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1. Bevezetés

A biomolekuléaris kémiai kutatdsok a human genortéfképezése utan a
proteomika iranyaba fordultak. A fehérjeallomanytdképezése nagy
erovel zajlik napjainkban is. A detektalt és biologiaatassal ellatott
fehérjék niikodésének megértését, szervezetben betoltott djokci
teljesebb megismerését segiti a fehérjék modekekisebb peptidekkel.

A szerkezet-hatas 0Osszefliggések feldolgozasavakékedsével
megismerhéivé valnak a fehérjék aktivitAsahoz sziikséges szetke
elemek. A modellpeptidek, fehérjeszakaszok, bialibag aktiv peptidek,
peptidomimetikumok kémiai kutatdsanak egyik &of preparativ
eszkdze a szilard fazisu peptidkémia. A szilardidzpeptidszintézis
bevezetése oOta jeldst fejlcdésen ment keresztil, ugyanakkor vannak
olyan szekvencidk, amelyek oédllitasa rutin mddszerekkel sok
nehézségbe Utkdzik, kilondsen a poszttranszlaochawositast tartalmazo

bioldgiailag aktiv peptidek esetén.

Doktori munkdm soran olyan — tobbnyire maddositottszintetikus
peptidek efallitasat tiztem ki célul, amelyekkel molekularis szinten
befolyasolhatok bizonyos biolégiai folyamatok, wailet a fehérjék

konformacios valtozasai tanulmanyozhatéva valnak.



2. Célkitiizések
Doktori munkam soran az alabbi célokattem ki:

* A stresszvalasz szabalyozasaban hatékonyan ré§ztxakortin 3 (Ucn

3) neuropeptid, valamint ezen peptid célzott rdesivel kapott
fragmenseinek  &8llitAsa a  molekula  antidepresszans  és
szorongascsokkeht hatasaért felés aktiv centrumanak lokalizalasa
céljabol és ezen fragmensek tesztelése hatasimgaratokban.

* Az Ucn 3 hatasaeért feked aktiv centrum alapjan olyan analégok
tervezése és szintézise, amelyek onEg, esetlegesen javitjak a
hosszabb szekvencia antidepresszans és szororasusohatasat,
valamint farmakokinetikai szempontbdl 6el/6sebb tulajdonsagokkal
rendelkeznek, vagyis potencidlis farmakonokként regmhetnek
depresszi6 és szorongas kezelésében.

« Az orexin A neuropeptid szintézisének optimalizalassalamint
vizsgalata a vizanyagcserére és a vazopresszilagntasra patkanyban

* A természetes és adaptiv immunrendszer jelatvilyamataiban
szelektiven hat6é szintetikus peptideloéddlitasa, amelyek kilénbéz
immunoldgiai betegségekre hatd gydgyszerkészitnkemggesztesének
alapjat képezhetik:

0 A Mexikbban honos Anuroctonus phaiodactylesol izolalt
anuroctoxin, illetve a Brazilidban hondstyus cambridgebdl izolalt
Tc32 skorpidtoxinok nativ szekvenciainak éd@litdsa, amelyek
potencialis Kv1.3 ioncsatorna gatld szerek.

0 A szintetizalt nativ szekvenciak alapjan pontmidtéal olyan Kv1.3
joncsatorna gatlé szerek szintézise és vizsgalaaelyek nagyobb
szelektivitasuak es hatékony immunszuppressziv  shata

gyogyszerkészitmények alapjaul szolgalhatnak.



0 A C3a eredéit C3a9 szimmetrikus dimer dllitasa annak a
feltételezésnek az igazolasara, hogy az allergiakciok kialakulasanak
gatlasaéert a C3a9 peptid intermolekularis diszuHidakkal stabilizalt
dimer formaja a felék.

0 Gabl eredét foszfopeptidek, illetve ezen peptidek maodositott
szekvenciainak ééllithsa, biotinilaldsa, valamint sejtpermedbilis
peptidhez valé kapcsolasa, majd a B-sejtek jeHtvitolyamataiban
betdlt6tt szerepének vizsgalata.

