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A projekt soran azt tanulmanyoztam, hogy a sztereoizoméria milyen hatasokat fejt ki a
peptidek térszerkezetére €s bioaktivitasara az alabbi harom témakor tekintetében: (1) az endo-
morfin-2 sztereoizomereinek dsszehasonlito konformacio-analizise; (2) az indolicidin és ana-
logjai esetén a sztereoizomerek dinamikus viselkedésének és lehetséges folding utvonalainak
tanulmanyozasa; (3) az indolicidin és analogjai esetén a sztereoizomerek micella- és memb-
ran-kotott konformdcioinak és hatasmechanizmusanak vizsgalata. Ezen témakdrokre vonatko-
zo6an a kutatési tervben foglalt feladatok nagy részét elvégeztem, azonban az elméleti szamita-
sok egy része, illetve egyes esetekben a szimuldciokbol kapott nagy mennyiségii adat feldol-
gozasa még folyamatban van. Mindemellett a projekt elérehaladtaval a kutatasi tervet néhany,
a projekt téméjahoz szorosan kapcsolodo teriilettel kiegészitettem, igy a kutatasi tervben val-
lalt feladatokon tulmenden tovabbi szamitasokat is végeztem.

(1) Az endomorfin-2 szterecizomereinek dsszehasonlitd konformécio-analizise

A kutatasi tervben foglaltaknak megfeleléen az endomorfin-2 és sztereoizomerei esetén
elvégeztem az 6sszehasonlitd konformacio-analizist és részletes térszerkezeti jellemzést [1-3].
Az L-D és a cisz-transz izomérianak megfelelden a tetrapeptid 32 kiilonb6z6 sztereoizomerére
hajtottam végre a szamitasokat tobbféle elméleti mdodszer alkalmazaséaval, és a szimulacidokbol
kapott konformer-populaciok alapjan végeztem el az atfogé térszerkezet-vizsgalatot.

Részletesen feltérképeztem a tetrapeptidek ®P-W konformacios tereit, amely soran a kon-
formécios eloszlasokat kiilonbozd tipustt Ramachandran diagramokon 4brazoltam. Ezen dbrak
felhasznalasaval Osszehasonlitottam a sztereoizomerek konformer-populécidinak eloszlasait,
¢s jellemeztem a konformacios terek hasonlosagat konformacios hasonlosagi indexek kisza-
mitasaval [1,2]. Az eredmények alapjan megallapithatd volt, hogy a sztereoizomer peptidek
karakterisztikus konformécios eloszlasait mind az aminosavak kiralitdsa, mind pedig a Tyr'-
Pro’ peptidkétés esetén fellépd cisz-transz izoméria egyarant befolyasolta. Az aminosav oldal-
lancok X konformacids tereinek feltérképezése soran azonositottam az aromas aminosavak
preferalt rotamer allapotait [1,2], amelyek alapvetden az aminosavak kiralitasatol fliggéen
bizonyultak eltéronek. A tetrapeptidek esetén meghatdroztam az eléforduld és preferalt
masodlagos szerkezeti elemeket, amelyek kozé a B-turn strukturak kiilonbozé tipusai, illetve
kétféle y-turn szerkezet tartozott [1,2]. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy mind a [3-turn-
0k, mind pedig a y-turn-6k megjelenésére, valamint ezen szerkezeti elemek populacidinak
nagysagara foéként a Pro” és Phe’ aminosavak kiralitisa volt hatassal. Ugyanakkor azt tapasz-
taltam, hogy a Tyr'-Pro” peptidkotés cisz-transz izoméridja szintén befolyésolta a kiilonbozé
turn struktarak el6forduldsat, és ez a hatds leginkdbb az N-termindlis tripeptid szakaszon
kialakul6 y-turn-6k esetében érvényestilt. A sztereoizomerek esetén azonositottam a masodla-
gos szerkezeti elemek €és egyéb konformacios allapotok stabilizdlasaban fontos szerepet jatszo
intramolekularis kolcsonhatasokat [1,2]. A kiilonféle tipustt H-kotések jelenléte és populacioi-
nak nagysaga nagyon jo egyezést mutatott a [3- és y-turn szerkezetek el6fordulasaval, utalva
ezen kolcsonhatasok jelentds szerkezet-stabilizald szerepére. Az intramolekularis kolcson-



