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1. LABORATORIUMI HATTER, SZEMELYI KERDESEK

A vizsgalatokat az MTA Kémiai Kutatokozpont NMR Laboratériuméaban rendelkezésre
allo 600 MHz-es Varian NMR SYSTEM™ spektrométeren végeztiik.

Az izotopjelzett peptidek szintézise és tisztitdisa egy az MTA Peptidkémiai
Kutatécsoportjaval korabban kialakult egylittmiikodés keretében, Dr. Béandczi Zoltan
kozremiikodésével tortént. Az NMR spektroszkopiai vizsgalatokba laboratoriumunkban
bekapcsoldodott  Kirdly Péter Ph.D. hallgatd. Az iiveglapokon orientalt lipid
kettosrétegekben végzett méréseket egylittmitkodésben végeztiik a karlsruhe-i egyetem
NMR csoportjaval (Dr. Stephan Grage). A DSC vizsgalatokért koszonet illeti Dr. Varga
Zoltant és Dr. Bota Attilat (MTA KK, Biologiai Nanokémia Osztély).

2. APALYAZAT TEMAJABAN ELERT EREDMENYEK

Az antimikrobidlis peptidek (AMP) [1-4] rovid, gének 4altal kodolt aminosavlancok,
amelyek a korokozok sejtmembranjaban ioncsatornakat, porusokat képezve ndvelik a
sejtmembran atjarhatdosagat, ami a sejtplazma ¢€s az extracellularis tér kozotti elektromos
potencialkiilonbség felborulasat, illetve - magasabb koncentracioban - a membran
destabilizdlodasat eredményezi. Hatdsmechanizmusuk fizikai, a hagyomanyos
antibiotikumokétol eltérd jellege értékes ¢és igéretes célpontta teszi Oket a
gyogyszerkutatds szamara. Palyazatom célja a maximin 4 nevii, 27 aminosavbol allo
(GIGGVLLSAGKAALKGLAKVLAEKYAN-NH,), baktériumsejtek irant nagyfokt
szelektivitast mutatd peptid [5] hatdsmechanizmusanak vizsgalata volt kiillonb6zo
membran-mimetikus rendszerekben. A vizsgalatok els6sorban szilard fazisi magneses
magrazonancia (NMR) spektroszkopiai [6-9] moddszerekkel torténtek, amelyek lehetové
tették a peptid tanulmanyozasidt a fiziologids koriilményeket megkozelitd lipid
kettosrétegekben. Az igy nyert észrevételeinket késobb dsszevetettiik a peptiden micellas
¢s metanolos oldatban végzett folyadék NMR mérésekkel [10]. A kutatas négy f0 teriiletre
Osszpontosult, amelyeket az alabbiakban 0sszegzek.

2.1. A peptidlancok masodlagos szerkezetének meghatarozasa a membranban
A) Vizsgalatok lipid kettosrétegekben

Vizsgalataink alapjaul az irodalombol ismeretes tapasztalati tény szolgalt, mely szerint a
karbonil és alifas >C kémiai eltolodasok a peptidlanc konformacidjanak fiiggvényében
bizonyos aminosavegységekre tobb ppm-es eltérést mutatnak szilard fazisban [11]. A
mérések céljabol az aminosavszekvencia elején, kozepén és végén °C, PN
Lizotopklasztereket” épitettiink be a peptidmolekuldba. A peptidre vonatkozé C
rezonanciajelek megkiilonboztetése (kivalasztasa) a veliik atfedd, nagy feleslegben



jelenlev$ lipidmolekulaktdl szarmazé rezonanciajelektdl a "C{'°N} hetero- illetve
Bc{"”C} homonukleaaris dipolaris csatolason alapul6 REDOR [7] illetve rotacios
rezonancia [8] szilard fazisa NMR mérésekkel tortént. Az [1-°C]Leus, [°N]Leus, [3-
BClAlajs, [PN]Leuys, [1-"C]Leusi, [3-°C]Alay, izotopjelzett maximin 4 Leus, Alas, és
Leu,; poziciokban meghatérozott °C kémiai eltolodas értékei a membranba agyazott
peptid (DPPC, L/P=40) alfa-hélix konformdacidjara utaltak. Vizsgalatainkat tobb
kiilonbozo lipid osszetételnél (DPPC; DPPC:DPPG 2:1; DPPC:DPPG 1:1) és lipid/peptid
molaranynal (L/P=20, 40) elvégeztiik, és hasonl6 eredményre jutottunk.

