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I. A doktori értekezés el6zményei és célkitlizései

1. A fehérjék bioldgiai szerepe és mikodése egy jol meghatdrozott térszerkezet
kialakulasahoz kapcsolhatd. A konformacids sokszinliségliknek koszonhet6enezek az un. nativ
szerkezetek id6beli fluktudciot mutatnak, vagy molekuldris kolcsonhatasok soran at is
alakulhatnak. Statikus leirdsuk nem teljeskor(i, igy a bioldgiai hatds molekularis
értelmezéséhez elengedhetetlen a fehérjedinamika hozzajaruldsat is figyelembe venni,
kilonos tekintettel az elmult évtizedekben latokorbe kerilt rendezetlen fehérjék esetében.

Az evollcié soran a fehérjék tulajdonsagait kédoléd aminosav szekvencia mutalddhat,
szerkezeti és dinamikai valtozasokat és ezaltal eltéré bioldgia aktivitast idézve els. A
géntechnolégidnak  kdszonhetfen tervezett  mutdcidkkal  racionalizalhatjuk és
,felgyorsithatjuk” az evoluciés folyamatot, el6nydsebb tulajdonsdgid biomolekuldkat
létrehozva. Doktoranduszi éveim alatt egy egylttm(ikodés keretein bellil egy fehérje
mUikodését vizsgdltuk olyan tervezett mutacidkkal, melyek kifejezetten a fehérjedinamika
megvaltoztatdsan keresztil fejtik ki hatdsukat. A MEF2 transzkripciés faktorok komplex
élettani folyamatokban vesznek részt a génatiras szabalyozasan keresztil, és bizonyitott a
szereplk az ideg- és izomszovetek embrionikus fejlédési folyamataiban, valamint a
programozott sejthaldlban is. A vizsgdlt MEF2D izoforma példaul az izomszovetek
differencidlédasaban tolt be szabdlyozd szerepet, hidnya egerekben szivproblémak
kialakulasdhoz vezet. A transzaktivaldasban kulcsszerepet jatszik egy alternativ hasitassal
szabalyozott f-alegység, mely fokozza a transzkripcids aktivitdst. Ez a kis fehérjeszakasz
(286-292, TEDHLDL) a kiterjedt, rendezetlen karakter(i C-termindlis régidban talalhaté, ahova
szabdlyozdé partnerfehérjék, transzkripciés koregulatorok kétédnek. A Fuxreiter csoporttal
valo egyuttmikodésiink sordn feltételeztiik, hogy a MEF2D f-alegység bioldgiai funkcidjat a
szerkezet hianydban dont6en a fehérjedinamika hatarozza meg. Ennek bizonyitasara a f-
alegységben és kornyezetében célzott aminosav mutacidkat hoztunk létre a dinamikai
karakter mddositdsdra és kovettik, hogy torténik-e valtozas a bioldgiai viselkedésben.
Doktori munkam soran célul tlztik ki az el6zetes bioinformatikai és sejtes vizsgdlatok alapjan
igéretes f-alegység mutans MEF2D mini-fehérjék részletes szerkezetiés dinamikai jellemzését
NMR és szamitdsos (molekuladinamika, MD) technikakkal.
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1. abra Bal: a MEF2D-dimer (kék/narancs) DNS-k6té szakaszdnak szerkezete egy oligonukleotiddal.
(sziirke). A kézzel rajzolt szakasz az ismeretlen szerkezetl, rendezetlen C-termindlis régidt jeldli, mely
magdban foglalja a transzaktivdldsi feladatokat elldtoé f-alegységet. Jobb (fent): a f-alegység (lila) és
a kérnyez6 régid aminosav szekvencidja. Jobb (lent): a vizsgdlt 37 aminosavas mini-fehérjék
szekvencidja. A 1>N-jel6lt leucinok pirossal, mig a mutdciok z6ld szinnel vannak jelélve.
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2. Az NMR spektroszkdpia széles korben alkalmazott nagymdszeres technika, fontos
vizsgalati eszkdze a bioldgiailag relevans vegyileteknek, igy a fehérjéknek is. A mérési
technikdk az intenziv maoddszerfejlesztésnek koszonhetéen folyamatosan fejlédnek.
El6relépések vannak mind a hardver (pl.: magneses tér novelése, hiitott méréfej), a mérs-
program (impulzusszekvencia) optimalizdlds és az adatgydjtés (pl.: nem-linearis
mintavételezés, NUS) tekintetében. Kutatécsoportunk 2017-ben csatlakozott be az NMR
’szuperszekvencia-modszerek’ fejlesztésébe (NOAH kisérletek), melyeknek célja kilonbozé
kisérletek kombindlasa révén a mérési id6hatékonysag és a spektralis informacidtartalom
novelése. Doktori munkam masodik célkitlizése volt, hogy rendkivil gyors és hatékony NMR
modszereket hozzunk létre és optimalizédljunk olyan kisérletek Osszeflizésével, amelyeket
elsésorban kis és kozepes méretl molekuldk jelhozzarendelésére hasznalnak. Munkank soran
az NMR mérések idejét dont6en meghatarozd szekvenciaelemet, a magnesezettség
egyensulyi allapotba vald visszatéréséhez sziikséges relaxdacidos id6t optimalizaltuk, illetve
probaltuk kilonbozs technikakkal annak idétartamat csokkenteni.
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2. dbra A relaxdcids vdrakozdsi id6 hossza (tipikusan 0.5 - 3 s k6zétt) fontos tényezd az NMR kisérletek
mérési idejében. A hagyomdnyosan végzett kisérletsorozat esetében minden kisérlet el6tt sziikséges
beiktatni varakozdsi id6t. Az elsé generdcios (NOAH) kisérletek esetében a hatékony mdgnesezettség
megosztdsnak készénhetbéen csak a kisérletsorozat el6tt sziikséges relaxdcios idét beépiteni.
A kutatdcsoportunk dltal javasolt NORD impulzusszekvencidkban pedig specidlis gerjesztéimpulzusok
terelik és tartalékoljgk a minta mdgnesezettségét. Amig egy kisérleti modul fut, addig a tébbi , pihen”,
igy az ditaluk késébb felhaszndldsra keriil6 mdgnesezettségi komponenseknek elég idé jut a
relaxdléddsra, és ennek készénhetben egydltaldn nem sziikséges vdrakozdsi idét beépiteni a
szekvencidba.
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Il. Alkalmazott vizsgalati médszerek