hatasok részletes vizsgalata arra az eredményre vezetett, hogy nemcsak a H-kotések, hanem
az aromas-aromas ¢€s prolin-aromds kolcsonhatasok esetében is megfigyelhetd volt az L-D és a
cisz-transz izoméria hatasa, amely egyrészt a kiilonb6zo tipusu kdlcsonhatasok megjelenésé-
ben, masrészt azok populacidinak nagysagaban is megmutatkozott. A sztereoizomer peptidek
konformer-populacioi esetén tobbféle klaszter analizist hajtottam végre az illesztés, valamint a
klaszterezés soran alkalmazott atomtipusoktol fliggéen. Az eredmények azt mutattak, hogy a
sztereoizomerek flexibilitasdnak koszonhetéen mindegyik tetrapeptid esetében tobb konfor-
maciods alcsaladot lehetett megkiilonboztetni, amelyek egymastol eltérd reprezentativ strukta-
rakkal voltak jellemezhetok.

A sztereoizomerek esetén a farmakofoér elemek térbeli elrendezddésének leirdséara kii-
16nb6z6 geometriai paramétereket hataroztam meg, amelyek koz¢é a farmakofér pontok altal
definialt tavolsdgok és szogek tartoztak [3]. Ezen geometriai paraméterek felhasznalasaval
kiilonféle tavolsag-szog térképeket készitettem, és jellemeztem a farmakofor elemek kozotti
térbeli Osszefiiggéseket [3]. A tetrapeptidekre vonatkoz6 konformdcios eloszlasokat a tavol-
sag-szOg térképek alapjan szamitott konformacids hasonldsagi indexek segitségével hasonli-
tottam Ossze [3]. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy a sztereoizomer peptidek elkiilonit-
het6k egymastol a farmakofor elemekre vonatkozd konformacios eloszlasok Osszehasonlitd
analizisével. Emellett, nemcsak a kiilonbozo6 tavolsagok és szogek, hanem a tavolsag-szog
térképek kozott is kiilonbséget lehetett tenni abban a tekintetben, hogy milyen mértékben
voltak alkalmasak a sztereoizomerek megkiilonbdztetésére. Ugyanakkor az is megallapithato
volt, hogy ez a mddszer megfelelének bizonyult annak vizsgalatara, hogy az L-D ¢és a cisz-
transz izoméria hogyan hat a peptidek farmakofor elemeinek térbeli 0sszefiiggéseire. A szte-
reoizomer peptidekre vonatkozdan kisérletet tettem arra, hogy meghatarozzam a lehetséges
Osszefliggéseket a kiilonbz6é konformacios sajatsagok és egyéb leird paraméterek, valamint a
bioaktivitas kozott. Ez a vizsgalat egy meglehetdsen komplex feladatnak bizonyult, és ugyan
eziddig nem sikeriilt azonositani a sztereoizomerekre vonatkoz6 szerkezet-aktivitas Ossze-
fliggéseket, ezek tanulmanyozasa még jelenleg is folyamatban van.

(2) Azindolicidin és analdgjai esetén a sztereoizomerek dinamikus viselkedésének
és |ehetséges folding Utvonalainak tanulméanyozasa

A kutatasi tervben foglaltaknak megfeleléen az indolicidin és Ala-tartalmt analdgjainak
sztereoizomerei esetén kiillonb6z6 molekuladinamikai (MD) szimuléacidkat végeztem, ame-
lyek alapjan jellemeztem ¢és Osszehasonlitottam a peptidek térszerkezeti sajatsagait, illetve
dinamikus viselkedését [4-12]. Az indolicidin és analogjainak Xaa-Pro peptidkotései esetén
fellépd cisz-transz izomérianak megfelelden Osszesen 27 kiilonbozd sztereoizomer peptidre
hajtottam végre a szamitasokat. Az MD trajektoridk alapjan azt vizsgéltam, hogy a sztereo-
izomerek milyen térszerkezeti sajatsagokat mutatnak a szimulécidk soran, illetve hogy ezek a
konformaciods tulajdonsagok hogyan véltoznak az id6 fliggvényében.

