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1. Bevezetés

A komplex biologiai rendszerek megértése tobbrétii
perspektivat igényel. Mivel a kvantummechanika (QM)
alkalmazasa nem kivitelezhet6 nagy biomolekuldk esetében,
a klasszikus molekulamechanika (MM) és a mesterséges
intelligencia (MI) modellek (példaul neuralis hal6zatok
(FFNN), a tamogaté vektor gépek (SVM vagy SVR), a
véletlenszerli erd6 (RF) vagy a logisztikus regresszio (LR))
hatékony alternativakat kinalnak. Ezeket a szamitogépes
modszereket olyan kiilonb6z6 biologiai  rendszerek
vizsgalatara alkalmaztam, amelyek eltér6 szinteken
kapcsolodnak a kdzponti idegrendszerhez (KIR).

Kutatdsom egyik f6 vonala a tubulin fehérje vizsgalata
volt, amely a sejtvaz (citoszkeleton) alkotdelemeként
hozzajarul tobbek kdzott az intracellularis transzporthoz és a
sejtosztodashoz. A mikrotubulusok mikodése a dinamikus
instabilitdson alapul. Ezt a mechanizmust kiilonb6z6
mikrotubulus-asszocialt ~ fehérjék,  mikrotubulus-célzo
agensek (pl. taxén) és szteroid molekuldk képesek modulalni,
ezaltal szabalyozva a sejtciklust vagy apoptozist indukélva

(mint példaul a gyorsabban 0sztddo rakos sejtekben).



A szteroidok biologiai jelent6ségéhez szorosan
kapcsolodva vizsgéltam az aldo-keto-reduktazok (AKR),
kifejezetten az AKR1C alcsalad szerepét, amelyek a szteroid
metabolizmus kulcsfontossagi  szabalyozdi. Ezek az
enzimek nemcsak a periféridas szervek patologias
folyamataiban (példaul a hormonérzékeny daganatok
kialakulasaban) jatszanak szerepet, hanem a KIR
neuroszteroid homeosztazisat is befolyasoljak.

Az immunrendszerrel kapcsolatban ismert, hogy sajat,
nem sajat epitopok T-sejteken torténd bemutatasa (pl: MHC-
I révén) immunvalaszt valt ki. Azonban megjelentek olyan
tanulmanyok, ahol az amyloid toxicitast az immunredszer
mukodésével is Osszefiiggésbe hoztdk azaltal, hogy AP
oligomerek képesek aktivalni a mikroglia sejteket, amelyek
gyulladaskeltd (proinflammatorikus) citokineket bocsatanak
ki. AP oligomerek pedig ugy termelddhetnek, ha a
neuroprotektiv amiloid prekurzor protein feldolgozésa
eltolodik a patologias ,,amiloidogén” utvonal iranyaba, ami
toxikus AP40/42 peptidek termelddéséhez vezet. A
disszertacié bemutatja, hogy a genetikai mutaciok hogyan
valtoztatjdk meg az AP aggregacidhoz kapcsolodo értéket
valamint hogy ez a valtozas szamitogépes moddszerekkel

analizalhato-e.



Végezetiil, neuroprotektiv hatdanyagok, mint példaul a
kinurénsav (KYNA) és analdgjainak vér-agy gaton keresztiil
torténd célba juttatidsanak nehézségeivel foglalkoztam. A
kutatas a human és szarvasmarha-szérumalbumint (HSA,
illetve BSA; egyiittesen SAs) potencialis hordozofehérjeként
valé alkalmazasat vizsgaltam mely a kozeli jovo

gyogyszerfejlesztést segitheti.

2. Célkitiuzések

1. Tubulin fehérjének taxén kotéhelyébe kotodo
modositott  szteroidmolekuldk szamitogépes vizsgalata
(MM/GBSA ¢és umbrella sampling (US) moddszerekkel).

2. AKRIC1 ¢és AKRIC2 izoenzimekhez kot6dod
EM1062 és EM1082 modositott szteroidok szamitdogépes
vizsgalata (dokkolasi vizsgalatok).

3. KYNA és szarmazékainak SA-hoz valo kotédésének
jellemzése kisérleti €s szamitogépes modszerekkel.

4. MI modellek (FFNN, SVM, RF, LR) hogyan képesek
9 aminosav hosszisagu (9-mer) epitépok T-sejtes aktivacios
értéket eldjelezni, két kiilonbozo tesztkészleten.

