Biologiailag aktiv molekulak
kolcsonhatasvizsgalata
NMR-spektroszkopiaval
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Ugyanazt az NMR paramétert (*H, 13C, 1°N, 3IP, 5Fe) kovetjiik.
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Cserefolyamatok az NMR-spektroszkopiaban

,,Chemical exchange” kémiai csere avagy

a mag kemiai kornyezetének a csere¢je

Csere: ugyanaz a mag kettd vagy tobb kémiai kornyezet kozott ,,ugral”, amelyek
NMR paraméterei eltérnek:

- kémiaieltolodas-értékei (CSA),
- skalaris vagy dipolaris csatolasi allandok (J, D)
- relaxacids paraméterek (T,, T,, NOE)



A cserefolyamat megjelenése a spektrumban annak fiiggvénye,
hogy miként viszonyul egymashoz a cserefolyamat sebessége
és a kiilonbozo6 allapotok NMR paramétereinek a nagysaga.
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az NMR idoskalan lassu csere miatt
a kotott €s a szabad forma jelei
szétvalnak

az NMR 1doskalan
kozepes sebességii csere
(a jel eltlinhet)

az NMR iddskalan a gyors csere
miatt egybeolvadnak
a kotott és a szabad forma jelei
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az NMR idoskala relativ: ugyanazon molekuléaris komplexben egyszerre lehet
lassu, kozepes ¢s gyors cseresebességet megfigyelni

A PN jelolt S100B fehérje
¢s a CapZ peptid
IH-1N HSQC spektruma.
(ImM fehérje +
0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2,5 mM peptid)

Kilby, Van Eldik ¢s Roberts.
Protein Sci. 1997, 6, 2494-2503
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Egy ~17 kDa globularis fehérje *H-spgktruma
H,0/D,0 9/1, T=300K, c~1mM
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Heteronuklearis egyszeres-kvantum koherencia spektrum
HSQC = Heteronuclear Single-Quantum Coherence
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3D-NOESY-HSQC
2D NOESY 2D H3QC
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2D és 3D NMR-spektrumok osszevetése
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2D és 3D NMR-spektrumok
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Harom esettanulmany

1) Természetes szerinproteaz-inhibitorok
kotodésvizsgalata

2) A dUTPaz katalitikus mechanizmusanak és
ligandumkotésének vizsgalata

3) Kalmodulin és egy Vinca alkaloid analég (KAR?2)
kotodeésvizsgalata



Természetes szerinproteazinhibitorok
kotodésvizsgalata NMR-rel

jelolt ligandum (4kDa), jeloletlen feherje (25kDa)

egylttmiikodesben Graf Laszloval
¢s munkatarsaival
(ELTE Biokémiai Tanszek)



Katona et al. J.Mol.Biol.2002, 315, 1209-1218

Toltések a human tripszin feluletén

Arg193=s,’ Gly193=S.’




Argl93—-Gly csere
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Kanonikus inhibitorok

T4 Argl93Gly

T4 Arg193Gly

T4  — igen rezisztens
természetes
inhibitorokra

soybean Tl

bovine pancreatic Tl

human pancreatic secretory Tl
Alzheimer precursor protein |



SGCI
inhibitorok
SGTI

(SGCl var.)
szerepe lehet a

human tripszin 4-nek

Alzheimer prekurzor _ :
. > B-amiloid peptidek
fehérje (100kDa) / E 0 AL40. A1I?42p

XxX-Lys(Arg)
Minn, A. és mts.1998, 22, 338-347.



Enzim-inhibitor komplex

kotodési vizsgalatok °N jelolt inhibitorral
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Az SGTCI tH-N HSQC spektrumanak részlete
SGTI—-—Lys-Arg-

——SGClI
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SGCI + 10% kimotripszin
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SGCI + 30% kimotripszin
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SGCI + 50% kimotripszin
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SGCI + 70% kimotripszin
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SGCI + 90% kimotripszin




Néhany észlelt valtozas

Hp Cly23

S Gly7
P .
0 9
;:&‘
Leu30
nls
Aspl2
Aspl2
PhelO




Miért volt hasznos az NMR?

1) Megallapitottuk, hogy a
ligandkotodés az NMR idoskalan
nem gyors, hanem kozepesen
lassu.

2) Behataroltuk a kotodésben
résztvevo aminosavakat.




A dUTPaz katalitikus mechanizmusanak és
ligandumkotésének vizsgalata

dezoxiuridin-trifoszfat nukleotidohidrolaz

o) @)
N Jel'c')let\len ligandum, jelslt fehérjev;orias” (60kDa)
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egylttmiikodesben Vértessy Beataval €s
munkatarsaival
(MTA SZBK Enzimologiai Intézet)



DNS javito mechanizmusok

DNS polimeraz
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Timinmentes sejthalal és kemoterapia

dUTPaz (antagonistak) 0
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Programozott sejthalal eloidézheto
a dUTP szint novelésével (dATTP szint csokkentésével)
antagonistak segitségével : dUTPaz antagonistak
Fluoruracil
metotrexat



A dUTPaz szerkezete

Szimmetrikus homotrimer, harom aktiv centrummal
elso rontgenszerkezet 1992 Nature

alacsony elektronsiiriiség
Kovari és mts. J.Biol.Chem. (2004)



MW » 60 kDa — mit lat az NMR?
N dUTP4aznak csak a flexibilis részeit!
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M N ST aznak esak a flexibalis részeit!

