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1. Bevezetés

A peptid és fehérjealapt gyogyszerek egyre nagyobb szerepet jatszanak a
modern terapias gyakorlatban. Méretiikbdl és szerkezeti komplexitasukbol
adédéan az elballitasuk, analitikajuk, formulalasuk Osszetett, és
szemléletmodban jelentdsen eltér a kismolekulas hatdéanyagoktol. Kémiai
természetiikbdl fakadodan stabilitasuk, valamint biohasznosulasuk korlatozott a
felszivodas és a metabolizmus oldalarol egyarant. Azonban bizonyos innovativ
technologiakat alkalmazva, mint pl.: racionalisan tervezett pontmutaciokkal,
nem-természetes aminosavak beépitésével, zsirsavlanc konjugacioval, poszt-
transzlaciés modositasokkal, segédanyagok alkalmazasaval novelhetd a
hatdanyag oldhatosaga, stabilitasa, valamint kiterjeszthetd az eltarthatosaga és
a keringési felezési ideje egyarant.

Az elmult 20 évben a diagnosztizalt cukorbetegek szama
megharomszorozodott, amelynek 90%-a a 2-es tipust cukorbetegséghez
kothetd. Az elhizas mellett korunk egy masik nagy kihivasa az az eléregedd
tarsadalomban gyakori neurodegenerativ betegségek kezelése és megel6zése.
Ezen korképekben kialakuld fehérje-aggregatum amiloid plakkok
szerkezetének, kialakulasanak feltérképezése és megértése kulcsfontossagu a
tovabbi terapias stratégiak kidolgozasahoz.

Az inkretin mimetikum GLP-1 analogokat sikerrel alkalmaztak mar
a 2-es tipusu cukorbetegség kezelésében. Terapias hatasuk mellett a 39
aminosav hosszii Exenatidebol (exendin-4) szarmaztatott minifehérjék Kis
méretiik ellenére harmadlagos térszerkezettel rendelkeznek, igy az alapvetd
fehérje fel/letekeredési folyamatok mellett a pontmutaciok térszerkezetre
gyakorolt hatdsa is atomi szinten vizsgalhato. Mindemellett egyes

szarmazékok amiloid aggregacids hajlammal birnak, ezaltal az aggregéacios



folyamatok soran bekovetkezd konformaciés valtozasok is nyomon
kovethet6ek és karakterizalhatok.
Doktori kutatdomunkdm sordn az Exenatide szarmazék ES minifehérje

25 aminosav hosszu szekvenciajat vettem a kiindulasi referencianak. (abra 1.)

Diszulfid hid -
kialakitas helye

N-terminalis elongacio

E2 (22 as.)

ES (25 as.)
E11l (31 as.)

E19 (39 as.)

Abra 1. Az Exenatide-bol szarmaztatott kiilonbozé hossziisagh minifehérje
csalad szekvenciaja. A vilagos kék szegélyli aminosavak esetében tortént
szubsztiticid a szekvencidban.



2. Célkitlizés

A)

B)

C)

D)

Kiilonb6z6 pontmutaciok alkalmazasaval vizsgalni kivantam a
fluoroprolinok, egyes masodlagos kolcsonhatasok, valamint egy
diszulfidhid  beépitésének hatdasat az ES  térszerkezetére,
hostabilitasara. (abra 2.) Célom volt tovabba a hémérsékletfiiggd
ECD ¢és NMR-spektroszkopiai adatsorozatok 0Osszehasonlitisa a
minifehérjék atomi felbontasu térszerkezet-Sokasagainak tiikrében.
Vizsgalni tervezem a diszulfidhid (SS) beépitésnek térszerkezetre
gyakorolt  hatasait a  kiilonboz6 a-hélix  hossziisagn
(E2—E5—E11—E19 - abra 1.) Exenatide szarmazékokban.
Jellemezni szeretném a diszulfidhiddal ciklizalt vegytiletek redukalt
formait is (2SH), igy a redukcid soran tanulmanyozhatom. kiilonb6z6
redukcios koriilmények kozott a variansok redukciokinetikajat.
Ennek jellemzését spektroszkopiai modszerekkel — kivanom
megvalositani

