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A. Bevezetés és célkituzések

Terapids szempontbol relevans fehérje-fehérje kolcsonhatasok gatlasa az egyik
legnagyobb kihivas a hatéanyag fejlesztésben. Egy fehérje-fehérje kolcsonhatési felszinen a
kotddési szabadentalpia nagy, sekély feliileten oszlik el (1200-3000 A?), igynevezett kotédési
,forropontokat” kialakitva, ami jelentésen megneheziti ezen interakciok gatlasat hagyomanyos
kismolekulas hatdéanyagokkal. Ezen felil, a kiilonb6z6 rosszindulati elvaltozasok
kialakulasdban jelentds szerepet jatszo transzkripcids fehérjék gatlasa tovabbi nehézségekbe
utkozik, melynek oka, hogy a transzkripcios faktorok transzaktivacios doménjei (TAD)
tulnyomo részt rendezetlen régiokban helyezkednek el. Ez a dinamikus viselkedés lehetévé
teszi, hogy egy rendezetlen szakasz egy transzkripcios faktoron beliil tobb partnerrel is kolcson
hasson, kialakitva tranziens, de specifikus interakciokat, gyakran molekularis kapcsolokként
reagalva kiilsé ingerekre. A promiszkuitds mellett a transzkripciés faktorok nuklearis
lokalizacidja, valamint a kolcsonhatasokat gyakran kisérd allosztérikus valtozasok tovabb
nehezitik az inhibitor fejlesztési torekvéseket.

A fehérje-fehérje kolcsonhatast célzo fejlesztési erdfeszitések kiindulopontja valtozatos
szerkezeteken alapul, a peptidektdl, a nem-természetes vazakon at a fehérjékig, mint példaul a
napjainkban széles korben alkalmazott monoklonalis antitestek. Ezek azonban jelent6s
korlatokkal néznek szembe sejten beliili célpontok esetén az elégtelen membran penetralod
képességiik miatt. Peptidomimetikus hatdéanyagok alkalmazasa segithet lekiizdeni ezeket a
korlatokat, ugyanis a viszonylag kicsi molekulatomegiiknek koszonhetden potencidlisan
képesek lehetnek sejtmagon beliili fehérje célpontok gatlasara, ezzel direkt modon gatolva a
transzkripcios faktorok aktivitast. A peptidomimetikumok fejlesztési folyamata kovethet egy
Hfellilrl-lefelé” épitkezd stratégiat (a kivalasztott célpont nativ ligandumdnak racionalis
modositasaval), vagy egy alulrol-felfelé” megkozelitést (peptidomimetikus fragmens
konyvtarak sziirése, majd talalatok modositasa). Az elobbi modszer feltétele, hogy az adott
kolcsonhatasrol részletes szerkezeti és mechanisztikai informaciok alljanak rendelkezésre, ami
egy rendezetlen kdlcsonhato partner esetén akadalyokba iitk6zhet. Alternativaként a fragmens-
alapt, ,,alulrol-felfelé” torténd ligandumfejlesztés utat nyithat funkcionalis peptidomimetikus
inhibitorok felé; ennek megvaldsitasa azonban nagy ateresztoképességli sziirési modszereket
igényel, amely peptidomimetikumok esetén korlatokba {itkozik, példaul konyvtarméret,

valamint szintetikus és analitikai nehézségek miatt. Bar in vitro transzlacios technikak révén



nem természetes oldallancok is beépithetdk, tovabbra is akadalyt jelent a mesterséges gerincii
monomerek hatékony transzlacioja.

