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A. Bevezetés és célkitiizések

A gybgyszerkutatas célja, hogy a betegségekben szerepet jatszé nagymolekulas
célpontokat specifikusan ¢és hatékonyan befolyasolja. Ez altalaban megvalosithato
olyan  kismolekulakkal, —amelyek nagy affinitassal képesek koétédni a
makromolekulakhoz.  Tovabbra is  kihivast jelent azonban azoknak a
kolesonhatasoknak a gatlasa, ahol nagy feliiletek vagy olddszernek kitett felszinek
jatszanak szerepet a folyamatokban. Azokat a makromolekulakat, amelyeket
gyogyszerszerli kismolekuldkkal nem lehet befolydsolni, “nem gydgyszerelhetd”
fehérjéknek nevezziik. Ezeknek a célpontoknak a gatlasara adhat lehetéséget a
mesterséges onrendezé polimerek, azaz foldamerck alkalmazasa, melyek igéretes
vegytiletcsoportnak bizonyultak a biomolekulak felismerésére.

Két  gyogyszerészeti  szempontbdl  jelentés  fehérjét  vizsgaltunk:  az
immunoszuppresszans ¢s angiogenezist eldsegité tumordajka fehérjét, a Galektin-1
(Gal-1) homodimert, melynek blokkolasa angiogenezist és tumor metasztazist gatlo
gyogyszereket szolgaltathat; ¢és a szinaptotoxikus Amyloid p1-42 (AB1-42)
fibrillumokat és oligomereket, melyeket az Alzheimer-kor legfobb eléidézoi kozott
tartanak szamon. A Gal-1 és a kiilonb6z6 AP1-42 aggregatumok gatlasa nem egyszerii
feladat, mivel kotéhelyiik csupan egy oldészernek kitett felszin, és nem rendelkeznek
kiilon kétézsebbel.

A fehérje-ligandum  rendszerek  vizsgdlatahoz  elsGsorban  magneses
magrezonancia spektroszkopiat (NMR) alkalmaztunk, amely igen hatékony és
sokoldalt technika a biomolekuldk jellemzésére és a molekularis kolesonhatasok
felderitésére. Az NMR alkalmazhato a preklinikai gyogyszerkutatas folyamatdban:
screenelésre ad Iehetéséget, segitheti a vezérmolekuldk optimalizalasat, a fragmens-
alapu hatoéanyag tervezést és a hatas-szerkezet Osszefliggések kialakitasat. A
rontgenkrisztallografiaval ellentétben az NMR spektroszkopia biologiai szempontbdl
fontos kozegben, oldatban vizsgélja a fehérje-ligandum rendszereket és ily modon a
molekularis mozgasok is feltérképezheték. A biomolekulakrol és komplexeikrél nyert
atomi szintil szerkezeti és dinamikai informaciok segitenek abban, hogy megértsiik a
funkcidjukat ¢s hatismechanizmusukat, és a szerkezet alapu gyogyszerkutatisban a
ligandumok tovabbfejlesztését is szolgalhatjak.

Elsédleges célunk az volt, hogy NMR spektroszkopiai modszerekkel olyan
informaciokat nyerjiink a célmolekulainkrol, melyek elésegithetik 0j Gal-1 és AB1-42
gatld molekulak szerkezet alapu tervezését. Ehhez kotddési teszteket kivantunk

optimalni, validalni ¢s tovabbfejleszteni, melyeket alkalmazhatunk az 0j ligandumok



screenelésében. A Gal-1 esetében célul tiiztiik ki a "N és "*C izotoppal jelzett fehérje
gerincének jelhozzéarendelését, amely a tovabbi kisérletek eléfeltétele volt. A
fehérjéket elsé 1épésként természetes és/vagy irodalmi, peptid tipusi ligandumuk
jelenlétében kivantuk megvizsgalni, hogy jellemezziik a kolcsonhatisukat, ¢&s
megismerjiik a ligandumok hatasanak molekularis mechanizmusat. A technikékat és a
nyert szerkezeti-dinamikai ismereteket a hatéanyagtervezésben, elsédlegesen
fehérjéink foldamer tipusu gatloszereinek létrehozasaban kivantuk hasznositani. Az
NMR eredményeket egyéb biofizikai modszerekkel és biologiai kisérletekkel is
kiegészitettiik, mint példaul titracios kalorimetria, részecskeméret meghatirozas ¢és
ELISA tesztek.

