Szegedi Tudomanyegyetem

Gyodgyszertudomanyok Doktori Iskola

Ph.D. program: Gyogyszerkémia, gydgyszerkutatds

Programvezeto: Prof. Dr. Fiilop Ferenc

Intézet: Gyogyszeranalitikai Intézet

Témavezeto: Prof. Dr. Martinek Tamaés
Olajos Gabor

B-aminosav helyettesitések B-szendvics

modellfehérjékben
Szigorlati bizottsag:
Elnok: Prof. Dr. Fiilop Ferenc
Tagok: Prof. Dr. T6th Gébor

Dr. Szakonyi Gerda

Biraléi bizottsag:
Elnok: Prof. Dr. Dombi Gyorgy

Opponensek: Prof. Dr. Batta Gyula
Dr. Farkas Viktor

Tag: Prof. Dr. Kiss Lorant

Titkar: Dr. Csupor Dezso



A. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A biolégiai makromolekuldk — DNS, RNS, fehérjék — mikodése azon képességiikon alapszik,
hogy képesek kinetikusan kontrolldlt, termodinamikailag stabil konformacié felvételére. Ez a
folyamat, melyet betekeredésnek (folding) neveziink, biztositja a funkcids csoportok preciz térbeli
elhelyezkedését, amely a molekuldris felismeréshez, katalizishez és egyéb feladatokhoz
elengedhetetlen. A fehérjék valtozatos szerkezeteinek és funkcidinak utdnzasdhoz olyan
mesterséges molekuldkra van sziikség, amelyek hasonlé onrendez6dd képességgel birnak. A
»foldamer” kifejezést alkalmazzuk ilyen molekuldk leirdsdra: mesterséges polimerek, amelyen
kompakt konformécié kialakitdsara hajlamosak, (folding polymers)

Az els6 1épés oOsszetett fehérje szerkezetek utdnzdsdhoz stabil mdsodlagos szerkezeti elemek,
mint hélixek, B-red6k és hajtiik tervezése. Szamos foldamer hélixet, hajtiit valamint néhdny 6nallé
B-redét 1étrehoztak, am a harmadlagos szerkezetté vald kooperativ szervezdés tervezése kihivast
jelent. A vizoldékony, stabil B-redok és [-szendvicsek kialakitdsat kiilonosen hétraltatja
aggregdlodasi hajlamuk. PB-redds szerkezetek tervezése ugyanakkor nagyon kivdnatos, hiszen
szamos fehérjefunkcié ilyen magas B-red6 tartalmi domaineken keresztiil valésul meg; ilyenek
példaul az antitestek varidbilis régioi és fehérje-fehérje kdlcsonhatasi felszinek jelentds része is.

A gybgyszerészet is igényt tart ilyen fehérje-utinzé foldamerekre, hiszen a fehérje
hatéanyaggal rendelkezd gydgyszerek szdma egyre nd, azonban alkalmazhatésdgukat erdsen
korlatozza, hogy jellemzden rossz farmakokinetikai és stabilitdsi tulajdonsdgokkal rendelkeznek,
valamint immunogének. Ezen kedvezétlen tulajdonsdgok azonban mesterséges aminosavak
beépitésével részben vagy akar teljesen kikiiszobolhetdek.

A célunk az volt, hogy B-aminosav helyettesitések lehetéségét deritsiik fel Osszetett, fehérje
méretii -szendvics modellrendszerekben. Modellként a betabellin modellfehérje csaladot
vdlasztottuk, amelynek tagjai de novo tervezett, 64 aminosavbdl allé B-szendvics fehérjék,
melyeket két egyforma monomer lanc dimeriz4cidja stabilizal.

El6szor a B-szendvics hidrofob magjaban végeztiink B-aminosav helyettesitéseket. Homolog
B’- és konforméciésan gétolt gyfiriis B-aminosavakat alkalmaztunk, hogy vizsgdlhassuk a
kiilonboz6 oldallancok hatdsat €s toleralhatosagat. Ezen kiviil vizsgaltuk gyiriis B-aminosav
helyettesitések hatdsat a modellfehérjék kiils6 szdlaiban a szerkezeti stabilitds tobb szemszogébdl:
termodinamikai stabilitds (a kitekeredés szabadenergidja), hdmérsékleti stabilitds (meleg és hideg
denaturécid), valamint a kontrollalatlan aggregacidval szembeni stabilids.