Célunk olyan modszerek kidolgozasa volt, amelyek megoldast jelenthetnek a
rendezetlen fehérjék kolcsonhatasainak gatlasat ovezO nehézségekre peptidomimetikumok
segitségével. A ,.felilrol-lefelé” épitkezd fejlesztési stratégia megkdveteli az adott célpont
minél részletesebb ismeretét, ugyanis modositasok végrehajtasa a rendezetlen ligandumon nem
csak az affinitdst befolyasolhatja, hanem a rendezetlen régi6 feltekeredését, valamint a
mechanisztikus szempontbdl jelentds ligandumok kozotti kooperativitast is. Ezért elso
molekularis hatterét vizsgaltuk, amikor a részben atfed6 kotéhelyért versengenek a p300/CBP
TAZ1 doménjének felszinén. A HIF-1a utvonal gyors adaptiv valaszt ad a hypoxias stresszre,
¢s lehetséges terdpias célpont szolid tumorok kezelésére. A kompeticidé molekularis
mechanizmusa a két rendezetlen ligandum kozotti negativ kooperdcion alapul, amit az
interakcids partnerek kozotti allosztérikus kommunikacio teremt meg egy terner-rendszeren
keresztiil. Hipotézisiink szerint a CITED2 szekvencidjaban elvégzett a—> % aminosav cserék
ravilagithatnak a kiilonb6z6 CITED2 kotémotivumok szerepére az allosztérikus valtozasokban,
tovabba megnyithatja az utat egy funkciondlis, peptidomimetikus HIF-la antagonista
fejlesztése elott, ami potencialisan rakterapias hatdoanyagot eredményezhet.

A transzkripcios faktorok transzaktivaciés doménjeinek interakcioi tulnyomo
tobbségben rovid peptidmotivumok éltal medialtak. Ezek potencidlisan utdnozhatok diszkrét és
stabil masodlagos szerkezetekbe feltekeredd mesterséges oligomerekkel, példaul
foldamerekkel. Tovabba, az ilyen felismer6é motivum-mimetikumok kovalens
Osszekapcsolasaval reprodukalhatjuk a kolcsonhatasok multivalens jellegét, amit mar a sziirési
fazisban figyelembe kell venni. Feltételezésiink szerint multivalens peptidomimetikumok
szintézisére ¢€s szlirésére DNS-kodolt konyvtarak nyujthatnanak megoldast. Egy ilyen
rendszerben a konyvtartagokat egyedi DNS-vonalkodokkal latjuk el, ami lehet6vé teszi akar
10° tagn kombinatorikus konyvtarak szelekciojat, ugyanis a talalatok azonositisa az uj
generacidos DNS-szekvenalas technoldgianak koszonhetden gyors és egyszeriien kivitelezhetd.
A koncepcié megvaldsithatésaganak igazolasara a célunk egy olyan DNS-koddolt multivalens
foldamer ligandum szintézise, ami az alapjat képezheti egy jovébeli multivalens

peptidomimetikus ligandum fejlesztésnek az ,,alulrél-folfelé” stratégiat kovetve.



B. Modszerek

Izotermalis Titralasi Kalorimetria

A titralasokat foszfat-pufferben végeztiik el (pH=7,5) egy Microcal VP ITC eszkoz
segitségével. A direkt titralasok kivitelezése 5 pM-os TAZ1 oldattal tértént 60 uM-0s ligandum
koncentracioval a fecskendében 35 °C-on, 5 pL-es injektalasokkal 180 s-os sziinetekkel az
injektalasok kozott. A kompeticios titralasokhoz a TAZ1/HIF-1a komplexet 5 uM-0s TAZ1-
hez 60 uM-o0s HIF-1a-t titralva készitettiik el6, megallitva a titralast a telitéshez kozel, majd a
kiilonb6z6 60 uM-os CITED2 modosulatokkal titraltuk a komplexet 5-10 pL-es injektalasokkal
¢és 180-240 s-os sziinetekkel. A nyers adatsorokat NITPIC segitségével integraltuk. A direkt
titralasok termogramjait SEDPHAT-tal illesztettiik egy olyan modellre, ami figyelembe veszi

az atmeneti terner-rendszer kialakulasat.

