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A. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A  B-red6 masodlagos szerkezet gyakran el6forduld elem protein-protein
kolcsonhatdsokban, illetve membrannal kolcsonhatdo peptidek esetén. Gydgyszerészeti
szempontbol ezek a kolcsonhatdsi feliiletek altalaban nem befolyasolhatok klasszikus
kismolekulakkal, a nagy oldoszernek kitett felszin vagy a komplex kolcsonhatasok miatt. Az
alternativ megoldasként alkalmazott makromolekulas gyogyszerek hatranyai a rossz
farmakokinetikai tulajdonsagaik illetve az alacsony stabilitasuk. Mesterséges B-red6t utanzo
szerkezetek alkalmazasaval ezek elkeriilhetok lennének, viszont ezek tervezése kihivast jelent.
A B-red6k alkalmazasdnak tovabbi hatranya a nagy aggregicids hajlamuk, mely toxikus
vegyiiletekhez vezethet.

A mesterséges Onrendezddd szerkezetek, azaz foldamerek segitségével, B-redds
szerkezetek tervezése illetve elényos tulajdonsagok kialakitasa elérhetéek lehetnek. B-Peptid
foldamer hélixeket sikeresen alkalmaztak fehérje és membran célpontokra, azonban
mesterséges B-redot utanzo foldamerek eldallitasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Célul tiztiik ki B-redds szerkezetek létrehozasat a/B-peptid foldamerek segitségével melyek
protein-protein és membran kolcsonhatasokban is részt vehetnek. Ehhez modellként az
antiangiogén és antitumor hatassal rendelkezd anginexet valasztottuk. Az anginex rendezetlen
szerkezetli oldatban, a bioaktiv P-redés szerkezet csak membran jelenlétében alakul ki.
Biologiai aktivitasaban szerepet jatszik membrannal val6 koélcsonhatasa illetve a tumordajka
galektin-1 célfehérjéhez valo kotédése.

Az o/B-peptid foldamerek tervezése soran szisztematikus aminosav helyettesitéseket
cirkularis dikroizmus (CD) és NMR spektroszkopias modszerekkel vizsgaltuk. Ezen modszerek
segitségével a lokalis konformacios tulajdonsagokat és a globalis feltekeredést is tudtuk
vizsgalni, és megallapitani a kedvezé aminosav helyettesitéseket. A galektin-1 célfehérjéhez
valo kotddést izotermalis titracios kalorimetria (ITC) segitségével vizsgaltuk, valamint in vitro
bioaktivitast mértiink, mely kisérleteket Makra Ildiko végezte el (Limfocita Jelatviteli Csoport,

Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont).



B. MODSZEREK

NMR spektroszkopia

aminosav szinten NMR spektroszkopids modszerrel vizsgaltuk. A mérési kortilmények
optimalizaldsa utan a spektrumokat 0,5 mM peptid koncentracié alkalmazéasaval pH 5,6, 37°C
hémérsékleten vettiik fel. A jelhozzarendelést 2D TOCSY, NOESY ¢és 3C HSQC spektrumok
alapjan végeztiik el. A kanyar stabilitdsara a kanyar szegmens kialakitasaban részt vevo glicin
Ha protonjainak kémiai eltolddas kiillonbségébdl kovetkeztettiink. A B-aminosavak lokalis
masodlagos szerkezeti hajlamot mutatd, ugynevezett SSP pontszamot szamoltunk egy
referencia rendezetlen szerkezethez tartozé kémiai eltolodasokhoz viszonyitva, mely a hélix

illetve a B-redd képzédésre adott informaciot.

Cirkularis dikroizmus

A szerkezetek inherens és indukalhato feltekeredését CD spektroszkopias modszerrel
vizsgaltuk Onmagukban illetve egy membrant utanz6 foszfolipid hozziadasa utan. A
spektrumokat 100 uM peptid koncentracioval vettiik fel, melyhez a membrant utanzo dodecil-
foszfokolint (DPC) 2,5 mM koncentracioban adtuk. A spektrumokat harom alap komponensre
bontottuk a CCA+ szoftver segitségével, mely eredményeként a masodlagos szerkezeti tartalom
kvantitativ kozelitését kaptuk. HOmérséklet-fiiggd CD mérések elvégzésével a hidrofob

kolcsonhatasok jelenlétét vizsgaltuk 5 - 75°C tartoméanyban felvéve a spektrumokat.