* B-modellpeptidek (SETE-peptidek) és minifehérjék teBeva, Tc5hb)

szintézise és konformacios egyensulyi vizsgalata.
3. Alkalmazott médszerek

A peptidek és szarmazékaik 6éllitasara altalanos szerves kémiai
szintetikus modszereket, manualis és mikrohullanailarsl fazisu
peptidszintézist alkalmaztam. A termékek szerkgaeblasat
tomegspektrometrias vizsgalatokkal végeztem, toibbnglektrospray
ionizaciot (ESI) hasznéalva. A tisztitAshoz és dikalhoz forditott fazisu
nagyhatékonysagu kromatografiat (RP-HPLC) haszmal& termékek
bioldégiai vizsgalatarain vivo és in vitro kisérleteket egyarant
alkalmaztunk. A konforméciés analizisek NMR- és §hgktrumok

felvételével torténtek.
4. Eredmények

4.1. A stressz mechanizmus aktivalasaban a kortikatrdeiszabadito

faktor (CRF) fontos szerepet jatszik. Korabbi kamatinkank soran azt
talaltuk, hogy a CRF csaladba tartoz6 urokortin 8gy 38 aminosavas
peptid — alkalmas lehet arra, hogy megkiséreljieliléd antidepresszans
és anxiolitikus hatasu anyagokat fejleszteni.

El6allitottam az urokortin 3 (Ucn 3) neuropeptidetavaint fragmenseit.

Ezen fragmenseket emelt keresztlabirintus (EPMpédositott efltetett



Uszas (FST) tesztekben vizsgaltuk. A molekula aptiesszans és
anxiolitikus hatasaeért felet aktiv centrumanak az UcnQGterminalisan
elhelyezked Ala-GlIn-lle-NH; tripeptidet talaltuk.

Az Ucn 3 (36-38) szekvencia alapjan annak t6bb na@t nagyobb
részben peptidomimetikum szarmazékat tervezteniitsttam eb. Ezen
analdgok bioldgiai vizsgalata soran megallapitqthdgy némelyik orélis

adagolasra is alkalmas.

Az Ucn 3 fragmenseinek és analdgjainakbadlitasa és terapias
felnasznalhatdsadga depresszid és szorongas kdmaléssrabadalmi

védelem alatt all.

4.2. Az orexin A szintéziséhez optimalizaltam az ,@tig folding”
kériilményeit és egy szilard hordozéhoz kotott obddzert — a Clear-ox
gyantat — hasznalva mintegy két ora alatt izoléhatlt a nativ izomer
mint a © reakcidtermek. Megéallapitottuk, hogy az orexin kékzvetlendl
agykamraba adva fokozodik a patkanyok taplaléksi&elvétele és éa
vizeleturitésiuk. Az eredmények alapjan feltétel&re a polidipszia ill.

a poliuria a vazopresszin rendsaeriiggetlentl jon Iétre. Azn vitro
vizsgalatok eredményei felvetik azt a léisgiget, hogy a vazopresszin
kivalasztast novél anyagok (allapotok) hatasanak orexin okozta

mérséekbdése szerepet jatszhat a polidipszia, poliuriglkidésében.

4.3. A természetes és adaptiv immunrendszer kozot@tvjedli
folyamatokban szelektiven hatd szintetikus pepgtie#llitottam &,
amelyek kulonbé& immunologiai betegségekre hatdé gyogyszer-

készitmények fejlesztésének alapjat képezhetik:

4.3.1. Ma mar szamos kisérlet bizonyitja, hogy a T-sejtvakiohoz
szilkséges Ch jel létrehozasaban kulcsszerepet bétif csatornak

gatlasan keresztil a T-sejtek proliferacimbjavitro ésin vivo is gatolhato.



Munkam soran anuroctoxin €s Tc32 skorpio peptidntkat allitottam

elé, amelyek nagy affinitassal kKiithek egyes csatornadkhoz.

4.3.1.1.Az anuroctoxin (AnTx) esetében kivalo szelektss@ allitottam
elé a nativ izomert és optimalizaltam az oxidacio kdenyeit. Biologiai
mérésekkel igazoltuk, hogy a linearis peptid leyodl része mar egy
Ora utan a helyes konformaciés formaban talalheédamint, hogy a
szintetikus és nativ toxin elektrofizioldégiai tudapsagai teljesen
megegyeznek. Az AnTx mar 730 pM-os koncentracidigolja a Kv1.3
csatornat, ennek ellenére nem elég szelektiv, mikmebb affinitassal

ugyan, de gatolja a Kv1.2 csatornat is.

El6allitottam az AnTx tébb analogjat a Kv1.3 ioncsatokorabbiaknal
szelektivebb gatlasa céljabol. Az egyszeres égdmets pontmutaciokat
tartalmazo6 peptidek bioldgiai eredményei azt makathogy mindharom
toxin (AnTx F32T, AnTx F32T K16D, AnTx F32T N17A}slektivitasa
nagy mertékben javult a vad-tipusihoz képest, uaikor a Kv1.3 iranti
affinitasuk kis mértékben csokkent. A legjobb tdtmsagu toxin (AnTx
F32T N17A) 1 nM-os koncentracioban a Kv1.3 csatormintegy 50%-
at gatolta, mig a Kv1.2 csatornakon még 100 nMearx&ntracioban sem
volt mérhed hatasa. A tovabbiakban az altalunészlbr eballitott mutans
toxinokat vizsgalata a cél, hiszen a tripla illbb8z6roés mutansok
remélhebleg mind affinitdsban, mind szelektivitasban fellljak a nativ
toxint, igy Ujabb potencidlis terapias felhaszndisetsegét kinaljak

autoimmun betegségek kezelésében.

