jelentésen elmozditja annak guanidin csoportjat. A konformécids véltozas
kovetkeztében az L-Arg a kérnyezetében 1évé Glu371 aminosavval lép kapcsolatba. Az NOS
kristalyszerkezetébdl a szamitds alapjdul szolgdlé modellbe integrélt vizmolekula az
optimalas sordn eredeti helyzetébdl szintén elmozdult, de szamitasaink a feltételezett
guanidin-viz kdlcsonhatast nem erésitették meg. Ezek alapjan valdszinisithets, hogy az elsé
reakciolépéshez szlikséges proton magatol a szubsztrattdl szarmazik.

A reakciéban a kofaktorbdl képzédé gyok szerkezetét illetéen két lehetéséget vizsgaltunk
meg: ezek egyike a kofaktor és a hem kozti protonvandorlas, mig a masik a kofaktor N5
helyzetben torténé deprotonalddasa. Korabbi tanulmanyok feltételezték, hogy a kofaktor N3
atomja és a hem propionat oldallanca kdzott hidrogen-hid alakul ki, azoban szamitasaink a
protontranszfert nem erésitették meg. Ezzel szemben a kofaktor N5 helyzetti deprotonalodasa
soran szamitott spinstriségek a kisérleti eredményekkel jo egyezést mutattak. Szamitasaink
alapjan elképzelhet6, hogy a reakcidban a kofaktor N5 nitrogénjének deprotonéalodasa a
megfelelé H3B gyok képzoédéséhez és az enzim altal kotott oxigen redukcidjahoz vezet.
Eredményeink arra utalnak, hogy az enzim aktivalt &llapotdban a kotétt molekularis oxigén és
a H4B kofaktor kozott direkt csatolas alakul ki. A vizsgalatainkrol irott kdzlemeényt a
Chemical Physics Letter folydiratban kézoltik (D. K. Menyhard: Electron transfer between
the heme bound oxygen and THB4 cofactor of NOS: a DFT study Chemical Physics Letters,
392, 439-443 (2004)).

3. Uj ciklooxigenaz-2 (COX-2) ligandumok azonositasara szolgald virtudlis szirési eljaras
kidolgozésa

Az eredeti munkatervben vallalt feladatokon tdlmenéen 2003-ban foglalkoztunk egy
gyogyszeripari szempontbol jelentés enzim, a ciklooxigenaz 2 ligandumkdtésben szerepet
jatszd kolcsonhatasainak vizsgalatdval. Munkank sordn az enzim rontgenszerkezetébél
kiindulva eljarast dolgoztunk ki nagy affinitasu ligandumok gyors azonositasara. A szerkezet
alapu virtudlis szirést egy nagy kapacitasu dokkol6 algoritmus, a FlexX segitségével
valdsitottuk meg. Vizsgalataink ramutattak arra, hogy a tesztkérilmények a tényleges
biolégiai vizsgalatokhoz hasonléan a virtudlis tesztelés soran is optimalhatok és
optimalandok. Szamitasaink soran vizsgaltuk a sziirésre kivalasztott molekulak (adatbazisok)
preprocesszalasanak (a gyorsdokkolas el6tti energiaminimalasnak), a sziiréshez hasznalt
kristalyszerkezet energiaminimalasanak és a kapott megoldasok, azaz a COX2-molekula
komplexek posztprocesszalasanak (a gyorsdokkolas utani energiaminimalasnak) hatasat.
Hasonloképpen tanulmanyoztuk tébb, a molekula és a fehérje kozti kdlcsonhatas szamitasara
szolgalo fliggvény (F-Score, Dock-score, PMF-score, ChemScore) hatékonysagat is.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a pre- és posztprocesszalds a sziirés
hatékonysagat jelentésen noveli. Vizsgalataink soran ismert, hatékony molekulak
felhasznalasaval optimaltuk a sztirési feltételeket és megmutattuk, hogy az aktiv és inaktiv
molekulak diszkriminacidja legsikeresebben az F-Score fiiggvényének alkalmazasaval
oldhaté meg. Az ujonnan kifejlesztett ChemScore fiiggveny hasznalataval az aktiv vegyiletek
a Véletlenszerii Kkivalasztdshoz képest mintegy 9-szeres hatékonysaggal azonosithatok.
Eredményeinket a THEOCHEM folyoiratban kozoltik (A. Bauer, Z. Kovari, G. M. Keser:



Optimization of Virtual Screening Protocols: FlexX-based Virtual Screening for COX-2
Inhibitors Reveals the Importance of Tailoring Screen Parameters THEOCHEM, 676, 1-5,
2004).

