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A. Bevezetés és célkitűzések

A gyógyszerkutatás célja, hogy a betegségekben szerepet játszó nagymolekulás 
célpontokat specifikusan és hatékonyan befolyásolja. Ez általában megvalósítható 
olyan kismolekulákkal, amelyek nagy affinitással képesek kötődni a 
makromolekulákhoz. Továbbra is kihívást jelent azonban azoknak a 
kölcsönhatásoknak a gátlása, ahol nagy felületek vagy oldószernek kitett felszínek 
játszanak szerepet a folyamatokban. Azokat a makromolekulákat, amelyeket 
gyógyszerszerű kismolekulákkal nem lehet befolyásolni, “nem gyógyszerelhető” 
fehérjéknek nevezzük. Ezeknek a célpontoknak a gátlására adhat lehetőséget a 
mesterséges önrendező polimerek, azaz foldamerck alkalmazása, melyek ígéretes 
vegyületcsoportnak bizonyultak a biomolekulák felismerésére.

Két gyógyszerészeti szempontból jelentős fehérjét vizsgáltunk: az 
immunoszuppresszáns és angiogenezist elősegítő tumordajka fehérjét, a Galektin-1 
(Gál-1) homodimert, melynek blokkolása angiogenezist és tumor metasztázist gátló 
gyógyszereket szolgáltathat; és a szinaptotoxikus Amyloid fi 1 -42 (A pi-42) 
fibrillumokat és oligomereket, melyeket az Alzheimer-kór legfőbb előidézői között 
tartanak számon. A Gal-1 és a különböző A pi-42 aggregátumok gátlása nem egyszerű 
feladat, mivel kötőhelyük csupán egy oldószernek kitett felszín, és nem rendelkeznek 
külön kötőzsebbel.

A fehérje-ligandum rendszerek vizsgálatához elsősorban mágneses 
magrezonancia spektroszkópiát (NMR) alkalmaztunk, amely igen hatékony és 
sokoldalú technika a biomolekulák jellemzésére és a molekuláris kölcsönhatások 
felderítésére. Az NMR alkalmazható a preklinikai gyógyszerkutatás folyamatában: 
screenelésre ad lehetőséget, segítheti a vezérmolekulák optimalizálását, a fragmens- 
alapú hatóanyag tervezést és a hatás-szerkezet összefüggések kialakítását. A 
röntgenkrisztallográfiával ellentétben az NMR spektroszkópia biológiai szempontból 
fontos közegben, oldatban vizsgálja a fehérje-ligandum rendszereket és ily módon a 
molekuláris mozgások is feltérképezhetők. A biomolekulákról és komplexeikről nyert 
atomi szintű szerkezeti és dinamikai információk segítenek abban, hogy megértsük a 
funkciójukat és hatásmechanizmusukat, és a szerkezet alapú gyógyszerkutatásban a 
ligandumok továbbfejlesztését is szolgálhatják.

Elsődleges célunk az volt, hogy NMR spektroszkópiai módszerekkel olyan 
információkat nyerjünk a célmolekuláinkról, melyek elősegíthetik új Gál-1 és Ap 1 -42 
gátló molekulák szerkezet alapú tervezését. Ehhez kötődési teszteket kívántunk 
optimálni, validálni és továbbfejleszteni, melyeket alkalmazhatunk az új ligandumok



screenelésében. A Gal-1 esetében célul tűztük ki a ’N és l3C izotóppal jelzett fehérje 
gerincének jelhozzárendelését, amely a további kísérletek előfeltétele volt. A 
fehérjéket első lépésként természetes és/vagy irodalmi, peptid típusú ligandumuk 
jelenlétében kívántuk megvizsgálni, hogy jellemezzük a kölcsönhatásukat, és 
megismerjük a ligandumok hatásának molekuláris mechanizmusát. A technikákat és a 
nyert szerkezeti-dinamikai ismereteket a hatóanyagtervezésben, elsődlegesen 
fehérjéink foldamer típusú gátlószereinek létrehozásában kívántuk hasznosítani. Az 
NMR eredményeket egyéb biofizikai módszerekkel és biológiai kísérletekkel is 
kiegészítettük, mint például titrációs kalorimetria, részecskeméret meghatározás és 
ELISA tesztek.

