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Doktori munkamban az Orvosi Vegytani Intézet Neurodegenerativ Betegségek Kutatdcsoportjaban
2005-2023 kozotti id6szakban altalam végzett, illetve iranyitott kutatdsi témakat és az elért
eredményeket 0Osszegzem. A munka kozéppontjdban az Alzheimer-kérral (AK) kapcsolatos
gyogyszerfejlesztés all, egyrészt potencialis hatdéanyagok tervezése, masrészt az ezek teszteléséhez
sziikséges kisérleti rendszerek kidolgozasa és optimalizaldsa. A kovetkez6 célokat fogalmaztuk meg:

I. Szintetikus amiloidot alkalmazo kisérleti rendszerek fejlesztése

A béta-amiloid (AB) bioldgiai kisérletekben alkalmazhato, kiilonbdz6 hosszusagu, esetenként
kémiailag mddositott (pl. fluoreszcens kromofdrral jel6lt) valtozatainak nagy mennyiségben torténdé
el6allitasahoz optimalizalt szintéziseljarasokra van szikség. Az irodalomban ko6zolt protokollok
sokszor hidanyosak, a peptid karakterét figyelembe vevé metodikai megoldasokat nem részletezik.
Az AB izopeptid formajanak korabban leirt szintézise szamos melléktermék képz6déséhez vezetett.
Ezért szlikség volt a meglévé eljarasok megfelel§ kiegészitésére, adott esetben célzott dtalakitdsara.
Emellett a szintetikus peptid alkalmazhatdsagat megkonnyité, standardizalt mintakészitési
eljarasokat kellett bevezetni, amikkel javulhat a kisérleti eredmények reprodukdlhatdsaga.

Annak megallapitasara, hogy az izo-AB peptidbdl képz8db oligomerek szerkezetiik, illetve bioldgiai
hatasuk tekintetében mutatnak-e eltérést a konvenciondlis szintetikus AB-bdl el8allithatd
aggregatumoktol, sziikséges volt az aggregacid fizikai-kémiai vizsgalati mddszerekkel torténd
jellemzése. A protokollok kidolgozasa soran figyelembe kellett venniink a bioldgiai vizsgalati
rendszerek sajatossagait és tesztelniink a fizioldgias kortilményeket biztositd kisérleti paraméterek
hatasat az aggregacio folyamatara. A lejatsz0dd szerkezeti valtozasok elméleti modszerekkel torténd
modellezése segithet felderiteni lehetséges metodikai ,,csapdakat”, melyek elkerilésével javult a
mérési eljarasok robusztussaga.

ll. Az AB-ra, mint terdpidas célpontra irdnyulo mechanizmus-kutatds, mérési eljdrds- és
gyogyszerfejlesztés

Az AK-ban tultermel8dott AB eltdvolitasa mellett terapias jelent6séggel birhatnak olyan eljarasok,
melyekkel a peptid neurotoxikus hatdsa csokkenthetd. Ehhez azonositani kell azokat a
kdlcsénhatasokat, amelyek révén az AP oligomerek toxicitasa érvényesil. Célunk volt a kdlcsonhatd
partnerek azonositasaval Uj mechanizmus-utak feltérképezése, azok AK-ban betdltott
relevanciajanak funkcionalis vizsgdlatokkal torténd bizonyitasa.

A neurotoxicitds megakaddlyozdsdra tervezett potencidlis gydgyszerjelolt vegylletek pontos
hatdsmechanizmusanak felderitése terén is mutatkoztak hianyossagok. Az agyban el6forduld AB
fibrillumok szerkezetének megtorése elGnytelen is lehet, mivel az igy szabadda valé monomerek
kisebb méret(i, de valdszinlleg er6s neurotoxikus hatdssal rendelkezé oligomereket képezhetnek.
Ezért kisérletet tettiink az altalunk tervezett, az aggregacio folyamatat megvaltoztaté molekulak
(peptidek és  peptidomimetikumok) hatasanak fizikai-kémiai  mddszerekkel  torténd
feltérképezésére, illetve megprébaltuk az aggregacid megvaltozasa és a bioldgiai kisérletben
mérhet6 hatas kozotti 6sszefliggéseket is feltarni.

