A kutatasi szerzOdésben és a munkatervben foglaltaknak megfeleléen a tamogatasi iddszakban a

kovetkez6 kutatasi feladatokat lattuk el.

1. p-Opioid peptidek ¢€s peptidszarmazékok molekuladinamikai (MD) szimulédcidja €s szerkezeti

analizise. (2008-2009)

A részletes kutatdsi tervben szerepld, korabban bioldgiailag karakterizalt p-opioid ligandumok MD
megfigyelések és bioaktiv szerkezet-hipotézisek figyelembevételével végrehajtott analizis (médsodlagos
szerkezet, farmakofor csoportok kozotti tavolsagok, oldallinckonformaciok, specifikus H-hidak)
valamint a dominans konformacios csaladok azonositdsa soran kiilonbozé tipusu y- és [3-kanyar,
valamint nyujtott szerkezetek dinamikus egyenstlyat tapasztaltuk, korabbi megfigyelésekkel
Osszhangban. Egy, az endomorfin-2 szekvencidjaba beepitett szintetikus spirociklikus pszeudo-dipeptid
esetén kimutattuk annak (-kanyar szerkezet indukalo hatasat. E hatas kimutathato volt akkor is, ha az
endomorfin-1 és endomorfin-2 Pro’ aminosavjat aliciklikus [-aminosavakkal helyettesitettiik. Ez
utobbi esetben a hatas mértéke fliggott a két kirdlis centrumot tartalmazd szubsztituens
konfiguracigjatol. Az MD eredmények analizise soran kimutattuk tovabba, hogy az aliciklikus [3-
aminosavat tartalmazd egy szénatommal meghosszabbitott gerincli peptidek a kiindulasi vegyiiletek
kanonikus masodlagos szerkezeti elemeihez hasonl6 hajlitott szerkezeteket alakitanak ki. Magas M-
opioid receptor affinitdssal Osszefiiggd, kitiintetett szerepli, specifikus masodlagos szerkezeti elem nem
keriilt azonositasra egyik oldoszer esetében sem. Megfigyeltiik azonban, hogy azonos méretii peptidek
esetében kapott korabbi eredményekhez viszonyitva a hajlitott szerkezetek altalanos eléfordulasa
gyakoribb. Az oldallanc rotamerek populacidinak meghatarozdsakor megéllapitottuk, hogy az N-
oldallanc gauche- konformacidja és a C-terminalis aromas oldallanc fokozott flexibilitasa potencialisan
Osszefiigg a magas receptor affinitdssal, de a vartnak megfelelden 6nmagaban egyik paraméter sem
elégséges a bioaktiv szerkezet definialasara. Statisztikailag szignifikans, megbizhato kvantitativ
szerkezet-hatds Osszefliggési modell nem éallithato fel a vizsgélt molekuldk és paraméterek alacsony
aranya ¢és a vizsgalt molekulakészlet magas szerkezeti diverzitdsa miatt. Eredményeink alapjan
megallapithatd viszont, hogy e négy utébb emlitett szerkezeti kritérium egylittes teljesiilése magas

receptor affinitdst eredményez. Az altalunk bemutatott négy paraméter altal definialt szerkezeti modell



magas foku korrelaciot mutat egy korabbi, ciklikus szomatosztatin analdg peptidek analizise alapjan
felallitott bioaktiv szerkezeti modellel. Szimuldcidink soran kimutattuk, hogy a dimetil-szulfoxid kozeg
az altalanos nézOponttal ellentétben hordozhat biologiailag relevans tulajdonsagokat, viszont az
eredmények interpreticidoja mindennemii modell kozeg (a tiszta, vizes kozeget is beleértve)
alkalmazésa esetében nagyfoku koriiltekintést igényel. A felsorolt eredmények a 33. FEBS ¢és 11.
ITUBMB ko6z6s kongresszuson és a 30. Eurdpai Peptid Szimpoziumon, valamint harom folyoiratcikk
formajaban keriiltek bemutatasra. (spirociklikus pszeudo-dipeptid tartalmi endomorfin-2 anal6gok:
Tomboly et al. J Med Chem 51: 173-177, 2008; aliciklikus [3-aminosavat tartalmazé endomorfin
analogok: Keresztes et al. ] Med Chem 51: 4270-4279, 2008; M-opioid peptidek szerkezet hatés
Osszefiiggései: Borics et al. ] Mol Graph Model 28: 495-505, 2010)

2. u-Opioid peptidek és peptidszdrmazékok szintézise. (2008)

Végrehajtottuk a részletes kutatasi tervben foglalt p-opioid peptidek és peptidszarmazékok kémiai
szintézisét. Az egyes vegyiiletek szintézise soran standard, illetve azokra specifikusan vonatkozo,
korabban az irodalomban kozolt protokollokat alkalmaztunk. A nemtermészetes aminosavakat és egyéb
épitdelemeket kiilfoldi egylittmiikddé partneriink (Prof. Dirk Tourwé, Vrije Universiteit, Briisszel,
Belgium) bocséjtottak rendelkezéstinkre. Munkank soran a késobbi spektroszkopiai vizsgalatokhoz

elegendd mennyiségli (min. 10 mg) és tisztasdgu (min. 99%) peptidet nyertiink.

