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A. Bevezetés és célkituzések

A fehérjék az élet nélkiilozhetetlen biomolekuldi. A fehérjék a sejtek funkcidinak szabalyzasa és
biokémiai reakcioik katalizise mellett sok egyéb valtozatos feladatot latnak el. Az €16 szervezetek
alapvetd folyamatainak szabalyozdsdban a fehérje-fehérje interakciok kulcsfontossdgu szerepet
toltenek be. A fehérjék komplex kolesonhatési felszinei valtozatosak a kiterjedésiik, geometridjuk és
kémiai jellemzdiknek koszonhetden. A fehérje-fehérje interakcios felszinek kiilonbdznek a klasszikus
kis molekulds kotozsebektdl, igy klasszikus gyodgyszerkémiai megkozelitésekkel nehezen
tamadhatok. A felszinen talalhatd specialis aminosavak, ugynevezett forrépontok befolyasoldsa
nyUjthat megoldast. Olyan hatéanyagok, amelyek képesek megfeleld kontaktfeliiletet biztositani
(peptidek, peptidomimetikumok és fehérjék) szerkezetileg jobban megfelelnek a fehérje-fehérje
interakcios feliiletek gatlasara. Skolnick és munkatarsai egy tanulmanyukban megéallapitottak, hogy
egy fehérje interakcids felszine fiiggetlen a fehérje magasabb rendii szerkezetétdl. Ez a felfedezés
felveti a kovetkezd kérdést: 1étrehozhatd-e egy olyan molekula, amely rovid, szerkezettel rendelkezik
¢s aminosav oldallancait biomimetikus modon prezentélja, igy felszin mimetikumként funkcionalhat?
Egy olyan felszin fragmens konyvtar, amely a fehérjealkotd oldallanctér megfelelden nagy
szegmensét lefedi alkalmas lehet erre a célra. A fehérje felszinének feltérképezését kdvetden a
fragmens alapi hatéanyagtervezés elveit kdvetve fragmensnovesztési, illetve Osszekapcsolasi

kisérleteket végezhetiink a felszin-fragmensek affinitasanak novelése érdekében.

A strukturalis bioldgia masik nagy kihivasa a rendezetlen fehérjék behatobb megismerése. Kiilondsen
érdekes az olyan fehérjék tanulményozédsa, amelyek még a kotdpartneriik jelenlétében is
rendezetlenek, ¢és csak egy konformdacios sokasaggal kozelithetd a ,bolyhos” szerkezetiik.
Gyogyszerfejlesztési szempontbdl ez kiilondsen nagy kihivast jelent: a rendezetlen partner erdsen
hidrofil és a fehérje-fehérje interakciokra jellemzé forropontok is kisebb szdmban taldlhatok meg
rajtuk. Az ilyen interakcids feliiletek befolydsolasara megoldast nytjthat nem természetes

aminosavak alkalmazasa.

Célunk volt bebizonyitani, hogy felszin fragmensek alkalmazasaval a fehérje-fehérje interakcios
forropontok felismerhetdk, utat nyitva az eddig nehezen tdmadhato fehérje felszin befolyasolasara.

Rovid, B-peptid foldamer hexamerek alkalmasak lehetnek erre a célra, mivel vizben stabil
masodlagos szerkezettel rendelkeznek és feliiletiik elegendden nagy ahhoz, hogy fehérjék
forropontjaival kolcsonhatasba 1épjenek. Ezek a molekuldk képesek lehetnek a fehérjék lokalis

felsziné¢hez adaptalodni, felszin fragmensként viselkedni.



Végiil egy rendezetlen fehérjének, a E. coli egyszala DNS-koté fehérjének (SSB) interakcidit
tanulmanyoztuk behatobban. Az fehérje C-terminalisan 1év6 nyolc aminsovbol all6 erésen konzervalt
¢s flexibilis peptidszakasz mimetikumait kivantuk elkésziteni nem természetes aminosavak
alkalmazésaval. A vizsgélataink sordn arra kerestliink valaszt, hogy lehetséges-e a konzervalt
szekvencia modositasa mellett a peptidszakasz affinitdsdnak entalpia vezérelt novelése és egy adott

kotokonformacio fixalasa.

B. Modszerek

Kotodéses-leszoritasos kisérlet

Az 512 (H14 ¢és H12) tagh fragmenskonyvtar szlirését az ot célfehérjén kotddéses-leszoritasos
késérlettel végeztiik. A fehérjéket immobilizaltuk és ekvimoldris (nfoldamer:Nprotein = 1:1) foldamer
konyvtarral egylitt inkubaltuk. A nem kotddd foldamereket lemostuk és HPLC-MS segitségével
kvantifikaltuk.