A molekulatervezések soran az aggregaciot befolyasold szekvencidkon alapulva megkiséreltiik olyan
onrendez6dé foldamerek elGallitasat, melyek az AB oligomerekhez nagy affinitassal tudnak kotédni.
A kotés erGsségének novelése érdekében a foldamereket kilénboz6 méretli és topoldgiaju
dendrimer-alapvazakhoz kapcsoltuk. A valtozatos szerkezetl konjugdtumok az AB oligomerekkel,
azok méretétdl figgben, eltéré erbsségli kolcsonhatasba tudnak lépni, neurotoxikus hatasukat
képesek lehetnek semlegesiteni. A méretszelektiv kdlcsonhatas kiindulasi pont lehet egy olyan in
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vitro kisérleti rendszer kidolgozasahoz is, mellyel az enzimkapcsolt immunoszorpcids esszékhez
(ELISA) hasonld kisérletben a bioaktiv AP oligomer mennyiségi meghatarozasa is lehetévé valik.

lll. Az AICD képzddésének szerepe az AK-ban

A fibrillaris AB-val kolcsonhatd fehérjék hasonldsaganak bioinformatikai mddszerekkel torténé
elemzésével megkiséreltiink olyan kozos szekvenciaelemeket azonositani, melyeken alapulva a
kolcsonhatas befolyasoldsara alkalmas molekulak tervezhet6k. A hatasmechanizmusuk felderitése
soran felmerilt lehet6ségként az AICD mikodésének befolyasolasa, annak Fe65-tel vald
kolcsonhatdsa révén. Az AICD az Fe65 fehérjéhez kapcsolddva az AR termelédést kozvetlendl
befolydsolhatja, ezért a kolcsonhatast megvaltoztaté molekuldk alternativ terapids megoldast
jelenthetnek az AB-t kozvetleniil célzdé vegyiletek mellett. Az azonositott rovid peptidszekvencidk,
PXP motivumot tartalmazé szerkezetik miatt, a prolinban gazdag fehérjékhez hasonldan
kotédhetnek bizonyos WW-doménekhez. Az Fe65-ben taldlhatd ilyen domén, igy kotési
kisérletekkel kivantuk bizonyitani az altalunk tervezett, in vitro bioldgiai vizsgalatokban
leghatasosabbnak bizonyult molekula, a P33 és az Fe65-WW domén kozotti specifikus
kolcsonhatast. A P33 vegyiilet hatasat az APP feldolgozasara, az AP termel6désére és a gyulladdsos
folyamatokra in vivo kisérlettel is igazolni kivantuk, APPxPS1-es transzgén egértorzsben, 3 hédnapon
at tarto krénikus kezelési séma alkalmazdsa mellett.

IV. Neurogenezis felnétt korban, sszefiiggés az AICD-kapcsolt mechanizmusokkal

A neurogenezis és az amiloid patoldgia egymasra hatdsat jelenleg csak él6allatos modellben tudjuk
vizsgalni. Ehhez viszont sziikséges az allatmodellben a kérdéses folyamatok id6beliségének
tanulmanyozasa. Tudomasunk szerint az APPxPS1-es transzgén egértorzzsel kordbban végzett ilyen
iranyu kutatdasok nem fedték le az allatok teljes élettartamat, igy célul tlztik ki az allatok sziletéstél
18 hdnapos korig tarté kovet6 vizsgalataval az amiloid-patolégia bizonyos jegyeinek (neurotoxikus
oligomerek képzése, plakkok kialakuldsa, neuronflammacid, tanuldsi és memoria-képességek
romlasa) illetve a neurogenezisnek az id6beli feltérképezését ebben a modellben. Az ok-okozati
viszonyok és id6beli kapcsolédasok feltardsa utan a P33 vegyllettel torténd kezelési séma is
optimalizalhatova valt a legkedvez6bb hatds elérése céljabdl. Feltételezésiink szerint a P33
molekuldval kapott eredmények mds, az AK-ban alkalmazhatd potencidlis terapeutikum
alkalmazasanal is segitséget nyujthatnak a kezelési protokoll kidolgozasaban.

V. Szigma-1 receptor moduldtorok hatdsa a neuroinflammdciora és a neurogenezisre

A szigma-1 receptor (S1R) mikodésének befolyasolasa mar megjelent az AK terapias megkozelitései
kozott. Igény mutatkozik az eddigi vegyliletek mellett Uj szerkezet(i SIR moduldtorok felfedezésére,
melyhez a leghatékonyabb eszkdz egy in silico szlrésre alkalmas, elméleti kémiai mddszereket
alkalmazé rendszer lehet. Ezért egy olyan virtualis szlirGeljarast (VS) kivantunk kidolgozni, mely az
eddig leirt SIR agonista és antagonista jellegli kotési konformacidokat kombinalja, ami révén
feltételezhet6en a kivalasztott molekuldak kotédési jellegérdl is kaphatunk becslést. A VS
segitségével sajat molekulakonyvtarunkbdl kiséreltink meg az eddig azonositott SI1R
modulatoroktdl eltérd szerkezetd, Uj potencialis SIR modulatorokat azonositani.