3. U-Opioid peptidek IR, VCD és ECD spektroszkopias szerkezetanalizise (2009)

A spektroszkopias mérésekre a korabban megjeldlt kiilfoldi egylittmiikodoé partner, Dr. Lovas Sandor
(Creighton University, Omaha, NE, USA) laboratoriumaban kertilt sor a vezetd kutatd 2009. januar 31.
és 2009. aprilis 28. kozotti latogatasa alatt. A munkatervben foglalt tiz opioid peptid kiilonb6zd
oldoszerekben végzett spektroszkopiai analizise sordn a kovetkezd eredményeket kaptuk. Az IR
spektrumok amid I savjat latszolag két f6 komponens alkotja az 0sszes peptid €s olddszer esetében,
eltekintve az 1615 cm-1 koril jelentkezd, az aromés gytirik C-C nytjtorezgéseibdl fakadod alacsony
intenzitasu csucstol. A két f6 komponens leginkabb a dimetil-szulfoxid kézegben felvett spektrumokon

kiilonboztethetd meg (~1660 cm-1 €s ~1685 cm-1), mig a tobbi oldészer (DO, 50% trifluoroetanol /



DO ¢és 80 mM natriumdodecilszulfat / D,O) esetében e két komponens egyike leginkabb csak vallként
jelent meg. A komponensek aranya kiilonboz6 vegyiiletek és oldoszerek esetén is eltéronek bizonyult.
Egyes peptidek (Tyr-W-MIF-1, 1R2S-ACHC?-endomorfin-2) esetén ez a jel negativ iranyban erGsen
aszimmetrikus, sOt bizonyos oldoszerekben negativ jelre egyszerlisodik. Nagymértékben -eltéro,
Osszetett jel csak a DAMGO esetében figyelheté meg, tovabba e peptid esetében oldoszerfliggést is
tapasztaltunk. Az IR és VCD eredményeket 6sszegezve valamint kordbbi, rovid peptidek vizsgalatakor
kapott eredményekkel Osszevetve kiillonbozd nyujtott és kanyar szerkezetek egyiittes jelenléte
rendelhet6 a vizsgalt peptidekhez. A DAMGO esetében kapott 0sszetett spektrumért az e peptid korabbi
molekuladinamikai vizsgalatakor is megallapitott nagyfoku oldatszerkezeti diverzitas tehetd felelGssé.
Az 0sszehasonlitas érdekében mért ECD spektrumok az IR és VCD spektrumokhoz viszonyitva sokkal
valtozatosabbnak bizonyultak. Az endomorfin-1, endomorfin-2, morficeptin és 1R2S-ACHC?-
endomorfin-2 esetében I-es és Ill-as tipusu B-kanyarokra jellemz6é C-osztalya spektrumokat, mig a
tobbi peptid esetében Osszetettebb, nehezen osztalyozhatd spektrumokat rogzitettiink. A Tyr-W-MIF-1
spektrumait leszamitva minden esetben fokozott oldoszerfliggést is tapasztaltunk. Az ECD spektrumok,
a molekulaszerkezet és a P-opioid receptor affinitds kozott nem talaltunk szembetiind korrelaciot. Nem
hagyhat6 figyelmen kiviil, hogy az Osszes peptid aromas oldallancokban gazdag, melyek koztudottan
sajat UV-aktivitasukkal befolydsoljak a peptidek ECD spektrumat. E hozzéjaruldsok mértéke fligg az
aromas gylriik kolcsonhatasaitol, melybdl kifolyoldlag korrekcidjukra eddig még nem sziiletett
altaldanosan alkalmazhatd modszer. Feltételezhetéen az altalunk mért ECD  spektrumok
valtozatossagdban nagy szerepet jatszanak ezen aromds hozzdjarulasok, ezért a tovabbi
kovetkeztetéseinket elsdsorban az IR és VCD eredményekre alapoztuk. Eredményeinket a 30. Eurdpai

Peptid Szimpdziumon mutattuk be. (Borics ef al. J Pept Sci 16: 158-158, 2010)

