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Targy: Biokompatibilis nano- és mezorendszerek tervezése és fejlesztése amiloid-szalképzés
alapjan kutatas I. szakmai beszamolé

1. Eredmény megnevezése

ElGallitottunk izotdpjeldlt és jeldletlen formaban minifehérjéket, melyek kozll néhanyat (pl. E5, Ala-
mut.) racionalis megfontoldasok mentén, kontrolalt kériulmények kozott amiloidda alakitottunk.
Alacsony aggregacios szintl formak kiroptikai (pl. ECD, VCD) tanulmanyozasa és valdsidejli jellemzése
megtortént. Bioaktiv peptidek sejtmembrannal vald kdlcsonhatdsanak jellemzése sordn dsszefliggést
taldltunk a kémiai szerkezet, térszerkezet, amfifilitds és a lipidrétegbe vald penetralé képességek
kozott. Fagkonyvtarak tervezése megkezd6dott. Autoklonozd rendszert fejlesztettiink DNS
konstrukcidk létrehozasahoz. Az ,0regedés” elsGdleges genetikai faktoranak feltarasat vizsgaltuk.
Neuroprotektiv és antitumor hatdsu Uj gydgyszercélpontokat hataroztunk meg. Automatikusan frissilé
amiloid és amiloid prekurzor lista in silico letoltése késziilt el. Alaguthatast vizsgalatunk egyszer(, de
relevans kémiai rendszerekben. Szamitasokat végeztiink az amiloidképzés miatt fontos gyenge
kolcsonhatdsokra.

2. Eredmény leirasa

Az aggregacids allapotok racionadlis tervezése érdekében in silico munkaink eredményei: 1) ion-aromas
gylirik gyenge kolcsOnhatdsainak tanulmanyozdsa. A rezgési dinamika Ujszer(i, grafelméleti
megkozelitésének megkezdése. A vinil gydk és deuteralt szarmazékai rezgési-forgdsi mozgasainak
vizsgalata az alaguthatas bekapcsolasi jelenségének megértése céljabdl. Kisérleti spektroszkdpiai
adatok elemzésére, valamint a polipeptidek és fehérjék természetes kozegének, a viznek, az eddigi
legpontosabb empirikus rezgési-forgdsi energiaszintjeit hatarozasa. Uj, minden eddiginél pontosabb
potencialis energia hiperfeliileteket definidldsa a metan-metan, metan-viz és viz-viz dimerekre, mint a
peptidek hidrofég-hidroféb, hidrofob-hidrofil és hidrofil-hidrofil modelljei. 2) Adatelemzés céljabdl a
130 ezer fehérjét tartalmazé PDB naponta bévil6é rendszerének amiloid-struktira fokusza kigydjté,
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felismerd programjanak elkészitése (https://pitgroup.org/amyloid): ,frissiil6” amiloid listak készitése,

melyek a tovabbi munkaink alapjat képezik.

In vitro eredményiink az olyan polipeptidek és minifehérjék tervezése és el6allitasa amelyek kontrolalt
korulmények kozott amiloidot képeznek. Nagyfelbontdsu (NMR) téralkataik meghatarozasat kovetéen
a kritikus amiloidképz6 régidk meghatdrozasara fokuszaltunk. Vizsgaltuk egy 7 tagu peptid-csalad
fluoreszceinnel konjugalt valtozatainak membranaffinitasat. Semleges és toltéssel rendelkez6 modell
membrannal végzett és in vitro sejtfelvételi eredményeket hasonlitottunk 6ssze. Kifejlesztettlink egy
olyan Cas9 fehérjén alapuld autoklénozd modszert, amely enzimek hasznalata nélkil a baktérium sejt
endogén rekombindcids rendszerét felhasznalva hatékonyan képes klénozanddé DNS fragmentumokat
vektor DNS-be (plazmid) beépiteni. A rendszert szabadalommal levédtiik.

3. Az eredmény nem szamszerlsithetd, egyéb tulajdonsagai

Az atalakulasok klasszikus kinetikai menete mellet az alaguthatds is fontos lehet bioldgiai
rendszerekben. Uj, 4ltaldnos médszereket vezetiink be az alaguthatds jelenségének jobb megértése
céljabdl, a bels6 mozgasok és az alaguthatas szétvalasztdsa érdekében (pl. szénhidrogén klatratok
szerkezetvizsgalatanak érdekében). Egylttmiikodés alakult ki az amszterdami és a delaware-i
egyetemekkel e kutatds témajaban. A PDB-ben elhelyezett fehérje-térszerkezetek szamos maddon
annotdlva vannak, azonban ezen annotaciok nem megbizhatdak és ezért nem hasznalnak szoros, jol
definidlt szabalyrendszerek feldllitdsa érdekében. Ezért a https://pitgroup.org/amyloid webszerver
fejlesztésénél nem az annotacidkbdl, hanem a molekuldk hiaromdimenziés, geometriai
tulajdonsagaibdl kovetkeztettiink az amiloid-, illetve amiloid-prekurzor tulajdonsag jelenlétére. Az élG,
automatikusan frissiilé, on-line lista segitségével sok (jelenleg 500-nal is tobb) amiloid-szer(i strukturat
vizsgalhatunk, amely eddig még senkinek sem sikeriilt. Ezen halmaz alapjan kezdtiik meg az amiloidda
valast megakadadlyozé strukturalis elemeket azonositasat. Lokalisan ugyan amiloid-szer(i de az egész
fehérjemolekulara nézve amiloidda nem alakuld fehérjéket kerestiink.