Fluoreszcencia anizotropia

A fluoreszcencia anizotropiat egy Clariostar Plus microplate reader segitségével mértiik
meg 480 nm-es gerjesztéssel és 535 nm-es emisszioval 35 °C-on. A kisérlethez hasznalt puffer
40 mM nétrium-foszfatot, 100 mM NaCl-t, ImM DTT-t és 0,01% Triton-X-et tartalmazott 7,4-
es pH-n. Harom ismétléses titralasokat végeztiink kontroll kisérletekkel parhuzamosan. A
kompetitor peptidek (HIF-1a776-s26, nativ CITED2 ¢és variansai) 40 plL-ét 20 uL pufferel
elegyitettiilk, majd sorozatos 2/3-0s higitast végeztiink 24 ponton keresztiil, ami 5 uM-0s
koncentraciot eredményezett az elsé pontban. A TAZ1 koncnetracidja 50 nM volt, mig a Flu-
HIF-1a7ge-826 koncnetracidja 25 nM. A lemezeket 10 percig inkubaltuk 35 °C-on mérés eldtt. A

fluoreszcencia polarizacids jeleket Origin Pro 9.5 szoftverrel analizaltuk.

NMR mérések

A mintakat 10 mM Tris pH 6,9, 1 mM DTT, 50 mM NacCl, 10% D0, 0,02% NaNs pufferben
készitettiik eld. A kiilonboz6 CITED2 peptideket vagy ekvimolaris aranya HIF-1a-t és CITED2
peptideket 1,2-1,5 ekvivalens mennyiségben adtuk hozza a 90-100 uM-0s 1*N-13C-TAZ1330-424-
hez. Az NMR méréseket egy Bruker Avance 111 600 MHz spektrométerrel hajtottuk végre egy
5 mm-es CP-TCI triple-resonance cryoprobe segitségével. A H-1®N-HSQC, *H-13C-HSQC
méréseket 298 K-en végeztiik el. Az adatok processzalasa Topspin 3.5 szoftverrel tortént, majd
az analizis NMRFAM-Sparky szoftverrel. A peptid-gerinc és metil rezonancia azonositasa
kordabban publikdlt TAZI1/CITED2 (BMRB 5788) és TAZI1/HIF-1la (BMRB 5306)
komplexeken alapult.



C. Eredmények és diszkusszio
1. Kotéhely specifikus allosztéria perturbacios stratégia a CITED2 kotémotivumok
szerepének meghatarozasara
Az eredmények megmutattak a CITED2 N-terminalis régidjanak esszencialis szerepét
a kompeticiot kiséré konformacids valtozasokban, valamint sikeriilt tisztdzni a CITED2
kotomotivumainak szerepét a versengd ligandumok kozotti negativ kooperativitas 1étrejottében.
Ezen eredmények mellett az aminosav cserén alapul6 stratégia egy jovobeli ,,feliilrdl-lefelé”
épitkez6d peptidomimetikum fejlesztés kiindulopontja is lehet, az elényds modositasok

megtartasaval, ami egy allosztérikus, peptidomimetikus HIF-1a inhibitort eredményezhet.
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1. abra P300-TAZ1 kotott HIF-1a és CITED2 szerkezete (a) CITED2 C-TAD (vorés) TAZ1-el alkotott komplexe
(buzaszin) (PDB: 1P4Q). A TAZ1 doménhez tartoz6 a-hélixeket (al-04) N-terminustol C-terminusig szamoztuk, a gdmbok
cink atomokat jeldlnek. A CITED2 kétomotivumokat az N-tail, aA-helix, Loop és C-term jeldli. (b) A HIF-1o C-TAD (kék)
szerkezete a TAZ1 doménnel komplexben (PDB: 1L3E). A HIF-1a hélixeit aB-aC jeloli N-t6l C-ig; az oA hélix nem
megfigyelhetd p300 kotott szerkezetben. (c) HIF-1a és CITED2 szerkezetének atfedése a TAZ1 felszinén (TAZ1 CITED2
ko6tott konformacidban). (d) A munka soran vizsgalt CITED2 és HIF-1a peptidek szekvenciaja. Flu: 5,6-karboxifluoreszcein,
Ahx: aminohexankarbonsav
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1.1 ACITEDZ2 N- és C-terminalisnak hozzajarulasa a kompeticio mechanizmusahoz