B) Vizsgdlatok SDS és DPC micelldkban, valamint metanolban

A szilard fazisu NMR kisérletekkel torténd Osszehasonlitds végett oldatfazisu NMR
vizsgalatokat végeztiink negativ toltésit (SDS) és zwitterionos (DPC) micellak
jelenlétében, valamint 50% metanolos oldatban. A kémiai eltolodasok diszperzitdsanak
novekedése a vizes oldatban tapasztalthoz képest a peptid (1.5 mM) kotddésére, és jol
definialt masodlagos szerkezet jelenlétére utalt mind az SDS-t (200 mM), mind a DPC-t
(350 mM) tartalmaz6 oldatban. DPC esetében a peptid rezonanciajeleinek erds
vonalszélesedése akadalyozta a teljes jelhozzarendelést, igy a tovabbiakban az SDS-es
oldatra koncentraltunk. Az elektrosztatikus és hidrofob kdlcsonhatasok szétvalasztasa
érdekében az SDS-es oldatban nyert szerkezetet késobb Osszevetettiik a peptid 50%-o0s
metanolos oldatban felvett térszerkezetével. A jelhozzarendelést és a tavolsagkényszerek
meghatarozasat mindkét esetben két dimenzios 'H-'"H TOCSY, 'H-'H NOESY és "C-
HSQC NMR mérések [10] segitségével végeztiik. A peptid mind SDS-es oldatban, mind
pedig 50% metanol jelenlétében hélix-kanyar-hélix konforméciot oltott. Bar a hélixek
pozicidja és hossza a két kiilonbozd kdrnyezetben hasonld volt, markans eltérések
mutatkoztak a kanyart stabilizdld masodlagos kolcsonhatasokat illetden, valamint a lizin
oldallancok helyzetét, és ennek megfelelden a peptidmolekula toltéseloszlasat tekintve. Ez
utobbi nagy valosziniiséggel Osszefiiggésben van a peptid bakterialis szelektivitasaval,
hiszen mig a prokariota sejtek membranjanak kiilso rétegében nagy szdmban vannak jelen
negativ toltési foszfolipidek [12], az eukariota sejtek membranja elektromosan semleges
[13]. A lizin oldallancok elhelyezkedésében tapasztalhato kiillonbségek a két szerkezetben
egyuttal befolyasoljak a hélixek relativ hidroféb/hidrofil szogét, amely paraméter korabbi,
mas antimikrobialis peptideken végzett vizsgalatok alapjan szintén Osszefligg a peptidek
szelektivitasaval [14].

2.2. A peptidlancok helyzetének meghatarozasa a lipid kettosrétegben

A peptid helyzetének vizsgalata céljabol a membranban “C{’'P} REDOR kisérletek
segitségével *C-"'P tavolsagméréseket végeztink a peptidlanc kiilsnbézé pontjain
elhelyezett *C-jelzett funkciés csoportok és a lipidmolekuldk foszfodiészter csoportjai
kozott. Vizsgalataink mind elektromosan semleges (DPPC), mind pedig negativ toltési
(DPPC:DPPG, 1:1) lipid kettésrétegekben arra utaltak, hogy az izotdpcimkével ellatott
Leus, Leuy; karbonil- és Ala;; metilcsoportra vonatkozoan a “C->'P peptid-lipid tavolsag
meghaladja a 8 A-6t, azaz a peptidlanc mélyen a hidrofob alkillincok kozé meriil a
membranban. A hidrofob aminosavegységeken kiviil ebben valoszintisithetéen szerepe
van a hosszu, amfipatikus oldallanccal rendelkezé négy lizinnek (Lys;i, Lysis, Lysio,
Lysy4), amelyek lancvégi ammoéniumesoportjuk révén mély penetracid esetén is képesek
elektrosztatikus kdlcsonhatast létesiteni a lipid fejecsoportokkal. A lizin aminosavaknak ezt



a ,,.buvarpipara” emlékeztetd sajatossagat kordbban mas membranpeptidek esetében is
megfigyelték [15].

