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Bevezetés

A biologiai rendszerek természetes velejaroja a molekularis szintli szervezddés, mely
mikroméretli morfoldgiakon keresztiil képes felépiteni sejt szintli szervezddések szkeletalis-,
transzport- és reprodukcids alapjait. Fehérjék esetén szdmos természetes példat talalunk
filamentumok, valamint mikrométeres objektumok felépitésére. A fehérjék ,kisebb testvérei”
a peptidek is képesek onszervezddésre, am ezek esetében — a neurodegenerativ betegségek
kapcsan vilaghirtivé valt amiloid alakzatokon feliil- joval kevesebb természetes funkcioval is
rendelkezé molekularis felépitmény ismert. Ennek oka elsdsorban abban keresendd, hogy
kisebb lanchosszuk miatt gyakran csak rovidebb idétavu, tranziensebb funkciot lathatnak el,
¢s ehhez megfeleld molekuldris kolcsonhatasokat alakitanak ki, melyek nehezebben nyomon
kovethetdek. Pedig onszervezddd peptidekbdl felépitett mesterséges morfologidkat nagyon
sokat taldlhatunk az irodalomban. Ugyanakkor peptidek mas bioldgiailag relevans
kismolekulakkal torténd kolcsonhatasuk soran kialakuld asszocidtumaik még kevésbé
ismertek. A természetes peptidek mellett ugyanezen szervezddési szintek megjelennek nem
természetes, vagy mesterséges aminosavakbdl felépiild peptidek esetében is, azonban ennek

feltérképezése még mindig gyerekcipdben jar.

Jelen dolgozat keretében a fenti témakort kisérlem meg korbejarni harom szorosan ide
kapcsolodo teriilet mentén. Az els6 a természetes peptidrendszerek magasabb szintli
szervezddéséhez kapcsolodd kezdeti vizsgalatainkat, a masodik a természetes peptidek
homologjanak tekintett B-peptidek on- és mas molekulakkal torténd ,tars-szervezddését”, a
harmadik rész pedig az egzotikusabb peptidrendszerek €s azok aszocidtumainak jobb
megértése felé tett korai Iépéseket foglalja 6ssze. A modern tudomanymiivelés azonban ma
mar megkoveteli, hogy a felfedezd kutatasainknak lehetdleg kézzelfoghato praktikus kifutasa
is legyen. Eppen ezért —a szerkezeti ismeretek bovitése mellett- a részletezett kutatasok mind
az antimikrobialis hatdsu peptidekre fokuszalnak, illetve olyan konstrukciokra, melyekkel uj,

makroszkopikus antimikrobialis rendszereket remélhetiink.

Ez a dolgozat azonban nem csupan szakmai eredményekrdl szol. Ezeket egy csapatnyi kutatd
masfél évtizedes munkéja sziilte, az 6 munkajukat gyakran nem tudom kelldképpen
hangsulyozni. Pedig a kozdsen t6ltott kutatomunka adja a savat-borsat a minennapoknak, ettol
lesz az eredmény az, ami és ettdl égnek be a memoriankba bizonyos momentumok egy életre
az egyes kéziratok kapcsan. A k6zos munka legkifejezObb pillanatait igyekszik elkapni egy-

egy rovid idézet — ahogy én emlékezem rajuk.
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lrodalmi attekintés

Termeészetes peptidek

A természetben eléforduld peptidek koziil a dolgozat keretén beliil elsdsorban a hatasukat
biomembranokon kifejtd ugynevezett antimikrobidlis peptidekre fokuszalok. Ezen rendszerek
egyszerre lehetnek novényi-, allati- és human eredetiiek, valamint szintetikus —tipikusan
természetes eredetlickbdl szarmaztatott szekvenciak. Tekintettel a dolgozatban egyszerre
szerepld természetes €s egzotikus aminosavakbol all6 peptidrendszerekre, az egyszerliség
kedvéért természetes peptideknek a természetben legaltalanosabban eléforduld a-
aminosavakbdl all6 peptideket nevezem, mig nem természetes peptideknek a fentebb emlitett
egzotikus aminosavakbdl allo peptideket. Ez alapjan a szintetikus, de a-aminosavakbdl allo
peptidek is ,,természetesek”, pedig a természetben nem talalhatoak meg; az ilyen mélységii

kiilonbségtétel -bar szakmailag pontos-, az olvasast neheziti, igy nem lattam indokoltnak.

Epitéelemek, konformacids variabilitas

Természetes peptidek esetén az aminosavak téralkatabol kovetkezd fobb masodlagos
szerkezeti elemek koziil kiemelendd a leggyakoribb a-hélix (vagy 3.613 hélix), valamint a
masodik leggyakrabban eldforduld Un. B-redds szerkezet. Az ezekhez kapcsolhatdé aminosav
gerincet jellemz0 ¢ és y torzios szogek jol meghatarozottak, mind kisérleti eredmények, mind
elméleti szdmolasok alapjan: a-hélixek esetén rendre ~ -55° / -45°, B-reddkre pedig ~ -135°/
135° (Ramachandran et al. 1963; Perczel et al. 1991). Ezeken feliil tovabbi szerkezeti elemek
1s j6l megkiilonboztethetdek pl. jol definialt fehérjeszerkezetekben kialakult elemekként (Berg
2022). Ugyanakkor rendezetlen fehérjerészletekben, vagy kiilonallo rovidebb aminosavlanct
peptidek esetén az ezen részletekre inherensen jellemzd konformdacios flexibilitas
dinamikusabb téralkatokat eredményezhet, mely soran az aminosavak torzids szogei is
szélesebb skalan mozoghatnak. Ez eredményezi, hogy pl. a fehérjékben kialakul6 a-hélixek
elején gyakran talalhatoak n. 310 hélix motivumok és a két helikalis szerkezet kozotti atmenet
rovidebb peptidek esetén kevésbé azonosithatd. Ezért is mondhatd el az ide kapcsolodo
szerkezeti irodalomrol, hogy rovidebb peptidek esetén a masodlagos szerkezetek részletekbe

mend targyaldsa nem jellemz6 (Owji et al. 2018; Iglesias et al. 2024; Ma et al. 2024).
Peptidek ¢€s fehérjek, a két csoport kozotti kiilonbség
A természetes bioldgiai épitdkovek koziil az aminosavak alkotjak a fehérjelancokat, és azok

rovidebb tagjait, a peptideket. Ezen peptidkotéssel felépiild aminosavakbol allo polimer- €s
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oligomer rendszerek elsddleges -szekvencidlis- szerkezetétdl elsdsorban a peptidcsoportok
altal kialakitott hidrogén-hid kotéseknek koszonhetéen jutunk el a masodlagos
feltekeredés soran valtozatos harmadlagos szerkezetekhez jut el a molekulanak harom
dimenziés alakot adva, addig peptidek esetében a folyamat legtobbszér megall egy
masodlagos, vagy részlegesen rendezett szerkezetnél. Altalanosan a koncentracio, vagy egyéb
kiils6 paraméter novelésével az egyedi peptidek onrendezddési folyamatok soran képesek
magasabb szervezddési szinteket elérni, azonban — a fehérjékkel ellentétben- a kialakult
asszociatumokban a masodlagos szerkezeti elemek az egyes peptidek belsd fizikai-kémiai
tulajdonsagai alapjan javarészt ugyanazt a masodlagos szerkezetet veszik fel, igy peptidek
magasabb rendii asszocidtumai csak mérsékelten tiikrozik a fehérjék soran tapasztalt komplex
harmadlagos téralkatot. Ez tobbek kozott azért is 1ényeges, mert a peptid €s a fehérje, mint két
termini technicus mar nem egzakt definicio, és a hatarvonal kiilonb6zd megfontolasok alapjan
mas fontos pontok mentén huzdédhat. Az aminosavsorrend hossza alapjan tipikusan az 50
aminosavndl rovidebb lancokat tekintjiik peptideknek, az azoknal nagyobbakat fehérjéknek.
Ugyanakkor, a szerkezeti megkiilonbdztetés sordn a fehérje és peptidek kozotti kiilonbség
elébbi megnovelt harmadlagos szerkezeti affinitasa, mig utdbbi csak tipikusan mas kiilonallo
spécieszekkel kolcsonhatva képes feltekeredett térszerkezetet 1étrehozni (Haney et al. 2019).
Ez a jelenség gyakran parosul a molekula 4ltal betoltott funkcid mentén torténd
kategorizalassal. Altalanos a biologiai hatas alapjan torténd csoportositas, mely soran ugyan
még gyakran szerepel kritériumként bizonyos aminosavak jelenléte, azok eloszléasa, a tipikus
szerkezeti tulajdonsagok felsoroldsa, &m joval nagyobb szerepe lesz a detektalt biologiai
hatasnak, amely alapjan végiil a kategoria megsziiletik. Ilyen kategoria a dolgozat szdmara
relevans antimikrobialis peptid csoport is, ahol a fehérjék és peptidek elvalasztisa is
elmosodik, hiszen pl. antimikrobidlis tulajdonsaggal rendelkez6 kisfehérjék is gyakran ide
keriilnek besorolasra (Haney et al. 2017). Vegyiik észre, hogy igy praktikus szemmel nem
gabalyodik 0ssze a gondolatmenet azon a szerkezet-alapu megkozelitésen, ami alapjan egyes
irodalmi példak egy 20 aminosavas -am harmadlagos szerkezetli- rendszert mini-fehérjének,
mig egy tobb, mint 70 aminosavas, de csak részlegesen rendezett, funkcidjaban

antimikrobialis molekulat peptidnek aposztrofalnak.
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Antimikrobidlis peptidek