A neurogenezis és a gyulladdsos folyamatok Osszefliggését meger@sitd tovabbi vizsgalatokhoz,
illetve SIR modulatorok neurogenezisre kifejtett hatasanak teszteléséhez a korabbi kisérletekben
alkalmazott transzgén allatmodellt ki akartuk valtani egy olcsébb, gyorsabb kisérleti rendszerrel.
Ezért kifejlesztettiink egy AB-injektalasos egérmodellt, melyben igazolni kivantuk, hogy egyszeri AB
oligomer-adagolassal kivalthatd a neurogenezis molekuldris szintli megzavarasa. Ebben a
modellben teszteltiik az endogén S1R-agonista DMT, illetve a szintetikus agonista PRE-084
neurogenezisre és gyulladasra kivaltott hatasat.
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A molekuldk el&allitasat célzd, altalunk alkalmazott szintetikus eljarasok tobbsége a szilard fazisu
peptidszintézis (SPPS) metodikajan alapul. Az AR kémiailag mddositott szarmazéka, az izo-ABi-42
peptid, amibél fiziolégias pH-n egy O—>N acilvandorlast kovet6en keletkezik a konvencionalis
szerkezetl APi-42. Az SPPS standard Boc-kémian alapuld Iépéseinek optimalizalt alkalmazasaval
lehet6vé valt az izo-APi-22 nagy mennyiségben elGallitasa. A neurotoxikus AB oligomerek hatasat
kivedé peptidek, peptidomimetikumok, foldamerek, és foldamer-dendrimer konjugatumok
szintéziséhez szintén SPPS-metodikakat alkalmaztunk, a konjugatumok esetében pedig a dendrimer
alapvazakhoz a foldamereket oldatfazisban, tiol-maleimid reakcidval kapcsoltuk.

Az AB peptid aggregacidjanak modellezésére replika-kicserélédéses molekuladinamikai szamitasokat
végeztiink. A masodlagos szerkezet valtozasa kovethet ThT-kotédésen alapuld spektrofotometriaval,
CD- vagy NMR-spektroszkopiaval. Az aggregatumok meéreteloszlasat dinamikus fényszorasmérés,
méretkizarasos kromatografia, illetve mikroszkdpos vizualizacié (TEM, AFM) segitségével jellemeztiik.
Az amiloid aggregaciot mdodositd, illetve AICD-n keresztil haté molekulak hatasmechanizmusanak
fizikai-kémiai vizsgalatahoz rendelkezésre allnak a mar emlitett spektroszkdpiai modszerek. A kotési
affinitas jellemzésére a szaturacidtranszfer-differencia NMR-t, az izoterm titracios kalorimetriat (ITC),
és az ELISA tesztet alkalmaztunk. Az AK patomechanizmusanak megismeréséhez hozzajarultak azok a
vizsgalataink, melyekkel igazoltuk az AB oligomerek transzlacidos folyamatokra tett hatdsat. Az
oligomerek és a riboszomak kozotti kdlcsdnhatas kimutatasara kidolgoztunk egy specialis, tisztitott
riboszdma frakciot alkalmazé ELISA eljarast. Emellett egy in vitro transzlacidés tesztben, nyul
retikulocita lizdtum felhasznalasan alapuld lumineszcencids méréssel igazoltuk a transzlacios
fehérjerendszer funkcionadlis érintettségét is, AB oligomerek hatasara. Ugyancsak az ELISA mérési
elvén alapul az a sajat fejlesztésd tesztlink, mely optimalizalt szerkezet(i foldamer-dendrimer
konjugatumot alkalmaz AB oligomerek oldatfazisban térténd kvantitativ meghatarozasara.

A molekuldak hatasanak bioldgiai kisérletekben torténd vizsgalata soran szamos konvencionalis, in
vitro eljarast alkalmaztunk. A sejtek életképességének valtozasat MTT-tesztben sejttenyészeten,
illetve patkanyagybdl izolalt agyszeleten is vizsgaltuk. Tovabbi viabilitasra utald adatot szolgaltattak a
valdés idejli impedanciamérések sejttenyészeteken. Molekuldris szint(i valtozasokat mind
sejttenyészetbdl, mind kezelt allatok agyszévetébdl nyert mintakon végzett western blot, dot blot és
ELISA tesztek segitségével azonositottunk, illetve a megfelel6 agyi teriiletek hisztoldgiai,
immunhisztokémiai vizsgalataval igazoltunk. Ezek a mérések, valamint a patkany agyszeleteken
végzett elektrofizioldgiai vizsgalatok egyarant alkalmasak voltak anyagok tesztelésére, illetve
hatasmechanizmus tisztazasara is.

