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A. Bevezetés és célkitiizések

A molekularis felismerés folyamata az egymassal kdlcsonhat6 partnerek fizikai kapcsolatan
talmenden szamos esetben tolt be kommunikacidés szerepet bioldgiai folyamatokban. A
molekulak kozott kialakulo nemkovalens kolcsonhatasokat a kotéfelszinek alakjanak és
elektrosztatikus tulajdonsaganak komplementaritasa hatdrozza meg. A nagy teriiletd
oldészernek kitett kolcsonhato felszineken gyakran nincsenek klasszikus értelembe vett mély
kotézsebek, ami jelentdsen megneheziti annak kismolekulas hatéanyaggal torténd tdmadasat.
Ahhoz, hogy ilyen fehérjekomplexek funkcidjat befolyasoljuk, olyan nagy térkitoltési
ligandumra, un. felszin mimetikumra van sziikség, amely a farmakofor csoportokat egy jol
definialt térbeli elrendezddésben tartalmazza. A molekularis felismerés szempontjabal kiilonds
jelent6séggel birnak a foldamerek, hiszen képesek biomolekulak szerkezeti és funkcionalis
tulajdonsagait utanozni, a 3D szerkezetiik elére tervezhetd mar a monomer szintjén. Kedvezo
szerkezeti és farmakokinetikai tulajdonsagaik miatt a foldamerek alkalmasak lehetnek terapias
szempontbol relevans fehérje kolcsonhatdsok gétlasara, ami a kotéfelszin nagy affinitdsu,
specifikus felismerésén keresztiill valosul meg. Habar néhdny specialis esetben mar
megvalositottak foldamer épitdelemek riboszomalis beépitését, a foldamerek alapvetden
evolucidomentes kémiai entitasok. Emiatt de novo és bottom-up tervezési stratégiak alkalmazasa
meglehetdsen nehéz olyan foldamer szekvenciak esetén, ahol limitalt szerkezeti informécio all
rendelkezésiinkre a timadni kivant fehérjefelszinrol.
jatszo B-amiloid oligomer. Habar az oligomer szintjének kovetése diagnosztikus értékii lehet az
Alzheimer-kor korai felismerésében, az asszociatum szerkezeti polimorfizmusa megneheziti az
azt felismerd molekula racionalis tervezését. A fragmens-alapii hatdoanyagtervezés lépéseit
kovetve kutatocsoportunkban korabban mar eldallitottak a [-amiloid oligomerhez nagy
affinitassal kot6doé multivalens foldamer ligandumot.

Moduléaris bottom-up tervezési stratégiat igényel olyan fehérje funkcidjanak gatlasa, ahol a
kotdfelszin térben elkiiloniilé horgonypontokbol all, hiszen ekkor a két vagy tobb kotohely
egyidejii felismerésére van sziikség.

Célul tiztik ki nagy affinitasa foldamer-alapu ligandumok de novo eléallitasat és
alkalmazasat a fent emlitett nehezen tdmadhaté fehérjecélpontok felismerésére. A korabban
vizsgalt foldamer-amiloid kdolcsonhatast alapul véve célunk volt olyan szendvics-tipust
affinitas teszt optimalizalasa, amely multivalens foldamer ligandumot hasznal az elfog6 antitest

helyettesitésére. A specifikus és szelektiv modszer kifejlesztéséhez sziikséges volt az elkapd



molekula szerkezetének optimalizalasa, valamint a detektdlo rendszer hatékonysaganak
novelése.

A fehérjén egymastol tavolesd kotdhelyek modellezésére a calmodulint (CaM) valasztottuk
¢s célul thztiik ki hozza nagy affinitassal kotédo foldamer-alapa inhibitor modularis bottom-up
tervezését. A ligandum keresést két 1épésben kivantuk megvalositani, elséként a fehérje
kotofelszinének foldamer fragmensekkel torténd feltérképezésével, majd ezt kovetden az egyes

fragmensek célfehérje jelenlétében végzett ligacidjaval.