Fluoreszcencia anizotropia kisérletek

A modositott SSB-Ct peptidek kotddési tulajdonsagait fluoreszcens anizotropia kisérletekben
cégeztik CLARIOstar® Plus Multi-Mode Microplate Reader spektrofotométerrel. Kozvetlen és
kompeticios titralasokat is végeztiink, az elobbit karboxifluoreszceinnel jeldlt peptidek hasznalataval.
Harom parhuzamos mérést hajtottuk végre, az atlagos fluoreszcencia polarizacios értékeket az Origin
Pro 9.5-ben elemeztiik. Az ICso/ECso illesztéseket a Logistics Nonlinear fit function segitségével

hataroztuk meg.
Izotermalis titracios kalorimetria

Az izotermalis titracios kalorimetrias (ITC) kisérleteket MicroCal VP-ITC mikrokaloriméterrel
végeztiik 30 °C-on. 300 ford./perc keverést alkalmaztunk. A ligandumoldatot 20 pL-enként titraltuk
a fehérjét tartalmazo cellaba, 300 masodperces injektalasi id6 alatt. A nyers adatokat NITPIC
segitségével integraltuk. A kotési paramétereket, az asszociacids egyensulyi allandot (Ka), a kotési
entalpiat (AH) és a kotési entropiat (AS) a SEDPHAT program segitségével, A + B = C modell

illesztésével kaptuk meg. A sztdchiometriat 1:1 ardnyban rogzitettiik.

C.Eredmények és diszkusszio



1. Lokalis felszin mimetikumok

Bebizonyitottuk, hogy a foldamerek lokalis felszin mimetikumként viselkednek (LFM), elég nagy
feliilettel rendelkeznek ahhoz, hogy 1-500 uM affinitdssal kotddjenek, képesek felismerni az
ortosztérikus €s nem ortosztérikus forrd pontokat és nagyfoku szekvencidlis homologia ellenére is
képesek kiilonbséget tenni a fehérjék nativ kotdhelyei kozott.. A fehérjékhez kotédd foldamerek
kotott frakcidja korreldl a fehérjék fehérje-fehérje kolcsonhatdsi partnereinek szdmaval. Az
kivalasztott foldamer oldallancok hasonloak a fehérjékkel természetesen kdlcsonhatd partnerek
oldallancaihoz. A foldamer-fehérje hatéarfeliiletek oldallanc-dusuldsa hasonlé az irodalomban
talalhato fehérje-fehérje hatarfeliiletek oldallanc diisuldsédhoz.
1.1. LFM-ek segitségével feltérképezett fehérjék
Ot fehérjét valasztottunk ki szerkezeti homolégidjuk, a kolcsonhatdsaik tipusai és a veliik
kolcsonhatasba 1épd fehérjepartnerek szama alapjan. A referenciafehérje a calmodulin volt, amely
1étfontossagu szerepet jatszik az eukariota sejtekben. Két masik EF-hand fehérjét, az S100A4-et és
az S100B-t is fel kivantuk térképezni, mivel nagyfokil szekvencidlis homologidk mutatnak a
calmodulinnal. A galektin-1-et (Gal-1) és a RecQ helikdz szarnyas hélix doménjét (RecQ-WH) az
alacsony kolcsonhatasi hajlandosaga miatt valasztottuk.
1.2. Lokalis felszin mimetikus konyvtar tervezése

A B-aminosavakbol al6 peptidszekvenciak kontrollalhatod sztereokémidjanak kdszonhetden vizben
stabil hélixekké tekerednek fel. Kisérleteinkben H14 és H12 hélixeket hasznaltunk, amelyek
proteogén oldallancaikat a hélix ugyanazon oldaldra projektaljak, oldallanctavolsdgaik a nativ
interakcios feliiletekhez hasonloak. A konyvtarak megalkotasahoz tizenhat kiilonboz6 B*-aminosavat
hasznaltunk két pozicidban (1. dbra, R1 és R2 oldallancok), igy 0sszesen 512 felszin mimetikumot
hoztunk Ilétre, amelyeket alkOnyvtaranként szintetizaltunk és szlrtiink (L1-L4). Az LFM-ek

elnevezése az R1 és R2 poziciokban 1évo betiikddok hasznalataval torténik.
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1. abra. Lokalis felszin mimetikus fragmens konyvtarak designja. A H14 (A) és H12 hélixek (B) szerkezete, valamint a
felszin mimetikus konyvtari dsszetétele (C).