A fent emlitett altalanos halmaz egy szlikebb teriilete az Gn. antimikrobialis peptidek (AMP-
k). Ezek a vegyiiletek Ilétfontossaguak, amelyeket mind egysejtli, mind tobbsejti
organizmusok allitanak eld leggyakrabban a gazdaszervezet (host) védelmére a patogén
mikroorganizmusok ellen (Giuliani et al. 2007; Seo et al. 2012; Li et al. 2012; Lewies et al.
2019; Mercer et al. 2020). A teriileten végzett atfogd kutatdsok mennyiségét illusztralja az
Antimikrobialis Peptidek Adattara (DRAMP) amelyben a bejegyzések szama, jelenleg tobb,
mint 30 000. Ezek koziil 5800 folott a természetes és mesterséges AMP, 6000-nél tobb a
specifikus AMP, majd 18 000 a szabadalmaztatott szekvencia, és 96 AMP eldklinikai vagy
klinikai fejlesztési szakaszban van. Ezek tobbsége antibakterialis, gombaellenes, virusellenes
¢és rakellenes peptid (Ma et al. 2025). Az AMP-k gy tlinik, hogy az evolucios idéskalak soran
hatékonyak maradtak szdmos korokozo szervezettel szemben, az egyre ndvekvo érdeklddést
irantuk pedig az antimikrobidlis rezisztencia fenyegetése miatt tapasztaljuk. Mint fentebb mar
emlitettem, az antibiotikum-rezisztencia az utobbi idében riasztd szinteket ért el, és az egyik
legnagyobb jelenlegi globalis egészségiigyi fenyegetést jelenti. Az AMP-k itt tdbb
szempontbol is igéretes megolddsnak tlinnek a kismolekulds iranyokhoz képest, mivel talan
lassabban alakul ki elleniik a rezisztencia, és egyarant képesek széles spektrumu és specifikus
antimikrobidlis hatést kifejteni (Hancock et al. 2016). Maguk a természetes AMP-k, amiket
szoktak gazdavédd peptideknek is nevezni (Host Defense Peptides, HDP), jellemzden rovid
szekvenciajuak (12-50 aminosav), rendszerint keverten tartalmaznak kationos, és hidrofob
régiokat, ami amfipatikussa és membranaktivva teszi dket. Az AMP-k fontos elemei a
velesziiletett immunrendszernek, azonban szerepet jatszanak a szerzett immunfolyamatok
moduléladsaban is. Hatasukat els6sorban a célmembran integritasdnak megsértésével, vagy
egyes sejtfunkciok gatlasaval érik el (Brogden 2005). Az dsszetevOk elsddleges funkcidjan
tul, a kemotaxis és a sebgyogyulas folyamatait is moduldljak (Mangoni and Casciaro 2020).
Sokféleségiik miatt a megfeleld osztidlyozas kihivast jelent, jelen tanulméany kereteihez
illeszked6en a legelterjedtebb szerkezet szerinti osztalyozast mutatom be roviden. Itt a
kategorizalas a masodlagos szerkezeti motivum alapjan torténik, és négy f6 osztaly
azonosithatd. Ezek az o-hélix vagy B-redd mdasodlagos szerkezeti elemek jelenléte vagy
hianya alapjan a kovetkezdképpen alakulhat: (I) AMP-k linearis a-hélix szerkezetekkel; (II)
linearis kiterjedt szerkezetek (altalaban olyan aminosavakban gazdagok, mint a Gly, Arg, Trp,
His vagy Pro); (III) B-redd tartalmt peptidek, amelyek gyakran egy vagy tobb diszulfid hid
altal stabilizaltak; (IV) peptidek, amelyek o-hélixet és p-red6zott motivumokat is

tartalmaznak. Méas peptideket, amelyek nem tartoznak a négy el6zdé osztalyba, ideértve a
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ciklikus és diszulfid-gazdag AMP-kat, valamint bonyolultabb topologidkat -, mint pl. a lasso
peptidek- gyakran kiilon osztalyként kezeliink (Koehbach and Craik 2019). A legnagyobb
csoport az a-hélix szerkezetii AMP-k osztadlya. Ehhez tartozik a méhméregbdl szarmazé
melittin, vagy a cecropia molylepke altal termelt Cecropin A. A CM15 e két peptid hibrid
szarmazéka, szekvencidja KWKLFKKIGA-VLKVL) a természetes cecropin A és melittin
(cecropin A (1-7)-melittin (2-9) amid), amelyet gy terveztek meg, hogy megdrizze az elobbi
antimikrobialis tulajdonsagait, de hianyozzon beldle utébbi hemolitikus aktivitasa (Andreu et
al. 1992). Ide tartozik még az LL-37 nevii human peptid is (Diirr et al. 2006).
Hatdsmechanizmusukat (mechanism of action, MOA) részletesebben megvizsgalva lathatjuk,
hogy a membran sériilés altali kdzvetlen sejtelpusztitas valosziniileg az AMP-k széles kdrben
ismert és legjobban tanulmanyozott toxikus hatdsa. A membranzavar altalaban kiilonb6z6
folyamatok kaszkadjat inditja el pl. a baktériumok esetében. Az elsd kezdeti 1épést az
elektrosztatikus vonzas vezérli a pozitivan toltott AMP-k €s a célbaktériumok negativ toltési
kiils6 membranja kozott. A Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok kiils6 feliiletén
lipoteikosavak ¢és lipopoliszacharidok taldlhatoak, amelyek negativ toltéstiek, és ezért
molekularis szinten valdszintisithetd, hogy ezek 1épnek direkt kapcsolatba eldszor az AMP-
kkel. Ezutan a peptidek hozzékapcsolodnak és felhalmozdédnak a membran feleszinén. Ez
gyakran szintén elektrosztatikus kdlcsonhatasok révén torténik, mivel a baktérium tobbi lipid
komponense is foként negativ téltésii, mint példaul a foszfatidil-glicerolok (PG), foszfatidil-
szerinek (PS) vagy kardiolipinek (CL). A kovetkezd szinten altaldban valamilyen tranziens
oligomerizacio is jelentkezik, ahol tobb iranyt is sikeriilt azonositani: Egyes peptidek
transzmembran pérusok kialakulasat idézik eld, példaul a hordo-donga (barrel-stave), vagy a
gylrii-porus (toroidal pore) modellek szerint (1. abra). Mindkét modellre jellemzd, hogy a
peptidek merdlegesen orientdlodnak a membran felszinéhez képest, és az arra torténd
adszorpcid soran konformaciovaltozdson mennek keresztiil. A membran szétesését az AMP-
k transzmembran porusképzés nélkiili mechanizmusok révén is elérhetik, erre az egyik
leginkébb ismert mechanizmus az Un. szényeg modell (carpet mechanism). Azok a peptidek,
amelyek e modellen keresztiil fejtik ki funkcidjukat, a membran feliiletével parhuzamosan
felhalmozodnak és szOnyegszertien fedik azt le. Igy, ha elérik a megfeleld méretii
lefedettséget, a membrant egy detergensszerll hatassal szedik szét. A teljesség igénye nélkiil
csak ezt a néhany modellt emlitem a sok bizonyitott vagy felvetett AMP-k membranhoz
kapcsolodo miikddési mechanizmus koziil. Fontos megjegyezni azonban, hogy a legtdbb ilyen
mechanizmus nem zarja ki egymast, és valdsziniibb, hogy fenti mehanisztikus események

parhuzamosan, szinergikus modon is lejatszodhatnak, illetve egyes AMP-k esetén
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valtozhatnak is, pl. a célmembran Osszetételének fliggvényében (Kumar et al. 2018; Aveci et

al. 2018; Tornesello et al. 2020).

Antimikrobialis peptidek (AMPk)

NNANN
Membran l Konformdcié
adszorpcid valtozas

TTTRS a0V
Hordo-donga l Toroidalis porus
modell P modell
il R

Sz6ényeg modell

1. 4bra AMP-k f6bb membrankapcsolt mechanizmusai (az dbra a https://biorender.com/ -on
késziilt)

Membranaktiv peptidek térszerkezetvaltozasa

A fentebb emlitetteknek megfeleléen a peptidek -rendezetlen fehérjerészletekkel analog
modon- szamos esetben képesek kiilsd hatasra meghatarozott szerkezetet felvenni, mely
tulajdonképpen egy véletlenszeri szerkezetbdl altaldban egy jol azonosithatdé masodlagos
szerkezetbe torténd konformaciovaltozés. Jelen tanulméanyban a bioldgiai membranok felé
nagy affinitdst mutatd antimikrobidlis peptidek allnak a kozéppontban, ezért a kiilsd hatasok
terén kiemelkedd jelentdségli a membranfeliilettel vald érintkezésiik hatasa a térszerkezetre
(1. abra). Mara ismert az AMP-k esetében, hogy amfipatikus jellegiiket tipikusan a lipid
kettosréteghez kapcsolédva érik el, mely soran a szekvencidban levd aminosavak
orientalodnak a membran-viz dinamikus hatarfeliilet hidrofil, illetve hidrofob részeihez. Ezen
jelenség praktikus szemléltetdeszkoze hélix formald peptidek esetén a helikalis kerék

abrazolas (Helical wheel model), vagy Edmundson abrazolas (Schiffer and Edmundson 1967),
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melyen az elrendezés, valamint az aminosavak mindségét jelzé szinkod gyorsan atlathatd

modon prezentdlja a fent részletezett aminosav-orientaciot (2. abra).