B. Modszerek

Enzimhez kotott immunoszorbens vizsgalat (ELISA)

A B-amiloid oligomer mennyiségének meghatarozasara szendvics-tipusu ELISA tesztet
optimalizaltunk. A foldamer-alapu elkapd molekulat egy 96- lyuka avidinnel fedett ELISA
plate felszinén immobilizaltuk. Az amiloid minték alkalmazott koncentracidja 10°-1uM kozott
valtozott. A detektalo antitest monoklonalis anti-B-amiloid 6E10 antitest volt, masodlagos
antitestként HRP enzimmel konjugalt Histols-M és anti-egér IgG antitesteket alkalmaztunk. Az
eléhivas 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) oldat alkalmazasaval tortént, az abszorbancia
értékeket plate reader segitségével hataroztuk meg 370 nm hullimhosszon (NOVOstar
OPTIMA, BMG Labtech, Offenburg, Németorszag). A foldamer-alapt teszt validalasara
Innotest® B-amyloid (1-42) (Innogenetics, Gent, Belgium) Kit-et alkalmaztunk a gyartd

eldirdsainak megfelelden.
Kikotéses-leszoritasos kisérlet és dinamikus kombinatorikus konyvtarak

A 256-tagi fragmens konyvtar sziirését a CaM-al kikotéses-leszoritasos kisérletben
végeztilk el. A fehérje affinitds gyantara torténéd immobilizaldsat kovetéen a megfeleld
a felliluszobol a mintdk HPLC-MS kromatogramjanak kvantitativ kiértékelésével hataroztuk
meg.

A dinamikus kombinatorikus konyvtar eldallitdsat diszulfid cserereakcion keresztiil
valositottuk meg 12 tiollal funkcionalizalt foldamer fragmens glutation redox-pufferben torténd
feloldasaval. A kialakuld termékek eloszlasat meghataroztunk 4 napos 37°C-on torténd
inkubaciot kovetéen a fehérje jelenlétében és a fehérje nélkiil vizsgalt elegyben. A dasulasi
tényez6t minden konyvtartag esetén meghataroztuk a fehérjével és a fehérje nélkiil inkubalt

mintakban mért koncentraciok aranyabol.

Izotermalis titralé kalorimetria (ITC)



ITC méréseket végeztiik a foldamer ligandumok és a célfehérjék (B-amiloid és CaM)
kotédésének vizsgalatara Microcal VP-ITC kaloriméter segitségével. A megfelelé foldamer
ligandummal titraltuk az eléaggregalt f-amiloid mintat pH 7.4, 285 K-en, ahol az amiloid
koncentracioja 100 uM volt a cellaban. A CaM titralasat a ligandumokkal pH 7.0, 298 K-en

végeztiik el, a fehérje koncentracidja a celldban 3-7 uM kozott valtozott.

C. Eredmények és értékelésiik

1. Foldamer-alapiu szendvics ELISA teszt fejlesztése

crer

amiloid detektalasara. Ennek alapjaul a korabban mar vizsgalt antitest mimetikus foldamer-

dendrimer konjugatum és a 3-amiloid ko6zotti kdlcsonhatas szolgalt.

1.1. 16 kiilonboz6 konjugatumot terveztiink és allitottunk el6 a foldamer ligandumok

szerkezetének ¢s amiloidhoz vald kotddési affinitdsuk kapcsolatdnak tanulmanyozésara.

C2-H1 C3-H1 C4-H1 C8-H1
C4-H1-B
b) c)
F4-H1 H1: H-ACHC-B°R-ACHC-ACHC-B°D-ACHC-GGC-NH,

B-F4-H1 H1-B: Biotinyl-ACHC-B’R-ACHC-ACHC-B°D-ACHC-GGC-NH,
B-F4-H1-Ac H1-Ac: Ac-ACHC-B’R-ACHC-ACHC-B°D-ACHC-GGC-NH,

B-F4-H2 H2: H-ACHC-B’K-ACHC-ACHC-B’D-ACHC-GGC-NH,
B-F4-H3 H3: H-ACHC-B°R-ACHC-ACHC-B’E-ACHC-GGC-NH,
B-F4-H4 H4: H-ACHC-R-ACHC-ACHC-D-ACHC-GGC-NH,