A sztereoizomerek dinamikus viselkedését mind a molekulagerinc karakterisztikus ® és
W torzids szogeinek, mind pedig az oldallancok jellemzd X torzids szogeinek iddbeli kdve-
tésével tanulmanyoztam [5]. Ugyanakkor kiilonb6z6é atomtipusok készletei alapjan RMSD
értékeket szamitottam ki, és ezek valtozasait is vizsgaltam a szimuldciok idejének fliggvé-
nyében [5]. A torzids szogek és RMSD értékek nyomon kovetésével megfigyelhetdk voltak a
kiilonféle konformacios valtozasok, kiilondsen a molekulagerine tekintetében, emellett pedig
karakterizalhat6 volt az oldallancok flexibilitasa is. A sztereoizomer peptidek esetén meghata-
roztam az el6forduld masodlagos szerkezeti elemeket (kiilonb6z6 tipust B-turn struktarak és
helikalis szerkezetek), valamint azonositottam egyéb nem-konvenciondlis szerkezeti moti-
vumokat is [4-12]. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy a sztereoizomerek adott szek-
venciaszakaszai karakterisztikus masodlagos szerkezeti elemekkel rendelkeztek, amelyek



eléfordulasat alapvetden az Xaa-Pro peptidkotések esetén fellépd cisz-transz izoméria befo-
lyasolta. Emellett az Ala-tartalmu analogok vizsgélata alapjan azt tapasztaltam, hogy a Pro
aminosavak Ala-nal torténd cseréje szintén jelentds hatassal volt a peptidek masodlagos
szerkezeti elemeit illetden [7-9]. A sztereoizomer peptidek esetén azonositottam azokat a
kiilonféle intramolekularis kdlcsonhatasokat, amelyek fontos szerepet jatszanak a masodlagos
szerkezeti elemek és egyéb konformacids allapotok stabilizaldsdban [4-12]. A kiilonbdzd
tipusu H-kotéseknek, ezek koziil is foként a B-turn struktarak jellegzetes H-kotéseinek, a
megjelenése nagyon jO egyezést mutatott a masodlagos szerkezeti elemek eléfordulasaval.
A prolin-aromas kolcsonhatasok megjelenése pedig 0sszhangban volt a VI tipusu -turn-ok,
illetve a cisz Xaa-Pro peptidkotések jelenlétével, utalva ezen kdlcsonhatasok szerkezet-stabili-
z4al6 szerepére. Az aromas-aromas €s kation-Tt kdlcsonhatasok eléforduldsanak vizsgalata arra
az eredményre vezetett, hogy ezek az intramolekularis kolcsonhatasok szintén kifejthetnek
szerkezet-stabilizald hatast a sztereoizomerek esetében. A fent emlitett térszerkezeti tulajdon-
sagokat figyelembevéve a sztereoizomer peptidek konformacios atalakuldsai nyomon kovet-
heték voltak az MD trajektoridk soran. Nemcsak az volt jellemezhetd, hogy a kiilonbozd
masodlagos szerkezeti elemekkel rendelkezé molekulagerinc milyen valtozdsokon megy
keresztiil az 1d6 fliggvényében, hanem a kiilonféle intramolekularis kolcsonhatasok altal
mutatott mintazatok atrendezddése is azonosithatd volt. Mindezek alapjan a peptidek esetén
meghatarozhatok voltak stabilnak tekinthetd konformacios allapotok, amelyek karakterisz-
tikus térszerkezeti sajatsdgokkal rendelkeztek.

A kutatasi tervben vallalt feladatokon tulmenden egy tovabbi, az indolicidinhez hasonlo
antimikrobidlis peptid, a tritrpticin és Ala-tartalmu analodgjainak sztereoizomerei esetében is
végeztem kiilonb6z6 MD szimulédciokat [10-13]. A peptidek Xaa-Pro peptidkotései esetén
fellépd cisz-transz izomérianak megfelelden 6sszesen 9 kiilonb6zd sztereoizomerre hajtottam
végre a szamitasokat. Az MD trajektoridk alapjan ugyancsak tanulméanyoztam a sztereoizo-
merek jellegzetes térszerkezeti tulajdonséagait, illetve ezek valtozésait az id6 fliggvényében,
valamint 6sszehasonlitottam a peptidek konformécids sajatsagait [10-13].