B. Módszerek
Ligandum-detektált NMR kísérletek

A Gal-1, az asialofetuin (ASF) és az A p i-42 fehérjék és ligandumaik 
kölcsönhatását a következő ligandum-detektált NMR technikákkal jellemeztük: 
szaturáció transzfer differencia (STD), transzfer nukleáris Overhauser effektus 
(trNOE) és a jelintenzitás-csökkenés kvantitatív vizsgálata. A hagyományos 'H STD 
esetében a fehérje szelektív gerjesztését Gauss-pulzusokkal végeztük. A trNOE 
kísérleteknél, 2D NOESY spektrumokat vettünk fel a fehérje nélkül és a fehérje 
jelenlétében. A következő mintákat vizsgáltuk:
(i) Gal-1 vagy ASF irodalmi Tyr-Xxx-Tyr típusú peptid ligandumokkal (TYDYF-NH2, 
WYKYW-NH2, TYDYFR-NH2 és TYPYFR-NH,) vagy laktózzal,
(ii) fibrilláris A pi-42 neuroprotektív pentapeptidek (LPFFD, LPYFD-NF12, 
FRHDS-NH2 és RIIGL-NH2) és/vagy Thioflavin T (ThT) jelenlétében,
(üii) A pi-42 oligomerek foldamer peptidekkel.

A csoportszelektív STD-t (group-selective, azaz GS-STD) módszerfejlesztés 
céljából különböző gerjesztésekkel teszteltünk. A minták laktózzal telített, ISN/I3C- 
jelzett Gal-l-et tartalmaztak. A fehérje szelektív gerjesztéséhez BÍRD1 pulzusok 
sorozatát alkalmaztuk. A l3C alifás, illetve aromás GS-STD spektrumoknál a szén 
inverzióját 256 ms hosszúságú Q3 Gauss kaszkád pulzussal oldottuk meg a BÍRD11 
cikluson belül.

Fehérje-detektált NMR kísérletek
A fehérje-detektált technikákat a 15N/13C-jelzett Gal-1 vizsgálatára alkalmaztuk. 

A fehérje jelhozzárendcléséhez háromdimenziós HNCO, HNCA, HN(CO)CA, 
HN(CA)CO, CBCA(CO)NH, HBHA(CO)NH és 15N-NOESY-HSQC spektrumokat



vettünk fel és értékeltünk. A 15N heteronukleáris egyszeres-kvantum koherencia 
(HSQC) titrálások során a l5N-jelzett Gal-1 15N HSQC spektrumait vettük fel 
önmagában, illetve növekvő ligandum (laktóz vagy Tyr-Xxx-Tyr peptidek) 
koncentrációkkal. A szabad és a laktóz-kötött Gal-1 dinamikus viselkedésének 
feltérképezéséhez Th T2 relaxációs és heteronukleáris NOÉ méréseket és “Model-free” 
analízist végeztünk.

A(11-42 oligomerek és foldamerek vizsgálata izotermái titrációs kalorimetriával
Titrációs kalorimetria méréseket végeztünk az A[! 1 -42 oligomerek és a 

foldamerek kölcsönhatásának jellemzésére Microcal VP-ITC készülékkel. A kísérleti 
adatokat két független kötőhelyet feltételezve illesztettük.

Egyéb módszerek
A Tyr-Xxx-Tyr peptidek Gal-l-hez való kötődését vizsgáltuk kompetitív ELISA 

teszttel, amelyben a Gal-1 ASF-hez való kötődését mértük a peptidek jelenlétében; és 
áramlási citometriával, amely a Gal-1 sejtekhez való kötődését mutatta. Az A pi-42 
ftbrillumok időfüggő jelintenzitás-csökkenését fényszórás, transzmissziós 
elektronmikroszkópia (TEM) és ^-potenciál mérések egészítették ki. A foldamerek és 
A pi-42 oligomerek kölcsönhatását egyéb biofizikai és biológiai módszerekkel is 
jellemeztük.

C. Eredmények
I. A Gal-1 oldatfázisú viselkedését NMR spektroszkópiai módszerekkel jellemeztük 

önmagában, illetve természetes ligandumával, a laktózzal.
1.1. A l5N/l3C-jelzett Gal-1 gerincének jeleit és a CB és HB jelek nagy részét is 

hozzárendeltük fiziológiás pH-n (pH 7.4).
1.2.15N IISQC titrálások azt támasztották alá, hogy a laktóz kötődése a Gal-1 

szerkezetét a kötőhelytől távol, a szénhidrátkötő régióval ellentétes oldalon is 
befolyásolja.

1. ábra. A Gal-1 5N HSQC titrálása latózzal. A 15 legnagyobb mértékben tolódott 
aminosav a Gal-1 homodimer felszínén jelölve (piros).



1.3. A relaxációs mérések és „Model-free analízis” rámutatott, hogy a laktóz 
kötődése nemcsak a szénhidrátkötő régió dinamikáját befolyásolja, hanem 
onnan tovaterjedve az egész fehérjét érintik a változások. Kiemelkedően 
flexibilisnek találtuk a laktóz kötésében is szerepet játszó hurkot.