B-F4-H5 H5: H-ACHC-ACHC-B’R-ACHC-B°D-ACHC-GGC-NH,
B-F4-H6 H6: H-ABHC-B°’R-ACHC-ACHC-B°D-ACHC-GGC-NH,
B-F4-H7 H7: H-ACHC-B°R-ABHC-ACHC-B°D-ACHC-GGC-NH,
B-F4-H8 H8: H-ACHC-B°’R-ACHC-ABHC-B°D-ACHC-GGC-NH,
B-F4-H9 H9: H-ACHC-B’R-ACHC-ACHC-R’D-ABHC-GGC-NH,

1. abra. Tervezett foldamer konjugatumok. a) a centralis szimmetriaju di-, tri-, tetra- and oktavalens
konjugatumok sematikus reprezentacioja b) a fokalis szimmetriaju tetravalens Konjugatum sematikus
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reprezentacidja és az eléallitott kiilonbozo felismerd egységet tartalmazo ligandumok c) a kiilonb6z6
felismer6 egységek szekvencidgja. (ACHC: (1S,2S) -2-aminociklohexankarbonsav, ABHC:
(1S,25,3S,5R)-3-amino-6,6-dimetilbiciklo [3.1.1] heptan-2-karbonsav)

1.2. A multivalens ligandum karjai szamanak novelésével hatékonyan noveltiik a konjugatum
amiloidhoz valé kotddési affinitasat. A tetravalens ligandum alacsony nanomolos
disszociacié allanddja azonban nem volt tovabb fokozhaté a karok szdménak nyolcra
torténd emelésével.

1.3. A foldamer-dendrimerhez hasonldé elagazd konjugatumot hoztunk létre a 14-hélix
szegmensek (1c. abra) tetravalens oligo-L-lizin dendron alapvazra térténé kapcsolasaval.
Az 1j foldamer ligandum mindamellett, hogy képes hasonldéan nagy affinitassal kotddni a

B-amiloidhoz, az immobilizalas szempontjabol kedvezobb tulajdonsagokkal rendelkezik

(2b. abra).
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2. abra. Az elagazo alapvazak sematikus reprezentacidja: @) a centralis szimmetriaja C4-H1-B
konjugatum immobilizalva a felszinen, b) a hélixek elrendez6dése az immobilizalt fokalis szimmetriaj
dendron alapvazon (B-F4-H1).

1.4. A tetravalens dendron alapvazra kapcsolt H1 (H-ACHC-B®R-ACHC-ACHC-B°D-ACHC-
GGC-NH?) felismer6 szegmens bizonyult a leghatékonyabbnak az amiloid felismerésében,

amit sikeresen alkalmaztunk szendvics ELISA kisérletben az elfogo antitest funkcionalis

mimetikumaként.

1.5. Kihasznalva a foldamer konjugatum alacsony nanomolos kotédési affinitasat, érzékeny
tesztrendszer alkalmazasaval 5 pM-os kimutatasi hatart értiink el, ahol a mért jelintenzitas

linearis koncentraciofliggését tapasztaltuk a 10-500 pM tartomanyban (Figure 3.).
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3. abra. A szendvics ELISA teszt elrendezésének sematikus reprezentacidja €s a modszer

érzékenységének bemutatésa.

1.6. Az optimalizalt tesztrendszer képes volt kiilonbséget tenni a f-amiloid monomerek és az

asszocialt formak kozott, nagy érzékenységet mutatva a szolubilis B-amiloid oligomer

irant, ami potencialis biomarker az Alzheimer-kor korai diagnézisaban.
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4. abra. Az ELISA teszt oligomer szelektivitasanak reprezentacioja a [p-amiloid
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2. Nagy affinitasu foldamer ligandum de novo fejlesztése

Foldamer-alapti inhibitort hoztunk Iétre modularis bottom-up megkdzelitéssel, egymastol

tavoleso ,,forrd pontok™ felismerésére.

2.1. 256-tagu kombinatorikus foldamer konyvtarat terveztiink és allitottunk eld, melynek tagjai

proteinogén oldallanc pérokat tartalmaznak egy 14-hélix alapvéz azonos oldalan (5. ébra).

hoztunk létre: aromas (L1), toltott (L2), alifas (L3), polaris (L4).
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5.abra. A rendezett foldamer fragmensek altalanos szerkezeti képlete és sematikus reprezentacioja,
valamint a kdnyvtartagok elrendezése az egyes alkonyvtarakban.