2004 évben:

1. Konformécios viszonyok: a NO konforméacios szabadsagi fokainak feltérképezése a
nitroforind (NP4) fehérje aktiv helyén

A nitroforinok vérszivo rovarok nyaltermelé mirigyeiben talalhaté hem fehérjék. Nativ, savas
kémhatdst kornyezetben a Fe(lll)-t tartalmazé hem kdoti a NO-t. A rovar arra hasznélja a
nitroforint, hogy a megkdtott NO molekulat az aldozatba juttassa, ahol az a kdzel semleges
koérnyezetben a NO-t felszabaditja — igy gatolja a véralvadast. A szerkezeti valtozasokat leird
harom rontgenszerkezetet felhasznalva (tres nitroforin pH 7.5-n, Gres nitroforin pH 5.6-n,
nitroforin-NO komplex pH 5.6-n) kiszamitottuk a ntiroforin pH- és komplexalodas-fliggo
protonalodasi allapotait (e pKa szamitasokat egy ZAP nevii programmal végeztik (Grant,
J.A., Pickup, B., and Nicholls, A., J. Comp. Chem., 2001, 22, 608-640)). Az eredményeket
Osszevetve azt tapasztaltuk, hogy egy 8 aminosavbdl allé csoport (Asp27, Asp30, Glu32,
Asp35, Lys81, Hisl24, Aspl29, Aspl32) az amely a pH valtozasra reagal. Az alacsony pH-n
komplexalt és a fizioldgias pH-n komplexalatlan szerkezetekben ez a 8 aminosav eltéréen
protonalt, és ez szdmos H-hid felhasadasahoz vezet. Ezek kozil sikerllt elkilonitenink 3
olyan — eltemetett és aktiv hely kdzeli — H-hidat amely a NO megkotését koveto atrendezodés
hatasatol fiiggetlenil, egyedil a pH megvaltozas miatt bomlik fel.

Megallapitottuk azt is, hogy a fehérje matrix belseje felé fordulé aminosavak koziil az Asp30-
pH-n minden szerkezetben (komplexalt és komplexalatlan) protonalt, azonban fiziologias pH-
n nem. Molekuladinamikai szimul&ciét hajtottunk végre két modell rendszeren. Mindkét
esetben a kiindulasi szerkezet az alacsony pH-n meghatarozott NP4-NO komplex volt. Az
els6 szamitasban (5 ns, NPT) a protonalédasok a pKa szamitasnak megfeleléen voltak
bedllitva, a masodik szimulacioban (5 ns, NPT) egy valtozast eszk6zoltink, az Asp30
oldallancot deprotonaltuk.

Sikerilt megmutatnunk, hogy a NP4-NO komplex stabilitasat jelentésen csokkenti az Asp30
deprotonalddasa, valamint hogy a deprotonalédas hatasara kialakuld szerkezet a hurok
régiokban (A-B hurok, G-H hurok) fellazul —itt jelentésen megnének a szamitott hémozgas-
tényezok (Kisérleti eredményekkel ©sszhangban). A deprotondlédas okozta szerkezeti
atalakulas is a hurok regiokra korlatozodik, melyekrél megmutattak, hogy donté befolyéassal
birnak a NP NO iranti affinitasara. Megmutattuk, hogy a pH valtozas hatasara lejatszodo,
konformaécios es flexibilitas béli valtozasok jol modellezheték az Asp30 deprotonalasaval —
igy elséként tettiink javaslatot az Asp30 e folyamatban bet6ltott kulcs fontossagu szerepére.
Eredményeinket a FEBS Letters folyoiratban kozoltik (D. Menyhard, G. M. Keseri:
Protonation state of Asp30 exerts crucial influence over surface loop rearrangements
responsible for NO release in nitrophorin 4. FEBS Letters 579(24), 5392-5398 (2005)).