5. Kiilonboz6 MI modellek (FFNN, SVR, RF)
hasznélata a mutalt AP peptidek nukleaciods értékének (NS)



elérejelzéséhez kiilonbozo reprezentaciok (ESM-2, Z-scale,

AAC, pw.BLOSUMG62) felhasznalasaval.

3. Eredmények és diszkusszioi

Mivel szamos kemoterapias szer nemkivanatos
mellékhatasokkal jar és a rezisztencia kialakuldsa tovabb
korlatozhatja a kezelés hatékonysagat, a szteroid
vazszerkezet vonzo tulajdonsaga, hogy még a legkisebb
szerkezeti  modositdsok is  jelentds  valtozasokat
eredményezhetnek a farmakologiai profilban. Doktori
tanulmanyaim soran az els6 Kutatdsi iranyvonal az
MM/GBSA ¢és US modszerek alkalmazasa volt annak
érdekében, hogy molekularis szinti magyarazatot adjunk
harom kivalasztott modositott szteroidvegyiilet kotddési
preferencia-sorrendjére a tubulin fehérjéhez, amelyek
igéretes biologiai aktivitast mutattak a HeLa és a SiHa
sejtvonalakban (ICso: 13AES3 > 13AES2 > 13AESI).

Az US-szadmitasok szerint a 13AES3 ligandum mutatta a
legerdsebb kolcsonhatést a kotdhellyel:

PMFi3ags3: -14 kcal/mol, PMFi3ags2: -6.5 kcal/mol és
PMF13aes1: -5.2 kcal/mol szabadenergia profillal.



Az MM/GBSA-szamitasok is nagyon hasonlé kotodési
értékekkel tAmasztottak ala a kotéserdsségi sorrendet:
AGi3ags3: —69.38 + 2.14 kcal/mol, AGi3ags2: —50.85 + 2.85
kcal/mol, AGi3agsi: —42.76 + 2.35 kcal/mol értékkel.

A szamitoégépes szimulacid eredménye Osszhangba van a
kisérleti megfigyelésekkel, mely szerint a 13AES3 C-2-es
klorofenilgytiriije  hozzajarul a szteranvaz kotodési
helyzetének stabilizalasahoz, nevezetesen a taxén-
kotohelyen talalhato PHE272 aminosavval valé hidrofob
kdlcsonhatas révén.

Ismert tény az is, hogy az aldo-keto-reduktaz izoformak
kulcsfontossagl enzimek a szteroid anyagceserében, és fontos
célpontok hormonfiiggd rakos megbetegedésekben. Az
AKRI1C izoformék szelektiv inhibitor molekuldinak
fejlesztése meglehetdsen kihivast jelent. Kiilondsen az
AKRICI1 és AKRI1C2 esetében, mivel mindossze egyetlen
aminosavban  kiilonboznek az  aktiv  helyen. Igy
tanulményaim masodik iranya az EM1062 és EM1082
kotddésének vizsgalata volt AKRIC1 ¢és AKRIC2
izoenzimekhez. Dokkolasi szamitasokat végeztem annak
érdekében, hogy atomi szintli betekintést nyerjek a két
modositott  szteroid lehetséges  kotdédési  modjaba.

Megbizhatosaganak értékeléséhez a dokkolasi pontszadmokat
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(Glide score) 0sszehasonlitottam a kisérleti gatlasi adatokbol

szarmazod AG értékekkel.
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l.abra Modositott szteroidok dokkolasa az AKRICI ¢és AKRIC2 kotdhelyekre
kiilonboz6 (AKR1C1 PDB-kédok: IRMQ, 3C3U, 3TNY; AKRIC2 PDB-kodok:
4L1W, 4JQ4, 4JTQ) kristalyszerkezetek felhasznalasaval. A pontozott vonal a kisérleti

kotodési szabadenergiakat jeloli (a gatlas szazalékos értékébol szamitva).

A szamitogépes eredmények azt mutattdk, hogy mindkét
ligandum erésebb kotddési affinitast mutat az AKR1C2
izoenzimhez mint az AKR1C1-hez (1. ébra). Ez a tendencia
Osszhangban all a kisérleti gatlasi adatokkal, amelyek szerint
mindkét vegyiilet nagyobb inhibiciét mutatott az AKR1C2
(kb. 97-99%-0s gatlas), mint az AKRIC1 fehérjével
szemben (kb. 32-63%-os gatlas).