4. 1R és VCD spektrumok kvantumkémiai modellezése (2009-2011)

A peptidek ¢és fehérjék rovid, nem periodikus masodlagos szerkezeti elemeinek kiroptikai
spektroszkopiai leirdsa még hidnyos a szakirodalomban, ezért a kisérleti IR és VCD spektrumok
komponenseinek meghatdrozdsa sordan elméleti moddszerekre tdmaszkodtunk. Az egyes, oldatban
jelenlévd szerkezetek IR és VCD spektrumainak kvantumkémiai szdmitasakor a konformécios sokasag

reprezentans szerkezeteinek azonositdsi modszere €s a szolvatacid hatasat vizsgaltuk. A reprezentans



szerkezetek meghatarozasakor korabbi molekuladinamikai trajektoridkbol indultunk ki. Elvégeztiik a
trajektoriak altal szolgaltatott konformécios sokasagok klaszteranalizisét a hasonlosag kritériumok
szigorusaganak szabalyozdsaval, ezaltal vizsgélva, hogy a konformécidos tér milyen mértéka
reprezentacidja szlikséges annak adekvat jellemzéséhez. A reprezentdns szerkezetek geometria-
optimalizaciojat és az azt kdvetd rezgési frekvencia- és rotatorerdsség szamitdsokat gazfazisban, PCM
kontinuumban ¢és explicit oldoszermolekuldk jelenlétében végeztik. Eddigi tapasztalataink szerint a
Gaussian 03 programcsomag PCM kontinuum szolvataciés modellje nem tokéletes, a geometria
optimalizaciét nem lehet vele végrehajtani ezeken a rendszereken valdszinlileg az algoritmus
hianyossagai miatt. Az explicit oldoszert tartalmazé rendszerek optimalizacidja kivitelezhetd, viszont a
szamitas a fokozott memoriaigény mellett nem vart mértékben iddigényessé¢ valik. A gazfazisu
optimalizaciokhoz viszonyitva az atomok szdmanak novelése miatti gépidé-novekedésen til még azzal
is szdmolni kell, hogy sziikséges SCF-ciklusok szama akér a tizszeresére (!) is ndvekedhet. Sajnalatos
moédon a reprezentdns szerkezetek szadmitott IR és VCD spektrumaibdl épitett spektrumok csak
kismértékli egyezést mutattak a kisérleti spektrumokkal. Habar az olddészer explicit figyelembe
vételével szamitott spektrumok jobb egyezést mutattak, az mégis alulmaradt a kordbban linedris és
ciklikus modell tetrapeptidek esetében tapasztalttal szemben. Lehetséges problémakent meriilt fel az
opioid peptidekben nagy szdmban eléforduld aromas oldallancok jelenléte. Mivel a rendelkezésre allo
molekulamechanikai erdterek némiképp tulbecsiilik az aromas-aromas kolcsonhatasok mértékét ez
negativ hatassal lehet a konformacios allapotok hatékony feltérképezésére. E negativ hatas
kikiiszobolésére Replica Exchange MD szimulacido alkalmazédsaval tettiink kisérletet. Eldzetes
eredményeink azt mutatjdk, hogy REMD esetén a konformacids mintavétel mértéke koriilbeliil
tizszerese a hagyomanyos MD esetén nyerhetdnek. Az igy meghatarozott reprezentans konformerek
komponens spektrumainak szamitésa jelenleg is folyamatban van. Eréforrasok tekintetében elsdsorban
a D¢l-Alfoldi Neurobioldgiai Tudaskdzpont nagyteljesitményli szdmitogépkozpontjara tdmaszkodtunk,
ezért annak 2009-ben nem vart miiszaki problémak miatt torténd ledllasai hatranyosan érintették a
projekt elérehaladasat. Mindezek ellenére az elvégzett munka sajat megitélésiink szerint 6sszhangban

tudott maradni a munkatervben foglaltakkal.

5. Uj, potencialis p-opioid receptor ligandumok tervezése (2009-2011)

A kutatds 1j agaként potencidlis p-opioid ligandumok tervezésébe kezdtink a publikdcidinkban

részletezett, MD szimulacidk Utjan nyert szerkezet-hatas informacié kamatoztatdsa reményében. Ez a