Cirkuldris dikroizmus (CD) spektroszképids modszerekkel vizsgaltuk az daltaldnos és

hémérsékletfiiggd rendezddési hajlamot, NMR kémiai eltol6dds analizist végeztiink az aminosav



szintli szerkezeti informdcidk kinyerésére, valamint molekuladinamikai szdmitasokat végeztiink
modellezés és az oldallancfiiggd viselkedés megértése céljabol. Az aggregalddasi hajlamot NMR

jelszintek és transzmisszids elektronmikroszkopos felvételek segitségével vizsgaltuk.
B. MODSZEREK

Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia

A molekuldk 4altaldnos rendezettségét CD kisérletekkel vizsgaltuk. A spektrumokat 100 puM
illetve 50 uM peptidkoncentracié mellett vettiik fel a monomer illetve dimer szekvencidk esetén.
A spektrumokat hdarom alapkomponensre bontottuk a CCA+ szoftver segitségével, amelynek
eredményeképp a madasodlagos szerkezeti tartalom kvantitativ  kozelitését  kaptuk.
Hoémérsékletfiiged CD-méréseket végeztiik a kooperativ rendezddés és stabilitds vizsgalatdra.

Ezeket az eredményeket alkalmaztuk a peptidek termodinamikai jellemzéséhez.
NMR spektroszkopia

NMR médszereket alkalmaztuk az aminosav szintll konformacios viselkedés vizsgdlatdhoz. A
spektrumokat 500 pM illetve 250 pM peptidkoncentracié mellett vettiikk fel a monomer illetve
dimer szekvencidk esetén. A jelhozzdrendelést 2D TOCSY, NOESY, “C- és “N-HSQC
kisérletek segitségével végeztiik el. A masodlagos szerkezetképzési hajlamot mutaté dgynevezett
SSP pontszamot szamoltunk egy referencia rendezetlen szerkezethez tartozé kémiai
eltoléddsokhoz viszonyitva. NMR méréseket alkalmaztunk a ndvekvd sékoncentracié melletti

aggregacios hajlam kovetésére.
Molekulamodellezés

A molekulaszerkezeteket a betabellin-14 irodalmi adatai alapjdn épitettiik és igazitottuk. A
molekuladinamikai szdmitdsokat a GROMACS szoftverrel végeztik AMBER ff03 — TIP3P
er6térben. 150 ns hosszisdgi futdsok alapjan értékeltilk a szerkezetek flexibilitdsat és
rendezettségét. A B-red6 képzési hajlamot az olddszer éltal hozzaférhet6 felszin valamint a gerinc

hidrogénkotéseinek szdma alapjan jellemeztiik.
Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az aggregatumok kialakulasat elektronmikroszképids (TEM) mddszerrel vizsgéltuk. A peptidek
250 uM toménységli oldatat szénbevonati rdcsra vittiikk fel és uranil-acetéttal festettiik. Az
aggregatumokat 120 kV fesziiltségen miikodé JEOL JEM-1400 elektronmikroszkdp segitségével

jellemeztiik. A felvételek rutinszertien x25000 nagyitassal késziiltek.



C. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. Annak érdekében, hogy vizsgaljuk a [-aminosav helyettesitések lehetdségét illetve
szabdlyozasat fehérjeméretli B-szendvics rendszerben, két modellfehérje, a betabellin-14 (BB-
14) illetve a betabellin-15 (BB-15) hét B-aminosav tartalmi foldamer analégjat terveztiik és
szintetizaltuk, 32-aminosavas monomer illetve 64-aminosavas dimer formdban. Ez elso
tervezési stratégia szerint a BB-14 magjaban cseréltiink hidroféb aminosavakat homolég 3*-

valamint kiilonb6z6 konformaciésan gatolt gylrls B-aminosavakra. A munka masodik

részében a BB-14 és a BB-15 kiilsd szdlaiban végeztiink gyliris f-aminosav helyettesitéseket,

hogy vizsgéljuk ezek hatdsét a stabilitdsra és az aggregaciora (1. dbra)
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1. abra. A betabellinek aminosav-szekvencidja és szerkezetilk reprezenticidja (a). Az aminosavak egybetiis
kéddal jelolve, a kisbetlik D-oi-aminosavakat jelolnek. Korrel a magban, négyzettel a kiilsé szdlban tortént
helyettesitések poziciéi vannak jelolve. A vizsgalatban alkalmazott B-aminosavak (b). A vizsgélt szekvencidk
helyettesitési mintdzatai (c).



2. A foldamerek altalanos rendezettségét cirkuldris dikroizmus (CD) spektrészkopidval
vizsgaltuk. A sziilészekvencidhoz hasonld, dimerizaci6é indukdlt rendezédést figyeltiink meg
minden analég esetén, a nagy térkitoltési ABHC aminosavat tarrtalmazé 12 kivételével (2a-b
abra). A CD spektrumok felbontdsa lehetdvé tette a masodlagos szerkezeti tartalom kvantitativ
becslését, amely kiilonbségeket mutatott az analégok indukélt B-red6 tartalmaban (2d abra). A
sziildszekvencidhoz képest valamennyi foldamer kevésbé volt rendezett, A legnagyobb B-redd
tartalmat az 1R,2S-aminociklohexdnkarbonsav (ACHC) helyettesitéssel sikeriilt elérni. A redd
szélén végzett helyettesitések a maghoz képest nagyobb B-redé tartalmat eredményeztek (2¢

abra).
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2. abra. A magban helyettesitett monomer (a) és dimer (b) szekvencidk CD-spektrumai. A magban illetve kiilsé
szdlon helyettesitett BB-14 CD spektrumai (c). Mdsodlagos szerkezeti tartalom a BB-14-ben valamint a magban
helyettesitett szarmazékaiban.