Osszefoglalva, a modositott szteroidok kotédési
tulajdonsagainak szamitogépes vizsgalatai molekularis
szintll értelmezést nyujtottak a kisérleti eredményekhez ¢€s
elméleti kiegészitést nyujtottak biologiai aktivitasuk

megértéséhez.



Ezt kovetéen a harmadik kutatasi vonal keretében
vizsgaltam a KYNA és egyes szarmazékainak (SZR72,
SZR104) kotodését a SA-hoz. Az US eredmények szerint a
KYNA er6sebben kotddik a BSA-hoz, mint a HSA-hoz, ami
alatimasztja a BSA alkalmazasat a vizsgalatokban. A C-2
modositott SZR72 analdg alacsonyabb kotddési hajlamot
mutatott a HSA irant, mint a KYNA, ¢s csak gyenge
preferenciat mutatott a BSA irant, mig Osszességében
viszonylag alacsony maradt a kotodési képességiik. A
morfolingytrit (C-3) tartalmazé SZR104 szarmazékot
figyelembe véve, mindkét SA-hoz gyengén kotédott,
preferencia sorrend nélkiil.

Az ITC mérések eredményeként a BSAxyna Kq értéke 158,9
+ 81,4 uM, a HSAxyna-hoz viszonyitva pedig K¢ = 5,7 + 6,0
uM disszocidcios allandd, mig a progressziv szerkezeti
modositasok eredményei (SZR72 és SZR104 esetében) az
affinitds szisztematikus csokkenését mutatjdk 1 mM < K4
értéknél (a kimutathat6 tartomany felett). Annak érdekében,
hogy tisztazzuk ezen molekuldk kotodését, STD-NMR
kisérleteket végeztiink. STD-NMR kisérleteinkben a KYNA
mutatta a leger6sebb albumink6tést, mig az SZR72
gyengébb, de még mindig kimutathatdé kolcsonhatast

mutatott, a kombinalt szerkezetileg modositast tartalmazé
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szarmazék (SZR104) csak minimalis, vagy semmilyen

kimutathatd kotddést nem mutatott.

PhD tanulméanyaim negyedik kutatasi iranya a gépi
tanuldsi technikak alkalmazéasa volt kiilonféle peptidekkel
kapcsolatos kérdésekre. Els@ esetben a T-sejt aktivacio
valtozékonysagara Osszpontositottunk, melyek a
kolcsonhatd  peptidek  szerkezeti  kiilonbségeibdl s
adodhatnak, melyek epitop-MHC-I komplexként a sejt
felszinére keriilnek. A tézisflizetben csak egy osztalyozasi
értekelési metrikara szeretnék 9sszpontositani, nevezetesen a
kiegyensulyozott pontossagra (bACC), amely kiilondsen
értékes olyan valos helyzetekben, ahol gyakoriak a
kiegyensulyozatlan adathalmazok (ha a bACC értéke 1,
akkor az osztalyozasi modell tokéletes). Gépi tanuldson
alapulo regresszid esetén a meghatarozasi egyiitthatora (R?)
koncentralok, amely az Ml-modell illeszkedésének
mindségét jelzi (ha R?* = 1, akkor a regressziés modell
tokéletes).

A konszenzusalapu validacios (30%-os hold-out)
eredmények erds Osszteljesitményt mutattak, ahol a
bACCrrnN, BACCrE, bACCsvm, bACCrr ertekek koriilbeliil

0,9 vagy magasabbak, ami mind az aktiv, mind az inaktiv
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epitopok robusztus osztalyozasat jelzi. A mesterséges
intelligencia mddszerek fo kihivasa azonban tovéabbra is a
kiils6  adatkészletekre vald alkalmazhatosaguk. Az
osztalyozast egy fliggetlen kiilsé adatkészleten is végeztem,
amely 85, a modell altal nem latott epitopot tartalmazott. Az
elsd kiilsé tesztkészlet aldtdmasztotta a konszenzusalapu
megkozelités teljesitményét, bar voltak osztalyozofiiggd
kiilonbségek. Az eredmények a kovetkezok: bACCrrnn:
0,805, bACCkgr1: 0,804, bACCsym: 0,562, bACCLr: 0,718.