FK-16
FKRIVQRIKD FLRNLV

2. abra Az FK-16 antimikrobialis peptid helikalis kerék-modellje. C- és N-terminalis
aminosavak piros C,N; a hélixben talalhaté hidroféb momentum fekete nyil.

Peptidek szervez&dése, oligomerizacid, asszociacio

A peptidek Onszervezddése mindennapos jelenség, melyet a természet felhasznal szdmos
természetes biologiai funkcid sordn, valamint tervezett szekvencidkon keresztiil egyre
novekvd szamu alkalmazast lathatunk az anyagtudomany és biotechnoldgia hatarteriiletein.
Ezeket az asszocidcios folyamatokat a legtobb esetben masodrendli, nem-kovalens
kolcsonhatasok iranyitjak. A peptidek Onszervezddése kiilonféle nanostrukturak, példaul
nanocsovek, fibrillumok, vezikuldk és hidrogélek kialakulasahoz vezethet, amelyek kozott
mara antimikrobialis hatasu rendszerek is megjelentek (Levin et al. 2020; Payne et al. 2021;

Zhang et al. 2010).

A peptidek Onszervezddésének egyik alapvetd kiinduldsi eleme a B-szal és az a-hélix. A
szalakbol kialakitott B-red6zott réteget felvevd peptidek —példaul amiloid-szerii szekvencidk
esetében— gyakran fibrillaris halézatokat alkotnak, mig az amfipatikus a-hélix szerkezetiiek

micellas vagy vezikularis szerkezetekbe aggregalodhatnak, vagy asszocidlodhatnak.

Itt egy pillanatra idozziink el az aggregacio és az asszociacio fogalmak hasznalatan. Mig az
aggregacio egy elsésorban véletlenszerti, kaotikus rendezodest takar, addig az asszocidcio
inkabb kontrollalt folyamatok osszességére utal. Ugyanakkor az aggregalt rendszerek esetén

inkabb a magasabb felbontasu belso rendszer szerkezeti ismeretének hianya az ami arra vezet
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minket, hogy az adott molekulahalmazt aggregatumnak nevezziik. Tovabbi kérdés, hogy mely
szerkezeti szintii rendezettségen innen, vagy tul neveziink valamit aggregatumnak vagy
asszociatumnak? Az ide kapcsolodo tanulmanyainkban kimutattuk, hogy az AMP-k esetében
mikrométeres elagazasos rendszerek alakulhatnak ki -elsosorban mas molekulakkal alkotott
kezdeti komplexképzés, majd azok asszociatumokba térténd rendezodése soran. Ezen
folyamatokban megfigyelheto, hogy az AMP-k rendezetlen szerkezetbdl pl. helikalis, vagy
redozott rétegii masodlagos szerkezetet alkotnak, am a makroszkopikus rendszereken az
elagazasokban mar nehéz egyertelmii molekularis szisztémat azonositani. Ezeket jobb hijan
részlegesen rendezett aggregatumokként (semi-structured —aggregate) jellemezziik,
ugyanakkor az elnevezés ugyanugy a bekezdés elején felvetett bizonytalansdagon alapul, mint
az aggregatum és asszociatum kifejezés valtott haszndlata. Az olvaso idegeit tovabb nem
borzolva, jelen tanulmanyban az asszociatum és aggregdtum kifejezéseket felvailtva

alkalmazom, inkabb szinonimaként, semmint jol elhatarolhato kiilonbségeket jelezve.

Visszatérve a P-szal és helikalis szerkezetek felvételének képességéhez, ezen tulajdonsag
kiilondsen fontos az AMP-k esetében, mivel az aktudlis konformacidjuk meghatarozza a
mikrobidlis membranokkal vald kolcsonhatdsukat (Nguyen et al. 2011). Az AMP-k
onszervezodési képessége lehetdveé teszi szamukra, hogy porusokat képezzenek a mikrobialis
membranokban, ami a sejtek pusztulasdhoz vezethet (Matsuzaki 2009). Korabbi
alfejezetekben mar taglalasra keriilt, hogy szdmos antimikrobialis peptid, példaul a defenzinek
¢és a cecropinek, dinamikus szerkezeti 4talakuldsokat mutatnak a bakteridlis membranokkal
valo kolcsonhatds soran. Egyes AMP-k, mint példaul az LL-37 és a melittin, oligomer
aggregatumokat képezhetnek, amelyek fokozzak antimikrobialis hatékonysagukat (Jiang et al.
2008; Engelberg and Landau 2020). Ezenkiviil az 6nszervezddés befolyasolhatja az AMP-k
szelektivitasat, lehetové téve szamukra, hogy eldnydsen a mikrobidlis membranokat célozzak
meg, mikozben megkimélik az emldssejteket. Az Gijabb kutatasok a szintetikus, 6nszervez6dd
AMP-k tervezésére Osszpontositanak terapias alkalmazasok céljabol, hogy noveljék azok
stabilitasat, biohasznosuldsat ¢és kontrollalt felszabaduldsat. A peptidek Onszervez6do
nanostruktiurdkkd torténd Osszeédllasat emellett Uj gyogyszerhordozod rendszerek ¢és
antimikrobidlis bioanyagok fejlesztésére is felhasznaljak (Lam et al. 2016). Osszességében a
peptidek  Onszervezddése  kulcsszerepet  jatszik az  antimikrobialis  peptidek
hatasmechanizmusaban, meghatarozva szerkezetiik és funkciojuk Osszefiiggéseit, valamint

potencidlis alkalmazésaikat az anyagtudomanyi és az orvosbiologiai teriileteken.
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Nem természetes peptidek

A természetes aminosavakbol felépiil6 peptidek mellett szamos olyan -szintetikus — rendszert
ismerhettiink meg az elmult évtizedekben, melyek csak nem természetes aminosavakbol ¢€s
aminosavakbol szarmaztatott egységeket tartalmazéd rendszerek, pl. peptidomimetikumok,
foldamerek, tervezett ciklusos régidkat tartalmazé peptidek (Seebach et al. 2004; Goodman et
al. 2007; Nizami et al. 2019; Li Petri et al. 2022). Ezek kategorizaldsa igen sok paraméter
mentén torténik, az ezeket vizsgdld tanulmanyok dedikalt irdnyainak megfelelden.
Osszefoglald kifejezésként jelen dolgozatban fenti molekulacsaladot nevezem nem
természetes peptideknek. Ide sorolhatéak a természetes aminosavak hosszabb homologjaibol
felépiild peptidek, pl. a B-peptidek, y-peptidek, vagy d-peptidek, melyek rendre csak -, y-,
vagy d-aminosavakbol épiilnek fel. Ezen feliil a molekulacsoport részét képezik azok a vegyes
aminosavakbol felépiild szintetikus peptidek is, melyekben a természetes aminosavak az
elébb felsorolt aminosavakkal keverten alkotjdk a peptidszekvenciat. Az ide tartozd
molekulacsoportok mara ismert k6zds jellemzdje, hogy képesek mésodlagos szerkezeti
elemekbe feltekeredni, ezért az irodalom foldamerekként, vagy peptid foldamerekként is
hivatkozik rajuk. Megjegyzendd, hogy ezen rendszerek kozé éltaldban nem soroljuk be a
szamos, természetben gyakran megtalalhat6 specifikus aminosavakat is tartalmazo peptideket
¢és egyéb vegylileteket, ugy mint vancomycin, acetil-koenzim-A, bacitracin, echinocandin B
vagy O-tolaasin I. Kapcsolodo, de nem klasszikus peptidkotéseket tartalmazod kiilon
rendszerek az Un. azapeptidek, peptoidok, vagy oligouredk. Tekintve, hogy jelen dolgozatban
részleteiben B-peptidekkel, valamint modositott d-peptidekkel foglalkozom, ezért alabb ezek
lényegretord attekintése kovetkezik. A felépitést reprezentalandd a természetes peptidekre

roviditve a-peptidekként is hivatkozom majd (a-aminosavakbol felépiild peptid).