2. Low-mode (LMOD) keresésen alapuld platfromfiiggetlen konformerkeresé és dokkold
eljaras kidolgozasa

Az LMOD maddszereket (konformacios keresés, fehérje szerkezetek konformécids analizise,
fehérje hurkok optimalasa, flexibilis dokkolas) Kolossvary Istvan egy C nyelven irt, 6nallo
szoftver konyvtarban irta meg. A konyvtar a forditott kommunikacio elvén mikodik,
amelynek lényege az, hogy a kdnyvtar maga egyetlen kilsé fliggvényhivast sem tesz, hanem
ha ilyen hivasra sziikség van, a kdnyvtar visszatér a hivoprogramba egy lzenettel. Ebben az
Uzenetben kozli, hogy milyen adatra van szliksége, majd amikor ezt az adatot megkapta,



visszatér pontosan arra a helyre, ahol az adatra sziikség van, és onnan folytatja a szamitast. Az
LMOD mddszerek egyetlen adatot igényelnek a szamitasok soran, az energia gradiensét
kiilonféle geometriaknal. gy a hivoprogram minddssze a gradiens szamitast kell elvégezze, az
osszes tobbi feladatot a konyvtar maga hajtja végre. Eppen ezért lehetséges, hogy a
kifejlesztett LMOD konyvtarat minddssze néhany tucat sornyi kod megirasaval barmelyik
modellezé programba be lehet épiteni. A beépités soran a konyvtarral egyetlen egy
fuggvényen keresztil kell kommunikalni, és ezt a fuggvényhivast egy végtelen ciklusbdl kell
megtenni. A végtelen ciklusban a hivofliggveny minden egyes visszatéréskor kozli, hogy Uj
gradiensre van-e szilksége, vagy hogy végzett-e a szamitassal. Ez utébbi esetben a végtelen
ciklusbol a hivéprogramnak ki kell tornie, és ezzel az implementacid be is fejez6dott.
Természetesen a végtelen ciklust egy masik fuiggvényben lehet elrejteni, és igy a
hivéprogramban a meglehetésen bonyolult LMOD szamitast ténylegesen egyetlen
fliggvényhivassal lehet végrehajtani. A konyvtar az 0sszes megtalalt konformaciot ill.
dokkoléasi konfiguraciot egy binaris fajlba irja ki, ahonnan a hivéprogram a szerkezeteket
tetszéleges fomatumban elmentheti, akér kdzvetlenll egy adatbazisba irhatja ki. Az LMOD
konyvtar a konformécios kereses, valamint a dokkolas részleteit a felhasznalotdl a
hivofliggvény paraméterlistijan keresztill kapja meg, és a hibakezelés is ugyanilyen modon
torténik. Az LMOD konyvtar jelenleg a kozkedvelt Tinker (dasher.wustl.edu/tinker/) és
Amber (amber.scripps.edu) modellez6 programcsomagokban all a kutatokzosség
rendelkezésére, valamint nagyon hatékony implementécidé sziletett a NAB (Nucleic Acid
Builder, David Case professzor, Scripps Research Institute, www.scripps.edu/mb/case/)
programrendszerben is.

3. Foszfoinozitol kinaz 3 (PI3K) alfa izoformdjannak 3D szerkezetpredikcidja,
ligandumkétsdés vizsgélata

A munkatervnek  megfeleléen  megvalositottuk  a  PIBK  fehérje  gamma
homologiamodellezéssel torténd szerkezetpredikcidjat. Az eljaras sordn a PDB adatbéazisban
FASTA keresést hajtottunk végre, amelynek eredményeképp a legremenytelibb templatkeént a
fehérje alfa izoformaja adddott. A ClustalW program segitségével a két izoforma
kodon hozzéférheto kristalyszerkezetében tobb flexibilis régiorol sem férhet6 hozza szerkezeti
informéacid, ezért a szerkezetpredikciot a templat ismert szerkezetének megfelelé régiokra
korlatoztuk és ennek megfeleléen készitettik el a végleges szekvenciaillesztést. A
modellépitést a Modeller programcsomaggal valdsitottuk meg. A térbeli peremfeltételek
figyelembevételével eléallitott modellek mindegyikét tovabbi vizsgalatoknak vetettik alg,
kozulik a Procheck programmal legjobb minésegiinek itélt szerkezetet finomitottuk. A
finomitas soran az energetikailag kedvezétlen kontaktusokra, kotéstavolsadgokra és szogekre,
valamint az aromas oldallancok gydrtinek planaritasara koncentraltunk. A finomitas
eredményeképpen kapott szerkezetet a Procheck programmal Ujravizsgaltuk, ennek mingsége
mar megfelelének bizonyult. Az eredményekrél angol nyelvi 6sszefoglald készitettlink, amit
a jelentéshez mellékellink. A kutatasokban partnerként kozremiikddé ComGenex Rt.
tulajdonosvaltasa miatt a témat nem vittiik tovabb.