Ezenfeliil a sztereoizomer peptidek dinamikus viselkedésének és folding folyamatainak
atfogobb tanulmanyozasa érdekében bazikus aminosavakat tartalmazé alanin-alapu peptidek
folding folyamatait térképeztiik fel részletesen MD szimulaciok alkalmazasaval [14-18].
Mivel az indolicidin és tritrpticin egyarant bazikus aminosavakban gazdag peptidek, illetve
ezek Ala-tartalmu analdgjainak dinamikus viselkedését tanulmanyoztam, igy az alanin-alapa
modellpeptidek esetén elvégzett szamitasok jo alapot nyujtottak a folding folyamatok jobb
megértéséhez. Az MD szimulaciokbol kapott trajektoridk alapjan megvizsgéltuk a helikalis
struktarak kialakulésat, valamint a peptidek teljes szekvenciajara, illetve az egyes aminosav
egységekre vonatkozé helicitas értékek idébeli valtozasat [14,16-18]. A folding folyamatokat
illetéen két jellegzetes részfolyamatot azonositottunk, amelyek mindegyikére meghataroztuk a
karakterisztikus folding idéket [15,17]. Emellett tanulményoztuk a kiilonboz6 tipust intra-
molekularis H-kotések szdmanak idobeli valtozasat is, amelyek kozott nemcesak a helikalis
szerkezetek stabilizadldsaban fontos szerepet jatszé kolcsonhatasok, hanem egyéb ugynevezett
nem-lokalis H-kotések is szerepeltek [14,16-18]. Az intramolekularis kdlcsonhatasok vizsga-
lata alapjan kapott eredmények azt mutattak, hogy a helikélis struktirak és a hélix-stabilizald
H-kotések iddbeli evolucidja nagyon jo egyezésben volt egymassal. Masrészt azt tapasztaltuk,
hogy a kiilonféle nem-lokalis H-kotések, ezek koziil is foként a bazikus aminosavak oldallan-
cai altal kialakitott kolcsonhatasok, fontos hatast gyakoroltak nemcsak a helikalis szerkezetek
kialakuléséra, hanem a peptidek teljes folding folyamataira is.

Az alanin-alapu peptidekre vonatkozd6 MD szamitasok trajektoriai alapjan reprezentativ
folding utvonalakat abrazoltunk fokoordinata analizis alkalmazéséaval, amely utvonalak esetén
a folding folyamat fobb allomasainak karakterisztikus szerkezeteit is azonositottuk [15-17].
Ugyanakkor az MD trajektoridk soran megjelend konformacios allapotok jellemzése, illetve



az i1doébeli valtozasok részletesebb feltérképezése érdekében kidolgoztunk egy klaszter anali-
zisen alapuld modszert [17]. Az eljaras két egymast kovetd klaszterezést foglal magaban, és
azonos konformaciés allapotbol, de kiilonb6z6é random kezdeti sebességekkel inditott MD
szimulaciok esetén alkalmaztuk. Ennek soran az elsd klaszter analizist mindegyik trajektoria
esetén kiilon-kiilon elvégeztiik, majd az 6sszes trajektoria esetében kapott klaszterek reprezen-
tansait Osszegylijtve egy tovabbi klaszter analizist hajtottunk végre. A klaszter analizisekbdl
nyert adatok alapjan abrazoltuk, hogy az egyes klaszterekbe tartozé struktarak milyen gyako-
risaggal fordulnak elé a szimulaciok idejének fiiggvényében. Igy azonosithaté volt, hogy
melyek azok a konformacios allapotok, amelyek a trajektéridk elején, kozepén és végén
fordulnak el6 nagyobb gyakorisdggal. Mindemellett, az MD trajektoridk, illetve a lehetséges
folding folyamatok abrdzoldsara ¢és Osszehasonlitasara alkalmas moddszer részletes kidolgo-
zasa jelenleg még folyamatban van. Az eljards 1ényegében a trajektoridk grafikus dbrazoldsan
alapul, ahol az egész trajektoria egy grafként vagy haldzatként van reprezentalva, amelyben
az egyes csomopontok a kiilonféle konformacios allapotoknak felelnek meg, mig az ezeket
0sszekoto ¢lek a konformacios allapotok kozotti atmeneteket jellemzik.