A doktori értekezés NMR spektroszkdpiai mérései egy Bruker Avance Neo 700 MHz
tipusu spektrométeren torténtek, Prodigy TCI h{itott mér6fej hasznalataval. A mérési adatok
feldolgozasat és a spektrumok kiértékelését a TopSpin 3.0 szoftver segitségével végeztem.
A molekuladinamikai szamitasok az AMBER szimuldciés motorral futottak le a Debreceni
Egyetem Leo szuperszamitégépén. A kapott adatokat az AmberTools programcsomaggal és
sajat, shell és python alapu scriptekkel elemeztem. A kiilonb6z6 MEF2D mutansok bioldgiai
hatasvizsgalatait (mikroszkoépia, luciferaz préba) Prof. Fuxreiter Mdnika csoportjaban végezték
HEK293 és C2C12 sejtvonalakon. A nanoDSF mérések Prof. Erd6di Ferenc laboratériumaban
torténtek egy Prometheus NT.48 tipusu késziléken.

NMR Fluoreszcencia Molekulamodellezés
spektroszkopia mikroszképia (MD)

nanoDSF

3. abra A doktori munka sordn alkalmazott fontosabb kisérletiés szamitdsos mddszerek.
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lll. Az értekezés Uj tudomanyos eredményei

1. A MEF2D fehérje B-alegységének szerkezeti dinamikdja felelds a transzkripcios aktivitas
finomhangolasaért az izomsejtek differenciacios folyamataban.

Az el6zetes kisérletek soran a Fuxreiter csoport munkatdrsai kilonb6z6
MEF2D p-alegység mutansokat transzfektdltak sejtvonalakba és kovették a valtozasokat a
biolégiai aktivitasban. Transzmisszios és fluoreszcens mikroszkdp technikdk alkalmazasaval
megfigyelték, hogy az izomsejtek fuzidja megvaltozott: a fokozott dinamikaju mutansokat
varidnsok esetén, kifejezetten a korai fazisban felgyorsult a folyamat. Ezeket a
megfigyeléseket a MEF2D mutdnsok transzkripcids aktivitasanak (4.dbra, B) és a MEF2D
célgének expresszids szintjének mérésévelis megerGsitették.
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segitségével vad-tipusi (wt), mutdns p-alegységet tartalmazd, mddositott dinamikdju és
p-alegység nélkiili transzfektdlt MEF2D-kel. B) Normalizalt MEF2D transzkripcios aktivitds differencialt
HEK293 sejtekben, melyekben a wt és a kiilénb6z 6 varidnsok fejez6dnek ki.