Ala/Prg
N-terminus: C-terminus (Motif 5):
PSTDFADIPAAKKMK GEAGFGSTGVK
/149 ]  '
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Inhibitor hatasara a 5. motivum (C-terminalis) Gly149-Thr156 része
rendezodik

. 2

ezek a jelek eltiinnek a 'H-°N HSQC spektrumbol
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Miért volt hasznos az NMR?

2) allosztérikus modell az
eukariota dUTPaz
szubsztratkotésére

dUMP, :
dUPNPP
fiiggetlen kotés

HSQC intenzitas

ligand konc. mM

Dubrovay ¢s mts. J.Biol.Chem 2004



Kalmodulin és egy vinca alkaloid analog
(KAR2) kotodésvizsgalata NMR-rel

* A kalmodulin funkcioja

Ca?*jel

SO isigtetien ligandu endez0do R
metabolizmus - 2 Foszforilacio
Citoszkeleton ' Defoszforilacio
Ca?* Transzport

egyuttmikodésben Ovadi Judittal

és munkatarsaival



* A kalmodulin szerkezete
Ca?* mentes CaM
e Ca 2" hatasa

- a domének hélixei atrendezédnek
- a hidroféb régidk felszinre kerulnek

e Ca’* kotott allapotban ,,sulyzo”
alaku, a két globularis domént
kozépen tovabbra is flexibilis a-hélix
koti 0ssze




Kalmodulin (CaM) antagonistak tipikus hatasmodellje

kalmodulin
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* A kalmodulin modul reorientacioja
célfehérje vagy antagonista hatasara
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e,,0sszecsuklik” ,
o- az N- és C-terminalis kozel keriil egymashoz,
e- am a D és az E a-hélixeket 6sszekoto részrol
az alacsony elektronsuriiség miatt
nincs szerkezeti informacio




A komplikacio oka:

A celfehérje vagy antagonista bekotése soran mért kémiaieltolodas-
valtozas eredete kettos:

- kozvetleniil a kotodés altal kivaltott valtozas

- modul atrendezodés (reorientacio) altal kivaltott valtozas



* Vinca alkaloidok (bisindol) mint CaM antagonistak

Catharantus (Vinca) roseus alkaloidjai (vinblasztin, vinkrisztin)

- sejtosztodasgatlo hatas (kemoterapia)

- célpontjuk a sejt mikrotubularis
halozata
- jelentos mellékhatasok (neurotoxicitas)

- In vivo Kkisérletekben ugyanolyan
hatékonynak bizonyult, mint a
természetes vinca alkaloidok

- Mellékhatasa joval kisebb

Orosz és mts. British J.Pharmacol. 1997, 121, 947
° Orosz és mts. British J.Pharmacol. 1997, 121, 955
Orosz és mts. British J.Cancer 1999, 79, 1356

KAR-2 ) g




Ezért egy uj kotohelyet feltételezhetiink a kalmodulinon.




A kalmodulin
IH-5N HSQC _
spektrurﬁakalmwmm
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A kalmodulin és a KAR?2 titralasa
soran kapott 'H-°"N HSQC
spektrumok osszevetése

5N . ¥




Rontgendiffrakcios vizsgalatokbol nyert

NMR-

CaM
mésod- adatok spektroszkopiai
G adatok
szerkezeti
elemei : :

Aminosavak, amelyek kornyezete Aminosavak, amelyek a Aminosavak, amelyek KAR2
megvaltozik az alegységek KAR?2 kozvetlen megkotése soran jelentos
atrendezodése miatt szomszédjai kémiaieltolodas-valtozast

mutatnak
< 15-Ala ¢ 15 Ala
A hélix MGl < D e
18 Leu 18Lleu | 16 Phe
19 Phe [ —— 18leu
B és C helix | 40 Gly ~_ 21 Lys, 27 lle, 32 Leu
kozti | 41GIn =y S L
hurok | 42 Asn, —~ 39 Leu
40 Gly
81 Ser 53 Asn
84 Glu £ e
E hélix 91 val
87 Glu
91 Val 92 Phe
94 Lys
109 Met —— 110Thr
112 Leu _— 114Glu
4 Glu__*—| 129 Asp
eu 130 lle
. . 124 Met 136 Val
F hel '
és Gkiii tllx 112 Leu / 144 Met 137 Asp
hurok 114 Glu 145 Met
147 Ala

148 Lys










Miért volt hasznos az NMR?

1) Megallapitottuk, hogy a
ligandkotodés az NMR idoskalan
gyors.

2) Behataroltuk a kalmodulin
KAR?2 kotésében részt vevo
aminosavak jelentos részét.

3) Osszhangban a
krisztallografiai adatokkal, egy
uj kotohelyet azonositottunk a
kalmodulinon.

4)Igazoltuk, hogy a rontgen
szerkezet és az oldatfazisu
szerkezet igen hasonlo lehet.




Legyen a komplexképzodés sebességi egyiitthatoja k
(k ; = k,; legyen egyforma)

A csere L és EL allapotok kozott akkor lasst,
ha: kK « 21 [v| — vg|

A csere L ¢s EL allapotok kozott akkor gyors,
ha: k» 2w v — vg|

Ha pl. [v| — vg | = 2kHz, akkor k » 1,3 10% st