Els6 1épésként a CITED2 azon minimumszekvencidja keriilt meghatarozasra, ami megtartja
a nativ teljes hosszisagi domén kotédési paramétereit és funkciojat (CITED2218-256) (1. abra).
Ebbél a szekvenciabdl kiindulva az N-terminalis elhagyasa (CITED2218223) az affinitast kis

mértékben csokkentette, azonban a kompeticié kooperativ jellege teljesen elveszett, ramutatva



az allosztérikus kommunikédcido ¢€s egyiranytsadg hidnyara. A C-terminalis elhagyasa
(CITED2249-256) ugyan jelentés affinitas csokkenést eredményezett, azonban a terner-rendszer
kialakuldsa kedvezd maradt, megtartva az allosztérikus kommunikéciot a ligandumok kozott.
NMR mérések megmutattak, hogy az N-terminalis konformacios valtozasokat indukal a TAZ1
mechanisztikus szempontbol igen jelentds al és o4 hélixekben, ramutatva, hogy ez a régio
felelés a konformacios zar kialakitasaban, ami a folyamat egyiranytsagat eredményezi (2.

abra).
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2. abra Szerkezeti kiilonbségek CITED2218-256 ¢s CITED2AN kozott TAZ1-el komplexben. (a) Stlyozott, atlagos
kémiai eltolodas kiilonbségek a TAZ1/CITED2AN és TAZ1/ CITED221s.256 kdzott. AS =[( AS H)? +( AS N/5)?Y2 a
szignifikansan tolodott aminosavak kékkel jelzettek (A > 0.9 Adarag + ). A fekete négyzetek a nem beazonositott vagy prolin
aminosavakat jelolik. (b) Szignifikans kiilonbségek a szerkezetek kozott (kék) abrazolva a TAZ1/CITED2 szerkezeten. A kék
gombok a szignifikdns CHs eltolodas kiilonbségeket jelolik (PDB: 1P4Q, TAZ1 buzaszinli, CITED2224-256 vOrds, mig
CITED2218203 sarga). (c) Reprezentativ 'H-N aminosav kémiai eltoloddsok c¢) TAZ1/HIF-1o/CITED2AN (sziirke),
TAZ1/CITED2AN (kék) és TAZ1/HIF-1a (fekete) komplexeknek, valamint (d) a TAZ1/HIF-1a/CITED2218-256 (sziirke) és
TAZ1/CITED2218-256 (vOros) komplexeknek.
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3. 4bra A p3-aminosavakkal médositott CITED2 varidnsok szekvencidi és szerkezetiik. (a) A médositott CITED2
peptidek szekvencidi a ktdmotivumokkal. o> B3 szubsztituciokat vorossel jeleztiik, mig a deléciokat kotdjellel. (b) A CITED2
variansok CD spektrumai 20 mM-0s Na-foszfat, 1 mM DTT, pH 7,4 pufferben, szobahémérsékleten 20p1M-os koncentracioban.