B. Modszerek

Ligandum-detektalt NMR kisérletek

A Gal-1, az asialofetuin (ASF) és az AB1-42 fehérjék és ligandumaik
kolesonhatasat a kovetkezd ligandum-detektalt NMR  technikékkal jellemeztiik:
szaturacio transzfer differencia (STD), transzfer nuklearis Overhauser effektus
(trNOE) és a jelintenzitas-csokkenés kvantitativ vizsgédlata. A hagyomanyos 'H STD
esetében a fehérje szelektiv gerjesztését Gauss-pulzusokkal végeztik. A trNOE
kisérleteknél, 2D NOESY spektrumokat vettiink fel a fehérje nélkiil és a fehérje
jelenlétében. A kovetkezo mintakat vizsgaltuk:

(i) Gal-1 vagy ASF irodalmi Tyr-Xxx-Tyr tipust peptid ligandumokkal (TYDYF-NH,,
WYKYW-NH,, TYDYFR-NH; és TYPYFR-NH,) vagy lakt6zzal,

(ii) fibrillaris AB1-42 neuroprotektiv pentapeptidek (LPFFD, LPYFD-NH,,
FRHDS-NH, és RIIGL-NH,) és/vagy Thioflavin T (ThT) jelenlétében,

(iii) AB1-42 oligomerek foldamer peptidekkel.

A csoportszelektiv STD-t (group-selective, azaz GS-STD) modszerfejlesztés
céljabél kiilonbozd gerjesztésekkel teszteltink. A mintik laktozzal telitett, "N/"C-
jelzett Gal-1-et tartalmaztak. A fehérje szelektiv gerjesztéséhez BIRD! pulzusok
sorozatat alkalmaztuk. A "C alifas, illetve aromas GS-STD spektrumoknal a szén
inverzidjat 256 ms hosszisagh Q3 Gauss kaszkad pulzussal oldottuk meg a BIRD*

cikluson beliil.

Fehérje-detektalt NMR Kkisérletek

A fehérje-detektalt technikikat a ""N/"C-jelzett Gal-1 vizsgalatara alkalmaztuk.
A fehérje jelhozzarendeléséhez haromdimenzios HNCO, HNCA, HN(CO)CA,
HN(CA)CO, CBCA(CO)NH, HBHA(CO)NH és '"N-NOESY-HSQC spektrumokat



vettiink fel ¢és értékeltink. A "N heteronukledris egyszeres-kvantum koherencia
(HSQC) titralasok soran a "“N-jelzett Gal-1 "N HSQC spektrumait vettiik fel
onmagaban, illetve novekvé ligandum (laktoz vagy Tyr-Xxx-Tyr peptidek)
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koncentraciokkal. A szabad és a laktoz-kotott Gal-1 dinamikus viselkedésének
feltérképezéséhez 7, T, relaxacios és heteronuklearis NOE méréseket és “Model-free”

analizist végeztiink.

AP1-42 oligomerek és foldamerek vizsgalata izotermal titraciés kalorimetriaval
Titracios kalorimetria méréseket végeztink az AP1-42 oligomerek ¢és a
foldamerek kdlcsonhatasanak jellemzésére Microcal VP-ITC késziilékkel. A kisérleti

adatokat két fiiggetlen kotohelyet feltételezve illesztettiik.

Egyéb modszerek

A Tyr-Xxx-Tyr peptidek Gal-1-hez vald kotoédését vizsgaltuk kompetitiv ELISA
teszttel, amelyben a Gal-1 ASF-hez valo kotodését mértiik a peptidek jelenlétében; és
aramlasi citometriaval, amely a Gal-1 sejtekhez valo kotodését mutatta. Az Ap1-42
fibrillumok  id6fiiggé  jelintenzitas-csokkenését  fényszoras,  transzmisszios
elektronmikroszkopia (TEM) ¢s C-potencial mérések egészitették ki. A foldamerek és
AP1-42 oligomerek kolcsonhatasat egyéb biofizikai és biologiai mddszerekkel is

jellemeztiik.

C. Eredmények

I. A Gal-1 oldatfazist viselkedését NMR spektroszkdopiai modszerekkel jellemeztiik
onmagaban, illetve természetes ligandumaval, a laktozzal.
1.1. A N/PC-jelzett Gal-1 gerincének jeleit és a CB és HB jelek nagy részét is
hozzarendeltiik fiziologias pH-n (pH 7.4).
1.2. "N HSQC titralasok azt tamasztottik ala, hogy a laktoz kotddése a Gal-1

szerkezetét a kotohelytol tavol, a szénhidratkoté régioval ellentétes oldalon is

befolyésolja.

1. dbra. A Gal-1 "N HSQC titralasa latozzal. A 15 legnagyobb mértékben tolodott
aminosav a Gal-1 homodimer felszinén jelolve (piros).
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1.4.

A relaxaciéos mérések és ,Model-free analizis” ramutatott, hogy a laktoz
kotédése nemcsak a szénhidratkotd régio dinamikdjat befolyasolja, hanem
onnan tovaterjedve az egész fehérjét érintik a valtozasok. KiemelkedGen
flexibilisnek talaltuk a laktoz kdtésében is szerepet jatszo hurkot.

