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1. Eredmény megnevezése

Az amiloid- és amiloid-szer(i szerkezetek parhuzamos béta-reddinek szekvencia-alapu elemzése. Egyes
gyogyszerhatdanyag analég minifehérjék és polipeptidek aggregacidés hajlamanak spektroszkdpiai
vizsgalata. Fluid hatarfelileti rétegben elhelyezked§ peptid/fehérje filmek esetében kétdimenzids
reoldgiai paraméterek, valamint reflexids infravoros spektroszkdpia segitségével masodlagos szerkezet
meghatdarozasa. Fagmid vektorok |étrehozasa, melyek alkalmasak arra, hogy a megfelel6 koriilmények
kozott amiloid filamentumot képzé H5 minifehérjét megjelenitsék az M13 bakteriofag felszinén. Egy
Uj, nagy hatékonysagu géncsendesité (RNS interferencia) mddszer kifejlesztése, illetve az 6regedési
folyamat mechanizmusanak feltardsa. Az amiloid fragmensek fundamentdlis kolcsonhatasat
megalapozé modellek vizsgalata: potencidlis energia hiperfelllete a metan-viz, metan és viz dimer
komplexknek, valamint rezgési energiaszintek meghatadrozasa és az alaguthatds értelmezése.

2. Eredmény leirasa

Az el6z6 évben létrehozott PDB_Amyloid web-alapi eszkéz (http://pitgroup.org/amyloid/)

segitségével meghatdroztuk az adathalmazban levé kozeli, parhuzamos béta red6k kezd6- és
végszegleteit (prefix, szuffix), mivel a globularis fehérjékben az amiloidszer( parhuzamos béta-redék
eleje és vége kiilonodsen érdekes. Tanulmanyoztuk a biomolekuldk esetében el6forduld legfébb gyenge
kolcsonhatdsok alkalmas modelljeit nagypontossagl szamitasok segitségével: CHs.H,O homo- és
heterodimerek. Ezek a magas szintli kvantumkémiai (elektronszerkezet és magmozgds) szamitasok
lehetévé tették az eddig kisérletileg nem értelmezhet6 spektroszkdpiai ujjlenyomatok értelmezését.
Az alaguthatds észlelésénél tudomanyos szempontbdl még érdekesebb az alagithatads kontrolljanak
lehetGsége, mely feladat megvaldsitasaban részleges sikereket értiink el. Az amiloid képz6dés okanak
és mechanizmusdanak megértéséhez tovabbi analdg fehérjéket terveztiink, amelyek elGallitasat
szilardfazisu peptid szintézissel és fehérje expresszidval végeztik el. Ezt kovetéen ECD-, NMR-
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spektroszkdpiai mérések, illetve molekula dinamikai szimuldcié segitségével ezen minifehérjék amiloid
folyamatanak kovetéséhez elektron- és atomieré mikroszképos felvételeket, valamint fluoreszcencia
és IR spektroszkdpiai, tovabba fellleti feszliltség mérési eredményeket vetettiink 6ssze az ECD
spektroszkdpiai vizsgalatok eredményeivel. Tanulmdnyoztuk e folyamat reverzibilitdsat is. Az
eredmények értelmezéséhez modellfehérjén, lizozimon végzett méréseket is felhasznaltunk. Az Uj
géncsendesité modszer kifejlesztésével és transzgénikus megolddssal (Piwi szomatikus expresszidval)
sikerdlt inaktivdlnunk aktiv mobilis genetikai elem csalddokat allati genomokban. Ezek a genetikai
innovaciok jelent6s élettartam noévekedést eredményeztek a kezelt organizmusokban. Az autofagiat
gatlé myotubularin-tipusu foszfatdzok gatldsa ugyancsak megnovelte az allatok élettartamat.