1.2 Peptidgerinc modositasi stratégia a CITED2 kétémotivumainak kooperaciéhoz

valé hozzajarulasa és az intramolekularis kapcsolatok meghatarozasara



A szekvencia csonkitason alapuld stratégia vagy az alanin-szkennelés félrevezetden
tulhangsulyozhatja egy adott motivum szerepét az allosztérikus szabalyozéasban, az affinités
jelentds csokkenése miatt. Ezért egy 1) stratégat fejlesztettiink, ami kotéhelyspecifikusan
kismértékben zavarja meg az adott CITED2-TAZ1 interfészt, megdrizve a nativ szekvencia
affinitasat. Ez a megkozelités modularis a=>p® aminosav cseréket alkalmaz oldoszernek kitett
aminosavakat megcélozva NMR szerkezetek és szamitogépes alanin-szkennelés (BAlaS)
alapjan. Igy, ha egy adott CITED2 kétémotivum médositdsaval a kompeticié hatékonysaga
csokken, vagyis a terner-rendszer kialakulasanak szabadentalpia gatja, a 4g n6, akkor tudjuk,
hogy az adott motivum jelentdésen hozzajarul a ligandumok ko6zotti negativ kooperacidhoz,
vagyis az allosztérikus valtozasokhoz. Ezen feliil az ITC méréseket NMR mérésekkel
kiegészitve informaciot kaphatunk a modositasok okozta konformacioés valtozasokrol a TAZ1
szerkezetében. Ezen megfontoldsok alapjan hat CITED2 varianst szintetizaltunk: egy N-
terminalisban (1), egy oA hélixben (2), harom loop régioban (3a-c), és egy C-terminalisban (4)
modositott CITED2-t. CD mérések megmutattak, hogy az Osszes modosulat megtartotta a

dinamikus rendezetlen jelleget, enyhe helikalis tartalommal (3. dbra).

1.3 A modositasok hatasa a termodinamikai paraméterekre

ITC mérések megerdsitették a nativhoz hasonl6 affinitast 1,2 és 4 esetében (Kp=10-19 nM),
enyhén csokkent entalpia és entrépia hozzdjarulassal. A loop régid6 modositasai sokkal
drasztikusabb hatasokkal jartak: a LPEL motivum moddositasa (3a) kozel 50-szeres Kp
novekedést eredményezett jelentdsen kiillonb6zd termodinamikai profillal, azonban a
konzervalt motivum valtozatlanul hagyasa, valamint aminosav deléciokkal kompenzilva a
hossznovekedést (3b-C) jelentésen novelte az affinitast (Kp(3b) = 98 nM és Kp(3b) = 29 nM).
A kooperativ paraméterek 2 és 4 esetében hasonldak maradtak a nativ szekvenciahoz (4g=1,1-
1,4 kcal mol™), ezzel indikalva, hogy a terner-rendszer, valamint allosztérikus aktivitas intakt
maradt. Az N-terminalis esetében (1) a kompeticid hatékonysaga jelentdsen csokkent, ugyan
nem olyan jelentés mértékben, mint az N-terminalis elhagyasaval. A legnagyobb valtozast a
loop médositasainal lattuk, ahol 4g>4 kcal mol™ and 44=0 kcal mol™, sugallva ezzel a terner-
rendszer és az allosztérikus kommunikacionak teljes hianyat. Ezeket az eredményeket

fluoreszcencia anizotropia mérésekkel is validaltuk (4. abra).
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4. abra Kiilonb6z6 CITED?2 variansok kotédése TAZ1-hez és kompeticioja HIF-1a-val. (a) CITED2218-256, 1, 2 és 4
TAZ1 kolcsonhatasainak ITC termogramjai (b) CITED2218256, 1, 2 és 4 termogramjai titralva el6re elkészitett TAZ1/HIF-1a
komplexhez. (c) CITED2218256, 1, 2 és 4 TAZ1 kot6désének termodinamikai ujjlenyomatai. (d) CITED221s-256, 3@, 3b és 3c
TAZ]1 interakcidinak ITC termogramjai () CITED2218-256, 3@, 3b és 3c termogramjai titralva elére elkészitett TAZ1/HIF-1a
komplexhez. (f) CITED2218-256, 33, 3b és 3c TAZ1 kotddésének termodinamikai ujjlenyomatai.