A GS-STD N/"C variénsai hatékonynak bizonyultak a laktéz kotodési
epitopjanak felderitésében. A négy kiilonbozo kisérleti beallitassal felvett STD
spektrum (szelektiv 'H STD, "N GS-STD, "Cy, ¢és "Cuis GS-STD) azt
mutatta, hogy a kiilonbségi spektrumok jelintenzitisanak mintdzata a
gerjesztett | kozvetitd” atomok tipusatol és térbeli elrendez6désétél is flgg,
valamint a spin-diffizio Aaltal kozvetitett —magnesezettség transzfer

hatékonységa is befolyasolja (2. bra).
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2. abra. A PN és C GS-STD kisérleteck mddozatai (kiilonbézo szinekkel jelolve)
segitségével gyenge fehérje-ligandum kolesonhatasok is kimutathatok, akar flexibilis,
oldoszernek kitett kotdhely esetén is. A gerjesztési profilok kiilonbozo térbeli és
kémiai szelektivitisanak koszonhetéen a kothely egyes atomcsoportjaihoz kozeli
ligandum protonok feltérképezhetok.



. A korabbi irodalmakban a Tyr-Xxx-Tyr peptid motivumot glikomimetikus
szekvenciaként irtak le, mivel gatolja a Gal-1-ASF kolcsonhatast. NMR kisérleteink
azonban a kovetkezoket igazoltak:

2.1.Az STD, t'NOE mérések és a I5N-jelzetl Gal-1-gyel végzett "N HSQC
titralasok is kizartak a Gal-1-peptid kolcsonhatasokat, vagyis a vizsgalt Tyr-
Xxx-Tyr peptidek nem koétddnek a Gal-1-hez.

2.2. A Tyr-Xxx-Tyr peptidek kotddését ASF-hez egyértelmiien bizonyitottak STD
¢és trNOE kisérleteink.

2.3.A Tyr-Xxx-Tyr peptidek nem azért bizonyultak hatékonynak a kompetitiv
tesztekben, mert a Gal-1-hez kotédnek ¢és leszoritjak rola a Gal-1-et, hanem az
ASF-nal valo kolcsonhatasukbol kifolydlag (3. abra). Eredményeink arra
utaltak, hogy a vizsgalt Tyr-Xxx-Tyr peptidek nem glikomimetikusak, mivel
az ASF-nal hatnak kdlcson.
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3. abra. A Gal-1-ASF kolcsonhatas Tyr-Xxx-Tyr tipust peptidekkel torténé gatlasanak
feltételezett mechanizmusa.

. A neuroprotektiv pentapeptid LPFFD ¢és a fluoreszcens festek ThT Ap1-42
fibrillumokhoz valé kotddése az NMR jelintenzitisuk csokkenése alapjan a
kovetkezéket mutatta:

3.1.A ThT nem szoritotta le rogtén az LPFFD-t az AB-r6l, és nem tudta
megakadalyozni annak gyenge koétédését. LPFFD nem csokkentette, hanem
novelte az NMR-rel detektalhaté ThT kétés meérteket.

3.2. A spektrumokban a vizsgalt ligandumok cstcsai mellett nem jelentek meg
olyan, oldat fazisit NMR-rel mérhetd jelek, amelyek a monomer vagy oligomer
méretii AB1-42 jelenlétére utalnanak.

3.3. A neuroprotektiv peptidek dezaggregacios mechanizmusa kevésbé valoszint,
ligandum-indukalt flokkulacio és szedimentacio feltételezhetd (4. abra), amit
fényszoras és TEM mérések is megerdsitettek.



Ligandum

4. Abra. AB1-42 fibrillumok ligandum-indukalt flokkulalasa keresztkdtéseken keresztiil.

4. Foldamerck AB1-42 oligomerekhez valo kotodését screeneltiik STD ¢s trNOE

technikakkal.
4.1.Egy hexapeptid foldamer kotodést mutatott az AP-hoz. A multivalens
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ligandumok elvét kovetve, a peptidet egy tetravalens poliamidoamin
templathoz konjugaltuk, igy a gyenge kolcsénhatast megsokszorozva egy
erésen kotddod vegyiiletet kaptunk (5. abra). A négykaru ligandum kétlépesds
kotédést mutatott egy nanomolaris és egy szubmikromolaris latszolagos

disszociacios konstanssal.

.A hatas-szerkezet 0Osszefliggések felderitését szolgalo elsé kisérletek azt

mutattak, hogy a mas oldallancokat tartalmazé vagy csak kétkarl vegyiiletek
csupan gyenge kolcsonhatasra képesek, amely arra utal, hogy a farmakofor

specifikus.

AP1-42 oligomerekhez kotodo
foldamer
multivalens foldamer, amely
nanomolaris affinitassal kotodik
az Af1-42 oligomerekhez

5. abra. A multivalens ligangumok elvét foldamerekre alkalmazva olyan anyagot nyertiink,

amely az AB1-42 oligomerckhez nanomolaris affinitassal k6tédik.
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