A hatasmechanizmus felderitése in vivo élGallatos modellekben is torténhet. llyen modell lehet vad
tipusu egér kezelése AB peptiddel és a kivaltott bioldgiai hatds vizsgalata. Ezt a megkozelitést
alkalmaztuk a neurogenezis és a neuroinflammacié bizonyos molekularis jellemzinek
tanulmanyozasara egy optimalizalt injektalasos egérmodellben. Emellett APPxPS1-es transzgén
egérmodellt is alkalmaztunk, az allatokban feltérképeztiik az amiloid-patoldgia, a neuroinflammacio
és neurogenezis valtozasat életkoruk fliggvényében. A kezeléseket kovet6en az allatok tanulasi
képességét és memoria funkcidit Morris Water Maze kisérletekkel teszteltiik.

Uj szerkezet(i SIR moduldtorok azonositdsa lehetséges in silico modellezést alkalmazé sz(irési
eljarassal. Ehhez két, irodalomban leirt S1R-szerkezetet hasznaltunk, amikre nagy affinitassal kot6dé
molekuldkat, valamint véletlenszer(ien valogatott ,,csali” molekuldkat dokkoltunk. Ebben a dokkolasi
modellben, sajat, kb. 4000 molekulat tartalmazé konyvtarunk szlrésével azonositottunk 40,
potencialisan az S1R-hez kotési affinitast mutatod vegyliletet. Ezutan a kotédést radioligand-kotédési
vizsgalatokkal igazoltunk.
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I.  Szintetikus A8 peptidek (ABi4: AB2s.35, AMCA-jeldlt ABi.42) biologiai kisérletekben térténé
felhaszndldsara alkalmas protokollok kidolgozdsa

Az amiloid kaszkad hipotézis oligomerekre torténd kiterjesztése utan, korilbellil a 2000-es évek
elejétél egyre nagyobb szerephez jutott a kiilonb6z6 hosszusagu, szintetikus forrasbol szarmazé AB
peptidek felhaszndldasa a kisérleti modellekben. Ezek fizioldgias kordlmények kozotti
felhasznalhatdsagat erételjesen korlatozza kifejezett aggregacids hajlamuk, ami mar viszonylag rovid
fragmensek (pl. az AB2s-35) esetén is érvényesiil. Tapasztalatunk szerint a bioldgus kooperald partnerek
részér6l mindig mutatkozott egyfajta bizalmatlansag a szintetikus forrasbdl szarmazé AB-val szemben.
Ez kdszonhetd egyrészt a szintézis soran keletkez6 delécids szekvencidk nehéz eltavolithatdsaganak,
masrészt a peptid aggregacids karakterisztikaja az egyes szintetikus sarzsok kozott is eltér, illetve
taroldsa soran is megvaltozhat a kiilsé korilmények (pl. tarolas formdja, leveg6 paratartalma) miatt.
A konvencionalis SPPS-sel elGallitott peptidek aggregacios tulajdonsdgainak ellen6rzésére
rendszeresitettiink fizikai-kémiai metodikakat, illetve olyan mintakészitési eljarasokat dolgoztunk ki,
melyekkel a kivant aggregaciés allapot az alkalmazas ideje alatt fenntarthatd. Ilyen mintak
felhasznalasaval sikeriilt kapcsolatot taldlni az APas-3s és APi-a2 peptid altal kivaltott epileptiform
aktivitas és a peptid aggregacids allapota kozott in vitro elektrofizioldgiai kisérletben, mely sordn
sikerult bizonyitani, hogy valdszin(leg a fibrillaris aggregatumok felel8sek az észlelt hatasért.

Il. Az izo-ABi.s; peptid optimalizalt szintézise, a peptid felhaszndldsaval standardizdlt oligomer-
és fibrillum készitési protokollok kidolgozdsa