1.4 Modositasok hatasa a TAZ1 szerkezetére a CITED2 variansokkal komplexben

A CITED2 variansok *C/*N-jelzett TAZ1 komplexeinek NMR spektrumai felfedték a
modositasok okozta kotdhelyspecifikus szerkezeti véltozasokat. Az N-terminalis modositasa
(1) konformacidos valtozasokat okozott a TAZ1 al, a3 és a4 hélixek C-terminalisan, ami
egybevag a fentebb lathatd eredményekkel, hangsilyozva az N-termindlis szerepét a
kompeticioban. Az aA és C-terminalis (2 és 4) modositasa csak lokalis hatassal voltak a TAZ1
szerkezetére, azonban a loop modositasok minden esetben a TAZ1egész szerkezetére kiterjedd
konformdcios valtozast okoztak. Az ITC és NMR mérések adatait 6sszevetve azt latjuk, hogy
az oA ¢s C-terminalis moddositasai jol toleraltak a kooperativ paraméterek €s a TAZI
konformacios valtozdsai szempontjabol azt bizonyitva, hogy ezen motivumoknak a nagy
affinitas kialakitasaban van szerepe TAZ1-gyel. Az N-terminalis modositasa megmutatta, hogy
ez a régio felelés a kompeticidt kisérd konformacios zar kialakitasaért, ezzel a folyamat
egyiranyusagaért. A loop régié modositdsanak drasztikus hatdsa a kompeticiora, valamint a
diffuiz konformaciés hatasok azt mutatjak, hogy ez a szerkezeti elem a CITED2
kétdmotivumainak intramolekuléris kooperaciojaért felel a feltekeredési és kotddési folyamat

soran (5. abra).



A8 (ppm)

Ad (ppm)

A8 (ppm)

340 360 380 400 340 360 380 400 420
P300 residue # P300 residue #

5. abra A TAZ1 sulyozott, *H->N kémiai eltolodas kiilonbségei kiilonbdzé CITED2 variansok kotédésének hataséara
a TAZ1/CITED2218.256 komplexhez képest. AS =[( AS H)? +( AS N/5)?]*2A szignifikancia szintet a kiilonbézé CITED2

felett kékkel jelzettek az oszlopdiagrammon, valamint a TAZ1/CITED2 szerkezeten. A CITED2 vordssel, mig a B3-
szubsztiticiok sarga gombokkel, az eltavolitott aminosavak pedig sziirkével jelzettek. A fekete négyzetek az
oszlopdiagrammon a beazonositatlan és prolin aminosavakat jelolik. A vords nyilak a szignifikins CHs kémiai eltolodas
kiilonbségeket jelolik.

2. Modszer Kkidolgozasa egy multivalens foldamer ligandum DNS-

templatolt szintézisére

Ezen munkank soran egy olyan DNS-kodolt trimer foldamer konstrukciot hoztunk 1étre,
ami a jovOben képes lehet utanozni a rendezetlen transzkripcios faktorok szerkezeti elemeit egy
PCR altal amplifikalhato DNS-kodolt konyvtar felhasznalasaval. Ez a DNS-templatolt szintézis
a kovetkezd 1épéseket tartalmazza: (i) maleimid-moédositott foldamerek konjugécidja 5°-
foszforilalt tiol-csoportot tartalmazo kodonokra (i1) foldamer-kodon konjugatumok ¢€s primerek
hibridizacidja egy komplementer templatra (ii1) kodonok ¢€s primerek ligadlasa T4 DNS-ligaz
segitségével (iv) DNS-kettds hélix szeparacidja denaturdld gél elektroforézissel (v) a ligalt

foldamereket kodolo DNS-szal amplifikacioja PCR-ral.
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6. abra Oldatfazisu tiol-maleimid konjugacio. (a) A reakci6 sematikus abrazolasa: 100 uM oligonukleotid, 200 uM

TCEP, 500 uM peptid, 10% DMSO, 24 h, szobahdmérséklet. (b) Az oldatfazisu konjugalas HPLC-MS spektruma a reakcid
el6tt és utan. (c) A konjugacidhoz hasznalt H14-foldamerek elsédleges szerkezete