Vizsgalom a diszulfidhiddal megerésitett, teljes 39 aminosav
hosszisagu E19_SS biologiai aktivitasat emlés INS-1 sejteken.
spektroszkopiai jellemzését. Emellett célom meghatarozni az

crer



3. Moédszerek

A peptidek és minifehérjék bakteridlis expresszioval vagy szilard fazist
peptid szintézissel allitottuk el6, majd C18-as forditott fazisa HPLC
oszlopkromatografias modszerrel tisztitottuk. (dbra 2.)

A diszulfidhidas minifehérjék redukcioja soran TCEP és DTT
redukaldszereket alkalmaztam pH = 7-es korilmények kozott valtozod
kondiciok mellett. A redukcid kinetikai paraméterek becsléséhez a COPASI
4.16 szoftvert hasznaltuk.

Tavoli UV-tartomanyu (FUV) ECD-spektroszkopiaval a
hémérsékletfiiggd (5-85°C) nativ (F) — rendezetlen (U), valamint az id6fiiggd
nativ (F) — amiloid (Amy) konformacios atalakulast monitoroztuk. 222 nm-
en mért ellipticitas (@222nm) értékekkel az egyes variansok helikalis jellegét
jellemzem. A spektrumsorozatok két (F/U%Fruv), illetve haromkomponensi
(F/U/Amy %eyy) felbontasaval a térszerkezeti atalakulasok szamszeriisithet6k
a tiszta komponensek aranya alapjan. Az amiloid aggregacido soran a
haromkomponensii felbontas értékeket az idé flggvényében baricentrikus
koordinatarendszerben abrazolva leirhatok és Osszehasonlithatok az E5
variansok aggregacios folyamatai kiilonb6z6 koriilmények kozott.

Kozeli UV-tartomany (NUV) ECD-spektroszkopiaval a kozponti
hidroféb  Trp-kalitkdban elhelyezked6 Tyr-Trp aromas oldallancok
kolcsonhatasat vizsgaltuk a hémérsékletfiiggé denaturacio (®27enm, O287nm,
®280nm, O203nm, FY%ruv), az amiloid aggregacio és a diszulfidhid redukcidja
soran.

A 2D-s homonuklearis H-'H COSY, TOCSY, NOESY-spektrumok
alapjan az alabbi szoftverek segitségével (Topspin 3.5 — 4.0.7, CCPNMR



analysis V2.5, Aria 2.0) végeztem el a minifehérjék asszignaciojat és a
térszerkezet sokasagok meghatarozasat.

Az oligomerizacios  folyamat jellemzésére  molekuladinamikai
szimulaciokat (MD), dinamikus fényszorast (DLS), transzmisszios
elektronmikroszkopiat (TEM), atomer§ mikroszképiat (AFM) és rontgen-
diffrakcios technikakat (X-ray) alkalmaztunk.

A Dbioldgiai aktivitdas meghatarozasara emlds INS-1E sejtkultarakon
vizsgaltuk a minifehérjék inzulin szekréciot serkentd hatasat. Az elvalasztott
inzulin koncentraciojat ELISA mddszerrel hataroztuk meg.

Az ECD, MD, TEM, AFM, rontgendiffrakciés mérések kivitelezését
kooperacios-partnereim végezték. Az adatokat kozosen dolgoztuk fel, mig az

eredmények értelmezését és dsszefoglalasat magam végeztem.
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Abra 2. A szintetizalt peptidek nevezéktana és szekvencidja. A
szekvencidkban vastag betilivel az aminosav szubsztitucidkat jeloltem, mig
alahuzassal az diszulfidkotést kialakito ciszteineket emeltem ki.