Izotermalis titracios kalorimetria

Az anginex—galektin-1 kolcsonhatds vizsgalatara izotermalis titracios kalorimetrat
alkalmaztunk, Microcal VP ITC késziilék segitségével. A mérési koriilmények optimalizalasa
utan, a cellaban levd galektin-1 fehérjét titraltuk az anginexszel és analdgjaival pH 7,4, 35°C

hémérsekleten 15 uM fehérje koncentracio mellett.



A. EREDMENYEK

1. Husz kiilonb6z6 B-aminosav tartalmi o/B-peptidet terveztiink a B-redé kialakuldsanak
vizsgalatara, melyhez egy antiangiogén hatasu peptidet az anginexet hasznaltuk modell
vegyiiletként (1. abra). A szekvencidk tervezése soran térben egymashoz kozeli aminosav-
aminociklohexan karbonsav (1R,2S-ACHC) alkalmazasaval, melyet sztereokémiai

megfontolasok alapjan valasztottunk. A szintézis optimalizalasa utan a peptideket sikeresen

eloallitottuk.
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anginex-Gly ANIKLSVQMKLFKRHLKWKIIVKLNDGRELSLDG-NH,
1a-e ANIKLSXQMKLFKRHLKWKIIVKYNDGZELSLDG-NH,
2a  ANIKLSVXMKLFKRHLKWKIIVYLNDGRZLSLDG-NH,
3a-e ANIKLSVQXKLFKRHLKWKIYKLNDGREZSLDG-NH,
4a ANIKLSVOMXLFKRHLKWKIYVKLNDGRELZLDG-NH,
Sa-e ANIKLSVOMKXFKRHLKWKYIVKLNDGRELSZDG-NH,
6a ANIKLSVOMKLXKRHLKWYIIVKLNDGRELSLZ-NH,
7a  ANIKLSVQOMKXFKRHLKWKIYVKLNDGREZSLDG-NH,
8a ANIKLSVQMKLFKRHLKWKXYZKLNDGRELSLDG-NH,

1. Abra. A tervezett anginex analogok. A szubsztiticid helye szammal jelzett, az elsd aminosav
harmastol kezdve (Val’-Leu?*-Arg®). A szubsztitiiciés mintazatot szaggatott vonal jelzi: 1-6 térben
kozeli aminosav harmasok helyettesitése, 7 — atlos, 8- szekvencialis helyettesitések. A szubsztitcios
pozicidkban (X, Y, Z) alkalmazott aminosav mintazatokat betik jelzik.



2. NMR spektroszkopias mérések alapjan kiilonb6zé viselkedést tapasztaltunk a kanyar
stabilitasara illetve a lokalis konformacids viszonyokra vonatkozdan, mely a szubsztitiucio
helyétél és az alkalmazott aminosavtol is fiiggott. A B-red6 masodik kanyarjahoz kozeli
szubsztitiiciok novelték annak flexibilitasat. Azok a p3-aminosavak, melyek oldallancukban
clagazast tartalmaztak a kivant gauche konformaciot vették fel, mely illeszkedik a B-red6
hidrogénkotés mintazataba. Ez azonban kisebb mértékii oldallanc atlapoldédashoz vezethet

az extra szénatomnak kdszonhetden (2. abra).
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2. Abra a) A megfigyelt csatolasi allandok és NOE intenzitas aranyok a gauche konformacid
kialakulasara utaltak B3hlle és B*hVal aminosavak esetén. b) Modellezett oldallanc atlapolodas,