Az AB1-42 peptid kémiai mdédositasaval egy, a kisérletekhez el6nydsebben alkalmazhaté formahoz (izo-
ABi1-a2) jutottunk, mely savas pH-tartomanyban megtartja modositott kémiai szerkezetét, mig
semleges vagy bazikus kdzegben egy O—>N acilvandorlas révén atalakul a konvencionalis kémiai
szerkezetl AP peptiddé. Az izopeptidre épitve protokollokat dolgoztunk ki a két f6 aggregacios
(oligomer és fibrillaris) forma elallitasara. A szintetikus moédositas és a standardizalt protokollok
egylttesen novelték a kisérletek reprodukalhatdsagat, illetve lehetévé tették olyan kisérleti tervek
megvaldsitasat, amelyben az AB-mintaoldatot egyszerli mddszerekkel el6allitva, akar egy kezelési
napon at szignifikans valtozdst nem mutatd aggregatum-eloszlasi allapotban lehetett tartani. Nem
volt sziikség kaotrop olddszer adagoldsara a mintdhoz, a mérések tobbszori ismétléséhez az izo-AB
formabdl elGallitott torzsoldat akar nagy koncentracidoban, aggregacidé nélkil tarolhato volt, az egyes
torzsoldat-részletekbdl készitett mintak a fizioldgias pH és ionkoncentracié kezdeti beallitasat
kdvetben idGben jol jellemezhetd, reprodukdlhatdan azonos aggregacios kinetikaval rendelkeztek. A
folyamatos vizsgalatok alapjan bizonyossa valt, hogy az izo-ABi-42-bdl elGallithatd aggregatumok
jelentGs neurotoxikus hatast tudnak kivaltani, mellyel sejtes kisérletekben életképességbeli valtozas
idézhet6 el6, ex vivo agyszeleten torténd elektrofiziologiai mérésekben tapasztalhatdé az LTP
megvaltozdsa, ragcsalokra kidolgozott injektaldsos modellben igazolhaté a HC-ban csokkent
dendrittliske-sdrlség, illetve elSidézhet6 magatartds- és tanuldsbeli zavaras. Fluoreszcens
kromofédrral jeldlt konvencionalis ABi42 és izo-APi42 keverékébdl SOP-vel el&allitott oligomerek
alkalmazasaval bizonyitottuk, hogy az agykamrai injektalds esetén az oligomerek a glimfatikus
rendszer segitségével viszonylag gyorsan eljuthatnak az agyszévet kilénbo6z6 terileteire, ami a
kisérleti modellekben torténd alkalmazhatdsag alapfeltétele.

Osszetételd mintapufferekben taldlhatod alkaliféldfém-ionok nem kivant iranyban befolyasoljak. Ez a
jelenség megmagyarazhatd az izopeptid egyedi kiinduldsi szerkezetével. A konvencionalis ABi-a2
aggregacodja soran egy B-hajtl konformacié alakul ki, aminek a stabilizacidjaban szerepet jatszo
oldalldncok az izopeptidben mas orientaltsagiak, ezért ha az O—N acilvdndorlds a feloldds soran Ca%*
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vagy Mg?*-ionok jelenlétében kdvetkezik be, az izopeptidbsl képz8d6 monomer kiinduld
konformacidja eltéré lesz a konvencionalis ABi-a2 kiindulasi konformacidjatdl. A kétféle monomer mas
aggregaciods kinetikaju utat jar be, igy a képz6d6 aggregatumok morfoldgidja és bioldgiai hatasa is
kiilonbozhet. Egy ilyen nem vart metodikai ,csapda” felismerése és kikiiszobolése elengedhetetlen a
széles kord felhasznalashoz; ebben az esetben az alkalifoldfém-ionoknak az oligomerizaciot elindito
pH-beallitast kovet6 hozzdadasa az oldathoz egyszerld megoldast nyujt a problémara.

lll.  ABi42oligomerekkel kélcsonhato fehérjék azonositdsa a AK patoldgidjaban
Madig nem tisztazott, hogy az AP pontosan milyen fehérjékkel torténd kolcsonhatasok révén fejti ki
neurotoxikus hatasat. Szerkezete révén szamos proteinhez mutat kot6édési affinitast, emiatt az AK
szempontjabdl ténylegesen relevans kdlcsonhatasok azonositasa problémas. Az interaktéma-kutatas
célja az eddig még fel nem deritett fehérje-fehérje kdlcsonhatasok azonositasa, eredményeit viszont
funkcionalis vizsgalatokkal igazolni kell. A szintetikus AP1-22 peptidbdl készitett oligomereket protein-
chipen végrehajtott kotési vizsgalatban alkalmazva sikeriilt olyan fehérjecsalddokat azonositanunk,
melyek igazoltak az AB oligomerek intracellularis folyamatokban betoltott szerepét. A fehérjechipen
végrehajtott kisérlet eredményei szerint a leginkdbb reprezentalt molekula-csalad a transzlacios
masinériat alkoto fehérjéké volt. Ezt a megallapitast funkcionalis tesztekkel is igazoltuk, megmutattuk
az AP oligomerek koncentraciofiiggs kotGdését patkany-agybdl izolalt riboszoma-frakcidhoz, illetve
egy transzlacids in vitro tesztben kimutattuk az oligomerek gatlé hatasat a luciferdz-enzim
expresszidjara is. Az eredmények magyarazatul szolgalhatnak az AK-ban tapasztalhaté mitokondridlis
diszfunkciora és a vele 6sszefliggé molekuldris stresszfolyamatok feler6sodésére.