4. Eredmények

A) Kilencfajta 25 aminosav hosszasagli minifehérje varians (abra 2.) teljes
semleges pH-n, 5 gyogyszerészi szempontbol relevans hémérsékleten.
(4/15/26/37/48°C) A NOESY tipust keresztcsticsok alapjan meghataroztam a
szerkezetsokasagok atomi felbontasu térszerkezetét. (abra 3.) Az egyes
variansok hédenaturacios folyamatat az asszignalt keresztcsticsok szamaval, a
szerkezetsokasag gerincatomjainak RMSD értékeivel, a szekvencia mentén az
Osszes atomot magaba foglalo RMSD értékekkel jellemeztem. A kémiai
eltolodasokbol szamolt masodlagos kémiai eltolodasokkal az egyes variansok
o-hélixének és a Trp-kalitkajanak rendezettségét szamszertsitetem. Ezeket az
NMR-spektroszkopia alapjan szarmaztatott értékeket hasonlitom Ossze a
hémérsékletfiiggd (5-85°C) ECD-spektrumok egyes hullimhosszain
meghatarozott ellipticitas értékeikkel, és a spektrumsorozatok dekonvolucioja
alapjan meghatarozott rendezett komponens aranyaval. (tablazat 1.) A
minifehérje rendezettségét leird spektralis paramétereket parositom az atomi
felbontasu térszerkezetekkel, igy szamszeriisithet6 az elvégzett szubsztiticid
térszerkezetre és hdstabilitasra gyakorolt hatésa.

B) A 25 aminosav hosszit E5_A4C _E14D_S25C diszulfidhiddal ciklizalt
peptid analégidjan megvizsgaltam harom masik N-terminalison kiilonb6z6
mértékben csonkitott Exenatide szarmazékot. Mind az oxidalt (SS), mind ezek
redukalt (2SH) allapotainak meghataroztam és jellemeztem a térszerkezetét a

4/A-es pontban leirt metodikak alapjan semleges pH-n, 15°C-on. (4abra 4.)
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Tablazat 1. A minifehérjék rendezettségét leird spektralis paraméterek
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C) A minifehérjék SS—SH redukcidjat kdzeli UV tartomanyban ECD-
spektroszkopidval, és 'H NMR-spektroszkopiaval kovettem. Az 1D-s NMR-
spektrumok oxidalt és redukalt allapotanak jelintegraljai alapjan, paraméter-
becslés segitségével meghataroztam kiilonbozo kisérleti koriilmény kozott az
egyes redoxi-rendszerek redukcios (ki), oxidacios (ko) és aggregacios (ka)
sebességi egyiitthatdjat. A kiillonbozé hosszisaghh  a-hélixek esetében
tapasztalt jelentdsen eltérd redukcids felezési idokre a redukcid reakcid
mechanizmusat megvizsgalva, sztérikus és elektrosztatikus magyarazatot

adtam. (dbra 4.)
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Abra 4. A diszulfidkotés redukcidjanak felezési ideje az N-terminalis o-hélix
hosszanak a fliggvényében. A szamolt 10-tagu térszerkezetekben a
hengerpalastok az o-hélix diszulfidhidat (sarga gombok) sztérikus arnyékolo
hatasat szemléltetik.
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D) Az E19 SS diszulfidkdtéssel stabilizalt Exenatide analog kivételes
hostabilitasa ellenére kompetitiv antagonista hatasunak bizonyult a biologiai

tesztek alapjan. (abra 5.)
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Abra 5. Exenatide analogok biologiai aktivitasanak osszefoglaloja. Az egyes
szekvencidkon kiemeltem a hémérsékletfiiggések esetében vizsgalt 25-
aminosavas szarmazékokat.