2005 évben:

2005 év folyaman a kutatasi tervnek megfeleléen elsésorban a Nitrogén monoxid reduktaz
(NOR) vizsgalataval foglalkoztunk. Vizsgaltuk egy neurodegenerativ megbetegedésekben
szerepet jatsz6 prion protein konformacios flexibilitasat. A metodikai kutatasok teriiletén
elvégeztik néhany, konformécids analizis modszer 6sszehasonlitd elemzését. A kutatasi
tervben szerepl6, human P450 izoforméak szerkezetpredikcidjara vonatkozo elképzelésiinket
az idokozben kiserleti modszerekkel meghatarozott szerkezetek publikalasa miatt (Ekroos,



M., Sjogren, T. Structural basis for ligand promiscuity in cytochrome P450 3A4 (2006)
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 103 (37),
pp. 13682-13687.; The structure of human microsomal cytochrome P450 3A4 determined by
X-ray crystallography to 2.05-A’resolution (2004) Journal of Biological Chemistry, 279 (37),
pp. 38091-38094.; Wester, M.R., Yano, J.K., Schoch, G.A., Yang, C., Griffin, K.J., Stout,
C.D., Johnson, E.F. The structure of human cytochrome P450 2C9 complexed with
flurbiprofen at 2.0-A’resolution (2004) Journal of Biological Chemistry, 279 (34), pp. 35630-
35637.; Structure of human microsomal cytochrome P450 2C8: Evidence for a peripheral
fatty acid binding site (2004) Journal of Biological Chemistry, 279 (10), pp. 9497-9503.;
Hernandez, C.E., Kumar, S., Liu, H., Halpert, J.R. Investigation of the role of cytochrome
P450 2B4 active site residues in substrate metabolism based on crystal structures of the
ligand-bound enzyme (2006) Archives of Biochemistry and Biophysics, 455 (1), pp. 61-67.)
nem valdsitottuk meg.

1. NADH kofaktor és NO koélcsonhatasa a P450 NO-reduktaz fehérjében

A nitrogénmonoxid reduktdz (NOR) a NO szint csokkentését, a NO dinitrogén oxidda torténé
redukcioja altal végzi. A NOR hem fehérje, a ligandumkoté zsebe igen tagas, feltételezik,
hogy a miikodéséhez sziilkséges NADH kofaktor is e hem feletti tagas tregben kotodik. Az
els6 szamitas soran (Monte Carlo Multiple Minimum keresés (MCMM) (BatchMin program,
AMBER* erotér felhasznéldsaval, melyhez a hem csoport, a NO molekula és a NADH
kofaktor toltéseit kvantumkémiai hataroztuk meg), ennek megfeleléen, bevezettink egy
kényszerfeltételt, amely a kérdéses C atom és a NO oxigénjének tavolsagat 3,4 +/- 0,5A-re
rogziti. A keresés legkedvezébb elrendezédésébol  kiindulva LMCS  (Low-Mode
Conformational Search) szamitast végeztink a GB/SA szolvatacidval, ahol mar nem
alkalmaztunk tavolsag-kényszert a NO és a NADH molekula koz6tt.