IV.  AM tipusu vegyiiletek hatasmechanizmusanak felderitése

A 2005-2015 kozotti évtized AK-val kapcsolatos alapkutatdsanak egyik f6 irdnyat az AB aggregaciojat
kozvetleniil befolyasold vegyiiletek vizsgalata jelentette. Az akkor uralkodd, G.n. BSB (,beta-sheet-
breaker”) elmélet szerint az AR egyes részleteivel azonos peptidszekvencidkkal a monomerek
onrendez6dése befolydsolhatd, a fibrillumok szerkezete megtorhets, képzédésik folyamata
visszafordithaté lehet. Ezt a vezérelvet kovetve doktori munkam soran el8allitottunk olyan
peptidcsalddokat, melyek tagjai bioldgiai modellrendszerekben az AB aggregdtumok neurotoxikus
hatasat valtozd hatékonysaggal tudtak kivédeni. A vegyiletek hatdsmechanizmusanak elemzésére
viszont mar a doktori munka lezarultat kovet6 id6szakban kerllt sor. Mas csoportok kisérleteinek
annak a kezdeti monomer/kis méretli oligomer formdaban torténd befagyasztasat. Mikroszkdpos
elemzéssel a BSB-k alkalmazdsa mellett is megfigyelhettik nagyobb méretli aggregatumok
képzGdését, illetve spektrofluorimetriaval a B-redds réteghez rendelhets specifikus ThT-kotGdést. A
fizikai-kémiai  vizsgalatok  eredményei  alapjan  javasoljuk a  peptid-tipusi  BSB-k
hatdsmechanizmusdnak reviziéjat, mely szerint a bioldgiai kisérletekben tapasztalt véd&hatas
valdszinlileg nem a fibrillumok szerkezetének felbomlasdval magyarazhato, hanem a BSB és az
aggregatumok kozotti kolcsonhatds eredményeként bekovetkezé flokkulaciéval, ami a bioldgiai
célponttal torténd kolcsonhatasra alkalmas kontaktfelszin csokkenését eredményezi. Mivel azonban
a PB-redbs szerkezet teljes felbomlasa, illetve keletkezésének teljes gatlasa ilyen vegyiletek
alkalmazasaval sem kerilhet6 el, a ,,BSB” nomenklatura helyett célszerlbb az ,aggregacié modosito”
(AM) megnevezés hasznalata.

Az AB oligomerek AM-tipusi molekuldkkal valé kolcsonhatasakor a toxikus felszin csdkkenése, az
oligomer ,becsomagolasa” megakadalyozza az oligomer célmolekuldkhoz valé kotédését. A KLVFFAE
molekula szekvencidjan alapuld, foldamer-tipusu vegylileteket centrdlis szimmetridgji PAMAM
dendrimerekkel konjugalva olyan molekularis eszkozt szintetizaltunk, mely izo-ABi-42 peptidbél SOP-
vel készitett oligomerekkel kolcsénhatasba lépve azok toxikus hatasat neutralizalta. Ez valdszin(leg
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kétféle hatas ered6jének tekinthetd: a nagyobb méretli (HMW) oligomereket a tetravalens foldamer-
dendrimer konjugadtum keresztkotések révén precipitalni képes, ezaltal a klasszikus AM vegyiiletek
hatdsmechanizmusahoz hasonldan csokkenti az aggregatumok kontaktfelszinét, mig tobb foldamer
szekvencia optimalis geometriai elhelyezkedése és kdlcsonhatasa révén becsomagolhatja az LMW
oligomereket. A foldamer-dendrimer konjugatum enzimatikus stabilitasa kedvez6, kémiai szintézise
és tisztitdsa viszonylag nagy mennyiségben is konnyen megoldhatd feladat, szerkezete kénnyen
finomhangolhatd, igy egy antitestes terapiahoz mérve olcsébb, konnyebben kezelhets alternativat
nyujthat.