E) Az E5 minifehérje esetében az amiloid képzés pH és hémérsékletfiiggést
mutatott. Mindemellett kevertetés hidnyaban csak F—U atalakulas
tapasztalhato. A novekvd fehérje és NaCl koncentracié mellett az amiloid
aggregacio is gyorsabban végbement. Intenziv amiloid aggregaciot
tapasztaltunk az alabbi paraméterek mellett: ces= 250 uM, Cnaci= 50 mM, pH
= 4,1, T = 37 °C, kevertetés. Az amiloid képz6dés pH fiiggése miatt (a
hémérséklet-fliggés mellett) megvizsgaltam az E5 térszerkezetének pH-
fliggését. (abra 6.) Reverzibilis aggregacidt tapasztaltam az E5 amiloid

aggregacios, és az izoelektromos pont kérnyéki pH tartomanyban (pH = 4-5),
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ahol a csokkent oldhatosag ellenére sikeriilt meghatarozni egy molten-globule
jellegli térszerkezetet. Semleges és erOsen savas pH-n a nativ Trp-kalitka

motivumra jellemz6 térszerkezet figyelhet6 meg. (Abra 6.)
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Abra 6. Az E5 pH (bal) és hémérsékletfiiggd (jobb) konformacié valtozasa.
Kozépen az amiloid aggregaciot meginditdé E5 monomer térszerkezete,
valamint a felépitett amiloid modell. Hattérben a spektroszkopiai modszerek.
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F) A szamolt térszerkezet sokasagok szerkezeti homogenitasa korrelal az
adott pH-n lehetséges f6 mikroallapotok szamaval. Az egyes mikroéallapotok
eltérd  toltés  mintdzatdt a  peptidszekvencidban  megtalalhato
protonalhat6/deprotonalhatd  csoportok pKa értéke hatdrozza meg.
Molekuladinamikai szimuldciok és az NMR-mérések alapjan meghatarozott
térszerkezetekb6l kiindulva megaéllapitottuk, hogy pH = 4,1-en az egyik
toltésmintazati mikroallapot eltéré modon viselkedik a tobbi allapottol és
minden bizonnyal felelds az aggregacids oligomerek kialakulasaért. Ezek
alapjan definidltam azokat a térszerkezeti motivumokat, amelyek a

G) A heterogén, kiilonb6z6 asszociacios fokt oligomerek tulajdonsagainak
leirasa csak részben sikeriilt. Az oligomerek mérete miatt az oldatfazisat NMR-
technikdkkal nem detektalhatoak, de ECD-spektroszkopiaval igen. A NUV
ECD-spektrumok alapjan az aggregacidés soran jelentds, idében valtozo
intermolekularis aromas-aromas kélcsonhatas figyelheté meg. Az aggregalodo
minta jelentds polidiszperzitisa miatt a DLS alapjan meghatarozott
méreteloszlasok csak bizonyos megkotésekkel értelmezhetéek. Az AFM
felvételek, az LYIQWL aggregaciés szekvenciabol képzett kristaly

rontgendiffrakcios térszerkezete és molekuladinamikai szimulaciok alapjan a
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Abra 7. A feltételezett E5 amiloid struktra a molekula dinamikai
szimulaciok, az AFM felvételek és a rontgen krisztallografia alapjan. A) A
kristalyszerkezet alapjan feltételezett 3-gerinc (keretben) €s a rendezetlen C-
terminélisok sematikus rajza B)—C) 72 oras amiloid szélak AFM