B-peptidek

A B-peptidek allnak a legkozelebb a természetes a-peptidekhez (3. dbra). A természetes o-
peptidektél — azok homoldgjaként - a peptidgerincben talalhatdo plusz metiléncsoport
kiilonbozteti meg Oket. Az igy megndvelt aminosavhossz egy tovabbi torzids szdget is
eredményez épitdelemenként, ami noveli ezen rendszerek konformacids szabadsagat, és
szamos programozhatd masodlagos szerkezet elérését teszi lehetévé (Cheng and DeGrado
2001; Seebach et al. 2004; Goodman et al. 2007). Ezenkiviil proteolitikusan stabilak, ezért

természetes peptidek helyettesitdiként is gyakran keriilnek alkalmazasra (Hintermann and
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Seebach 1997; Seebach et al. 1998). Kimutattdk, hogy proteolitikus rezisztencidt mutatnak
erés peptidazokkal szemben (pl. proteindz K), ahol akar 48 ora utan is épen maradtak a
szekvencidk, mig az analdég a-peptidek 15 percen beliil teljesen lebomlottak. Tobb példa
mutatja, hogy a B-peptidek farmakokinetikdja is eldony0s, eliminacios felezési idejiik 3-10 ora,
szemben az analog természetes peptidek kevesebb mint 15 perces felezési idejével (Seebach
et al. 1998). A B-peptidek masodlagos szerkezetiikkel igéretesnek bizonyultak szamos
biologiai alkalmazasban, beleértve az RNS-receptor kotddést, a szomatosztatin receptor

kotddést, valamint a koleszterin felszivodasanak gatlasat.

0 0
| H
HC C CH, ¥ _cC
\T/(D&CH% (CN/ \CH3
H H

3. abra. A legegyszeriibb B-aminosav, a B-alanin (B-homo-glicin)
peptidkétésekkel védve, és annak harom f6 torzids szége

B-peptidek elsédleges szerkezeti tulajdonsagai

Az o-aminosavakban a konformaciot két torzids szog, ¢ €s y segitségével abrazoljak. A B-
aminosavak gerincében egy tovabbi torzids szoget, 6 is azonosithatunk, amely a két fenti
klasszikus szoget elvalasztja egymastol, ezzel befolyasolva a lokalis torzids preferencidkat,
igy kiterjesztve az energetikailag hozzaférhetd konformacios teret (3. abra). A B-peptideken
elérhetd szubsztitucids mintazat is valtozatosabb, mint a-analogjaiké; az aminosavak lehetnek
mono- vagy di-szubsztitualtak, vagy részei egy gylirlis rendszernek. A harom diéderes szog
egy 3D Ramachandran diagramot eredményez, melynek energetikai leirdsa sordn mar a
negyedik dimenzidba és at kellene 1épni, ezért alkalmazunk gyakran csak 2D-s vetiileteket a
kérdéses torzids szogek mentén.

A B-peptidek képesek szdmos masodlagos szerkezetet felvenni, mint példaul helixek, B-
szalak, kanyar (turn) konformaciok, valamint kiterjesztett nyujtott szerkezeteket. Ezeket a
természetes peptidekhez képest rovidebb lanchosszusag esetén is ki tudjadk mar alakitani,
jellemzdéen hexapeptid hosszusag felett mar helikalis szerkezetek is megjelenhetnek. Ez a
feltekeredés hajlam igen tervezhet6vé teszi a B-peptideket ami kiilondsen fontos specifikus

alkalmazasok iranyaba.
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Az egyik kulcsfontossagli tulajdonsag, amely befolyasolja a peptidgerinc torzids szogének
sztereokémiai mintdzata. A B-peptideknél a Seebach altal jelentett oldallancok kiralitdsanak
hatasa a feltekeredési preferenciakra a kovetkezOképpen alakul: i) heterokiralisan (vagy
,,Kiilonb6z0’) diszubsztitualt B-aminosav maradékok polaris lancokat alkotnak, ii) mono-
vagy homokirdlisan (vagy ,,azonos”) diszubsztitualt szarmazékok hajlamosak helikalis
szerkezetet kialakitani, 1i1) geminalisan diszubsztitualt B-aminosavak valdsziniileg nem
alkotnak sem helixeket, sem lemezeket, mert a metilcsoportok akadalyozzak a
hidrogénkotéseket. Bar ezek az eldrejelzések a legtobb esetben érvényesek, mégis tobb kivétel
is talalhatd, kiilonosen a nem helikalis konformacidk esetében. Az alternativ mésodlagos
szerkezetek esetében a szekvenciaban eltérd kiralitds kiilonféle kombinacidkat

eredményezhet.

Masodlagos szerkezet, magasabb rend( szerkezetek, kornyezetfliggd konformacids
polimorfizmus és kapcsolt bioaktivitas

Altalanossagban négy kiilonbozé masodlagos szerkezeti motivum ismerheté fel a pB-
peptideknél: ezek a cikk-cakk (Z), helikalis (H), spiralis (S) és nyujtott (E) mintak (4. 4bra).
Fontos megemliteni, hogy az E és S masodlagos szerkezeti motivumok stabilitasukhoz nem
igényelnek belsd hidrogénkdtéseket, mig a H és Z motivumokhoz legalabb valamilyen tipust
hidrogénkotések sziikségesek. Itt érdemes roviden feleleveniteni a hasonlo természetes
peptidek szerkezeti tulajdonséagait is. Az antimikrobidlis peptidek (AMP-k) vizes fazisban
dontden rendezetlen konformacidt vesznek fel, de jelentds szerkezeti valtozasokon mennek
keresztiil amikor pl. patogén membranokkal 1épnek kolcsonhatasba. Az adott szekvencian
beliil fellelhetd analdég konformacios polimorfizmusrél B-peptidek esetén viszonylag keveset
tudunk, de néhany kozeli példa, kiilondsen asszociacid sordn bekovetkezd szerkezeti
valtozasok esetén mar fellelhetd (Aguilar and Yarovsky 2024; Daniels et al. 2007; Wang and
Schepartz 2016; Wang et al. 2014). Ehhez kapcsolodéan mar tobb jol definialt magasabb
rendll szerkezet is talalhat6 az irodalomban, melyek leggyakrabban helikalis B-peptidekbe
precizen tervezett aminosav kombinaciok hatasara allnak 6ssze pl. hélix kotegekké (B-peptide
helix bundles) (Wang et al. 2014) (5. dbra). A magasabb szintili szervezddésekrdl, illetve azok
folyamatosan boviild alkalmazasi teriileteirdl egy viszonylag kurrens attekintd tanulméanyhoz
iranyitom az érdekl6dodt (Aguilar and Yarovsky 2024). Bioaktivitasukat tekintve, B-aminosav
egységeket tartalmazo sejtekbe bejutd peptideket (CPP) a Seebach és a Gellman csoportok
mar a 2000-es évek elején bemutattak (Appella et al. 1996; Seebach et al. 1996). Gellman
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csoportja kifejlesztett olyan B-peptideket, amelyek a DNS-kotd fehérjékhez hasonléan
képesek athaladni a sejtmembranokon, és a citoplazmaban, valamint a sejtmagban
lokalizalodnak (Umezawa et al. 2002). Ezek a B3-peptidek, amelyek a Tat fehérje Arg-gazdag
anizotropia ¢és elektroforézis vizsgalatokkal meghataroztak, igy potencidlisan akér anti-HIV

terapiaként is alkalmazhatoak lehetnének (Gelman et al. 2003).

Cikk-cakk Nyujtott
(Zigzag) Hélix Spiral (Elongated)
Z H S E

5. dbra Schepartz és kollegai altal tervezett B-peptid hélixekbol allé katalizator
oligomer (Wang et al. 2014)

A B-peptidek velesziiletett szerkezeti rugalmassaga és a kornyezetiik alapjan kiilonb6zd
szupramolekularis 6nszervezddo strukturdk kialakitasara valo képessége érdekes jeldltté teszi
Oket terapids alkalmazéasokhoz. Ezek a peptidek altalaban amfifil helikélis struktaradkba
onszervezddnek, €s tobb mutatott kozottiik erdteljes antimikrobidlis aktivitdst Gram-negativ
¢s Gram-pozitiv baktériumokkal szemben, mikdzben hemolitikus aktivitdsuk alacsony.

Gellman és munkatarsai ciklikus APC ((3S,4R)-trans-3-aminopirrolidin-4-karbonsav) ¢és
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ACPC ((R,R)-trans-2-aminociklopentin-karbonsav) dsszetevokbdl allo P3-aminosavakbol,
illetve akar kevert B- és B>-aminosavakbol 4116 peptideket irtak le, amelyek javarészt helikélis
struktarakat képeztek, és erdteljes antimikrobialis aktivitast mutattak (Arvidsson et al. 2001;
2003; Tew et al. 2010). Ezek a helikalis B-AMP-k hatékonyak voltak tobb baktériumtorzs
ellen, erds affinitdst mutatnak a negativan toltott lipidmembranok irant, és membranlitikus
hatasuk arra utal, hogy hasonldan a természetes AMP-khez, a baktériumok membranjanak
roncsolasaval érték el toxikus hatasukat.

A nem helikalis konformaciét generald B-AMP-k, mint példaul a red6z6tt strukturakat alkoto
egységek, kevésbé kutatottak és a mechanisztikus aspektusok sem értettek teljes mértékben.
Mosca és munkatarsai amfifil kationikus B*R3-peptideket terveztek, amelyek az o- és B-
peptidek szerkezeti jellemzdit 6tvozik az amidkotések irdnydnak valtogatdsaval, és
valosziniisithetden inkdbb reddzott rétegre hasonlitd méasodlagos szerkezetet alkotnak,
mintsem helikalis téralkatot. Ezek a peptidek antimikrobialis aktivitast mutattak, kiilondsen a
Gram-pozitiv baktérium, a Micrococcus luteus ellen, ugyanakkor hemolitikus aktivitdsuk
alacsony maradt (Mosca et al. 2014).