Szerkezetvizsgdlati eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az N29D és A31W
pontmutacidk csokkentették a félanc mobilitasat és a rendezetlenség fokat a MEF2D var8
mini-fehérje esetében a vad-tipusi modellel valé 6sszehasonlitdsban. Az NMR kisérletek
felgyorsult transzlaciés diffuziét (5.dbra, A) és megnovekedett rendparamétereket (S?)
jeleztek (5.dbra, C) a tobbi varidnshoz képest. Az MD szamitasok tamogattak a kisérleti
megfigyeléseket és tovabbi atomi szintl szerkezeti finomitdsokra adtak lehetGséget. A var8
mutdns nagyobb kompaktsagat megerdsitették az MD trajektoriabdl szamitott rendparaméter
értékek (5.dbra, D), a kisebb giracidés sugar és a masodlagos szerkezeti elemek kialakitasara
vald hajlam (5.dbra, E). Szerkezetstabilizalé kdlcsénhatdsokat is felderitettiink, tobbek kdzott
H-hidak hdlézatat, séhidakat és kation-mt effektusra utalé geometriai elrendez6dést
(5.dbra, B). A var3 és vard mutansok esetében eltéré dinamikai képet kaptunk,
megnodvekedett flexibilitasra utaltak a kisérleti és a szamitdsos adatok is. A kevésbé kompakt
szerkezet nagyobb molekulasugarral és kisebb diffuzids sebességgel tarsult. A fehérjék MD
sokasagaban a legtobb konformacidét nagy foku kilonbozéségiik miatt nem lehetett
csoportositani, a csoportositott (klaszterezett) szerkezetek pedig tobb, hasonldé nagysagu
csoportba keriltek, ez pedig jelentGsebb szerkezetisokszintségre utal (5.dbra, F).
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5. dabra A) Diffuziés (DOSY) NMR spektrumok. B) Szerkezet stabilizdlo kation-pi kélcsénhatdsok az MD
trajektoriagk mentén. C) NMR eltoléddsokbdl szdmitott rendparaméterek (S2). D) MD adatokbdl
szdmitott rendparaméterek. E) Mdsodlagos szerkezeti elemek el6forduldsa az MD szémitdsokban.
F) Reprezentativ konformerek és a klasztercsoportok méretének és eloszldsdnak ésszehasonlitdsa.
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A mini-fehérjék atomi szintl szerkezeti-dinamikai elemzése, kiegészitve a Fuxreiter
csoport sejtes vizsgalatainak eredményeivel, meger8siti a MEF2D f-alegységének a
miogenezisben betoltott szabalyozé szerepét. Kimutattuk, hogy ebben a régiéban a
fehérjedinamikanak jelentés szerepe van az aktivitds finomhangoldsaban, feltehet6leg a
fehérje interakcids halézatanak megvaltoztatasan keresztil. A MEF2D var8 fehérje célzott
mutacioi csokkentik a rendezetlen S-alegység flexibilitdsat és fokozzak a transzkripcids
aktivitast az izomsejtek korai differenciaciés fazisaban. Ezzel szemben, a sejtek mioblasztokka
torténd egyesilése lassul a [-alegység fokozott szerkezeti dinamikajanak kovetkeztében a
var3 és var4d mutansok esetében.

2. Bebizonyitottuk, hogy a var8 MEF2D mini-fehérje oligomerizaladik.

Az NMR diffazids és relaxacios (6.dbra, A), valamint a nanoDSF (6.dbra, B) mérések
oligomerizacios egyensuly jelenlétére utaltak a var8 mini-fehérje oldatdban. Ezt a jelenséget
a molekuladinamikai szamitasok is megerGsitették és tovabbirészletekkelszolgaltak. Kizardlag
ez a kompaktabb szerkezet(i varians hozott létre fehérje asszocidtumokat, melyeket
intermolekularis elektrosztatikus kdlcsénhatasok (kation-m, m-mt’stacking’) éshidroféb magok
képz6dései stabilizalnak (6.dbra, C). A transzkripciés faktorok asszocidtumokka vald
szervezGdése, esetleg fehérjecseppek képzGdése a lokalis fehérje koncentraciét megnoveli,
igy fokozott transzkripcidés hatékonysagot eredményezhet. Feltételezzik, hogy a MEF2D var8
mutansanak milkodése hasonld molekuldris mechanizmust kovet, azonban ennek
megerdsitéséhez mégtovabbikisérletek elvégezésére lesz szlikség.
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mutatott (oligomerizdcio). B) NanoDSF fluoreszcencia effektusok koncentrdcidfiiggése (var8).
C) Hidroféb magok kialakuldsa és szétesése egy var8 MD trajektdria kiilbnbézé idépillanataiban (10,
60, 90 ns).
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3. Uj NOAH-tipusu kombinalt NMR kisérletet fejlesztettiink az izotépszelektivBANGO
gerjesztési impulzus alkalmazasaval.