A modellek robusztussaganak és adathalmazok kozotti
altalanosithatosaganak tovabbi felmérése érdekében egy
masodik kiilsd teszthalmazon értékeltem a teljesitménytiket.
A masodik kiils6 teszthalmaz 172 tovabbi epitopot tartalmaz,
amelyet mas kutatocsoport publikalt, és harom T-sejt
receptorban (TCR1, TCR2 és TCR3) mértek. igy a masodik
kiilsO teszthalmaz egy kihivast jelentdbb validacios eljarast
képviselt, amit az osztalyozok kozotti alacsonyabb és
valtozékonyabb teljesitmény is tiikréz. Nevezetesen:
bACCrenn: 0,497+0,037, bACCRE,: 0,618+0,074, bACCsvm:
0,615+0,008, bACC1r: 0,508+0,023. Osszességében ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a masodik kiilso teszthalmazt
lényegesen nehezebb volt osztalyozni, mint az elézdeket

(bels6 wvalidacio (30% hold-out) és az elsé kiilso
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teszthalmaz), kiemelve a kiilonb6zo laboratériumi
kortilményeket ¢s a kisérleti variabilitds hatasat az

adathalmazok kozotti modellek atvitelére.

PhD-s kutatasom 6todik vonala az AB-mutaciok (Ap1-
42) ,nukledcios pontszam”anak (NS) eldrejelzéséhez
kapcsolodik MI-algoritmusok segitségével. A nukleacios
folyamat kis AB-aggregatumok kezdeti kialakuldsat irja le,
amelyek késobb fibrillakka és plakkokka fejlddhetnek. Ez az
esemény szamszertsithetd NS értékkel, amely kisérleti vagy
szamitogépes modszerekkel szarmaztathatd. Az utobbi
idében a ,deep mutation scanning assay” vizsgalatok
nagyszamu egyszeres ¢és kétszeres AB-varianshoz rendelnek
NS-értékeket. Az AB-aggregatumhoz tartozd NS értékben a
mutaciés hatdsok megjelennek ¢és értéke jelentdsen
megvaltozhat akar egyetlen aminosav (SAA) vagy kétszeres
aminosav (dAA) szubsztitucié utan is. Napjaink jelentds
kisérleti eréfeszitések ellenére a jelenleg elérhetd mutacios
adatkészletek hianyosak maradnak. Tekintettel arra, hogy a
nagyobb tanuldhalmazok robusztusabb MI-eredményeket
tudnak  szolgaltatni, a  dAA-adatkészletre  fogok
Osszpontositani. A modell  teljesitményét  R2-vel

szamszerusitettem. A modellt a dAA adathalmazon (~15 000

10



adatpont) képeztik ki, 70/30%-os aranyban 5-szOrds
keresztvalidacioval és 30%-os belsd validacioval, majd sAA
(~500 adatpont) kiils6 teszttel teszteltiik.

Az FFNN kovetkezetesen a legmagasabb predikcios
teljesitményt érte el szinte az Osszes vizsgalt szekvencia
reprezentacio esetében (30%-os hold-out teszt: R* 0,737 és
sAA kiils6é teszt: R* 0,580 az ESM-2-ben). Azonban
tovabba, konszenzusanalizist végeztem annak vizsgalatara,
hogy az integralt predikciok javithatjdk-e a regresszids
modellek robusztussagat és altalanosithatdsagat.

A konszenzusmodell az ESM-2-FFNN, az ESM-2-SVR
¢s a Z-skala-RF predikcioit kombinalta, amelyek a
legmagasabb  predikcids teljesitményt nyujtottak. A
konszenzusmodell érte el a legmagasabb validacids
teljesitményt, 0,781 R? értéket eredményezve, mig eredetileg
a validacios tesztben (ESM-2: FFNN) a legmagasabb
teljesitmény 0,737 R? érték volt. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a harom kivalasztott modell beépitése
javitotta a predikciés pontossagot a tanuldhalmaz
eloszlasabol szarmazo adatokon. Mig a kiilso teszt (sAA)

esetében 0,582 R? értéket ért el.
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4. Osszefoglalas

PhD tanulmanyaim alatt szdmos szamitdsi €és kisérleti
megkozelitést alkalmaztam a szerkezet-aktivitds ¢és a
szerkezet-affinitas kapcsolatok tisztazasara a kiilonb6zo
biologiai rendszerekben. A molekula dinamikai szimulacidok
szubsztituens  kulcsszerepet  jatszik a  szteroidvaz
stabilizalasaban a taxén kotohelyén beliil.