1.4. A GS-STD 15N /I3C variánsai hatékonynak bizonyultak a laktóz kötődési 
epitópjának felderítésében. A négy különböző kísérleti beállítással felvett STD 
spektrum (szelektív 'H STD, l5N GS-STD, BCAr és l3Ca|itás GS-STD) azt 
mutatta, hogy a különbségi spektrumok jelintenzitásának mintázata a 
gerjesztett „közvetítő” atomok típusától és térbeli elrendeződésétől is függ, 
valamint a spin-diffuzió által közvetített mágnesezettség transzfer 
hatékonysága is befolyásolja (2. ábra).

— i---1---- 1----1----1----1----1----1--- 1---- 1
3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

2. ábra. A bN és l3C GS-STD kísérletek módozatai (különböző színekkel jelölve) 
segítségével gyenge fehérje-ligandum kölcsönhatások is kimutathatók, akár flexibilis, 
oldószernek kitett kötőhely esetén is. A gerjesztési profilok különböző térbeli és 
kémiai szelektivitásának köszönhetően a kötőhely egyes atomcsoportjaihoz közeli 
ligandum protonok feltérképezhetek.



2. A korábbi irodalmakban a Tyr-Xxx-Tyr peptid motívumot glikomimetikus 
szekvenciaként írták le, mivel gátolja a Gal-l-ASF kölcsönhatást. NMR kísérleteink 
azonban a következőket igazolták:

2.1. Az STD, trNOE mérések és a l5N-jelzett Gal-l-gyel végzett l5N IISQC 
titrálások is kizárták a Gal-l-peptid kölcsönhatásokat, vagyis a vizsgált Tyr- 
Xxx-Tyr peptidek nem kötődnek a Gál-1-hez.

2.2. A Tyr-Xxx-Tyr peptidek kötődését ASF-hez egyértelműen bizonyították STD 
és trNOE kísérleteink.

2.3. A Tyr-Xxx-Tyr peptidek nem azért bizonyultak hatékonynak a kompetitív 
tesztekben, mert a Gal-l-hez kötődnek és leszorítják róla a Gal-l-et, hanem az 
ASF-nal való kölcsönhatásukból kifolyólag (3. ábra). Eredményeink arra 
utaltak, hogy a vizsgált Tyr-Xxx-Tyr peptidek nem glikomimetikusak, mivel 
az ASF-nal hatnak kölcsön.

3. ábra. A Gal-l-ASF kölcsönhatás Tyr-Xxx-Tyr típusú peptidekkel történő gátlásának 
feltételezett mechanizmusa.

3. A neuroprotektív pentapeptid LPFFD és a fluoreszcens festék ThT A pi-42 
fibrillumokhoz való kötődése az NMR jelintenzitásuk csökkenése alapján a 
következőket mutatta:

3.1. A ThT nem szorította le rögtön az LPFFD-t az Ap-ról, és nem tudta 
megakadályozni annak gyenge kötődését. LPFFD nem csökkentette, hanem 
növelte az NMR-rel detektálható ThT kötés mértékét.

3.2. A spektrumokban a vizsgált ligandumok csúcsai mellett nem jelentek meg 
olyan, oldat fázisú NMR-rel mérhető jelek, amelyek a monomer vagy oligomer 
méretű A pi-42 jelenlétére utalnának.

3.3. A neuroprotektív peptidek dezaggregációs mechanizmusa kevésbé valószínű, 
ligandum-indukáit flokkuláció és szedimentáció feltételezhető (4. ábra), amit 
fényszórás és TEM mérések is megerősítettek.



4. Foldamerek A pi-42 oligomerekhez való kötődését screeneltük STD és trNOE 
technikákkal.

4.1. Egy hexapeptid foldamer kötődést mutatott az Ap-hoz. A multivalens 
ligandumok elvét követve, a peptidet egy tetravalens poliamidoamin 
templáthoz konjugáltuk, Így a gyenge kölcsönhatást megsokszorozva egy 
erősen kötődő vegyületet kaptunk (5. ábra). A négykarú ligandum kétlépcsős 
kötődést mutatott egy nanomoláris és egy szubmikromoláris látszólagos 
disszociációs konstanssal.

4.2. A hatás-szerkezet összefüggések felderítését szolgáló első kísérletek azt 
mutatták, hogy a más oldalláncokat tartalmazó vagy csak kétkarú vegyületek 
csupán gyenge kölcsönhatásra képesek, amely arra utal, hogy a farntakofór 
specifikus.

5. ábra. A multivalens ligangumok elvét foldamerekre alkalmazva olyan anyagot nyertünk, 
amely az Api-42 oligomerekhez nanomoláris affinitással kötődik.
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