A szamitott modell 6sszhangban van a kisérleti eredményekkel: az Arg64, Lys291, Argl74
csoportokrdl  sikertlt megmutatni, hogy valoban donté fontossdguak a NADH
koordinécidjaban, az un. B’ hélix részvételét a kofator megkotésben és elmozdulédsat is
sikerdlt igazolni, valamint megmutattuk, hogy a NO kdrnyezetébdl induld és az olddszerbe
vezet6 H hidas lancolatot (mely a katalizalt atalakuldshoz sziikséges protont képes szallitani)
nem rontja el a NADH megkotédese annak ellenére, hogy az ebben résztvevé aminosavaknak
szabad mozgast biztositottunk. Egy eddig nem feltételezett de nagyon jelent6s kdlcsonhatas
lehetéségere is fény deriilt: az altalunk szamitott szerkezetben a NADH a hem csoport egyik
propionatjaval is H-hidas kapcsolatot alakit ki. A kialakitott komplex modellt kiindulasi
szerkezetnek hasznalva 5ns-os NPT molekuladinamikai szimulaciot hajtottunk végre, hogy a
modell stabilitdsat vizsgéljuk valamint, hogy a fehérje métrixon bellli viz struktarat
felderitstik. A kéziratot a Journal of Molecular Graphics and Modelling folydiratban kdzoltik
(Dora K. Menyhard, Gyorgy M. Keserti: Binding mode analysis of the NADH cofactor in
nitric oxide reductase: A theoretical study Journal of Molecular Graphics and Modelling
25(3), 363-372 (2006)).

2. Prion protein fragmens konformacids atalakuldsanak vizsgalata

Bér az eredeti kutatasi tervben ez a téma nem szerepelt, a csoportunk és a BME Altalanos és
Analitika tanszéke kozt kialakult egylttmiikodés alapjan kezdtink el e tertileten dolgozni.
Egyes neurodegenerativ. megbetegedések kialakulasaért a megfelelé fehérje hibas poszt-
transzlacios feltekeredése lehet felelés, egy ilyen fehérje az Altalunk vizsgalt prion
glycoprotein (PrP). A PrP endogén (PrPC) és a patogenetikus formaja (PrPSc) mind az [1—
helix, mind a  —red tartalomban kiilonbozik, kiléndsen ez utdbbi ndvekedése (3%-rol 43-
45%-ra) szignifikans a PrPC — PrPSc konformacios atalakulas soran. A PrPSc ellenall a
proteolitikus emésztésnek és amiolid plakkok kialakulasahoz vezet az agyban. A PrPC forma
szerkezetét NMR-spektroszkopiaval meghataroztdk: egy harom hélix alkotta globularis



doménbdl, két rovid B-redés szakaszbol all, az N-termindlis Kiterjedt régio rendezetlen. A
PrPSc fomanak nem sikeriilt a szerkezetét meghatarozni, ezért a konformacids atalakulas
mechanizmusa sem tisztzott. A mi szdmitdsaink a 115-122 szakaszra vonatkoznak, mely
szekvenciat tartalmazo peptidekrél megmutattak, hogy képesek megakadalyozni a PrPC —
PrPSc atalakulast.

A PrP 115-122 szakaszanak megfelel6 szekvenciaju modellinkbn MCMM kereséseket
hajtottunk végre (AMBER* erétér felhasznalasaval) vakuum- és vizes kdzegben, majd a
karakterisztikus minimum energiaju konformerek geometriajat DFT modszerrel optimaltuk
(RI1-PBE/SZP) és az energidjukat meghataroztuk (PBE/TZVPP). Az MCMM Keresés globalis
minimuma mindkét kozegben kozel azonosnak adodott (az atompoziciok rms-e: 0.10 A) és az
NMR-el meghatérozott szerkezettel is jo egyezést mutatott (a gerincszerkezet atomjainak rms-
e:1.58 A). A kozel 50000 konformer csoportositasara a terminalis amionosavak tavolsagat
valasztottuk; ennek alapjan 10 konformécio-osztalyba soroltuk oOket. Ezen osztalyok
legalacsonyabb energidju elemét vettuk DFT analizis ala. Sikerlt megmutatni, hogy a
viszgalt konformerek stabilitasat az N-H...O tipust hidrogén hidak hatarozzak meg, mig a
N-H...N tipusu kolcsonhatdsok nem jatszanak jelent6s szerepet. Eredményeinket a
THEOCHEM folydiratban kozoltik (Horvath, V., Kovéacs, A., Menyhard, D.K.
Conformational studies on the prion protein 115-122 fragment Journal of Molecular Structure:
THEOCHEM 804 (1-3), pp. 9-15, 2007).