cres
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5. Kovetkeztetések

A masodlagos térszerkezet rendezettségét leird hdmérsékletfiiggé NMR és
FUV ECD-paraméterek (CSDneiix 2-13; [@]222nm, Fruv%) jelentés mértéki
gyakorolt hatasa koherens modon tiikr6zédik ezen értékek megvaltozasanak
tendencidiban. A negyedleges térszerkezetet jellemzd paraméterek (CSDcage,
[®l276nm, [@l2870m, [Ol2sonm, [Olze3nm, Fnuv%) esetében nem tapasztalhatd
korrelacié az NMR ¢és az ECD-adatok értékei kozott. A masodlagos kémiai
eltolodas értékek globalisan a triptofan-kalitka harmadlagos szerkezeti
motivum kompaktsagaval korrelalnak, mig a NUV ECD-adatok inkabb csak
az aromas oldallancok térszerkezetére és azok elektronatmeneteire jellemzoek.
A térszerkezetek és a spektroszkopiai modszerek alapjan elmondhato, hogy az
ES5 variansokban a letekeredési folyamat hasonld modon megy végbe
(fiiggetleniil a pontmutacioktol) és a nativ térszerkezetek, fiiggden a
pontmutacioktol csak 37°C-50°C kozott kezdenek drasztikusan fellazulni. (F-
U arany 50-50%) A hémérséklet és a pH valtozas okozta denaturacio hatasara
a Trp-kalitka felnyilik, amely az amiloid aggregacio egyik sziikséges, de nem
elégséges feltétele.

A szekvenciaspecifikus atomi szintd °F prolin y-helyzetében torténd
szubsztiticiok jelentésen befolyasoljak a Trp-kalitka motivum stabilitasat és
termorezisztenciajat. Az enantiomer szelektiv szubsztiticiok a pirrolidin gyiirii
endoe>exo térallasat befolyasoljak, azonban a peptidgerinc Cisz<>transz
hatdsa. A 17-es poziciéban a (4S) °F szubsztiticié csokkenti, mig a (4R)
noveli a rendezettséget. A 24-es pozicidban mind a (4S), mind a (4R) csokkenti

a hostabilitast, de eltéréd mértékben. A megfigyelt kiillonbségekért a fluor eltérd
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hidrataltsaga, illetve az aromas oldallancokkal valé kolcsonhatasa lehet a
felelés. A fluor szubsztitucio késlelteti, de nem akadalyozza meg az amiloid
aggregaciot.

Az E5, E5 E14D ¢és E5 E14Q variansok esetében a jelentds stabilitasi
kiilonbségek a 310-hélix eltérd kompaktsagara vezethetd vissza, amelynek oka
az eltéré H-hid halozat és az oldallancok (10Q,14X,21R) kozotti kiilonbozd
masodlagos kdlcsonhatasok. Sem az E14D, sem az E14Q varians nem képez
amiloidot az E5 szamara optimalis amiloidképz6dési paraméterek mellett. Ez
bizonyitja, hogy egy jol megvalasztott szubsztitucioval adott koriilmények
kozott az amiloid aggregacio meggatolhato.

Az R6N szubsztiticié az a-hélix destabilizalasaval eldsegiti a letekeredés
folyamatat, mig a diszulfidhid beépitése teljesen megakadalyozza a
harmadlagos térszerkezet felbomlasat.

A diszulfidhid beépitése altal a nativ Trp-kalitkara jellemz6 térszerkezet
irreverzibilisen rogzil széles hémérséklettartomanyban. (4-85°C) Ez a
tulajdonsag gyogyszer stabilitasi és technoldgiai szempontbdl rendkiviil
elényos, mivel szélesebb eltarthatésagi koriilmények kozott lehet a peptid-
hatéanyagot alkalmazni.

Az E19_SS esetében a kotédés a GLP-1 receptor extracellularis doménjahoz
megvalosulhat az irodalmi adatok alapjan, azonban a megndvekedett inzulin
szekrécid hianya alatamasztja a receptor aktivalasanak a hianyat. Az E19_SS
konstrukci6 egyuttal bizonyitja, hogy az Exenatide tipusu inkretin
GLP-1 receptor aktivalasa soran mikozben a ligandum N-terminalisa a

transzmembran hélixek alkotta kotozsebbe mozdul.
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A bioldgiai teszt alapjan az EDR varians agonista hatastinak bizonyult és a 25
aminosav hosszisagu ES5 E14D szarmazékanak hdstabilitasa alapjan
kijelenthetd, hogy potencialis hatoanyagjelolt molekula lehet.