1.3. A foldamer LFM-ek kotddési mintazata szerkezeti kompatibilitasra utal



A lokalis felszin mimetikumokat (LFM-eket) kotddéses leszoritasos teszt segitségével sziirtiik.
Megallapithatd, hogy az LEM-probék célpontjaikhoz valo kotddését nem a hidrofob vaz hajtja, mivel
kiilonbozd kotddési mintdzatokat figyelhettiink meg. A kisérleteinkben kapott kotott frakciot Kp
értékkeé alakitottuk. A nagyszamu taldlat arra enged kovetkeztetni, hogy a felszin fragmensek képesek
adaptalodni a kivalasztott fehérjék felszineihez. A Hl4es felszin probéak éltaldnosan jobban voltak

képesek a forropontok felismerésére, mint a H12es felszin probak.
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2. abra. A fehérjék felszinének feltérképezésének eredményei hétérképként (Kp értékekbdl) abrazolva.
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1.4. A foldamer LFM-ek megkiilonbdztetnek ortoszterikus és nem ortoszterikus forropontokat
A célfehérjék nativ ligandjainak jelenlétében a H14 LFM-ekkel Ujabb kotddéses-leszoritasos
vizsgalatokat végeztlink. A nativ ligandumok hatdsara megvaltozott az LFM affinit4si mintdzatokat
azon fehérjék esetében, amelyeknek sok kotdpartnere van. Az ortosztérikusan kotott foldamereket
kiszoritotta a nativ ligandum a kotéhelyiikrdl. A kiszoritasos jelenség komplexitasanak egyszeriitése

érdekében kiszoritasi szazalékokat szamoltunk, amelyeket a 3. dbran fekete szinnel jeleztiink.
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3. abra. Kompetitiv kotodéses-leszoritasos kisérletek eredménye a H14 LFM konyvtarral. A Kp hotérképek a H14 hélixek
oldallanc dusulésait mutatjak a nativ ligand jelenlétében (B) és anélkiil (A).

1.5. A foldamer LFM-ek affinitasi mintdzata célfehérje-fiiggd
Az atlagos H14 kotott frakciok korreldlnak az adott fehérje interaktoméjanak méretével (4. dbra, A
panel). Fehérjénkénti Osszefliggés van az atlagos kotott frakcido és a PPI adatbazisokbol kinyert
interakciok szama kozott. A kotott frakciok és a kiszoritdsi szdzalékok segitségével minden

fehérjeparra skalazott paronkénti kovariancidt szamoltunk. Megéllapithatd, hogy nagy szerkezeti



homologiat mutatd fehérjék esetén is alacsony kovariancia értékeket kaptunk, amely alacsony
kotdfelszin-hasonlosagra utal. Tehat kimondhato, hogy a foldamer LFM-ek képesek a fehérje

kolcsonhatasi felszinek funkcionalis megkiilonboztetésére.
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4. abra. A H14 LFM konyvtar atlagos kotott frakcio értékei a PPI adatbazisokban talalhato atlagos interktom szamhoz
viszonyitva (A). A teljes (B) és az ortosztérikus (C) kotott frakcio értékekre szamolt paronkénti skalazott kovariancia
értékek (%, maximalis hasonlosag: 100%, nulla kovariancia: 0%). %. A fehérjék szekvencia-hasonlosagat a (D) panel
tartalmazza.

1.6. A foldamer-fehérje oldallanc dusulas értékek a természetes oldallancdiisulashoz hasonloak
Ahhoz, hogy 0sszehasonlitsuk a foldamer-fehérje €és természetes fehérje-fehérje feliileteken 1évo
oldalldnc-dusulasokat, oldallanconkénti normalt dusulasi frekvenciat szamoltunk. Megallapithat6,
hogy nagyfoku hasonlosag talalhato a foldamer-fehérje oldallanc dusuldsok és a szakirodalomban
talalhato természetes fehérje-fehérje interakcios felszinek oldallanc dusulasai kozott.