Ugyancsak a kutatédsi tervben vallalt feladatokon tilmenden kiilonféle antimikrobiélis
peptidek (AMPk) palindrom szekvenciai esetén végeztiink el egy atfogd konformacié-anali-
zist és részletes térszerkezeti jellemzést [19-25]. Az indolicidin tartalmaz egy palindrom sza-
kaszt, amelynek a korabbi eredmények alapjan jelentdséget tulajdonitanak nemcsak a térszer-
kezet kialakitasdnak, hanem a peptid bioldgiai hatasanak szempontjabdl is. Ebbdl kiindulva
kiilonb6zé AMPk palindrom szakaszai esetén tanulmanyoztuk a karakterisztikus konforma-
cios tulajdonsagokat tobbféle elméleti modszer alkalmazéasaval. A vizsgélataink targykorébe
tartoz0 AMPk egyik csoportja a Pro aminosavat tartalmazo peptideket foglalta magédban
(indolicidin; tritrpticin; metalnikowin IIA és III) [20-22,24,25], mig a masik csoportot az apo-
laris aminosavakban gazdag peptidek alkottdk (decoralin; temporin C, 1Pra, 1TSb és 1DYa)
[19,21,23,24]. Az atfogd térszerkezet-vizsgalat sordn azonositottuk a palindrom szekvencidk
jellegzetes masodlagos szerkezeti elemeit, amelyek k6zé a kiilonb6z6 tipusu B-turn struktrak
¢és helikalis szerkezetek tartoztak [19-25]. Emellett meghataroztuk azokat az intramolekularis
kolcsonhatdsokat (H-kotések, aromds-aromds és prolin-aromas kdolcsonhatdsok), amelyek
fontos szerepet jatszanak a palindrom szekvencidk kiilonféle konformacios allapotainak stabi-
lizalasédban [19-25]. Az indolicidin, tritrpticin és decoralin palindrom szakaszai esetén kapott
eredményeink 6sszhangban vannak a peptidek teljes szekvencidjara vonatkozo6 korabbi megfi-
gyelésekkel. A metalnikowinok és temporinok palindrom szakaszai esetében kapott térszer-
kezeti adataink pedig mindenféleképpen hasznosak, ugyanis ezen AMPk konformacios tulaj-
donséagaira vonatkozdan eddig semmiféle adat nem allt rendelkezésre az irodalomban.

(3) Azindolicidin és analégjai esetén a sztereoizomerek micella- és membran-kotott
konforméciodinak és hatdsmechanizmusanak vizsgalata

A kutatési tervben foglaltaknak megfeleléen az indolicidin és Ala-tartalmt analdgjainak
sztereoizomerei esetén kiilonféle micelldk és membranok alkalmazasdval MD szamitasokat
végeztiink. A peptid-micella és peptid-membran rendszerekre az eddigiek soran mar elkésziilt
szimulacidk alapjan részletesen jellemeztiik a sztereoizomerek micella- és membran-kotott
konformaécioit, illetve a sztereoizomer peptidek és micellak/membranok koézott kialakulo kol-
csOnhatdsokat [26,27]. A fenti komplex rendszerek esetében, kiillondsen a peptid-membran
rendszerek esetén, az MD szamitasok elvégzéséhez egyrészt nagy szamitogépes kapacitasra
van sziikség, masrészt pedig ezek a szimuldciok meglehetdsen iddigényesnek bizonyultak.
Ennek kovetkeztében a peptid-micella/membran rendszerek egy részére vonatkozdéan az MD
szamitasok elvégzése, valamint a szimulaciokbol kapott trajektoridk kiértékelése és a nagy
mennyiségl adat feldolgozasa jelenleg még folyamatban van.