A fenti korai példédkon feliil azonban altalanosan elmondhat6, hogy ma mar tobb teriileten
talalhatoak alkalmazasok, melyek egyre novekvé mértékben alapoznak a P-peptidek
onrendez6dé képességeire. Ezek kozott megtalalhatoak neuralis sejtek novekedését, szovetek
gyogyulasat segitd molekularis vazak (Kulkarni, Kelderman, et al. 2021; Motamed et al.
2019), gyogyszerek kontrollalt kibocsatasat segitd injekcioval bejuttathatd hidrogélek
(Kulkarni, Minehan, et al. 2021), vagy antimikrobiélis nanofibrillumok is (Payne et al. 2021).

Triazol foldamerek

Az a- és B-aminosavak homoldg sordn tovabbmenve a ¥- és 6-aminosavak kovetkeznek. Ez
utobbiak esetében mar olyan meghosszabbitott peptidlancrol beszélhetiink ahol még
alkalmazhaté a hagyomanyos peptidkémiai kotések mentén torténd szilardfazisu
peptidszintézis, azonban mar specidlis inzerciokkal akar méas médon is eldallithatdak lehetnek
a peptidlancok. Ez praktikusan azt is jelenti, hogy itt pl. cikloalkil, aromds vagy heteroaromas
vazra alapozott szintetikus aminosavak is alkalmazhatdak anélkiil, hogy a lanckézi ciklusos
molekularészlet az aminosav altal bejarhato konformacios teret jelentdsen lesziikitené. Az 1,4-
diszubsztitualt 1,2,3-triazolok, amelyeket a réz-katalizalt azid-alkin cikloaddicios (CuAAC)

reakcio révén konnyen hozzaférhetiink, (Holub and Kirshenbaum 2010) fenti gondolatmenet
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praktikus pédédjaként tartoznak a o-aminosavak kozé. A CuAAC-hoz képest a rutenium-
katalizalt cikloaddicios reakcio (RuAAC) lehetové teszi az 1,5-diszubstitualt 1,2,3-triazolhoz
valo hozzaférést, amelynek a karboxilsav €s aminosav funkciok beépitésével szintén egy
ciklust tartalmazo &-aminosavat érhetiink el (Johansson et al. 2014). Ez utobbiak térbeli
elrendezése azonban eltér a réz-katalzialt reakci6 soran kapott monomer egységekhez képest.
Ezen reakcidkat gyakran hasznaljak gyogyszerkémiai alkalmazasokban, beleértve akar egyéni
aminosavak beépitését - ezaltal peptidomimetikumat kapva -, de a homo-oligomereikbdl
felépiild peptid foldamerekrdl kialakult ismereteink eddig nagyon korlatozottak. Jelen
dolgozat keretében az ezen CuAAC és RuAAC révén készitett triazol monomerek
konformacids tulajdonsdgainak, valamint az ezekbdl eldallitott S-peptidek masodlagos
szerkezeteinek kezdeti feltérképezd 1épéseit foglalom Ossze, egyben kitekintek a jovébeni

lehetséges alkalmazésokra.

Triazolok, mint aminosav épitéelemek peptidekben

A triazol egység, mind az 1,4-, mind az 1,5-regioizomer, az elmult 10 évben nagyon népszerii
épitéelemmé valt a peptidomimetikumokban. Foleg azért, mert szerkezeti és elektronikai
jellemzdik hasonloak a peptidkotéséhez, de azért is, mert altalanos szintézismodszerek most
mar elérhetdk a CuAAC (Rostovtsev et al. 2002; Tornee et al. 2002) és RUAAC (Zhang et al.
2005) reakciok révén. A 1,4- és 1,5-triazolok jo analogjai a peptidkdtéseknek, mivel sik
alakuak, mikozben erds dipolus- és H-kotési tulajdonsdgokkal rendelkeznek, amelyek
utanozzak a peptidkotés jellemzdit. 6-aminosavak esetében azt is latnunk kell, hogy a lancban
levd nehézatomok szadma épp megegyezik ketté normal aminosav nehézatomjainak szdmaval,
igy egy sikban elrendezett lancbeli kotés a peptidkotést mimikalhatja, praktikusan x/2 o-
aminosav majd ugyanolyan hosszl peptidlancot alkot mint egy x tagszadmu aminosavbol allo
természetes peptid. Az 1,4-szubsztitualt triazol jol utanozza a kozonséges transz-peptidktést,
még ha a mellékcsoportok kozotti tavolsagokat kissé meg is hosszabbitja (6. dbra). Ezzel
szemben az 1,5-triazol jol mimikalja a kevésbé elterjedt cisz-peptidkdtést, amely lehetové
teszi a kanyar (turn) madasodlagos szerkezetet felvevd peptidomimetikum struktarak

kialakulasat.
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6. abra. Az 1,4- és 1,5-triazolok 6sszehasonlitasa a transz- és cisz-peptidkotésekkel

A triazol aminosavak egyik legnagyobb eldénye, hogy a természetes aminosavakkal
ellentétben proteolitikusan és metabolikusan stabilak (Guarrochena et al. 2025). Ezen kiviil
az azid ¢és az alkin prekurzorok viszonylag inertnek tekinthetdk, lehetévé téve akar az in vitro
praktikus fejlesztése lehetvé tette a biomolekuldk szelektiv in vivo jeldlését €16 egerekben is

(Chang et al. 2010).

Az 1,4-szubsztitudlt triazolok esetében a nagymértékben egyedi inzerciok mellett néhany
rovid homo-oligomer is leirdsra keriilt mar (Angelo and Arora 2005; 2007; Ke et al. 2012;
Montagnat et al. 2010). Az 1,5-szubsztitualt triazol egységet viszont kordbban nem hasznaltak
annyira peptidomimetikumokként, mint a 1,4-izomert. Mindazonaltal néhany nagyon érdekes
alkalmazast azonban itt is megfigyelhetlink, példdul hisztidint mimikalé szekvencidkban,
vagy Vancomycinhez hasonlitd peptidomimetikumokban. A kanyar motivumokban torténd

alkalmazasat az 7. abra szemlélteti.
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7. dbra. Az 1,5 szubsztitudlt triazol egy peptoid kanyar szerkezetben
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Modszerek

Peptidek szintézise

A peptideket két féle modon szereztiik be a kisérletekhez. A természetes peptideket
kereskedelmi cégektdl vasaroltuk (NovoPro, China, EZ Biolab, USA, Bio-Science Kft.),
melyek tisztasaga nagyobb, mint 95% volt. A sajat fejlesztésli B-peptideket aramlasos
peptidszintézis modszerrel, szilard fazison allitottuk eld. A kapcsoldsokat 2 ekvivalens Fmoc-
védett aminosavval végeztilk. A reakciokat az optimalizalt reakcios feltételek mellett
végeztilk 60 bar nyomason, 70 °C hémérsékleten, 0,15 mL/perc dramlasi sebességgel. Az
Fmoccsoport hasitdsa esetén 2 mL 2% DBU (1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-én), 2%
piperidin DMF-oldatot (dimetilformamid) hasznaltunk. A peptid szekvencidkat a gyantarél
90% TFA (trifluorecetsav) + 5% viz + 2,5% triizopropilszilan + 2,5% dithiothreitol eleggyel
szabaditottuk fel szobahdmérsékleten 3 oOrdn keresztil. A TFA-t eltdvolitottuk, majd a
keletkezett peptideket lehiitott szaritott dietiléterrel kicsaptuk. A kicsapott szabad peptideket
lesziirtiik, majd 10% ecetsavban oldottuk fel és liofilizaltuk.

A triazol aminosavakat szintén laborban allitottuk eld, azok szintéziséhez mikrohullamu
iivegcsébe N-Boc-propargilamint (627 mg, 4,0 mmol), metil 2-azidoecetatot (475 mg, 4,1
mmol) és 15ml THF-t tettiink, majd 48mg 0,16 mmol [RuCI2Cp*] adtunk hozza. Az tivegcsét
lezartuk és nitrogénnel oblitettiik 4t 1-2 percig. A reakcidkeveréket 100 °C-ra melegitettiik 20
percig mikrohulldmu reaktorban. A reakciokeveréket egy fecskenddsziirdn atsziirtiik. A nyers
terméket flash kromatografidval tisztitottuk szilicium-dioxidon (0 és 15% metanol gradienssel
diklérmetanban), igy nyertiink 1,03 g metil 2-(5-{[(terc-butoxicarbonil)amino]metil}-1H-

1,2,3-triazol-1-il)acetat(1)-t fehér szilard anyagkeént, 96%-os hozammal.