A NOAH-tipusu mérésekben a nem-szelektiv gerjeszt6 impulzusokat BANGO izotép-
szelektiv szekvenciaelemekre cseréltilk le és ezdltal hatékonyan osztottuk meg a minta
magnesezettségét az egy szekvencidba flizott kisérletek kozott. Az daltalunk kifejlesztett
BANGO {SEA XLOC}-{H20BC} kétmodulos kisérlet egyetlen relaxacids varakozasi idével fut,
melyet egy ibuprofen mintan teszteltiink le el6szor egy gyors, mindossze 42 percig tartd
méréssel. A kisérleteket kilon-kiilon futtatva 102 percre lett volna sziikség, igy a kombinalt
szekvencidval 59%-ot nyertiink a mérésiid6 tekintetében. Hasonldan igéretes eredményeket
értiink el a BANGO {HMBC}-{H20BC} kisérlettel ugyanezen a mintan (7. dbra, A,B). ASEA XLOC
modult a sokkal érzékenyebb HMBC-re cserélve 11 perc alatt jutottunk korrelacids
térképekhez. Nem-linearis mintavételezésitechnika alkalmazasaval (NUS) ugyanezen kisérlet
lefutdsahoz csupan 5 percre volt sziikségegy tomény triszacharid mintan (7.dbra, C).
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7. abra A) A BANGO {HMBC}-{H20BC} kétmodulos kombindlt NMR kisérlet impulzuszekvencidja.
B) Az ibuprofen BANGO {HMBC}-{H20BC} mérésébdl kinyert H20BC spektruma a H9-H10-H11/12
spinrendszer korreldcidinak bemutatdsdval. C) Egy triszacharid H20BC és HMBC spektruma a
jelhozzdrendelési, séta” bemutatdsdval.
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4. Hatékony NOAH-tipusi kombinalt NMR kisérletetfejlesztettiink két BANGO gerjesztési
impulzus beépitésével

A NOAH-tipusu kombinalt kisérletek fejlesztésének kovetkezd lépéseként egy tovabbi,
harmadik kisérleti modult épitettiink be. A magnesezettség hatékonyelosztasat két kilonbozé
BANGO elem felhasznaldsaval oldottuk meg. Az altalunk kifejlesztett BANGO {SEA XLOC}-
{HMBC}-{H20BC} (8.dbra, 1) és {SEA XLOC(ZQ)}-{SEA XLOC(2Q)}-{H20BC} mérési szekvenciak
az U.n.’Ernst-szogelv’ alapjan optimalizalt gerjeszt6, izotdp-szelektivimpulzusokat hasznaljak.
Az els6 két kisérleti modul a 13C - 12C - H protonok magnesezettségén osztozkodik, mig a
harmadik a 23C - H magnesezettségi tartalyt meriti ki teljesen. A szekvenciasorozat lefutasa
utan egyetlen vdrakozasi id6 beépitésére van sziikség az egyensulyi mdagnesezettség
visszaépuléséhez. Az Uj kisérletek alkalmazhatdsdgat ibuprofen és prednizolon mintdkon
mutattuk be. Az utébbivegyiletjelhozzarendelése kihivast jelent a spektralis zsufoltsag miatt,
melynek felolddsdra a korreldcids csucsok tipusanak valamint multiplicitdsanak
megkiilonboztetésére alkalmas, a kapott alspektrumok linearis kombinaciéjan alapuld
szerkesztésieljarast dolgoztunk ki (8.dbra, 2).
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8. abra 1) A hdrom modulos BANGO {SEA XLOC}-{HMBC}-{H20BC} kisérlet kiilbnb6z6 mdgnesezettségi
tartdlyokat haszndl fel (piros: 13C - H és zéld: 13C - 12C - H protonok). A mérésekbdl nyert spektrumok
szétvdlogatdsa utdn elvégezhetd a vizsgdlt molekula teljes homo- és heteronukledris jelhozzdrendelése.
2) A prednizolonon felvett H20BC kisérlet szerkesztett spektrumai feloldjék a jeldtfedéseket. Pdros és
pdratlan multiplicitdsu szenek egykétéses (A,B) és kétkotéses korreldcioi (C,D) kiilbnb6z6
spektrumokban. H20BC spektrum az Gsszes korreldcidval, szerkesztés nélkiil (E).
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5. Uj impulzusszekvencia tervezési stratégiat dolgoztunk ki, mely gyors, holtidé id6 nélkiili
NMR mérésekettesz lehetévé ('NO Relaxation Delay’, NORD spektroszkdpia).