A sztereoizomerek micellakhoz kétddésének folyamatat egyrészt a peptidek €s micellak
esetén definialt tomegkdzéppontok kozott mért tavolsagok iddbeli valtozasanak kovetésével
jellemeztiik [26,27], masrészt pedig a trajektoridk alapjan elvégzett fokoordinata analizis
segitségével tanulmanyoztuk [27]. A sztereoizomer peptidek micella-kotott konformacioi
esetén azonositottuk az eléforduld és preferalt masodlagos szerkezeti elemeket, amelyek kozé
alapvetden a kiillonbozo tipust B-turn strukturak tartoztak [26,27]. Ezenkiviil meghataroztuk
azokat az intramolekularis kolcsonhatasokat (H-kotések; prolin-aromds, aromdas-aromas és
kation-Ttk6lcsonhatasok), amelyek hozzéjarulhatnak a micella-ko6tott konformaciok szerkezeti
stabilitdsdhoz [26,27]. Az intramolekularis kolcsonhatdsoknak, azon beliil is foként a prolin-
aromas kolcsonhatasoknak, a jelenléte jO egyezést mutatott a B-turn struktarak eléfordulasa-
val. Az eredmények arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy a sztereoizomerek karakterisztikus
térszerkezeti sajatsdgokkal rendelkeztek a micella-kotott konformacidikat illetéen, amelyek
megjelenésére az Xaa-Pro peptidkotések esetén fellépd cisz-transz izoméria jelentds hatéssal
volt. Mindemellett tanulmanyoztuk a peptidek és micellak kozott kialakuld intermolekularis
kolcsonhatasokat is, €s ebben a tekintetben leginkdbb ionos kdlcsonhatasokat figyeltiink meg,
amelyek szintén szerepet jatszanak a micellakhoz kotddés soran a sztereoizomerek térszer-
kezetének kialakitasdban [27]. A micella-kotott konformacidk tovabbi jellemzésére az amino-
savak oldallancai esetén azonositottuk a preferalt rotamer allapotokat, illetve a trajektériak
alapjan jellemeztiik az oldallancok flexibilitasat is [27]. A sztereoizomer peptidek micellahoz
kotott konformacioi esetén a térszerkezeti valtozasokat a molekulagerinc atomok alapjan
definialt és szamitott RMSD értékek idobeli kovetésével tanulmanyoztuk [27]. Ugyanakkor a
micella-kotott konforméciok stabilitasanak, illetve a peptidek esetén megfigyelhetd fluktua-
cioknak a jellemzésére RMSF értékeket szamitottunk ki [27]. A sztereoizomerek micellahoz
kotott konformacidira vonatkozdan a molekuldk 6sszes nehéz atomjat figyelembevéve klasz-
ter analizist végeztiink, amely alapjan meghataroztuk a legnagyobb populaciokkal rendelkezd
alcsaladokat, illetve azonositottuk és jellemeztiik ezek reprezentativ strukturdit [27]. A szte-
reoizomerek membranokhoz kétddésének folyamatat a fentiekhez hasonld modokon tanulma-
nyozzuk, és a membran-kotott konformaciok esetében szintén a fent emlitett kiértékelési mod-
szereket alkalmazzuk a peptidek térszerkezetének részletes jellemzésére.

A kutatési tervben vallalt feladatokon tulmenden a tritrpticin és Ala-tartalma analdgjai-
nak sztereoizomerei esetén is végeztiink, illetve végziink MD szimuldciokat kiilonféle micel-
lak és membranok alkalmazasaval. Ebben az esetben ugyancsak vizsgéljuk a sztereoizomer
peptidek micellakhoz és membranokhoz vald kotddésének folyamatait, illetve atfogdan jelle-
mezziik a micella- és membran-kotott konformaciokat, valamint feltérképezziik a peptidek €s
micellak/ membranok ko6zott kialakuld kdlcsonhatasokat is.

A kutatasbol szarmazo eddigi eredményeket tobb hazai, illetve nemzetkozi konferencian
bemutattuk, és ezek az eredmények 3 folydiratcikk és 2 konferenciakiadvany formajaban
keriiltek kozlésre, ugyanakkor 1 kozlésre elkiildott kezirat mellett tovabbi 3 kézirat kozlésre
valo elokészitése folyamatban van (ezeket az irodalomjegyzékben fel is tiintettem). Tekintve a
kozleésre elkiildott és elokeészites alatt allo kéziratokat, valamint figyelembevéve, hogy a még
folyamatban lévo munkakbol kapott eredmények varhatoan 2 éven beliil keriilnek kozlésre,
ezuton szeretném kérni, hogy a zarojelentés alapjan sziiletett mindositést az OTKA a késobbiek
soran kiegészito eljarasban modositsa a késobb megjelent kézlemények figyelembe vételével.
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