Szerkezetvizsgalat

Elektronikus cirkularis dikroizmus (CD)

A masodlagos szerkezetek ¢és a kezdeti asszociatum-képzéshez CD spektroszkdpiat
hasznaltunk. A CD spektrumok rogzitését JASCO J-1500-as spektropolariméterrel végeztiik,
szobahdmérsékleten, 0,1, és 0,5 cm-es fényuthossza kvarc kiivettak alkalmazasaval (Hellma
USA). A peptidek és foldamerek CD adatait folytonos pdsztdzd moddban, 190-350nm-es
tartomanyban vettiik fel. A mérések sebessége 50 nm/min, 0,5 nm-es 1épéskoz, 4 masodperces
valaszidd, 3 méréses Osszegzés, valamint 1 nm-es sdvszélesség alkalmazasdval tortént.
Minden felvett CD gorbe korrigalasra keriilt az iires pufferoldatot tartalmazé spektrum

felvételével és annak spektralis hozzdjarulasdnak kivondsaval. A természetes peptidek
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esetében a masodlagos szerkezet szazalékos tartalmanak becsléséhez a BeStSel (Beta
Structure Selection) nevii online elérhetd alkalmazést hasznéltuk (http://bestsel.elte.hu)

(Micsonai et al. 2015).

Fluoreszcens spektroszkdpia

A peptidek kolcsonhatasainak mindségét fluoreszcens spektroszkopidval is vizsgalatuk. A
spektrumok felvétele egy Jobin Yvon Fluoromax-3 spektrofluoriméterrel tortént, 25 °C fokon,
PBS pufferben. A peptidek kolcsonhatdsanak vizsgalata soran a triptofanok
sajatfluoreszcencidjat hasznaltuk, melyet 295 nm-en gerjesztettiik és az emissziot 310 és 400
nm kozott detektaltuk. A kotddést a peptidek 1 uM koncentraciojanal vizsgaltuk, mikdzben a
kotd partner kismolekula (pl. suramin) mennyiségét 1épésenként emeltik 50 uM-ig. A
liposzomék és a partner kismolekuldk spektralis hozzajaruldsanak kivonasdhoz felvettiik a
megfeleld, fluorofort nem tartalmazd oldatok spektrumét. Minden titralast kétszer

ismételtiink, a megjelenitett adatok atlagértékek szorassal.

Folyadékfazisu linedris dikroizmus (LD)

A linedris dikroizmus spektroszkopia egy igen praktikus, &m hazankban kevéssé ismert
kiegészitd technika, amelynek kiilonbozd elemeibe itthon pl. Garab Gy6zd (Szeged)
iskolateremté munkassagan keresztiil kaphat jobb betekintést az érdeklodd. Ugyanakkor a
folyadéktazisti LD specialis teriilet, melynek jobb megértéséhez egy valamelyest részletesebb
leiréas talalhato a dolgozat végén a Fiiggelékben. Itt — a technikai paramétereken feliil — csak
egy rovid dsszefoglald all, 6sszhangban annak jelen dolgozatban betdltott kisebb szerepével.
Az LD jel a sikban polarizalt fény ortogonalis formai k6zotti abszorpciods kiilonbségként (A)
definidlhatd, ahol a beesd fénysugar polarizacidés vektora parhuzamosan (Aj) vagy

merdlegesen (A1) all a minta orientacids tengelyére:

LD=A1—-AL(1)

Az LD spektroszkopiatt olyan rendszerekben alkalmazzék, amelyek vagy eleve orientaltak,
vagy a kisérlet soran valnak orientaltta (Hicks et al. 2010; Nordén et al. 2010). Az LD jel adott
hulldmhossznal tapasztalt eldjele és amplitidoja attol fiigg, hogy a fény milyen iranyban halad
at az orientdlt mintan. A 1. egyenlet alapjan makroszkdpikusan rendezett rendszerben a
kromoforok pozitiv LD jelet adnak akkor, ha az elektronikus atmeneti dipoélusmomentum
vektoraik javarészt a rendszer orientdciods tengelyével egy irdnyban allnak, mig negativat, ha

arra merdlegesek. A jelen dolgozatban szerepld kisérletek soran oldatfazisu liposzomakat
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tartalmazé mintékat vizsgaltunk, melyek orientdlasat nyirdéaramlassal értiik el egy forgd
Couette-cellds berendezésben, ami ellipszoid alaki részlegesen rendezett vezikuldkat
eredményez. Azok a peptidek, amelyek nem véletlenszerii modon kotddnek a lipidek
felszinéhez, szintén orientalodnak, €s atmeneti dipélusmomentumaik LD jelet adnak a 190—
300 nm-es spektralis tartomanyban (Esbjorner et al. 2007; Svensson et al. 2007; Ardhammar
et al. 2002). Az LD méréseket egy JASCO J-1500 spektropolariméteren végeztiik 25 °C-on,
amelyet Couette-aramlasos cellarendszerrel (CFC-573 Couette cellatarto, 0,5 mm-es Gthossza
hengeres kvarc cella) szereltiink fel. A spektrumokat 200 és 500 nm kozott rogzitettiik 100
nm/perc sebességgel, 0,5 nm-es 1épéskdzonként, 1 s valasziddvel és 1 nm savszélességgel. A
mintdkat 2270 s nyirasi gradiens alatt orientaltuk, melyek PBS pufferben 50% szacharézt
tartalmaztak. A nulla nyiréerd mellett felvett bazisvonalak minden spektrumbdl kivondsra

kertltek.

NMR spektroszkdpia

Az NMR méréseket egy Bruker Avance III 500 MHz spektrométeren végeztiik, mely krio-
fejjel is el volt latva. A molekulak vizes oldatban torténd jellemzéséhez a jelazonositast
standard homonuklearis 2D Bruker impulzus szekvencidk segitségével végeztiik. ROESY és
TOCSY spektrumokat vettiink fel, ahol a ROESY spinlock-hoz 300 ms-es keverési id6t
alkalmaztunk. Az ismétlések szdma 16 volt, és a roesyesgpph impulzussor keriilt
alkalmazasra. A TOCSY méréseket a mlevesgpph sorozattal végeztik, 120 ms-es keverési
1ddvel, az ismétlések szama pedig itt is 16 volt. A DOSY spektrumukat bipolaris gradiensek
segitségével (ledbpgp2s) mértiik, szintén szelektalt peptidekkel. Az elfazisolési/refazisozasi
gradiensimpulzus hossza (0) 1,2 ms volt, a diffuzios késleltetés (A) pedig 150 ms. A gradiens
erd négyzetesen valtozott 2%-rol 98%-ra, és a 1épések szama 16 volt. A mérést 16 ismétléssel
és belso kalibracio nélkiil, 32k iddtartomanyi ponttal végeztiik el. A vizes oldati mérésekhez
4 mM koncentraciot alkalmaztunk. A mérést kovetéen a spektrumok feldolgozasanal
megfeleld simitofiiggveényt, zérus toltést, alapvonalkorrekciot alkalmaztunk. Az aggregatum
molaris tomege az alabbi Osszefiiggés alapjan szamoltuk: Mpeptid = (DHOD/Dpeptid)3 x
MHOD 2. Ezen feliil 2D NOESY kisérleteket is végeztiink 10-25 mM DMSO-d6 tartalmazo
oldatban 25 °C-on, egy 600 ms-es NOESY keverési idovel, 1024 ponttal az f2 tartomanyban

¢€s 256 ponttal az f1 tartomanyban. Itt a jelazonositast az MNova szoftverrel végeztiik.

Infravoros spektroszkdpia (ATR FTIR)
IR spektroszkopiat a peptidek szerkezetének, illetve a mas molekuldkkal torténd

kolcsonhatasainak (pl. lipidek) jobb megértéséhez alkalmaztuk. Az IR spektrumokat Varian
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2000 Scimitar Fourier-transzformaciés (FT-IR) spektrométerrel vettiik fel. A spektrométer
folyékony nitrogén hitéssel ellatott higany-kadmium-tellurid detektorral és tn. ,,Golden
Gate” egyreflexios gyémant ATR (csillapitott teljes reflexios) kiegészitdvel volt felszerelve.
Az ATR gyémant feliiletére 3-5 pl folyadékmintat cseppentettiink, amely levegén vald
beszaritassal szaraz filmmé alakult. A spektrumot a széaraz filmre vettiik fel 2 cm™ névleges
felbontassal 64 felvétel atlagolasaval. ATR korrekcid utan, a spektrumok kiértékelésére a

GRAMS/32 (Galactic, USA) és az Origin szoftvercsomagot hasznaltuk.

Morfologia és részecskeméret

Transzmisszids elektron mikroszképia (TEM), fagyasztva tort TEM (FF-TEM), krio-
elektronmikroszkdpia (cryo-EM)

Transzmisszios elektron mikroszkdopia A vizsgalt szerkezetekrdl és az azokbol kialakult
morfologiakrol torténd direkt képalkotdshoz transzmisszios electron mikroszkopia
segitségével rogzitettiink képeket egy Morgagni 268D késziiléket hasznalva (FEI, The
Netherlands). A késziilékbe helyezhetd mintatartokra a mintdk 2 pl-es cseppek formajaban
keriiltek. A mintatartd hald egy 200-as réz racs volt, melyen egy polivinil alkohol és
formaldehid kopolimerizacigjabol késziilt un. formvar kiegészitd film talalhato. A folosleges
folyadék 20 masodperc utdn keriilt eltavolitasra. Kontrasztanyagként 5% foszfo-volframsavat
alkalmaztunk, majd tiz perces kontaktidd utan a folosleges folyadék eltavolitasra keriilt és a
mintatm levegdn szdradni hagytuk.

