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1. Eredmény megnevezése

Mesterséges intelligenciabeli modszerekkel létrehoztuk a Budapest Amiloid Prediktort
(https://pitgroup.org/bap ) és ebbdl amiloid- és nem-amiloid mintdkat azonositottunk a

hexapeptidek terén. Az oOregedési folyamat mechanizmusanak feltardsa, egy hatékony
géncsendesit6 (RNS interferencia) mddszer kifejlesztése, és az epigenetikai DNS diagnosztika
technoldgiai alapjanak kifejlesztése. Fehérjék/peptidek és amiloid szerkezetik kialakuldsaval
kapcsolatos feliileti kotSdési (adszorpcids) folyamatok tanulmanyozasa. Uj fagmid
konstrukcié, amely a H5 minifehérjét M13 fag felszinén sikeresen megjelenitve lehetévé teszi
a H5 fehérje amiloidképzésének irdnyitott fehérjeevollcidés alapu vizsgalatat és
befolyasolasat. Aggregaciora és amiloidképz6désre hajlamos gyodgyszerhatdanyag analdg
minifehérjék elGallitasa és spektroszkdpiai vizsgalata.

2. Eredmény leirasa

A létrehozott prediktorokat kiegészitettik az SVM alapu Budapest Amiloid Prediktor
elemzésével és azonositottuk az Osszes amiloid- és nem amiloid hexapeptid mintat a
hexapeptidek 64 millié tagot szamlald terében. Genetikai eszkozokkel igazoltuk, hogy az
oregedd sejtekre altalanosan jellemz6 genomi instabilitdst az aktiv mobilis genetikai elemek
okozzak. Ezen elemek aktivalédasat az élettartam soran egy specifikus DNS metilacids
folyamat idézi el6. A DNS metilacié detektaldsdra egy Uj moddszert fejlesztettiink Kki.
Eredményeink nagyrészt kis molekuldkra jellemz6 alaguthatasok megfigyelésére és
értelmezésére, az alaguthatast mutaté molekuldk dinamikdjanak leirasara, valamint gyenge
kolcsonhatasok altal kotott molekularis rendszerek vizsgalatara iranyultak. Szilard/folyadék
hatarfellleten in situ (QCM) technikdval hataroztuk meg a nativ és az amiloid allapotu
fehérjék/minifehérje adszorpcidjanak mértékét, és kovetkeztetést vontunk le az adszorpcio
lehetséges mechanizmusara. Osszevetettiik a fluid hatarfelilleten képz6d6 filmek reoldgiai
tulajdonsagait, melyb&l a minifehérje er6teljes hatarfellleti gél képzésére kovetkeztettiink.
Létrehoztunk egy fagmid vektort, amely a H5 minifehérjét megjeleniti M13 fag felszinén. A
sikeres fag-bemutatast H5-hoz fuzionalt cimke elleni ellenanyaggal, ELISA-val igazoltuk. A
fagmiddal megvaldsithaté a H5 iranyitott, kombinatorikus mutagenezise, és tobb millidrdos
méretl H5 varians konyvtar létrehozasa a H5 amiloidképzésének iranyitott fehérjeevollcids
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alapu vizsgalatara és befolydsoldsara. Kutatdsunkat az amiloidképzédésért felel6s un.
aggregdcios mag vizsgdlatdra is kiterjesztettiik. Ezen rovidebb peptid szekvencidk széles pH
tartomdanyban és kiilonb6z6 olddszer Osszetételben torténd vizsgalatdt végeztiik el ECD
spektroszkdpiaval. Eredményeinket kiegészitettiik AFM mérésekkel, mellyel a szalképzddést
igazoltuk illetve szdmos esetben rontgendiffrekcids mérések segitségével atomi szint(
szerkezet meghatdrozast is végeztink.