3. Konformécios keresd algoritmusok 6sszehasonlitd vizsgalata kulonds ntekintettel az LMOD
modszerre

A metodikai vizsgélatok tertleten o6t jol ismert konformacios keres6é algoritmus
mintavételezési képességeit hasonlitottuk 6ssze geometriai és energetikai kritériumok alapjan.
Idedlis esetben egy konformaécids keresé program a leheté legnagyobb szamu, kis energiaju
konforméciot kell megtalalja (energetikai kritérium) Ggy, hogy kozben a lehet6 legtdbb
kulonfele molekula alakot megvizsgalja, mas szoval a konformécids teret a lehet6 legjobban
bejarja (geometriai kritérium). A geometriai analizisre két modszert alkalmaztunk. Az egyik
modszer az egyes algoritmusok altal generalt konformécidk eloszlasat hasonlitja 6ssze
sokdimenzids skalazéssal, a konforméaciok 3-dimenzios térbe valo vetitése utan, a masik
modszer pedig a koordinata-kovariancia maétrixok sajatérték spektrumat vizsgélja. Az
energetikai vizsgalat soran minden egyes konformacidt Ujraoptimaltunk egy egységes,
szemiempirikus kvantumkémiai erétérrel. Az 6t konformacios keresé program a DGEOM,
QXP, ROTATE, LMOD és az OMEGA voltak, a molekula adatbazis pedig a LeadQuest
konyvtar egy 604 vegyuletbdl allé, maximalisan diverz része. A vizsgalat eredménye szerint
az energetikai Kkritérium alapjan egyértelmtien az LMOD szerepelt a legjobban, mig a
geometriai kritériumok alapjan tobb mddszer is jél hasznalhatdénak bizonyult, de ezek a
keresesek zOomében csak nagy energiaju konformacidkat szolgaltattak, amelyek azonban
hasznosak lehetnek dokkolasnal, ahol a ligandumok altalaban nem a legalacsonyabb
konforméciodjukkal komplexalddnak. Sebesség szempontjabdl az abszolit gyoéztes az
OMEGA volt. A teljes vizsgélatot tartalmazd kéziratot a J. Mol. Graphics and Modelling c.
folydiratban kozoltik (Loferer, M.J., Kolossvary, 1., Aszodi, A. Analyzing the performance
of conformational search programs on compound databases Journal of Molecular Graphics
and Modelling 25 (5), pp. 700-710, 2007).

2006 évben:

A human P450 fehérjek kisérleti szerkezetmeghatarozasa terén elert eredmények miatt 2005-
ben a kutatdsi munkaterv megvéltoztatasara kényszerultiink. A rendelkezésiinkre bocsatott
kutatasi forrasok eredményes felhasznalasa érdekében a P450 teruletet érinté kutatasi célok
atgondolasa mellett egy uj, fehérjék molekularis felismeréssel kapcsolatos témat vettiink fel a



tdmogatott kutatasi tevékenységek kozé. E kutatdsi témaban célunk a gyogyszeripari
szempontbdl kiemelt jelentésséggel bird hisztamin receptorok aktivalodasanak es gatlasanak
vizsgalata, valamint Uj hisztamin antagonistdk azonositisara alkalmas virtualis sziirési
maodszerek kidolgozasa volt.

1. Eljaras huméan P450 2C9 ligandumok azonositasara, az izoforma specificitas vizsgélata a
2C csaladban

A kutatési tervnek megfeleléen eljarast dolgoztunk ki 2C9 ligandumok azonositasara.
Munkankat az idékézben nyilvanossagra hozott 2C9 szerkezetek elemzésével kezdtik. Ezek
kdzott megtalalhatdé az enzim apo forméaja, valamint a warfarinnal, illetve fluboprofennal
képzett komplex szerkezete is. A virtualis sziirési eljarast a FlexX algoritmus alkalmazasaval
valdsitottuk meg. Meglepetésiinkre a koradbbi vizsgalatainkban megfelelé hatékonysagot
biztosito, nagy felbontasu, ligandumkatott kristalyszerkezeteken végzett sziirévizsgalatok az
apo forméhoz hasonldéan nem hoztak eredményt. Ezért a szerkezetek dsszehasonlitd elemzése
alapjan egy uj, a két ligandumkoté helyet egyidejiileg magaba foglalo, egyesitett kotohelyet
hoztunk létre. Az igy megadott kétohely alkalmazasaval az ismert 2C9 ligandumok 76%-at
sikerdlt a rangsorolt sziirt adatbazis legfelsé 1%-ban azonositanunk. Ezaltal hatékony eljarast
kaptunk 2C9 ligandumok nagy adatbazisokbdl torténé azonositdsara. Az eljaras
teljesitoképessegét szelektivitasi vizsgalatokban is teszteltik. Ennek soran az ismert 2C9
ligandumokat 2C8, 2C18 és 2C19 ligandumok kozul kiséreltik meg felismerni. Az altalunk
kidolgozott médszer a 2C8 ligandumokkal kevert 2C9 ligandumok 88%-at ismerte fel. A
2C18 és 2C19 ligandumok esetében ennél gyengébb, de még elfogadhatd eredményeket
kaptunk. Eredményeinket a Journal of Computer Aided Molecular Design folyoirathoz
kildtuk be, ahol azt kozlésre elfogadtdk (Timea Polgér, Dora K. Menyhard, Gyérgy M.
Keserti Effective virtual screening protocol for CYP2C9 ligands using a screening site
constructed from flubiprofen and S-warfarin pockets, Journal of Computer Aided Molecular
Design, kozésre elfogadva).