Mindezen feliil, a kapott affinitdsi mintdzatok szorosan illeszkednek az egyes vizsgalt fehérjék
természetes oldallanc preferenciaihoz. Igy azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy a foldamer felszin

probak biomimetikusak, és felszin mimetikus fragmensként gyogyszertervezési eszkdzként

hasznalhatoak.
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5. abra. A normalt dusulasi frekvencidk a H14 LSM konyvtar esetében, illetve a Watkins és munkatarsai, valamint a Yan
és mtsai altal lek6zolt alanin-szken szamitasok esetében.



2. Bakterialis egyszalu DNS-koto fehérje (SSB) mimetikus peptidek tervezése DNS-t

metabolizalé enzimekkel valo kolcsonhatasanak gatlasara

A SSB-Ct, egy er6sen konzervalt ¢s flexibilis szekvencia, melynek méddositasdval ndvelni tudtuk a
peptid affinitasat egyes kotdpartnerekhez. A modositasok kombinalasaval nagy affinitast peptideket
hoztunk 1étre, amelyek az Exol-hez és a RecO-hoz kotédnek. Molekula dinamikai szimuldcidkban
kimutathat6é a modositot peptidek csokkent konformacids flexibilitasa. A két fehérje partner peptid-
kotémodja alapjan a két hot spot kotddési modell jol magyarazza a peptid kotémod;jat, amely tovabbi

SSB mimetikus antibiotikumok tervezését konnyitheti meg.

2.1. Az SSB proximalis szegmensének szerepe
Az SSB-Ct oktapeptid (DFDDDIPF) kdlcsonhato fehérjékkel alkotott kristalyszerkezeteiben csak a
3-4 C-termindlis aminosavat (proximalis szegmenst) tartalmazzdk. Az irodalmi adatok azonban azt
tamasztjak ald, hogy a peptid tobbi részének, a proximalis szegmensnek is fontos szerepe van a
kotddésben. Osszhangban az irodalommal, molekularis dinamikai szimuldcioink az SSB-Ct
proximalis részének megnovekedett flexibilitdsat mutattak, mivel a peptid C-termindlis erésebben
kotddik, illetve jobban rogzitett, mint a proximalis vége. Kompetitiv fluoreszcens anizotrdpia
vizsgalatokat végeztiink szintetikus féloktapeptidekkel, hogy meghatarozzuk az SSB-Ct kiilonb6z6
szegmenseinek fontossagat a kotddésben. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az SSB-Ct
proximalis szegmense atmeneti stabilizdlodhat az Exol és RecO masodlagos hot spotjain keresztiil,

¢s mindkét szegmens fontos az SSB-Ct kdtddésében.
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6. abra. SSB-Ct szekvencidja és konzervaltsagi foka.

2.2. A mutans SSB-Ct (mSSB-Ct) konyvtar szintézise és szlirése
Létrehoztunk egy 68 tagu konyvtarat modositott SSB-Ct peptidekbdl, hogy megvizsgaljuk a kémiai
modositdsok hatisat az affinitdsra. A nem természetes aminosavak hasznalata lehetévé tette az
oldallanc-kémia jelentéségének tanulmanyozasat. A konyvtar tagjait fluoreszcens anizotropian
alapuld kompeticiés vizsgalattal sziirtik. Kedvezd, toleralt ¢és kdaros nem-természetes

aminosavhelyettesitéseket tudtunk azonositani.
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7. abra. Az mSSB-Ct konyvtar szlirése és tervezése. A radialis hétérképek, amely az mSSB-k kompetitiv fluoreszcens
anizotropia szlrési adatait mutatja az A) Exol-n és a B) RecO-n. Az 1 pM-nal kisebb ICso értékek piros szinnel vannak
kiemelve. Az ICso mérsékelt csokkenése (1.0 — 2.5 uM) narancssarga szinnel lathat6. Kék szinnel a vad tipusa SSBnél
(2.5-6.0 pM) gyengébben kotddd, magasabb 1Cso értékkel rendelkez6 peptidek talalhatok.

2.3. Mind a proximalis DFDD, mind a disztalis DIPF szegmensen alkalmazott modositasok
novelik az affinitast
szignifikdnsan novelték az Exol és RecO iranti affinitast. Azt is megfigyeltiik, hogy a két vizsgalt
fehérje Phe2-vel vald kolcsonhatdsa kiilonb6zé. Az eredmények arra utalnak, hogy a Phe2
oldallancanak megfeleld kémiai modositasai novelhetik az affinitdst a célpontokhoz még akkor is, ha
az SSB-Ct nativ kotédési modja nem fligg kdzvetleniil a Phe2 jelenlététol.