2.1 Kodolé oligonukleotidok és H14-foldamerek tiol-maleimid konjugaciéja
Annak az érdekében, hogy ligalhatd oligonukleotidokat kapjunk, a tiol-csoportot az
oligonukleotid szekvencidk kozepére épitettiilk be egy ujonnan fejlesztett S-S-tBu védett tiol-
tartalmt timidin-foszforamidit segitségével, ezzel az 5’-foszfatcsoportokat szabadon hagyva
ligalashoz. A konjugaciot egy transferrin-receptor koté peptid (HAIYPRH) segitségével
optimalizaltuk, kiegészitve egy glicinnel és maleimido-propionsavval az N-terminalison. A
konjugéci6 elso 1épése a terc-butil védett oligonukleotid deprotektalasa TCEP segitségével. A
deprotektalt oligonukleotid tisztitasat kovetden a konjugaciot szobahdmeérsekleten, 24 ora alatt
végeztiik, 6 hozammal (6. abra). A terc-butil véddcsoport lehetdveé teszi ligandumok szilard-
¢s a ligandum konjugalhato hasitds el6tt, csokkentve ezzel a tisztitasi 1épések szamat. A
konjugaciot sikeresen hajtottuk végre maleimido-propionsavval, azonban kisebb hozamot
értiink el, mint az oldat-fazisban ezért a munkat oldat-fazistu konjugaciéval folytattuk.
2.2 A foldamer-oligonukleotid konjugatumok ligalisa, valamint a termék
amplifikacioja
Az egyszali hiarom foldamert prezentdldo DNS-termeket templatolt ligalassal
szintetizaltuk T4 DNS-ligaz segitségével, egy 60 nukleotid hosszl templatra hibridizalva, amin
a tulnytld végek a primerek hibridizacidjaért felelnek. A ligdciéo harom ekvivalens foldamer-

oligonukleotid hozzaadasaval tortént a templathoz képest, valamint felfiitési Iépesekkel



sikeresen visszaszoritottuk a csonkolt ligaciés melléktermékek keletkezését. Denaturalod
elektroforézis bebizonyitotta, hogy a korrekt 60 bazis hosszisagl termékek keletkeztek (LO1-
3 és LOSF1-3) konjugalt foldamerekkel és azok nélkiil is, bebizonyitva, hogy a foldamerek
jelenléte nem befolyasolja a ligacio hatékonysagat. A PCR amplifikaciohoz High-fidelity
Phusion polimerazt hasznaltunk, ugyanis ez képes kezelni olyan szekvencidkat, ami C5-
modositott pirimidin béazisokat tartalmaz. Ugyan a kezdeti koriilményekkel az LOSF1-3
amplifikacidja nem volt észlelhetd, a polimeraz koncnetraciojat 0,15 U/uL-re emelve a

foldamerrel modositott, ligalt oligonukleotid amplifikacioja sikeres volt (7. abra).
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7. abra Templatolt ligaci6 és amplifikacio. (a) A ligacid folyamatabraja: A ligaciot 1 pM-os templat koncentracidval,
valamint 3 ekvivalens oligonukleotid vagy oligonuikleotid-foldamer konjugatummal és primerekkel hajtottuk végre T4-
ligdzzal. Az elegyet 15 perc utan 90 °C-ra fiitottiik, majd szobahdmérsékletre hiitdttiik és adtunk hozza T4 ligazt. A fiitési-
hiitési ciklust haromszor ismételtiik. (b) Denaturald gélelektroforézis a ligacios elegyekr6l, kontrollokkal. A fiitési-hiitési
ciklusok nélkiill végzett ligaldsok nem funkcionalizalt oligonukleotidokat (1. sav) vagy foldamer—oligonukleotid
konjugatumokat (2—4. sav) tartalmazé elegyekkel torténtek. Kontrollkisérletként a templatot (3. sav) vagy a T4 ligazt (4. sav)
hagytuk ki a reakcioelegybdl. Az 5-9. savban a ligalast fiitési-hiitési ciklusokkal végeztiik el, a keverékek tartalmaztak a
templatot, T4 ligazt, az O1-3 oligonukleotidokat és a F-5’-Rev-et. Az alabbi reagenseket hagytuk ki az egyes keverékekbdl:
5.sav: O1; 6. sav: O2; 7. sav: O3; 8. sav: FOrRC; 9. sav: minden reagens jelen volt. A 10-14. savban a ligalast szintén fiitési-
hiitési ciklusokkal végeztiik, a keverék tartalmazta a templatot, T4 ligdzt, az oligonukleotid konjugatumokat (OSF1, OSF2 és
OSF3), a FOrRC-t és a F-5’-Rev-et. Az alabbi reagenseket hagytuk ki az egyes keverékekbdl: 10. sav: OSF1; 11. sav: OSF2;
12. sav: OSF3, 13. sav: FOrRC; 14. sav: minden reagens jelen volt. A teljes hosszisagu és a csonka termékeket a gél oldalan
jeloltiik. (c) A PCR termékek gél elektroforézise: 1. sav: ligalt LO1-3 templathoz hibridizalva, 0,03 U/uL Phusiont hasznalva.
Savok 2-7-ig a templat torzsoldatanak amplifikaciojat mutatjak 0,03 U/uL (2-3), 0,06 U/uL (4-5) és 0,15 U/uL (6-7) Phusion
mutatjak 0,03 U/uL (8-9), 0,06 U/uL (10-11) és 0,15 U/uL (12-13) Phusion felhasznélasaval. 14. sor: negativ kontrol, ami nem
tartalmaz semmilyen amplifikalhat6 oligonukleotidot.