A NORD spektroszkopia kifejlesztésével teljesen megsziintettiik a kisérletek kozotti
varakozasi id6t, igy a mérések idejét dont6en meghatdrozé szekvenciaelemtdl sikerilt
megszabadulnunk. A kiilonb6z6 magnesezettségikomponensek tetszéleges billentésiszoggel
és fazissal torténd szelektiv gerjesztését a BANGO és a BIG-BIRD szekvencidk beépitése tette
lehetdvé, és ezaltal rendkivil hatékony magnesezettség elosztast értiink el. Az aktiv kisérleti
modul futdsanak ideje alatt az éppen nem haszndlt (passziv) magnesezettségi tartaly(ok)nak
elegend6 id6 jut a relaxaciohoz (9.dbra, A). A kétmodulos NORD {HMBC}-{H20BC} kisérlet
kevesebb, mint 2 illetve 6 perc alatt futott le egy triszacharid és egy pentaszacharid
modellvegyileten. Bonyolult spinrendszereket és jelatfedéseket oldottunk fel a hidrokortozin
molekula NORD {SEA XLOC}-{HMBC}-{H20BC} mérésével, 42 perc alatt jutottunk az
egyértelmd, homo- és heteronuklearis jelhozzarendeléshez sziikséges spektrdlis adatokhoz
(9.abra B,C).
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9. dbra A) A NORD {SEA XLOC}-{HMBC}-{H20BC} kisérlet sematikus felépitése. A harmadik
kisérlet daltal haszndlt mdgnesezettségi tartdly visszanyeri egyensulyi dllapotdt, amig az elsé
két modul fut. B) Jelszélesség analizissel megkiilénbéztetheték a hidrokortizon két- és
hdromkétéses 1H-13C korreldcioi a SEA XLOC mérés ZQ (piros) és 2Q (fekete) alspektrumainak
segitségével. C) A hidrokortizon HMBC spektruma, melyet a jelhozzdrendeléshez haszndltunk

fel.
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IV. Az eredmények hasznositasi lehetdségei

......

folyamatok molekularis szerkezeti-dinamikai hatterének megértéséhez. A MEF2D mutdnsok
tanulmanyozasaval példat mutattunk arra, hogyan lehet a differencidciot mesterségesen
finomhangolni. Bizonyitottuk a fehérjedinamikai jelenségek szerepét, melyeket fontos
figyelembe venni a szerkezet-hatas 6sszefliggések targyaldsakor, kifejezetten a rendezetlen
fehérjék esetében. A kapott atomi szint(i adatok és megfigyelésekfelhasznalhatdk a jovGben
a MEF2D fehérjét célzd szerkezet alapu gydgyszertervezésben.

Az Uj, kombindlt kisérletek létrehozdsdval hozzajarultunk az NMR kozosség
modszerfejlesztési  torekvéseinez. A BANGO és dupla BANGO szekvencidk
id6hatékonysaguknak és b&séges spektralisinformacio tartalmuknak kdszonhetéen ajovében
igéretes rutinkisérletté valhatnak a kismolekuldss NMR teriletén. ElsGsorban a
jelhozzarendelésilépéshezjarulhatnak hozzd, gyors és hatékony kisérleti modszert biztositva
az automatizalt szerkezetigazoldshoz, és ezaltal gydgyszeripari alkalmazasa is gylimolcs6z6
lehet.

A NORD spektroszképiaval egy Uj impulzusszekvencia tervezési stratégiat hoztunk
létre, mely utat nyit egy nagy teljesit6képességl ’kisérleti csalad’” |étrehozasanak. A
dolgozatban bemutatott NORD kombinalt kisérletek jelenleg 13C - 1H és 1H - 1H korrelacids
adatok begydjtésére alkalmasak, melyek elsésorban kis és kozepes méretl molekuldk NMR
jelhozzarendelését segitik. Kutatécsoportunkban a fejlesztés folyamatos, igy terveink kozt
szerepelpéldaul tobbdimenzids kisérletek beépitése, valamint mas NMR aktiv magok mérése
is. Az elérhet6 NMR moddszerek kozil a NORD kisérletek a leggyorsabbak kozott foglalnak
helyet, igy alkalmazdsukra mind alapkutatasi, mind ipari szintenjelentés érdekl6dés varhaté.
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