3. Az eredmény nem szamszerdlisitheto, egyéb tulajdonsaga

Vildgossa valt szamunkra, hogy egyes modellrendszerek potencidlis energia hiperfellleteinek a
jellemzéséhez sziikséges nemcsak a minimumok, de az elsé (és magasabb rend(i) atmeneti allapotok
meghatdrozasa is, melyhez kapcsolddé program megirdsa folyamatban van. A fehérjékre és igy az
amiloid allapotra is jellemzd hidroféb-hidrofil kcs.-ok alkalmas modelljeit vizsgdltuk, nevezetesen a
metan-viz klaszterek modellezését, amely alkalmas lehet a gyengén kotott rendszerekre vonatkozd
parpotencialok (pl. metan klaszterek, fehérje ,,magok”) viselkedésének mélyebb megértésére. Emellett
az id6flgg6 Schrodinger-egyenlet megolddsdra kidolgozott, az anyagsugdrzds kdlcsdnhatast is kivaldan
kezel6, hatékony algoritmusunk, szamitégépes programunk segitségével tovabbi érdekes az amid-
amid rendszerekben is fellép6 alaguthatds effektusok megfigyelésére és befolyasolasara nyilhat
lehet6ség. A PDB_Amyloid listdban taldlhatd fehérjék béta-red6zott rétegeinek a N- és C-végein
taldlhatd aminosav-szekvencidkat elemeztik: ezeket kigydjtottik és megkerestik egyéb
el6fordulasaikat is a PDB-ben. Az egyik gyakran el6forduld prefix a QKLVF (-GIn-Lys-Leu-Val-Phe-)
alegység példaul a 2MPZ amiloid struktiraban tobb esetben is el6fordul. Irodalmi adatok alapjan
Iathato, hogy pl. a Major Histocompatibility Complex-1 (MHC-1)-ben a fenti szekvencia el&fordul és
ezért az MHC-1 peptid amiloidda valhat. Masik fontos talalatunk a —GEYFT-, amely nem fordul el6
ismert amiloidokban a PDB szerint, de a PDB_Amyloid listdban szerepel viszont, és jellemz6 a p53
fehérjékre (pl. 10LG) is. 2017 6ta ismert, hogy a p53 fehérje rakos elvaltozdst okozé hatdsa
Osszefliggésben van a p53 prionszerd(, illetve amiloidda torténé szerkezeti atalakulasaval. A predikcids
programok alkalmazasaval létrehoztunk Un. aggregaciés core promotereket, rovid peptideket,
amelyek vizsgalata tovabbi informacidval szolgalhat az aggregacids folyamat megértéséhez. Kisérleti
modszerrel meghatdroztunk egyes kationos peptidek (és konjugatumaik) molekularis
kolcsonhatasanak mértékét a felileti lipid réteggel. A membranaffinitas a lipidréteg altal kivaltott
konformacié valtozassal hozhaté osszefiiggésbe. Uj ECD spektroszkdpiai mddszert dolgoztunk ki az
amiloidképz6dés soran, az asszocidlédé nanorendszerek béta-red6zott réteg tartaman keresztil, az
amiloidképzédési folyamat kvantitativ értelmezésre (pl. a H5 fehérje esetében). Egyes polipeptidek
térszerkezet-stabilitdsanak és amiloid képz6 tulajdonsaganak Osszefliggéseit keresve létrehoztunk
alkalmas fagmid vektrorokat. Ugyanis a H5 minifehérjével egylitt megjelenitett epitdp cimke és az azt
felismeré specifikus monoklonalis ellenanyag kélcsénhatasat kiaknazva egy akar tébb milliard varianst
tartalmazo H5-fag konyvtarbdl kivdlogathatjuk a fehérjebonté enzimeknek ellenallé formakat. Ezek a
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vektorok alkalmazhatdk arra is, hogy szintén irdnyitott evollcidos mddszertannal, a H5-fag kbnyvtarbdl
a H5-bél képzett amiloid filamentumokhoz kété valtozatokat valogassunk ki, majd megvizsgaljuk, hogy
van-e ezek kdzott az amiloid keletkezést befolydsold, a folyamatot gatld forma. Feltartuk az 6regedési
folyamat mechanizmusat, annak genetikai alapjat. Eredményeink szerint az eukaridta genomok
jelentds részét alkoté mobilis genetikai elemek (MGE-k) életkorral egyre aktivabbak a szomatikus
sejtekben. A MGE-k mutagenizald hatdasa genomi instabilitast okoz idésebb korban (amikor is a
konformacios betegségek és az amiloid képzGdés egyre jelentGsebbé valik), ami az érintett sejtek
pusztuldsahoz vezethet. Azonositottunk tovabba az agy dregedése mogott meghuzdodd Uj genetikai
faktorokat: myotubularin-szerdi lipid foszfatazok életkorral egyre er6sebben expresszalddnak, és ezzel
egyre er6sebben gatoljdk az autofdg Onmegljité folyamatot. Eredményeink olyan
gyogyszercélpontokat jeldlnek ki (MGE-k aktivitasat gatld Piwi fehérjék és autofagiat gatlo MTMR
foszfatazok), amelyek farmakolégiai gatlasa elvezethet a rak, az amiloidképz6dés és egyes
neurodegenerativ betegségek kezeléséhez.