Spektroszkdpia (CD és NMR) mddszereket hasznaltunk és applikacidkat dolgoztunk az amiloid allapot
kinetikai és termodinamikai jellemzésére. Ezek segitségével Onszervezddd, kontroldlhatd és
reprodukalhaté nanorendszereket fejlesztettiink amonosav és polipeptidek mellet alkalmasan
atalakitott cukormolekuldkra. Az amiloid mint a fehérjedregedés dnrendez6désének fontos formaja
egyszerre rejt anyagtudomdnyi lehetGségeket és értékeket, valamint egészségligyi problémak
(Alzheimer-kdr) megolddsanak molekularis lehetGségeit. Feltartuk az oregedési folyamat elsédleges
genetikai faktorat (mechanizmusat): az eukariéta genomok jelent8s részét alkotdé mobilis genetikai
elemek (MGE-k) életkorral novekvé aktivitasa okozza elsédlegesen a sejtek 6regedését és a kilonbozé
oregkori degenerativ (pl. neurodegenerativ) elvaltozasok kialakuldsat. A potencialisan halhatatlan
sejttipusokban (pl. rékos 8ssejtek) a MGE-k aktivitasat a PIWI fehérje gatolja. Oregedd sejtekben a PIWI
expresszidja tumorfejlédést indukal, rakos sejtvonalakban a PIWI blokkoldsa sejtosztddast gatol. PIWI
blokkold antitumor hatasu kismolekuldk szlirését kezdtik meg. Kimutattuk a kéros fehérje-aggregdciok
eltdvolitdsaban alapvet6 szerepet jatszd autofagia (sejtes dGnemésztés) életkor-fliggd hanyatldsat és a
jelenség mechanizmusat neuronokban.
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4. Osszefoglalas

A VEKOP project vallaldsaihoz szorosan kapcsolédd kutatdmunkank eredményei nagyrészt kis
molekuldkra jellemz6 alaguthatdsok megfigyelésére és értelmezésére, az alaguthatast mutaté
molekuldk dinamikajanak leirdsara, valamint gyenge (pl. diszperzids) kolcsdnhatdsok altal kotott
molekularis rendszerek vizsgdlatdra irdnyultak. A magas szint( kvantumkémiai alkalmazasok mellett a
moadszerfejlesztésre is nagy hangsulyt helyeztilink. Létrehoztuk a PDB amiloid- és potencidlisan amiloid

prekurzor molekuldkat tartalmazo élé (azaz rendszeresen frissiilg) listajat:

https://pitgroup.org/amyloid. A lista alapot nyujt ahhoz, hogy a — jelenleg mintegy 500
molekulastrukturat tartalmazé halmaz segitségével — szisztematikus vizsgalatokat végezziink annak
megdllapitasara, hogy mely atomi molekuldris tulajdonsagok vezetnek az amiloid képz&déshez, és
melyek akaddlyozzak ezt meg. Bioaktiv sejtpenetrdld, 15-30 aminosavbdl allé peptidek, valamint E5
minifehérje amfilitasanak, és membran affinitdsanak jellemzését végeztiik el. A peptidek konformacids
valtozasat és az amfifil jelleg hatdsat vizsgaltuk a fluid hatarfeliileti adszorcidra és a lipidrétegbe vald
penetrdcidra. A fellletaktivitasi, emulzid stabilizaldsi és CD-spektroszkdpiai mérések segitségével a
molekuldris kérnyezet hatdsat tanulmanyoztuk. A kisérletekhez szilikséges eszkozdllomany elsé
egysége a napokban érkezett meg. A kisérletek tervezéséhez sziikséges elméleti hattér feltarasat, az
irodalom megértését végeztik el. Ennek sordn 80 nemzetkdzi kozlemény kivalasztdsara, elolvasdsara
és lényegi kiértékelésére keriilt sor. Ezek alapjan vildgossa valt, miként lehet |étrejott amiloid szalakat,
illetve oligomereket célpontként felkinalni annak érdekében, hogy ezekhez kot6d6 peptideket /
fehérjéket evolvaljunk. Feltartuk az 6regedési folyamat mechanizmusat; mobilis genetikai elemek
(,ugralo gének”) mutagén hatasa altal okozott genomi instabilitas tehetd felelGssé az Gregedésért.
Megértettiuk azt a fehérjét (PIWI), amely biztositja a rakos Gssejtek korlatlan osztdédasi potencialjat.
Eme fehérje potens antitumor hatasu gyégyszercélpont. Kimutattuk az autofagia életkor-fliggé

hanyatldasanak mechanizmusat.
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