A kisméretil minifehérjék redukcidja meglehetésen komplex folyamatnak
is szamolni kellett, amely folyamatok a kisérleti paraméterek mellett fliggenek
az adott molekula rendezettségétl, a diszulfidhid kdrnyezetének
elektrosztatikajatol, valamint az a-hélix diszulfidhidat arnyékolo hatasatol is.
A NUV ECD-spektroszkopia bizonyos korlatok mellett alkalmas fehérjék
diszulfidhid redukcidjanak nyomon kovetésére. Amennyiben a diszulfid-
hidhoz térkdzelben taldlhatd Tyr/Trp, akkor a redukci6 eldrehaladédsa a 287
nm-en mért intenzitds valtozas alapjan kovethetd, mig az oxidalt és redukalt
forma idéfiiggd H jelintegraljai alapjan a teljes redoxi-rendszer kinetikaja
megadhaté  NMR-spektroszkopiaval. A kiilonbozé kisérleti koriilmények
kozott elvégzett redukeios kisérletek ravilagitanak a gyakorlati laboratoriumi
munka soran altalanosan valtoztatott kisérleti paraméterek redukcio kinetikara
gyakorolt hatasara.

Az E5 pH-fiiggd térszerkezetei alapjan bizonyithatd, hogy az egyes pH
értékeken megtalalhatd mikroallapotok szama korreldl a térszerkezet
sokasagok heterogenitasaval, amely a megnovekedett RMSD értékekben is
tikrozodik. Az amiloid aggregacido soran a hidrofob oldallancok felszinre
keriilése mellett (Trp-kalitka felnyilasa) a szekvencia megfelel6 toltéseloszlasa
is szlikséges a nukledcios folyamatok meginditasahoz. Ezt tdmasztjak ala a
kiilonbozé toltés mintazat mikroallapotok molekula dinamikai szimulacioi is.
Az oligomerizaci6, illetve az azt kovetd elongacidos folyamatok soran

tapasztalhat6 rendezett o-hélix (F) — rendezetlen (U) — B-redés (Amy)
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amiloid atalakulas kovethetd és szamszer(sithet6 a FUV ECD-spektrum
egyes komponensek Osszetételének id6fiiggd abrazolasaval a kiilonbozd
variansok, illetve az eltérd koriilmények (Crenarje, Cnact, PH, T, kevertetés) k6zott
végrehajtott kisérletek 6sszehasonlithatoak. Az oldatfazisi NMR technikéakkal
csak a monomerben torténd konformacios valtozasok detektalhatdak, az
oligomerek méretiikb6l és heterogenitasukbol fakadoan lathatatlanok
maradnak. A parhuzamosan alkalmazott biofizikai modszerek alapjan szerzett
részinformaciok csak kozelité képet nyljtanak az aggregacio kezdeti
szakaszardl és az oligomerek méreteloszlasarol.

Az E5 minifehérje LYIQWL szekvencidjabol ndvesztett amiloid-
szert kristalyban a B-red6k antiparallel allastiak és a reddk altal alkotott
rétegek ekvifacialis tipusuak, igy az Eisenberg-féle osztalyozas alapjan a 8.
osztalyba sorolhatoak. Az amiloid szal hossztengelyére merdleges szemkozti
B-red6k paronként parallelek és azonos felsziniikkel (és aminosavakkal)
alkotnak ko6zos feliiletet. Az E5 amiloid modellben a 3. Glu-tél a 16. Gly-ig
feltehet6leg az egész szekvencia egy linearis B-red6t alkot hasonldan, mint a
szekvencialisan homoldg glukagon amiloid térszerkezetében. Az amiloid szal
hossztengelye mentén sorakozé antiparallel redok egymassal 0,75°-0s szoget

zarnak be, amely egy csavart morfologiat eredményez.
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