A REDOR mérésekkel dsszhangban a peptidnek a lipid alkil lancok k6zé meriilését
jelezték a peptid koncentracid fliggvényében (L/P=20, 50, 100, 200) végzett DSC
mérések. Mind DPPC, mind DPPC/DPPG (1:1) membranokban a gél-folyadékkristalyos
fazisatmenet hdmérsékletének és szabadentalpidjanak csokkenését figyeltilk meg novekvo
peptid koncentracié mellett. Ez tipikusan a lipidmolekuldk pakolodasaban bekdvetkezo
zavarra utal, ami alapjan feltételezhetd, hogy a peptid kotédése a membranhoz megbontja
a lipid alkil lancok kozotti hidrofob kolesonhatast. A tovabbiakban “H NMR mérésekkel
[16] tervezziik a peptidnek a membran rendezettségére gyakorolt hatdsdnak részletes
vizsgalatat.

A peptidlanc  orientaciojanak  meghatdrozasdra a lipid kettdsrétegben az
aminosavszekvencia kiilonbozé pontjain "N-jelzett izotopcimkéket helyeztiink el, és
iiveglapokon orientdlt maximin 4-et tartalmazoé lipid kettdsrétegeken statikus szilard fazist
NMR méréseket végeztiink. A peptid-lipid komplexen mért 1D "N és 2D PISEMA [17]
¢s SAMMY [18] spektrumok L/P=50 lipid/peptid mélaranynal a peptidlanc kitiintetett
orientacidjat mutattdk a membranban. Az eddig alkalmazott izotopjeloléssel (Ala;,, Ala;s,
Leuys, Alayy) sikeriilt megallapitani, hogy a peptidlanc C-termindlis fele elektromosan
semleges (DMPC) és negativ toltést lipid kettdsrétegekben (DMPC/DMPG, 2:1) kozel
azonos, 30° illetve 38°-0s szoget zar be a membran normaljaval. Szintén hasonlo értékek
adodtak a hélix rotacids szogére vonatkozdan: 19° (DMPC) vs. 28° (DMPC/DMPG, 1:1).
Annak eldontésére, hogy egyetlen hélixrél van-e sz6, vagy pedig a metanolos illetve az
SDS-es oldatban talalthoz hasonldé modon az aminosavszekvencia kozepén a hélix V
alakban megtorik, tovabbi, a peptidlanc N-terminalis felének orientaciojat célzdé mérések
szitkségesek. Az ezekhez sziikséges *N-jelzett peptidek részben rendelkezésiinkre allnak,
részben 1j pozicidkban kivanunk izotopcimkéket elhelyezni.

2.3. A peptidlancok aggregacios sajatsagainak vizsgalata a membranban

Annak eldontésére, hogy a maximin 4 peptidek monomerként, vagy pedig egymassal
asszociatumot képezve fejtik ki aktivitasukat a membranban *C-""N intermolekularis
tavolsagméréseket végeztink a multilamellaris vezikulikba agyazott specifikusan C-
illetve '"N-izotopjelzett peptidlancok kozott. Eddig két poziciot vizsgaltunk meg az
aminosavszekvencia mentén: az Ala;; és Alay-es aminosavegységeket. Vizsgalataink
mindkét esetben a >C{"’N} REDOR mérés detektalasi hataran kiviil es6, 5 A-nél nagyobb
[3-°C]Ala;s-[°N]Ala;s, [3-"*C]Alax-[°N]Ala,, intermolekularis peptid-peptid tavolsagot
jeleztek. Ez az eredmény természetesen nem zarja ki az asszocidciét a peptidlancok
kozott, igy a kérdés eldontéséhez tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Idealisan °N helyett
elénydsebb lenne a peptidlancba '°F magot beiiltetni (pl. egy alanin —CHj csoportjat —
CH,F-re cserélni), mivel a '°F mag nagyobb giromagneses hanyadosanak koszonhetSen
kitolhatnank 5 A-r6l (rmex “C-"N) 12 A-re (rmex °C-"F) a tavolsagmeghatarozas
detektalasi hatarat. A jelenlegi miiszerezettség laboratériumunkban ezt nem teszi lehetové,
igy valoszintileg egytittmiikodés keretében fogjuk tudni a kérdést megvalaszolni. Tekintve
azonban maganak a '’F-jelzett aminosavaknak a magas koltségeit, mielétt ebben az
iranyban tovabbindulnank, fluoreszcencids (FRET) el6kisérleteket [19] terveziink
maganak az asszociacio létezésének megallapitasara/elvetésére.