3. HOomérsékletfiiggd CD-méréseket végeztiink a kooperativ rendez6dés és a stabilitds
vizsgdlatdra. Fehérjeszerti hideg és termikus denaturdciot figyeltiink meg a sziil6szekvencidnal
valamint az ACHC-t tartalmazo6 analégok esetén (3a-b dbra). A CD adatokbdl kiszdmitottuk a
periféridan helyettesitett molekuldk stabilitdsi gorbéjét, amely a sziilészekvencidkkal
Osszehasonlitva csokkenést mutatott a termodinamikai stabilitdsban, 4m a legnagyobb

stabilitashoz tartozé hémérsékletében nem (3c dbra).
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3. abra. Hideg és termikus denaturdcié a homérséklettiiggd CD-mérések alapjan. 195 nm-en mért fajlagos
ellipticitds 7 és 10 esetén (a). 216 nm-en mért fajlagos ellipticitds a betabellinek és kiilsd szdlban helyettesitett
analégok esetén. (b). Kisérletes €&s illesztett fehérjestabilitasi gorbék (a kitekeredés szabadenergidja) (c).



4. NMR spekroszkdpids méréseket kovetden masodlagos kémiai eltolédds analizist végeztiink el

az aminosav szintll szerkezeti adatok kinyerése érdekében. A jelhozzarendelést valamennyi

vegyiilet esetében elvégeztik és ezekb6l SSP pontokat szamoltunk. A B-aminosavak

kornyékén a szerkezet eltorzuldsat figyeltik meg. A dimerizdcié leginkdbb a ciszteint

tartalmazé szalban novelte a B-redd tartalmat, ami részben étterjedt a szomszédos szédlakra is.

A legnagyobb indukdlt B-red6 tartalom 10 esetén volt megfigyelhetd, a tobbi analdg valtozatos

viselkedést mutatott valamint szerkezetiik kevésbé volt indukalhaté. (4a-c dbra) A kiilsé

szdlban torténd helyettesitések a P-redé bels6é szdlaiban is jelentésen befolyasoltdk a

rendezettséget, amely a belsd és kiils6 szalak kozti arnyékold kolcsonhatdsok jelenlétére utal.

(4d-e abra)
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4. abra. A monomer (a) valamint dimer (b) BB-14, illetve magban helyettesitett anal6gok részére aminosav
szinten megdllapitott misodlagos szerkezeti hajlam (SSP) értékek. A D-o-aminosavakat is tartalmazé SSP
érték kiilonbségek.



5. Az oldallancfiiggd rendezddési hajlam megértése érdekében molekuladinamikai szdmitdsokat
végeztiink. A kisérletes eredményekkel 6sszhangban az o/f anal6gok koziil 10 mutatta a
legnagyobb fokii rendezettséget valamint a legkisebb eltérést a sziildszekvencia szerkezetétdl
(5a-b dbra). A kompakt rendez6dés jellemzéséhez kiszdmitottuk a hidroféb mag olddészer 4ltal
hozzéférhet6 felszinét valamint a hidrogénkotések szdmdt a gerincben, és a BB-14-hez
legkozelebbi értékeket szintén a 10 foldamernél figyeltiik meg (5c-d dbra). A tobbi analdg
esetén a kooperativ rendez6dés hidnyat tapasztaltuk, amely vagy a hidroféb magba valé

elégtelen illeszkedéssel (8 és 12), vagy a nem megfelelé konformécié altal megbontott H-

kotési haldzattal (9 és 11) magyardzhato.
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5. abra. 7 (a) és 10 (b) molekuladinamikai szimulacidk sordn nyert 6t legalacsonyabb energidjui szerkezete.
A magban tal4lhaté hidroféb aminosav 4tlagos olddszerkitettsége (c). A megfigyelt hidrogénkotések szdma a
B-red6kben (elméleti maximum: 36) (d).



. NMR és TEM mddszereket alkalmaztunk a magas sétartalom mellett kialakulé aggregicid
vizsgdlatdhoz. A BB-15 sziil6szekvencidnal fibrillumok kialakuldsat figyeltiik meg, mig 18
esetén aggregiciot nem tapasztaltunk. Ez alapjdn az ACHC-helyettesités a kiils6 szdlakban

hatékony modszer lehet az élek mentén torténd aggregacio kivédésére.
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6. abra. 18 csokkent aggregaciés hajlama 16-hoz képest. A peptidek NMR-lathat6 frakcidja az '"H NMR
jelek integraljai alapjan, novekvo sékoncentracié mellett (a). 16 (b) és 18 (c¢) szekvencidkrdl késziilt TEM
felvételek.
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