Fagyasztva toréssel kapcsolt TEM A hagyoméanyos TEM méréseket kiegészitendd, a lipideket
tartalmazo mintadknal fagyasztva toréshez kapcsolt TEM-et is alkalmaztunk (Freeze-fracture
TEM, FF-TEM). A mintakbol kis mennyiséget (~1 pl) raktunk egy arany mintatartora, majd
folyékony freonnal —194 °C-on fagyasztottuk le. A mintakat —100 °C-on tortiik egy Balzers
fagyasztvatord eszkozzel. A torott feliiletekrdl szén-platina replikak késziiltek.
Krio-elektronmikroszkopia A krio-EM a TEM széritott mintaival szemben egy oldatfazisbol
kifagyasztott mintat vizsgal, ezaltal kozvetlenebb modon kapunk morfologia informaciot az
oldatfazisban kialakult rendszerekrdl. A mintdkat frissen plazmatisztitott TEM-racsokra
vittiik fel, majd folyékony etanban vitrifikaltuk egy Leica Microsystems késziilékkel. A
racsokat ezutan Autogrid kazettakba helyeztiik. A mintdkat Talos Arctica transzmisszios
elektronmikroszkdppal vizsgaltuk, a mikroszkopot 200 kV-on iizemeltetve. A mikroképeket

Falcon3 kozvetlen elektronérzékelo kameraval készitettik.
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Dinamikus fényszérédas mérés (DLS)

Az asszociatumok kialakulasanak tényét, illetve a mintdban levé nagyobb részecskék
méreteloszlasanak meghatarozasat DLS mérésekkel azonositottuk, mely technika egyike a
legalapvetdbb biofizikai eszkozoknek magasabb szervezodéseket vizsgald tanulméanyokhoz.
Az atlagos hidrodinamikai atmérordl (Dn) és a minta polidiszperzitasardl informaciot egy
W130i DLS mérésére dedikalt késziilék segitségével nyertiink (DLS, Avid Nano Ltd., High
Wycombe, UK). A méréseket 20 °C-on (szobahdmérséklet), egy didda 1ézer (660 nm) és egy
fotodioda detektor segitségével végeztik. A mérések dontden alacsony térfogatigényli
eldobhatd kiivettakban torténtek (lcm-es fénytav, UVette, Eppendorf Austria GmbH). A
mintak altalaban tobb puffer jelenlétében keriiltek vizsgalatra (pl. Tris-NaCl, HEPES-KCI,
vagy PBS). Az id6fliggd autokorrelacios fiiggvények felvétele 10 méasodperc alatt tortént, 10
db ismétléssel, mely utdn az atlagos eloszlasok keriiltek megjelenitésre. A mérési adatok

analizisét a késziilékhez tartozé iSize 3.0-s szoftvercsomaggal végeztiik.

Atomeré Mikroszkép (AFM)

Az atomerd mikroszkopia kivald technikai kialakult morfologidk méretének és alakjanak
megbizhatd tanulmanyozasdhoz. Az AFM-képeket egy Dimension 3100 atomero-
mikroszkoppal (AFM) rogzitettiikk, melyhez egy Nanoscope Illa vezérlét hasznaltunk. A
méréseket TappingModeTM rezgési modban végeztiik. A nyers mérési fajlokat a Nanoscope
szoftverrel dolgoztuk fel. A mérésekhez tiszta vizoldatbol 1 pl mintat cseppentettiink egy

(100) szilicium lemezre, majd parolgéssal hagytuk azt kiszaradni.

Szamitégépes modszerek

Kvantumkémiai szamolasok (QM)

A QM szamolasok kiemelt fontossagliak az olyan rendszerek szerkezeti tulajdonsagainak
megértésénél, melyekre jol definidlt MD szimulacids paraméterek nem elérhetdek. Ebbe a
tipikus csoportba tartoznak a dolgozatban szerepld nem természetes rendszerek, illetve azok
ritkabb, de elméletileg elérhetd oligomer szerkezetei. A kvantumkémiai szdmoldsok a
Gaussian 09, valamint Gaussian 13 szoftverekkel torténtek. A kiilonbozo szubsztiticios
mintazatok esetén igyekeztiink azonos nomenklattrat alkalmazni a kisérletek €s a szamoldsok
targyalasanal. A triazol monomerek esetében a teljes konformacios tér lefedéséhez 27 un.
,»Vvizvalaszto régiot” azonositottunk, majd ezekbdl kiindulva kerestiikk meg az energetikailag
stabil konformereket. A kezdeti optimalizalast els6sorban a RHF/3-21G elméleti szinten

végeztiik el, majd ezeket B3LYP tipusu stirliségfunkcionallal (Lee et al. 1988; Becke 1993),
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valamint Chai és Head-Gordon altal kifejlesztett ®B97X-D funkcionallal finomitottuk a 6-
311++G(2d,2p) bazist alkalmazva (Chai and Head-Gordon 2008). Utobbi tartalmazza a
diszperzids korrekciot €s hosszii hatotava elektron-korrekcidkat. Ezen feliil az M06-2X
funkcionalt is teszteltik (Zhao and Truhlar 2008). A hosszabb oligomerek masodlagos
szerkezet preferencidjanak becsléséhez, kordbban meghatarozott szerkezeteket alkalmaztunk
¢s ezeket az ®wB97x-D/6-31G(d) elméleti szinten optimalizaltuk. A kritikus pontok
validalasdhoz, valamint az energiahoz tartoz6 nulla ponti és hdmérsékleti korrekciok, €s
harmonikus entrépia hozzajarulasok kvantifikalasahoz normal mod analizist végeztiink el. Az
oldoszer hatasat az IEFPCM (Integral Equation Formalism for Polarizable Continuum Model)

oldoszer modellel vettiik figyelembe (Tomasi et al. 1999).

Dokkolasok

A peptid—kismolekula komplexek jobb megértéséhez lehetséges kezdeti komplex struktirakat
molekuladokkolasi szimulaciokkal generaltuk. A ligandot a peptidhez (pl. CM15), mint
receptorhoz két kiillonb6z6 megkozelitéssel dokkoltuk az Autodock 3 (AD3) szoftver
segitségével, rugalmas ligand- és merev receptor-dokkolast végezve (Motris et al. 1998). Az
Osszes peptid konformerre 6sszesen 1000 dokkolasi futés tortént, és a kapott kotédési energia
alapjan a legjobb 50 taldlatot valasztottuk ki. Emellett rugalmas receptor-dokkolést is
futtattunk, egy un. Dinamikus Molekuladokkolds (DMD) protokoll segitségével (Samsonov
et al. 2014). A fent leirt szimuldcidkat minden konformer esetében 100-szor megismételtiik,

ami Osszesen 2100 komplexet eredményezett.

Molekuladinamikai szamitasok (MD)

A molekuladinamikai szamoléasok alapvetd betekintést adnak kisebb asszocidtumok kezdeti
kialakuldséba és azok szerkezetének részleteibe, amire nagyon sokszor azért van sziikség,
mert ezek a rendszerek mas atomi felbontast ado kisérleti médszerekkel nem, vagy csak
nagyon nehezen tanulmdnyozhatoak. Az MD szimuldciokat tobb szoftver segitségével
végeztik. A CM15 rendszerek esetén a Gromacs2016.3 (Abraham et al. 2015), valamint
AMBER 16 (“AMBER 16, University of California, San Francisco.) szoftvereket hasznaltuk
az ff14SB50 és GAFF eroterekkel, valamint a GROMACS szoftvert a CHARMM236m
erotérrel (Huang and MacKerell 2013). A nem természetes PB-peptidek esetében a
CHARMM36m erdteret kibdvitettiik [-aminosavakhoz kifejlesztett torzids potencial
paramétereinkkel (Wacha et al. 2019).
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Ezen szimulaciok soran TIP3P vizet hasznaltunk és egy redukalt méretii oktaéder (truncated
octahedron) szimulacios dobozt. A peptid-kismolekula rendszerekben a magasabb
rendezddési szintek tanulmanyozasdhoz vizben, DOPC (PC, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine)-, valamint DOPC/DOPG (PC/PG, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[phosphorac-
(1-glycerol)] ) lipid kettds rétegek kornyezetében végeztiink szimulaciokat. Emellett az 1:1
aranyu peptid-kismolekula rendszerekre is végeztiink szamolasokat. A kettds réteget
tartalmazo szimulaciokhoz eldszor 128 lipiddel rendelkezé modelleket generaltunk a
CHARMM-GUI segitségével. A tiszta PC kettdsréteg (DOPC) lipideket, a PC/PG pedig 80%
DOPC lipidet és 20% (DOPG) lipidet tartalmazott. A rendszereket semlegesitettiik, és 150
mM koncentraciéban Na és CI™ ionokat adtunk hozza. Végiil 500 ns szimulaciokat futtattunk

melyeken periodikus hatarfeltételeket alkalmaztunk minden iranyban.