4.3.1.2.A Tc32 peptid toxin ,oxidativ folding” és konvenge szintézissel
végzett aeballitasa nem a megfetediszulfid hid mintazattal rendelk&z
izomert eredményezte. A lépésenkénti regioszelalsixtein parositasok
modszere sem hozta a Kellszelektivitast, mert a valasztott

védscsoportok egyike nem teljesitette az ortogonafiétételeit. A $Bu



csoport hasitasat szilard fazison az irodalomboers moédszerekkel nem
sikerlt megvalésitani, igy a ké#sbiekben az oldat fazisban szabad tiol
csoportokkal végrehajtott hasitas a diszulfid hid&leveredését
eredményezhette. A kilonbdzszintézisek dterméke mindig egyazon
izomert eredményezte, mely nem azonos a nativ izeimeezen
eredmények alapjan felmeril a diszulfid hidak heglé meghatarozasi
pontossaga. A tovabbiakban tervezzik Ujabb ortdgonédscsoport
kombinaciéo kiprobalasat a Iépésenkénti regioszelektisztein

parositasok modszerével a fenti feltételezésurkoigaara.

4.3.2.A C3a elnevezéspeptid gatolja az un. mukdza tipusu hizosejtek
aktivalédasat és granulumai tartalmanak a koérnpezetiritéset,
kovetkezésképpen az allergias reakcibidéizo anyagok (kdzttik példaul

a hisztamin) felszabadulasat.

Eléallitottam rendkivil j6 hozammal, Iépésenkeénti osgelektiv cisztein
parositasok médszerével a C3a9 szekvencia szinkueimerjét annak

a feltételezésnek az igazolasara, hogy az allergidiciok gatlasaért a
C3a9 peptid intermolekularis diszulfid hidakkallslaalt dimer forméaja

a felebs. A dimer tesztelése biologiai rendszerekben fobtdan van.

4.3.3. Eléallitottam a Gabl adapter fehérje erédéDLDpe (621-633)
szekvenciajat, valamint ennek rovidebb foszfopedti@gmenseit és
modositott valtozatait. A foszfataz aktivitas mées ill. a kilonboé
jelatviteli molekulakhoz valo kétési vizsgalatokhoz biotinnal jeldltem a
peptideket. A kivalasztott Gabl-peptidek sejtbe tapasdhoz N-
terminalisan oktanoil-R8C peptidet kapcsoltam eggdzabb szénlancot
tartalmazo tavolsagtarton keresztul. Az eredményalpjan ugy
gondoljuk, hogy a sejtpermedbilis foszfopeptidekolig képesek a
Gabl/SHP-2 és Gabl/PI3-K fehérje koélcsOnhatasokakditasat és

ezéltal médosithatjak a proliferaciés, apoptoti@sgulélési szignalokat.



4.4. B-modellpeptideket (SETE-peptidek) és minifehérjéikeetanova,
Tcbb foszfo- és glikoanaldgjai) is Gdllitottam és vizsgaltuk ezek
konforméacios egyensulyat. Megallapithatd, hogy epeptidek bels
mozgeékonysaga még mindig jelést tehat szikség van tovabbi
moédositdsokra egy még stabilabb szerkezet elé&séhevizsgalt
modellpeptidek nem rendelkeznek egyetlen, helyegdlemezhei
téralkattal, azonban sikerilt léditeni a lehetséges szerkezetek szamat a
SETE-S3E modellpeptid esetében. Ez a peptid a boai@ban hasznos

modellként szolgalhat-hairpin rendszerek tanulmanyozéasara.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a korultékimt kivalasztott
szintézismodszerek segitségével sikerilt olyan sitottobiologiailag
aktiv peptideket ééllitani, amelyek novelt szelektivitassal rendeiedz
ill. &ltaluk fokozhaté a nativ szekvenciak biolédiatasa. Piackutatasi
tanulmanyok adatai szerint az elmult években UpleoZott érdekidés
mutatkozik a peptidalapd hatéanyagok irant, tehat n&dositott
biologiailag aktiv peptidek j6 eséllyel vetélytarsa szintetikus
gyogyszerjeldlt kismolekuladknak.
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