korabban szerkezetileg €s bioldgiailag is jellemzett nem természetes aminosav-szubsztituciok varialasa
mellett olyan esetlegesen konforméciogatolt molekuldk létrehozéasat célozza, amelyek teljesitik a
bioaktivitas vélt szerkezeti kritériumait. Ennek elérésére az endomorfin-2 szintetikus és virtudlis
modositasait hajtottuk végre, [B-Me-Phe, aliciklikus [-aminosavak és 0j tipus, O-szénatomon
szubsztitualt Tyr és Phe szarmazékok beépitésével €s a molekula oldallancon keresztiili ciklizacidjaval.
A kivant térszerkezet teljesiilését molekuladinamikai szdmitasokkal, illetve szintetikus peptidek esetén
hazai egyiittmtikodd patneriink, Prof. E. Kovér Katalin (Debreceni Egyetem, Szervetlen és Analitikai
Kémai Tanszék) jovoltabol NMR spektroszkopids mérésekkel is ellendriztiik. Tovabba a fizikai
forméaban is rendelkezésre all6 tobbszorosen modositott endmorfin analdégokat p-opioid receptor-
kotddési vizsgalatokkal is jellemeztiik a kutatdshoz idokozben csatlakozott Ph. D. hallgatd, Jayapal
Reddy Mallareddy segitségével. Az elényds bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezé peptidek esetén
kimutattuk, hogy azok oldatbeli térszerkezete szinte maradéktalan egyezést mutat az altalunk koradbban
felallitott szerkezeti modellel. Az a-szénatomon szubsztitudlt Tyr €és Phe szarmazékok virtualis
beépitésével és ciklizacioval nyert analégok esetében elméleti modszerek segitségével kimutattuk,
hogy a kialakul6 hajlitott molekulaszerkezet egyezik az aktiv p-opioid peptidek esetén megfigyelt
konformaciokkal. E vizsgalt molekuldk eldallitasa, biologiai jellemzése az 1j tipust, kereskedelmi
forgalomban nem elérhetd aminosavszdrmazékok szintézisének kidolgozasat igényli, mely jelenleg
folyamatban van. Az eldbbiekben emlitett Ph. D. hallgaton kiviil részt vett még a kutatasban Ténczos
Péter egyetemista, aki diplomamunkajat a projektvezetd kutatod irdnyitasa alatt készitette el és 2010-ben
biologus B. Sc. oklevelet szerzett a Szegedi Tudoményegyetemen. Eredményeinket folyoiratcikk
formajaban tettiik k6zz¢ (Mallareddy et al. J Med Chem 54: 1462-1472, 2011), valamint egy, a
szakteriilet legfrissebb eredmenyeit targyald dsszefoglalo cikket is publikaltunk (Keresztes et al. Chem

Med Chem 5: 1176-1196, 2010).

Osszefoglalas, megjegyzések:

A tamogatasi periddus alatt altalunk elvégzett kutatds egy alapkutatdsi (p-opioid peptidek szerkezet-
hatas Osszefliggései) és egy moddszerfejlesztési (kombinalt kisérleti-elméleti szerkezetvizsgalati
protokoll kidolgozésa) 4gra bonthatd. Ez utobbi esetében a tdmogatasi szerzddésben foglalt munkaterv
altal eloirt feladatok maradéktalan végrehajtasdval nem kaptunk vérakozasainkat kielégitd

eredményeket. Ez sziikségszerlivé tette hipotézisiink tjraértékelését ¢s alternativ. megoldésok,



modszerek bevezetését. Legfrissebb részeredményeink kecsegtetdek, de kutatdsunk ezen dga még tobb
munkat igényel. Ezzel ellentétben az alapkutatasi agon elért eredményeink lehetové tették, hogy uj
alprojektet inditsunk mely talmutat a munkatervben foglalt céljainkon €s a projekt tavlati céljaként
megjeldlt hasznosithatosag irdnydba halad. A tisztdn elméleti Uton nyert adatokra alapozott
molekulatervezés és tesztelés a vartnal is jobb eredményekkel zarult, igazolva korabbi hipotézisiink
helyességét. Bar a témaban megjelent publikacidink idézettségébdl ez még nem tlikrozddik,
eredményeinket a szaktertilet is lelkesen fogadta. Harom kiilf6ldi kutatdcsoporttol (Prof. Anna Janecka,
University of Lodz, Lengyelorszag; Prof. Aleksandra Misicka, University of Warsaw, Lengyelorszag;
Dr. Steven Ballet, Vrije Universiteit, Briisszel, Belgium) is felkérést kaptunk egyiittmiikodésre,
melyeket elfogadva azota jabb eredményeket értiink el a teriileten. (Borics et al. ] Mol Graph Model,
kozlésre elkiildve, 2011). A koltségtervtél modositast igényld eltérés nem tértént. Bar nem a mi
feladatunk ennek megitélése, véleményiink szerint a felhasznalt timogatas mértéke és az elvégzett
munka, valamint az elért eredmények aranya kielégitd, ezért bizunk a biraldé bizottsag igazsagos

dontésében.