Az AKRIC enzimek dokkolasi és kolcsonhatési
elemzései azt mutattak, hogy mindkét ligand (EM1062 és
EM1082) erdsebben kotddik az AKRI1C2-h6z, mint az
AKRI1Cl1-hez, dsszhangban a kisérleti gatlasi adatokkal. A
szelektivitds a kotddési orientdcid és az aktiv hely
szerkezetének  finom  kiilonbségeibdl, kiilondsen a
Leu54/Val54 szubsztiticiobol fakad.

A KYNA és szarmazékainak HSA-hoz és BSA-hoz valo
kotodési tulajdonsagainak szamitasi €s kisérleti eredményei
egyértelmil szerkezetfiiggd trendre utalnak; nevezetesen az
alapvegylilet (KYNA) C-2 és C-3 modosulasa gyengébb
komplexet eredményez a SA-kal.

Az MHC-I epitdp aktivacios vizsgalatanak MI-alapt

vizsgalataiban az eredmények nem tdmasztottak ald egyetlen
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univerzalis osztalyozot az Osszes validacioban. Ehelyett az
FFNN, RF, LR és SVM mindegyike kiegészitd predikcios
erésségeket mutatott a kiilso tesztektdl fiiggden.

Végiil az AB1-42 peptid mutacids vizsgalatok arra
utalnak, hogy maga az alkalmazott konszenzus modell is
informativnak bizonyult. Kiilonb6zd regressziés modellek
(FFNN, SVR, RF) ¢és a peptidreprezentaciok széles
skalajanak hasznalata javitotta a konszenzus modell
altalanositasat az AR mutaciok NS értékeinek eldrejelzésére,
mig az sAA kiilsé tesztre torténd alkalmazas hasonldan

moderalt altalanositast eredményezett, mint nélkiile.

Tézispontok

1. A modositott szteroidok tubulin fehérje taxén
kotohelyéhez valo affinitdsanak szamitogépes vizsgalata
(MM/GBSA ¢s US modszerek) kimutatta, hogy a 13AES3
klorofenil gytirlije erdsebb hidrofob kolcsonhatast alakit ki
mint a 13AES2 és 13AESI1, ezaltal novelve a kotési
stabilitast. A kisérleti méréssel megallapitott kotodési
sorrendet a szamitasi eredmények is aldtdmasztottak.

2. Az EMI1062 ¢és EM1082 modositott szteroidok

erosebben kotddnek az AKR1C2 izoenzimhez, mint az

13



AKRI1C1, ami azt jelzi, hogy az aktiv hely finom szerkezeti
kiilonbségei jelentésen befolyasoljak a szelektivitast,
Osszhangban a kisérleti eredményekkel.

3. A KYNA kotodését €s kotodési sorrendjét a HSA és
BSA fehérjékhez kisérletileg ¢€s szamitogépesen is
megerdsitettem. Azonban ugyanazok a kisérleti és elméleti
technikak a modositott szarmazékok esetében gyengébb
affinitast mutatnak, mint az alapvegyiilet, ami arra utal, hogy
a modositott vegyiiletek esetében eltérd gyogyszerbeviteli
modszer sziikséges.

4. A kiilonboz6 ML osztalyozokat figyelembe véve
nincs egyetlen legjobb modell az epitdop aktivacio
elorejelzésére az MHC-I komplexekben; Az FFNN, RF, LR
¢s SVM algoritmusok mindegyike eltéré elénydket kinal
kiilonbozé  validaciok esetén. A kiilonbozd  peptid
reprezentaciokat kombinald konszenzusmodell nytjtotta a
legrobusztusabb teljesitményt, mind a belsd teszthalmazon,

mind a fiiggetlen kiils6 teszthalmazon.

5. Az AP1-42 peptid dupla muticioval rendelkezd
variansainak NS-értékeinek eldrejelzésére hasznalt MI
algoritmusok (FFNN, SVM ¢és RF) esetében azt tapasztaltam,

hogy a legpontosabb eldrejelzéseket a  kiillonbozd
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algoritmusokat ¢és aminosav-reprezentaciokat kombinalod
konszenzusmodellel kaptam. Azt is megfigyeltem, hogy a
dAA-mutéciokon betanitott modell nem alkalmas az sAA-

mutaciok NS-értékeinek elorejelzésére.
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