3. Az eredmény nem szamszer(isithetd, egyéb tulajdonsaga

A mintak kozll kiemelink néhdnyat: Az x betlk helyére akdrmilyen aminosavat is
helyettesitiink be, a Budapest Amiloid Prediktor azt jésolja, hogy amiloidot kapunk: VIVIxx
VIVLxx VIVFxx VIVCxx VIVWxx VIVYxx VYFIxx VYCVxx VYLVxx VVIVxx VVlIxx VVILxx, a
kovetkez6kben pedig mindig nem-amiloidokat kapunk: PxPxxx PxDxxx xXPPxx xxPDxx xxPGxx
XXPKxx xxPQxx xxDPxx xxDDxx xxDGxx xxDKxx xxDQxx.

Kifejlesztettlink egy uj géncsendesits (RNS interferencia) mddszert, amellyel nagy kdpiaszamu
genetikai elemek kifejez6dését is hatékonyan lehet gatolni, valamint kifejlesztettiink egy Uj
DNS metilacidt detektalé modszert, amellyel tetsz6leges genomi pozicidban lehet pontosan
meghatdrozni egy vizsgalt szovetminta DNS metilacids szintjét. Ezek segitségével igazoltuk,
hogy aktiv mobilis genetikai elemcsalddok gatlasa élettartam novekedést okoz
fonalférgekben, és ezen elemek aktivaléddsa az élettartam sordn egy specifikus DNS
metildcios folyamat eredménye. Meghatdroztuk azokat a célfehérjéket, melyek blokkoldsa
elvezethet egy potens rakterdpia kifejlesztéséhez, ill. az egészséges élettartam
novekedéséhez. A reakcidk lefolydasat nem csupdn a termodinamika és a kinetika, hanem az
alaguthatas is tudja kontrollalni. Az alaguthatdst mutatd reakcidk kontrollalhaték Iézerfény
segitségével, ezzel kozelebb hozva a reakcidk kontrolljanak egy Ujabb lehet6ségét, melynek a
kémikusok szempontjabdl sok teriileten lehet jelent6sége. Kiilonodsen érdekes az alaguthatas
kontrollja az alaguthatasban direkt médon részt nem vallalé atomok szubsztitucidja
segitségével, hiszen igy lehet8séglink van az alaguthatds ki- és bekapcsoldsara is. Gyengén
kotott dimerek kvantumkémiai vizsgalataval megallapitottuk, hogy a dihidrogén kontaktusok
kolcsonhatasi energidja nem elhanyagolhato, s ezért nagyobb biomolekuldk szerkezetére
jelentGs stabilizald hatast fejthetnek ki. A szubsztitlcios vizsgalatok kimutattak, hogy a kiilsé
ligandumok cseréje legtobbszor csak kis mértékben befolyasolja a kdlcsonhatdsi energiat,
szimmetrikusan elhelyezett szivécsoportok esetén viszont a stabil szerkezetek elvesztik
minimum karakteriiket. Az elektrons(rlség analizisével a masodlagos kotések jellegét is
probaltuk azonositani: az igy kapott kotésutak alapjan a H-H kolcsonhatds mellett egyéb
kontaktusok (X-H és X-Y, ahol X, Y = Si, C) jelenléte is valdszin(sithetd. Az altalunk kifejlesztett
kod lehetGvé teszi, hogy megkotéses optimumot keressiink (pl. merev monomerek esete),
majd az igy elGallitott geometrian végezzik el a harmonikus frekvencia analizist. Kimutattuk,
hogy ahhoz, hogy korrekt harmodnikus frekvencidkat kapjunk, az er6allanddkat a szerkezeten
fellép6 (maradék) erbkkel korrigdlnunk kell. Bar ez a korrekcio tobbféle séma szerint is
megvaldsithatd, megfelelS vélasztas esetén a kilonb6z6 sémak kell6en pontos frekvencidkat