2. Hisztamin receptorok szerkezetének, aktivalodasanak és gatlasanak vizsgalata

A hisztamin receptorok vizsgalata soran elséként a homoldgiamodellezés mddszerével 3D
atomi modellt dolgoztunk ki a huméan H1 receptorra. Genetikus algoritmus alapt dokkold
modszer alkalmazésaval vizsgaltuk a kalénb6zo, ismert H1 agonistdk és antagonistak
kotédése soran kialakuld kdlcsonhatasokat. A kotémodok elemzésével ramutattunk arra, hogy
a receptorban azonosithatd hét Uj hidrofob kdlcsonhatasra kész aminosav (Tyr 108, Phe 184,
Phe 190, Phe 199, Phe 424, Trp 428, Tyr 431). Ezek az aminosavak egy eddig nem ismert
lipofil kotozsebet definialnak, amelyet felhasznalhatunk Uj, szerkezetileg eltér6 H1
ligandumok tervezése soran. Eredményeinket a European Jornal of Medicinal Chemistry
folydiratban kozoltik (Rébert Kiss, Zoltan Kovari, Gyérgy M. Keserti: Homology modeling
and binding site mapping of the human histamine H1 receptor Eur. J. Med. Chem. 39(11),
959-967 (2004)).

3. Hisztamin H4 receptor ligandumok azonositasara alkalmas virtudlis szirési eljaras
kidolgozéasa es kiserleti validalasa

Munkéank folytatasaképpen elkészitettlik a human H4 receptor atomi felbontadst 3D modelljét
is. A homologiamodell épitése sordn az altalanosan alkalmazott marha rodopszin fehérje
templat mellett kilonb6zé H4 ligandumok altal szolgéltatott szerkezeti informécidkat is
felhasznaltunk. A kilénbdz6 ligandumokkal keszitett H4 receptor modelleken dusulasi
vizsgalatokat végeztiink annak érdekében, hogy virtualis sziirési eljarast dolgozzunk ki Gj H4
ligandumok azonositasara. A duasuladsi vizsgalatokban feltérképeztik a kulonbdzo
fehérjekonformaciok, dokkol6 algoritmusok és pontozofliggveények hatdsdt az ismert H4
ligandumok nagy adatbazisokbol torténé azonositadsara. A H4 agonistak dokkolasa soran
megéllapitottuk, hogy ezek az Asp94 (3.32), Glul82 (5.46) és Thr323 (6.55) aminosavakkal,
mig az antagonistdk csak az Asp94 (3.32) és Glul82 (5.46) aminosavakkal alakitanak Ki



kolcsonhatast. Eredményeink arra utalnak, hogy a Thr323 (6.55) az agonistak kotodése
mellett a receptorok aktivacidjaban is szerepet jatszhat. A dusulési vizsgalatok alapjan a
legjobb sziirési eredményt a hisztamin agonista jelenlétében készitett, elézetesen optimalt
receptorkonformacidval értik el. Eredményeink arra utalnak, hogy ez a modell a
legalkalmasabb (j H4 ligandumok nagy adatbazisokbdl torténé azonositasara.
Eredményeinket a European Jornal of Medicinal Chemistry folyodiratban kdzoltik (Rébert
Kiss, Béla Noszal, Akos Racz, Andras Falus, Daniel Erés, Gyorgy M. Keserii Binding Mode
Analysis and Enrichment Studies on Homology Models of the Human Histamine H4
Receptor, Eur. J. Med. Chem. 2007, nyomdaban doi:10.1016/j.ejmech.2007.07.014