2.4. A membran osszetételének hatasa a porusképzédés mechanizmusara

Az AMP-k baktériumok irant mutatkozé szelektivitdsanak hatterében vélhetéen a
prokariota és eukaridta sejtmembran lipidosszetételében fellelhetd kiilonbségek allnak.
Kutatasunk soran eddig negativ toltéssel rendelkezd (prokariota-jellegii) és elektromosan
semleges (eukariota-jellegli) membran-mimetikus rendszerekben vizsgaltuk meg a
baktériumok irant szelektivitast mutatdé maximin 4 peptid kiilonb6zé sajatossagait. Az
elektromos toltésen kiviil mas kiilonbségek is léteznek a két membran tipus kozott, pl.
koleszterin jelenléte illetve hidnya, kettOsréteget destabilizaldo foszfolipidek aranya;
ezekkel a késdbbiekben kivanunk foglalkozni.

Szilard fazisat NMR vizsgalatok alapjan a peptid mind negativ toltésti (DPPC:DPPG, 2:1
¢s 1:1), mind elektromosan semleges (DPPC) lipid kettdsrétegekben alfa-hélix szerkezetet
oltott. Ugyanezt erdsitették meg az oldatfazisi NMR vizsgalatok. Ez utobbiak soran fény
deriilt arra is, hogy a hélix a szekvencia kozepén megtorik és V alakra emlékeztetd
konformaciot vesz fel. Bar a hélixek pozicidja és hossza SDS-micellakban és metanolos
oldatban hasonlé volt, eltéréseket tapasztaltunk a) a két hélix kozotti kanyart stabilizalo
kolcsonhatdsokban és b) a molekulafelszin toltéseloszlasaban. Ez utoébbi tényezd
meghataroz6 moédon képes befolyasolni a peptidnek a foszfolipid fejcsoportokkal vald
kolcsonhatasat, valamint a hidrofob alkil lancok kozé ékelodését, és ezaltal a membranban
keletkez6 diszturbanciat.

A peptid és a lipid fejcsoportok kozotti tavolsdgmeghatarozasra iranyuld, valamint a
peptid C-terminalis felének lipid kettdsrétegben vald orientacidjat célzo szilard fazisu
NMR vizsgalatok a molekula mély penetracidjat jelezték a lipid alkil ldncok kdzé mind
negativ toltésli, mind zwitterionos membranban. Negativ toltésii membranokban, a lizin
oldallancoknak a lipid fejcsoportokkal wvaldo erds elektrosztatikus kolesonhatasa
kovetkeztében a peptid vélhetéen a fejcsoportokat is magéaval hiizza, ami a kettOsréteg
elvékonyodasahoz ¢és gorbiileti sajatsdgainak megvaltozdsdhoz vezet. Eukariota
membranokban, ahol a hidrofob koélcsonhatasok dominalnak, ez az effektus kevésbé
markansan jelentkezik, és feltételezhetd, hogy ebbdl adddik a kisebb aktivitds. A konkrét
porusmodell felallitdsdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek a peptidlancok N-terminalis
felének orientaciojat, valamint a peptidlancok kozotti lehetséges aggregaciot illetden.

3. ATEMAHOZ KAPCSOLODO TUDOMANYOS EREDMENYEK

A témaban eddig 1, az OTKA tamogatasat feltiintetd konyvfejezetet (Encyclopedia of
Magnetic Resonance, 2010) publikaltunk. Két eredeti kozlemény szerkesztés alatt 4ll,
melyek a European Biophysics Journal membranpeptideknek dedikalt kiilonszadméaban
fognak megjelenni varhatoan a jovo év elején.

Eredményeink egy részét a ,Biophysics of Membrane-Active Peptides” cimmel
megrendezett 455. WE-Heraeus miniszimpoziumon (Bad Honnef, Germany) poszter és
eléadas keretében mutattuk be 2010 aprilisiban. (Toke et al., Structure of maximin 4, an

antimicrobial peptide from Bombina maxima in membrane-mimicking environments as determined
by solution and solid-state NMR)



2010 jaliusaban ujabb posztert mutattunk be az EUROMAR nemzetk6zi NMR
konferencian. (Toke et al., Solution and solid-state NMR investigation of maximin 4, an
antimicrobial frog-peptide in membrane-mimicking environments)

4. EGYEB, ALTALANOS EREDMENYEK, ELISMERESEK

OTKA — Elet és Tudomany Ismeretterjesztd Cikkpalyazat, 2007, 1. dij
Toke Orsolya: Antibiotikum-jeloltek vizsgalata NMR spektroszkopiaval — Bepillantas a
porusképzodés mechanizmusaba
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