szolgaltatnak. A minifehérje esetén Osszefliggést allapitottunk meg az amiloid képz6dési
(kezelési) id6, valamint az amiloid képz&dés molekulaszerkezeti (CD) és morfoldgiai (AFM)
valtozasanak lépései kozott. Kisérletet tettlink az arany fellleten bekovetkezd adszorpcid
molekularis hajtéerejének megismerésére az oldat pH-janak és a felllet polaritasanak
szisztematikus valtoztatdasa révén. A minifehérje fellleti gél képzését a felileti
tulajdonsagainak (zeta-potencidl, feliileti hidrofobitas ANS-sel) valtozasaval értelmeztiik.
Irdnyitott fehérjeevolucidval egyfel6l feltarhatdk, hogy a tanulmanyozott fehérje vizsgalt
tulajdonsagat mely aminosav csoportok, és mekkora egyedi hozzajaruldssal teszik lehetévé,
masrészt a vizsgalt tulajdonsag mértéke, jellege médosithatd is az irdnyitott evoldcid altal. A
konkrét esetben feltarhatok a H5 fehérje amiloidképzd tulajdonsagaért felel6s aminosavak, és
ezek moddositasaval egyben mddosithatéd a H5 amiloidképz6 tulajdonsaga is. A konstrukcio
lehet6vé teszi olyan H5 varidnsok kifejlesztését, amelyek beéplilnek az eredeti H5 dltal
létrehozott amiloidba, de meggatoljak az amioid tovabbi névekedését.

4. Oszefoglalas

Mesterséges intelligenciabeli moddszerekkel létrehoztuk a Budapest Amiloid Prediktort
(https://pitgroup.org/bap ) és ebbdl amiloid- és nem-amiloid mintakat azonositottunk a

hexapeptidek terén. Az igy létrehozott prediktorok elemzését kiegészitettilk az SVM alapu
Budapest Amiloid Prediktor elemzésével és azonositottuk az 6sszes amiloid- és nem amiloid
hexapeptid mintat a hexapeptidek 64 millié tagot szamlalé terében.

Eredményeink szerint a genomi instabilitast okozé mobilis genetikai elemek specifikus gatlasa
élettartam novekedést eredményez. Ezzel U] bioldgiai funkciét rendeltiink a human genom
tobb mint felét alkoté mobilis genetikai elem szekvencidkhoz: fontos szereplik van az
oregedési folyamat kialakulasaban és 6regkori betegségek (pl. Alzheimer kér) kialakuldsahoz
vezetl fehérje patoldgiak kifejlédésében.

Amiloid képz6 modell fehérjék (lizozim, ovalbumin, béta-laktoglobulin) és egy minifehérje (E5)
vizsgalataval 6sszehasonlitast tettlink az amiloid képzést meghatarozé kiilsé korilmények és
a szerkezetek felliletaktivitdsa, hatarfellleti felhalmozdéddsa kozott. Meghataroztuk az
adszorpcid mértékét és a kialakult rétegbeli kdlcsdnhatasokat. Ez, tovabbi molekulaszerkezeti
vizsgalatokkal kiegészitve hozzajarulhat az atalakitast iranyitd folyamatok jobb megértéséhez.

A H5 amiloidképz6 képességének iranyitott evollcids vizsgalatahoz/manipuldlasahoz
létrehoztunk egy fagmid konstrukciét, amely a H5 C-terminusat M13 fag p3 fehérjéjéhez
fuzionalja, mikozben a H5 N-terminusat epitép cimkével latja el. Igazoltuk, hogy a H5 fehérje
kifejez6dik M13 felszinén, és 6nallé fehérjeként is sikeresen allitottuk el6 a H5 epitdp cimkés,
linkerekkel ellatott verzidjat.

Az amiloidképz6dés okanak és mechanizmusanak megértése céljabdl kutatasunkat az
amiloidképzdédésért felel6s un. aggregacids mag vizsgdlatdra is kiterjesztettiik. Ezen rovidebb
peptid szekvencidk (6-8 aminosav tagszamu) széles pH tartomanyban és kiilonb6z6 olddszer
Osszetételben torténd vizsgalatat végeztiik el ECD spektroszkopiaval.
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Szabadalom: Egy Al predikcids eszk6z szabadalmaztatdsa

Szekvencia alapu amiloid prediktorokat fejlesztettiink ki, els6sorban mesterséges neuralis
halozatok (ANN-ok) felhaszndlasaval.

A cikkben bemutatunk egy linedris Support Vector Machine (SVM) alapu el6re jelz6t a
hexapeptidekhez, amelynek pontossaga meghaladja a 84%-ot — azaz legaldbb olyan jé, mint a
legjobban publikdlt ANN-alapu eszkdzok.
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