4. Osszefoglalas

Az elmult évben tovabb folytattuk a kémikusok szamdra érdekes gyengén kotott kémiai rendszerek és
az alaguthatas kvantumkémiai eszk6zokkel torténd részletes vizsgalatat. Bar komoly kutatdmunkara
van még sziikség ahhoz, hogy a fehérjékben és amiloidokban oly fontos diszperziés kélcsénhatasok,
nagyobb rendszereken is vizsgalhatdk legyenek, a diszperzids és a H-kotés kdlcsonhatdsokhoz tartozéd
parpotencidlokat mar modell molekuldk (pl. metan, viz) esetében sikerrel hatdroztuk meg. A
PDB_Amyloid szekvencia-lista elemzése ramutatott arra, hogy a kozeli béta-red6k kezd6- és
végszekvencidinak mibenléte kulcsfontossagu lehet az amiloidképz&dés kialakuldsa szempontjabdl.
Tobb olyan rendszert is azonositottunk igy, amelyekrdl az utébbi idében kiderilt, hogy amiloidda
alakulhatnak (pl. MHC-1, p53). Geometriai elemzéssel olyan jellemzdéket (pre-, szuffixek) talaltunk,
amelyek a béta-red6k végein fontos informacidval birnak. Létrehoztunk fagmid vektorokat a
cukorbetegség kapcsan hasznalt Exenatid analdg H5 minifehérje kapcsan, melyek e molekula amiloid-
kot és amiloid-képzd tulajdonsaganak iranyitott evollcids megkozelités(i vizsgdlatat teszik hamarosan
lehetévé. Megvizsgaltuk a H5 minifehérje stabilitdsdnak, fehérjebontd enzimekkel szembeni ellenallé
képességének és az amiloid-képzS tulajdonsagainak Osszefliggéseit is, szintén iranyitott evollcids
mddszertannal. Kovettik a fehérjék hatarfellileten valé adszorpcidja soran bekovetkezé konformacié
valtozast (feletekeredett - amiloid) tobb vizsgalati technika (PM-IRRAS, tenziometria, AFM,
hatarfellleti reolégia) 6sszehangolt alkalmazdasdval. Igazoltuk a mobilis genetikai elemek alapvet6
szerepét az Oregedés meghatdrozdsdban, illetve feltdrtuk az agy 6regedése mogott rejlé Uj szabalyozd
mechanizmust (a sejtes karosoddasok eltavolitdsaban esszencialis szerepet jatszé autofagia kapacitasa
életkor-fligg6 mddon hanyatlik az agyi neuronokban a folyamatot gatld myotubularin-szerd lipid
foszfatazok egyre er6s6dé expresszidja kovetkeztében).
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