2007 évben:

Az OTKA Bizottsdg EIndkének egyedi engedélye alapjan a hisztamin receptorok teriletén
vegzett kutatasainkat 2007. els6 félévében folytathattuk. E munka tette teljessé kutatdsainkat
abban az értelemben, hogy az el6z6 évben kidolgozott virtualis sziirési modszerinket a
gyakorlatban is kiprébalhattuk. Munkank soran egy tébb mint 8 milli6 molekulat tartalmazé
adatbazis sziirésevel az eddig ismert legnagyobb szerkezet alapu virtudlis sziirévizsgalatot
valositottuk meg. A sziirévizsgélat eredményeképpen tobb vegyiletcsaladot is azonositottunk,
amelyeket az altalunk beallitott human H4 receptor kotédési tesztben Kkiserletileg is
megvizsgaltunk. A Kkisérleti eredmények alapjan harom, az irodalomban eddig le nem irt
vegyuletcsaladot azonositottunk, amelyek szubmikromolaris affinitassal kotédnek a H4
receptorhoz. Az eredmények részben alapjat képezhetik egy esetleges szabadalmi
bejelentésnek, masfel6l azonban alkalmasak a tudomanyos kozlésre is. Jelenleg az e
témakaorben irando cikkink kéziratan dolgozunk, amelyet a Bizottsag kerésére megkuldink.
A tamogatas idotartama alatt a kutatasi tervben nem szereplé témaban egy tovabbi
kdzleményt publikaltunk.

Bako, P., Mako, A., Keglevich, G., Menyhard, D.K., Sefcsik, T., Fekete, J. : Alkali metal- and
ammonium picrate extraction and complex forming capabilities of D-glucose and D-mannose-
based lariat ethers Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry 55 (3-4), pp.
295-302, 2006.

Osszefoglaléan megallapithatjuk, hogy munkank soran a tdmogatott idészakra Kitiizétt célok
legtdbbjét megvalositottuk. Feltérképeztik a foszfoglicerat kinaz molekularis felismerési
folyamataiban szerepet jatsz6 konformacios valtozasokat. Elvégeztik a foszfoinozitol kindz 3
alfa izoformajannak 3D szerkezetpredikciojat, azonban a ligandumkdtodés vizsgalatara a
kooperald partner elallasa miatt nem Kkerllt sor. Felderitettik a tetrahidribiopterin (BH4)
kofaktor szerepe a nitrogén monoxid szintetaz (NOS) aktivalodasaban. Meghataroztuk a NO
kotéhelyét a nitroforin 4 (NP4) fehérje aktiv helyén. Low-mode (LMOD) keresésen alapuld
platfromfliggetlen konformerkeresé és dokkol6 eljarast dolgoztunk ki, amely az AMBER
programcsomagban is hozzaférhets. Elvegeztik a kifejlesztett eljaras tobb konformerkeresé
modszerrel torténé 6sszehasonlitd vizsgélatat. Bar a human P450 fehérjék izoformainak 3D
szerkezetpredikciojat az idokozben nyilvanossagra hozott kristalyszerkezetek miatt nem
valositottuk meg eljarast dolgoztunk ki human P450 2C9 ligandumok azonositasara és az
izoforma specificitas vizsgalatara a 2C csaladban. Felderitettik a NADH kofaktor és NO
kolcsonhatés szerepét a P450 NO-reduktéz fehérjében. A tdmogatott idoszak alatt megkezdett
hisztamin receptorok kutatasat érinté vizsgalataink alapjan 0j lipofil zsebet talaltunk a H1
receptorban, ligandum informaciokkal segitett homoldgiamodellezéssel eldallitottuk a H4
receptor elsé6 atomi felbontdsi modelljét és eljarast dolgoztunk ki Gj H4 ligandunok
azonositasara. Utébbi eljarast az eddig ismert legkiterjedtebb szerkezet alapu
sziirévizsgalatban alkalmazva uj, kisérletileg is megerésitett H4 ligandumokat azonositottunk.
A tdmogatott idészakban megvalositott kutatdbmunka eredményeit dsszesen 10 kdzleményben
foglaltuk Gssze, az Gsszesitett impakt faktor 24.7.