A tézisben megtalalhato publikaciok:

F. Hobor, Zs. Hegediis, A. A. Ibarra, V. L. Petrovicz, G. Bartlett, R. B. Sessions, A.
Wilson, T. A. Edwards (2022). Understanding p300-transcription factor interactions
using sequence variation and hybridization. RSC Chem. Biol. 3, 592-603

Z. Kupihér, Gy. Ferenc, V. L. Petrovicz, V. R. Fay, L. Kovéacs, T. A. Martinek, Zs.
Hegediis (2023). Improved Metal-Free Approach for the Synthesis of Protected
Thiol Containing Thymidine Nucleoside Phosphoramidite and Its Application for
the Synthesis of Ligatable Oligonucleotide Conjugates. Pharmaceutics 15(1), 248
V. L. Petrovicz, 1. Pasztuhov, T. A. Martinek, Zs. Hegediis (2024). Site-directed
allostery perturbation to probe the negative regulation of hypoxia inducible factor-
la. RSC Chem. Biol. 5, 711-720



A tézishez kapcsolod6 tudomanyos eléadasok

1.

V. L. Petrovicz, Zs. Hegediis, 1. Pasztuhov, T. Martinek. A P300/HIF-1alfa

kolcsonhatds allosztérikus szabéalyzasanak feltérképezése a negativ regulator
modositasain keresztiil.

Zechmeister El6adoi Nap 2022. Budapest — 2022.11.18.

V. L. Petrovicz, Zs. Hegediis, 1. Pasztuhov, T. Martinek. A P300/HIF-1alfa

kolcsonhatas allosztérikus szabalyzasanak feltérképezése a negativ regulator
modositasain keresztiil.
26. Tavaszi Sz¢l Konferencia. Miskolc — 2023.05.06., 3. helyezett

V. L. Petrovicz, Zs. Hegedsiis, 1. Pasztuhov, T. Martinek. Selective allostery perturbation

reveals the structural mechanism of the negative regulation for hypoxia inducible factor-
la.

Zechmeister El6adoi Nap 2023. Pécs — 2023.10.17.

V. L.Petrovicz, Zs. Hegediis, 1. Pasztuhov, T. Martinek. K6t6hely-specifikus allosztéria

perturbacio a HIF-1a aktivitas szabalyozasanak feltérképezésére
Zechmeister El6adoi Nap. Budapest - 2024.10.15.
V. L. Petrovicz, Zs. Hegediis, I. Pasztuhov, T. Martinek. Kot6hely-specifikus allosztéria

perturbacio a HIF-1a aktivitas szabalyozasanak feltérképezésére

Peptide Chemistry Symposium 2025. Balatonszarsz6 — 2025.05.20.