2.2. A konyvtartagok kolcsonhatasat a modell fehérjéhez, CaM-al kikotéses-leszoritasos

kisérletben vizsgaltuk és meghataroztuk a fehérjével komplexet képezd fragmenseket.

6. abra. A fehérje felszinének feltérképezése foldamer fragmensekkel, melyek proteinogén oldallancot
mutatnak a fehérjefelszin fel, a hidrofob molekularész pedig az oldoszer arnyékolasaért felelds.

2.3. Vizsgaltuk a foldamer fragmensek rendezett masodlagos szerkezetének szerepét a
kolcsonhatasban, ehhez meghataroztuk négy kivalasztott fragmens (WF, RW, LW, TW;
elnevezésiik a 14-hélixen prezentalt proteinogén oldallanc parok standard egybetis
kodjanak megfelelden) kotddési affinitasat. Az egyes fragmensek CaM-hoz valo kotédését
alacsony micromolos- szubmikromolos disszocidcios allandoval jellemeztiik (7a. abra). A

WF nem helikalis szarmazékat (rrWF) vizsgalva nem tapasztaltunk kolcsonhatast a



fehérjével, ami megerdsitette a rendezett madasodlagos szerkezet fontossagat a

felismerésben.
a) b)
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7. abra. Reprezentativ ITC gorbe és a szamolt disszociacios allando értékek (Kp) a rendezett
masodlagos szerkezettel rendelkezé fragmensek CaM-al valo kolcsonhatasara (@), a nem helikalis
szarmazékkal végzett ITC titralas eredménye (b).

2.4. A kikotéses-leszoritasos kisérlet alapjan legjobbnak vélt 12 fragmensbdl dinamikus
kombinatorikus konyvtarat hoztunk létre glutation redox-pufferben. A reakcid
korilményei kozott a célfehérje jelenlétében a termodinamikailag legkedvezdbb

elegyosszetétel alakult ki, az egyensuly eltolodott a fehérjéhez legjobban kotédd

ligandumok képz6désének iranyaba.

templat

8. abra. Célfehérje altal vezérelt nagy affinitdsu ligandum szintézise és szelekcioja diszulfid cserén
alapul6 dinamikus kombinatorikus konyvtarban.

2.5. A 102 taga dinamikus kombinatorikus Kkonyvtar analizisével minden konyvtartagra
amplifikécids faktort hatdroztunk meg, mely jellemzi az adott ligandum dusulasat a CaM
jelenlétében (9. abra). A kisérletben legnagyobb dusulast mutaté hélix dimert (LW-SS-

RW) valasztottuk tovabbi karakterizalasra.

2.6. Az LW-SS-RW dimert egyedileg is eldallitottuk a diszulfid kotést kémiailag stabil tioéter
kotésre cserélve (LW-S-RW, 9b abra). ITC-vel igazoltuk, hogy a fragmensek ligacidjabol
nyert foldamer ligandum disszociacios allanddja két nagysagrendet javult az azt alkoto

monomerekhez képest.
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9. abra. A dinamikus kombinatorikus kdnyvtar tagjainak dusulasi tényezoje (a). A diszulfidokat alkoto
monomerek a fliggdleges és a vizszintes tengelyen, elnevezésiik a proteinogén oldallancok egybetiis
kédjanak megfelelden tortént. A szinskala kektdl piros szinig jeloli a dusulési tényezoket a legkisebbtol
a legnagyobb értékig, b) a tioéter kotéssel 6sszekapcsolt dimer szerkezete, mely legnagyobb dasulast
mutatta a CaM jelenlétében.

2.7. Kompetitiv kisérletekben igazoltuk tovabba, hogy az eldallitott foldamer-alapt ligandum
a fehérje nativ ligandum (vanilloid receptor C-terminalis peptid, TRPV17s4.7e8) ktOhelyét

ismeri fel és képes a fehérje-fehérje kdlcsonhatas gatlasara.

inhibitor

K,=30.9+2.1nM nativ ligandum Ky=1.54 £ 0.16 nM

10. abra. Az LW-S-RW fehérje-fehérje kolcsonhatast gatld hatasanak sematikus reprezentacioja és az
ITC titralassal kapott Kp értékek a foldamer ligandumra és a nativ kolcsonhatd partnerre (vanilloid
receptor C-terminalis fragmense; TRPV 17g4.7gg).
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