V.  Foldamer-dendrimer konjugdtumon alapulo ELISA rendszer kidolgozdsa

A konjugdatum centrdlis geometridjanak fokalisra valtoztatasaval Uj hasznositasi lehet&séget nyertiink.
A molekula megtartotta méretszelektiv affinitasat az AR oligomerekhez, viszont az aszimmetrikus
szerkezet lehet6vé tette azt, hogy szilard hordozdn torténd rogzités esetén sem |épett fel térgatlas a
kotédési folyamatban. A legjobb affinitast mutatd konjugdtum azonositasa érdekében kiilon
kisérletsorozatokban meghataroztuk a multivalencia hatasat a kotés erGsségére, illetve a tetravalens
poli-lizin dendronhoz mddositott szerkezet(i foldamereket kapcsoltunk, megvizsgalva az oldallancok
térkitoltésének, toltésének és pozicidjanak szerepét a kialakuld kélcsonhatasban. A legoptimalisabb
kotédést kialakitod konstruktot egy olyan ELISA rendszer kidolgozasara hasznaltuk fel, mely alkalmas
AB oligomerek mennyiségi meghatarozasara, akar 6sszetett bioldgiai mintabdl is. Ebben a specifikus
ELISA-tesztben a protokoll optimalizaldsaval elérhet6 detektalasi hatar (LOD, 30) 5 pM-ra becsiilhet6,
a linedris tartomany pedig 10-500 pM kdzé esik (R?=0,9974). Oligomerek meghatarozasara jelenleg
nincs a klinikumban alkalmazott rendszer, a konvencionalis, AB-alapu diagnosztikai modszerek
szekvenciaspecifikusak, oligomerizalédd AB-ra torzitott eredményt adnak. Az AKH-n alapuld
mechanizmuskutatas szempontjabdl mindenképpen fontos |épés lenne az AB oligomerek
meghatarozasanak beépitése a diagnosztikai protokollba, az altalunk fejlesztett diagnosztikai eszkoz
kiegészitheti a jelenleg alkalmazott, oldhatd AB-t kimutatd ELISA teszt eredményeit.

VI. Az Fe65-AICD kélcsénhatadst befolydsolo P33 molekula hatdsmechanizmusdnak felderitése

Az AK multifaktoros természetébdl addddan szamos Uj célpont kinalkozik fejlesztési lehet6ségként.
Kézenfekvd lehet megvizsgdlni az APP, illetve a lebontasaval keletkez8, AB-tdl kiilonboz8 fragmensek
szerepét, és a termel8désik megvaltoztatasaval elérhetd esetleges terapias el6nydket. Sajat kutatdsi
eredményeinkkel sikerilt olyan AK-ban relevans folyamatokat azonositani, melyek kulcseleme az APP
lebontdsaval keletkezé AICD.

A fibrillaris AB-val kdlcsonhato fehérjék azonositasat és szerkezetiik hasonldsaganak bioinformatikai
modszerekkel torténé elemzését kdvetben 65 peptid- és peptidomimetikum-tipusu, bioldgiailag aktiv
vegyliletet szintetizaltunk és szabadalmaztattunk. A legigéretesebb molekula, a P33 célzott
tesztelésével bizonyitottuk az Fe65-AICD kodlcsonhatas modulaldsan alapuld hatast. A P33 valdszindleg
allosztérikus modon gatolja az AICD-aktivalt Fe65 fehérjekomplex kialakulasat, az Fe65 WW-
doménjéhez kot6d6é specifikus kolcsonhatds révén. A kolcsonhatast in vitro kisérletekben
bizonyitottuk, emellett igazoltuk a P33 kedvez6 hatasat az amiloid-patologidra a FAK egyik
alapmodelljeként alkalmazott APPxPS1-es egerekkel végzett kisérletben is. A transzgén egerekben az
AB tultermelédésének kovetkezményeként kialakuld gyulladdst is sikertlt mérsékelni, igy
valodszin(sithet6, hogy a molekuldris szinten aktivalédo stresszfolyamatok is csokkennek a kezelés
hatasara.

VIl. A neurogenezis folyamatdanak feltérképezése transzgén egértorzsben, a P33 kezelés hatdsa a
neurogenezisre

A P33 tovabbi vizsgalata felfedte, hogy a kezelés az egerekben zajlo, a felnéttkori neurogenezishez

kapcsolhatd bioldgiai folyamatokat is kedvez6 iranyban befolydsolja. Az dallatok folyamatos
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kovetésével igazoltuk, hogy az APPxPS1-es allattorzsben az amiloid patoldgia fellépése, az oligomerek
kimutathatosaga, és a karos sejtszint(i stresszfolyamatok aktivalddasa megel6zi a neurogenezis
folyamatainak zavarat, ami nyomon koévetheté mind a neuronalis Gssejt-osztdddas, mind az éretlen
neuronokka differencialdodas mértékének valtozasdban. Mig a plakk-képzédés, a gyulladasos
folyamatok feler6sodése 5-6 hdnapos korban jelentkezik, addig a neurogenezis karosodasa a 8-11
honapos életkorra tehet6 ebben a modellben. A P33-kezelés meginditasa az allatok fiatal koraban (3
honapos kortdl) nagy mértékben javitia mind az AK-t modellez6 patoldgiai jellemzéket, mind a
neurogenezist. Habar az allatkisérletek eredményeinek human transzlaciéja csak korlatozottan és
nagy korultekintéssel lehetséges, ugy gondoljuk, hogy altaldanos érvényl lehet az a megallapitas,
amely szerint a korai fazisban, az AK tilineteinek megjelenése el6tt elkezdett terapia lenne a
leghatékonyabb kezelési maéd.