2.4. A kombinalt médositasok nagy affinitast ligandumokat eredményeznek

Kovetkezd 1épésként teszteltiik a kedvezd, célspecifikus egyedi mutaciok kombinacidjat az affinitds
novelése ¢érdekében. A modositott E1-sSSB-Ct ¢és E2-sSSB-Ct peptidek tovabbi javulast
eredményeztek az Exol-hez vald kotddésben. Az izotermikus titralasi kalorimetrids mérések azt
mutattak, hogy a f6 entalpia-ndvekedés a 2. és 8. pozicidban alkalmazott 4-CF3-PhePhe cseréknek
koszonhetd, ami 6sszhangban van a feltételezett két forropont hipotézissel. Az E1-sSSB-Ct tovabbi
modositasai azonban csak kis mértékben tudtak javitani a kotési affinitast. A RecO esetében csak az
R2-sSSB-Ct-nél tapasztaltunk affinitds novekedést. Az dsszes, tobb kedvezd moddositast tartalmazé
peptid esetében az affinitdsndvekedés entalpiavezérelt jelenség, jelentds entalpia-entrdpia

kompenzacios hatassal.
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8. abra. Az SSB-Ct kombinalt modositasai. Az E1-sSSB-Ct ¢és az E2-sSSB-Ct Exol-en teszteltiik. Az R1-sSSB-Ct és az
R2-sSSB-Ct RecO-n teszteltiik. Az ICso értékeket kompetitiv fluoreszcens anizotropia vizsgalatban mértiik.

2.5. A molekularis dinamikai szimuldcidk betekintést nytjtanak az E-sSSB-Cts és R-sSSB-Ct
kotési modjaiba

Az E-sSSB-Ct és R-sSSB-Ct flexibilitadsaban bekovetkezett valtozasok tesztelésére Replica Exchange
Solute Tempering (REST) szimuldciokat alkalmaztunk. Mindkét fehérje esetében csokkent
flexibilitds mutathat6 ki kotott allapotban. Az E-sSSB-Ct-k esetében mért alacsonyabb RMSF (root
mean square fluctuation) értéket 4CF3-Phe2-kon keresztiil, az Exol-en taldlhato A és B kotdhelyekhez
val6 horgonyzas eredeményeképp johetett 1étre. Az R-sSSB-Ct-k esetén is tapasztalunk RMSF érték
csokkenést, a peptid a 4CI-Phe2-n, illetve 3Cl-Phe8-on keresztiil horgonyozhat6 a RecO A és B
kotéhelyeihez. Az R-sSSB-Cts kozponti szegmense kevésbé rugalmas a termindlokhoz képest, az

RMSF értékek Osszességében lefelé mozdultak el.

A —=—WwiSSB-Ct B —=— wt-SSB-Ct
10 —a—E1-sSSB-Ct 10 4 —— R1-sSSB-Ct
. —o— E2-sSSB-Ct —e— R2-sSSB-Ct
— ~— —
< g " < g/
[’ [T
7} »
= =
o 64 (4 6
[} @
c <
o o
> <
%) 4 3] 4
© ©
1] [11]
21 \/*—‘\‘>:>,<' 2
L}
0-+— T T T T T T T 01— T T T T T T T
Asp1 Phe2 Asp3 Asp4 Asp5 lle6 Pro7 Phe8 Asp1 Phe2 Asp3 Asp4 Asp5 lle6 Pro7 Phe8
Glu1 4CF3-Phe2 Asp3 B3-Asp4 Glu5 Leu6 Pip7 4CF3-Phe8 Asp1 4CI-Phe2 Asp3 Aspd Glus Leué Pro7 3CI-Phe8
Asp1 4CF3-Phe2 Asp3 Asp4 Asp5 lle6 Pro7 4CF3-Phe8 Asp1 4Cl-Phe2 Asp3 Asp4 Asp5 lle6 Pro7 3CI-Phe8
Residues Residues

9. abra. A wtSSB-Ct (vad tipusu peptid, fekete négyzetek), E1-sSSB-Ct (piros haromszodgek) és E2-sSSB-Ct (zo61d korok)
gerinc atomkoordinatdinak RMSF értékei az Exol-vel kolcsonhatasban (A). A gerinc atom koordinatdinak RMSF-értékei
a wtSSB-Ct (fekete négyzetek), az R1-sSSB-Ct (piros haromszogek) és az R2-sSSB-Ct (z61ld kordk) kolesonhatasban a
RecO-val (B).
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