3. A masodlagos szerkezeti hajlamot, aminosav szinten mdasodlagos kémiai eltolodasok
segitségével térképeztiik fel, melybdl iigynevezett SSP pontszamot szdmitottunk (3. &bra).
A B3-aminosav helyettesitések nem kivant hélix képzédést indukaltak a szekvencia N
terminalis részében, mely az anginex legflexibilisebb része. Konformaciosan kotott ciklusos
aminosavak alkalmazasaval ez kivédhet6 volt, mely arra utalt, hogy a ko6tott konformacioju
aminosav alkalmazasa elényGsebb a szal képzddés szempontjabdl. A szubsztitiiciok
leginkabb a kanyar kozeli helyeken, illetve a periférian voltak toleralhatok (3. abra). A
membrant utinzé foszfolipid hozzaadasara az 'H NMR spektrumban alacsonyabb térerd

iranyaba tolodott jeleket figyeltiink meg, melyek B-redds szerkezet kialakulasara utaltak,

azonban a jelhozzarendelést a jelkiszélesedés miatt nem lehetett elvégezni.
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3. Abra. Szamitott SSP értékek az anginex analdgokra a) a hidrofob oldalon, b) a hidrofil oldalon és c)
a nem egyezd pozicidkban helyettesitett analdgok esetén. A pozitiv SSP értékek hélix képzdésre, mig
a negativ értékek B-redd képzddési hajlamra utalnak.

4. Az analogok globalis feltekeredését CD spektroszkopiaval vizsgaltuk. Indukalas nélkiil, a
peptidek magas rendezetlen szerkezeti tartalmat mutattak. A membrant utanzé DPC
hozzaadéasara a CD gorbék egyértelmil rendezddés jeleit mutattak. A CD gorbéket a CCA+
program segitségével 3 komponensre bontottuk, melyek alapjan kvantitativ becslést
hajtottunk végre az egyes analdogok masodlagos szerkezeti tartalmara, mely kiilonb6z6
mértékii B-redd tartalomra és indukalhatosagra utalt (4. abra). A masodlagos szerkezeti
tartalom alapjan a kanyar kozeli és a periférian helyettesitett analdogok mutattdk a
legmagasabb B-redo tartalmat, mely egybevagott az NMR eredményekkel.
HoOmérséklet-fiiggd CD mérésekbdl a hidrofob kolcsonhatasok feltekeredésben jatszott
szerepére kovetkeztettiink. A hidrofob kolesonhatasok jelentésen csokkentek f-aminosav
helyettesités esetén, mely igy meghatarozd szerepet jatszhat ezen aminosavak
szerkezetrombold hatasdban. A hidrofob kolcsonhatdsok azoknal az anal6goknal voltak a
legkifejezettebbek, melyeknél a kanyar stabilitdsa csokkent a kozeli szubsztituciok miatt,
igy egy kompenzalo stabilizald erdként Iépett fel. A szubsztitliciok nem ndvelték az
aggregacios hajlamot, a DOSY NMR spektroszkopias méréssel mért hidrodinamikai

atmérok kozeli értékeket mutattak az anginexhez.
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4. Abra. Masodlagos szerkezeti tartalom szazalékban kifejezve minden analdgra a) Snmagéban, b) 2,5

mM DPC hozzaadasa utan, indukalva. A fekete oszlopok a rendezetlen szerkezeti tartalmat, a sziirkék a

B-red6t a fehérek a helikalis konformaciot jelzik. ¢) B-red6 indukalhatdsaga az analogok esetén, mely a

indukalt és az indukalatlan -redd tartalom kiillonbségébdl szamitott szazalék.

5. ITC méréseket végeztiink az anginex—galektin-1 kolcsonhatas tanulmanyozasara. Az
irodalmi adatokhoz hasonl6 nagy affinitast kotddést tapasztaltunk 1:4 sztochiometriaval.
Az analogokat vizsgalva egy szarmazék mutatott, hasonld, de kisebb affinitast kotddést a
célfehérjéhez (5a 4bra), melyet a farmakofor horgonypontok megvaltozott helyzetével
magyarazhatd. In vitro bioldgiai kisérletek alapjan a hatasmechanizmusban jelentds
szerepet jatszott a membrannal vald kolcsonhatis, mely a PB-redd indukélhatosdgéaval
mutatott jelent6s szerkezet-hatas Osszefliggést (Sb abra). Ez arra utalt, hogy a rendezédés

folyamata feltétele az in vitro hatasmechanizmusnak.
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5. Abra. a) ITC entalpogram, galektin-1 titralasa 1a peptiddel. b) Korrelacio a B-redé indukalhatosag

és I1Csp értékek kozott az in vitro kisérletek alapjan.
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