VIll. Két S1 moduldator neurogenezisre kifejtett hatdsdanak vizsgdlata in vivo AB-injektaldsos
modellben

Széles korben elfogadott, hogy a neuroinflammacio és a molekularis stressz mérséklése az AK, és
altaldban a fehérjekonformacids betegségek esetében célravezets terapia lehet. Erre alkalmasak
lehetnek S1R modulatorok, melyekkel kapcsolatban mar folynak klinikai vizsgalatok.
A molekulak teszteléséhez kidolgoztunk egy Uj kisérleti modellt, mely a transzgén allatokkal szemben
gyorsabban és koltséghatékonyabban hasznalhaté. C75BL/6 egerekbe juttattunk be ABi42
oligomereket egyszeri, ICV injektalassal, majd az allatokban igazoltuk a neurogenezis
alapfolyamatainak akut karosodasat, illetve az APB-patoldgidt jellemzé neuroinflammacié
megjelenését. Természetesen ez a modell sem tekinthetd teljes értéklinek, molekularis szinten az Ap
altal kivaltott gyulladdsos reakcid és a neurogenezis néhany alapfolyamatanak megvaltozasa
vizsgalhatd az alkalmazasaval, de valdszinl, hogy a transzgén allatokban az AB tultermel6dése
kovetkeztében kialakuld tovabbi patoldgiai jegyek, mint a magatartdas és a tanulasi képességek
megvaltozasa, megjelenhet ebben a modellben is. Az egyszer(ien kivitelezhet6 in vivo kisérletek soran
a gyulladas és neurogenezis egymasra hatasat két S1R agonista, az endogén DMT és a szintetikus
PRE-084 jelenlétében vizsgaltuk. Kisérleteink bizonyitottak, hogy bar mindkét molekula hatast fejthet
ki a két folyamatra, mégis az agonista jelleghez nem rendelhet6 olyan altalanosan érvényes
mechanizmus, amely alapjan a molekula karakterébdl levonhatnank annak uniformizaltan kedvez6
hatasara vonatkozd kovetkeztetést. Az APi.a2 oligomerek altal kivaltott proliferacié-gatlé hatashoz
hasonléan a DMT esetében is a proliferdlddé sejtek szamanak csokkenését észleltiik. AB1-42 peptiddel
torténd egyuttes alkalmazaskor a PRE-084 a gatlas mértékét ellensulyozni tudta, mig a DMT tovabb
novelte azt. Az ABi.a2 altal kivaltott asztrocita-aktivaciot mindkét anyag csokkentette, mig az aktivalt
mikroglia mennyiségét nem befolydsolta egyik anyag sem. Az észlelt eltérések oka a DMT mas
receptoron (5HT2a) is érvényesilé hatdsa, és rovid bioldgiai féléletideje lehet.

IX. S1R moduldtorok azonositdsdra alkalmas in silico mdédszer kifejlesztése és validdldsa

A molekularis stressz csokkentésére alkalmasak lehetnek olyan Uj tipusi S1R moduldtorok, melyek
megnovelt szelektivitassal rendelkeznek, egyéb receptorokkal szemben kevésbé promiszkuisak. llyen
vegylletek azonositdsahoz kidolgoztunk egy olyan in silico eljarast, mely egy ismert agonistara és egy
antagonistara jellemz8 receptor szerkezethez térténé dokkolds révén valogatott molekulaszettek
virtudlis szlirésére alkalmazhatd. Az eljarassal az igéretes molekuldk esetében azok kotédésének
jellegérél (agonista/antagonista tipusu kot6dési konformacid) is nyerhetiink informaciét. A
madszerrel egy kozel 4000 tagu molekulakdnyvtarbdl azonositottunk 40 potencialis SIR-hez kotGdést
mutatd vegylletet, melyeknek affinitdsat radioligand-kot6dési tesztben is meghataroztuk. A legjobb
harom ligandum mindkét enantiomerjét megvizsgaltuk S1R/S2R szelektivitasuk szempontjabdl is.
Ezek a molekuldk igéretes jeloltek lehetnek az AK-ban torténd terdpias felhasznalasra.
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1.0. Osszes kozleményeinek szama 72 79

1.1. Kozlemények nemzetkézi folydiratban 66 73
ebbdl elsé vagy levelezd szerzoként 11 13
egy-szerz6s kozlemény 0 0

1.2. Ko6zlemények magyar nyelvi folyéiratban 2 2
ebbdl elsé vagy levelezd szerzoként 1 1
egy-szerz6s kozlemény 0 0

1.3. Kongresszusi kiadvanyban (proceedings: teljes munka, | 0 0
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