Parametrizalas

A suramin molekuldt az ANTECHAMBER csomag (Wang et al. 2006) segitségével
parametrizaltuk a GAFF erdtérhez (Wang et al. 2004). A molekuldt parametrizaltuk a
GROMACS 2018.3-as szoftvercsomag CHARMM36m erdter¢hez is. Ehhez a CgenFFv4.4.0
(Vanommeslaeghe et al. 2012; Vanommeslaeghe and MacKerell 2012) szoftvert hasznaltuk,
majd a CHARMM formatumrol a charmm2gmx python szkript (MacKerell lab) segitségével
konvertaltuk azt GROMACS formatumra.

Durva szemcsés szimulaciék (CG-MD)

A CG-MD szimulacidk a hagyomanyos minden atomot tartalmazé MD szdmitasokon tul (all-
atom MD), egyszerisitett molekulavdzzal dolgoznak, viszont jéval nagyobb rendszerekbe,
kiterjesztett idStartamon keresztiil engednek betekintést. Eppen ezért a CG-MD
makroszkopikus rendszerek kezdeti kialakuldsanak tanulmanyozasdhoz nagyon hasznos
modszer. A suramin molekulat a MARTINI v3.072 B verzidjanak erdterével paramétereztiik.
A CG-MD-t a GROMACS 2018.374 és a MARTINI v3.072 erdtér segitségével futtattuk. A
peptid-kismolekula komplexek kezdeti szerkezeteit a martinize Python szkript segitségével
alakitottuk CG modellekké. A kezdeti szerkezeteket a GROMACS genconf parancsaval
Osszefliztiik és egy 36 db CM15-bdl és 36 db suraminbdl all6 rendszert hoztunk létre. A
rendszert egy téglalap alaki doboz kozepébe helyeztiik, amit vizmolekuldkkal és 150 mM

crer

futtattuk. A lipideket tartalmaz6 szimuldciokhoz az insane Python szkript segitségével
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hoztunk 1étre kettdsrétegeket. Mind a PC, mind a PC/PG rétegek esetében 3195 x 3195 lipid
volt jelen. A PC/PG lipidaranya 80% DOPC ¢és 20% DOPG volt.

Sejtes vizsgalatok

Sejtes ¢és antibakteridlis vizsgalatokat a valasztott peptideken kollaboracio keretében
végeztiik, Bésze Szilvia (ELTE), Horvati Katalin (HUN-REN TTK), To6th Judit (HUN-REN
TTK), illetve Xiaolin Lu (Dél-Nanjing Egyetem) laborjaiban.

Human sejtvonalas vizsgalatok

A citotoxikus hatast MonoMac6 (human akut egy-sejtes leukémia) sejtvonalon mértiik. Az
eljaras elott a sejteket szérummentes RPMI-kozegben tenyésztettiik, lapos alju 96-os
mintatalon (15 000 sejt, 100 pl/mintatart6). A peptideket szérummentes kézegben 200 uM-es
végsO koncentracioban oldottuk fel, és kismolekulds komplexek esetén 1:1 illetve 1:2
molardnyt alkalmaztunk (peptid:kismolekula). Minden esetben négy parhuzamos mérést
végeztiink. A komponenseket 1,5 6rdn at inkubaltuk, majd a sejtvitalitast vizsgaltuk MTT
teszt segitségével. A citotoxicitas atlagértékét szorassal szazalékosan a peptid koncentracio

fliggvényében abrazoltuk.

Antimikrobidlis aktivitasvizsgalatok

A peptidrendszerek antibakterialis hatasvizsgalatait Escherichia coli és Streptococcus
pneumoniae baktériumokon végeztiik el. A baktériumok liofilizatuma Bouillon mediumban
keriilt feloldasra, melyeket ezutan 24 6ran keresztiil vér agar talon tenyésztettiik. A peptidek
hatékonysaganak ellendrzéséhez a 0,5 McFarland szabvany 50-szeres higitassal lett
elkészitve, majd 100 ul baktérium oldatot tettiink egy 96-os U-alakli mintatartoba.
Sejtmédiumként LB (Lysogeny broth) illetve MH (Mueller Hinton Broth) kdzegeket
hasznaltunk. Az adatok rogzitése 24 6ra inkubalas utan tortént. Minden mintat minimum

harom parhuzamossal mértiink, ezek atlagai keriiltek dbrazolasra, szorassal.

Fluoreszcens mikroszkopia

A DHVARA4 rendszerek esetében a tartrazin (TZ) és a peptid hatasat kiilonbozd sejtes
rendszerekre fluoerszcens mikroszkoppal is vizsgaltuk. Ehhez HeLa sejteken 5, 10 és 25 uM-
os fluoreszcensen jelolt peptidmintdkat (Cf-DHVAR4) és vele 1:1 ardnyban kevert TZ-t
hasznaltunk. A felvételeket szobahdémérsékleten készitettik egy Leica TCS SP8
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mikroszképon egy 40 x PLAN APO objektiv segitségével. Az apoptdzis vizsgalatokhoz
Alexa647 festékkel konjugalt annexin V-0t (ThermoFisher Scientific) hasznéltunk a
forgalmazo leirdsanak megfelelden. A vizualizaciohoz a LAS X 3.3.1 szoftvert hasznaltuk. A
Ctf-DHVARA4-hez és Alexa647-hez rendre a 488 nm és 633 nm gerjesztési hullamhosszt
alkalmaztuk, rendre az 500-550 nm-es és 650-800 nm-es detektalasi ablakkal.
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Eredmeények és diszkusszio

Természetes peptidek indukalt masodlagos szerkezete

Magasabb szervezédések kialakuldasahoz kapcsolt konformaciovaltozas — elvi
megfontolasok

Ebben a fejezetben mutatom be azon eredményeket, melyek antimikrobidlis peptidek és
szerves molekulak komplexképzése soran indukalt szerkezeti elemeket, a peptid-kismolekula
komplexek képzddését €s a nagyobb méretli asszociatumok kialakulasat részletezik biofizikai
szemszogbdl. A targyalas modja nem iddrendi, hanem inkédbb molekuléris szintek tematika;jat
koveti. Ezen beliil az atomi szinttél indulva a makromolekularis szintig az elméleti és kisérleti
vizsgalatok egymast kiegészitve keriilnek targyaldsra a két komponensii rendszerek esetén
bekovetkezd folyamatok 4tlathatobba tétele szempontjabol.

A bevezetésben taglaltak alapjan az antimikrobidlis peptidek esetében a peptidgerinc
oldatban rendezetlen szerkezete a rovid aminosavszekvencia, a valtakozé —dontben- azonos
toltésti vagy hidrofob oldalldncok, valamint a gerincben taldlhatd peptidkotések nagy
aranyban szolvatalt allapotanak kombindlt hatdsira eredeztethetd vissza. A megfigyelt
konformaciovaltozassal jaro lipid membranokra torténd asszociacio soran a lipid kettOsréteg
egyfajta dinamikus platformként szolgal az azt megkdzelitd peptid részére, mely eldsegiti,
hogy a hidrofob oldallancok orientdlddjanak a lipidek kevésbé szolvatalt acillanc régioja felé,
létesitenek elektrosztatikus kolcsonhatast az ellentétes toltésii, vagy részlegesen negativan
polarozott funkcios csoportokkal. Az igy kialakul6 monomer peptidek egyik legnagyobb
csoportja helikalis térszerkezetet vesz fel, am szamos reddzott, vagy kanyar alaku aktiv
konformacioval rendelkezd gazdavédd peptid is leirasra keriilt (Haney et al. 2017).
Természetesen meg kell emliteniink, hogy egyes peptidszekvencidk oldatfazisban cisztein
oldallancok kozott 1étesiilt diszulfid hidakkal stabilizalhatjak szerkezetiiket, melyek esetében
a biomembranra torténd adszorpcid soran a fentebb leirt térfogatvaltozads mértéke joval
mérsékeltebb. Kovetkezd 1épésként, - kisérd, asszocidciora hajlamos molekuldk hianyaban- a
funkci6 hatdsanak kifejtéséhez gyakran egy olyan magasabb asszociatumba rendezddés
kapcsolodik, mely alapot adott a peptidek szamos antimikrobialis mechanizmusat leird
modellek kifejlesztéséhez (1. abra). Noha a fenti hatdsmechanizmusok esetén szamos

megfejtendd részlet maradt, az elmult évtizedek alatt azonban egyre mélyebb betekintést
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nyerhettiink ezekbe, ¢és jelentds tuddsbazis segiti ma mar az elméleti és kisérleti uj

tanulmanyokat.

A magasabb rendezddés jelenléte a kozelmultban kimutatasra keriilt AMP-k és ellentétes
toltésti makromolekulak kozott is, RNS, DNS, heparin és egyéb bioldgiai polimerek spontan
alkotnak asszociatumokat (Hale and Hancock 2007; Ganguly et al. 2009; Zsila et al. 2018).
Ezekkel szemben az AMP-szerves kismolekula tipusu asszociatumok csoportja szinte
felderitetlen, nem értett tertilet, melynek sem szerkezeti aspektusait, sem potencialis bioldgiai
jelentdségét nem értjiik. Csoportunkbdl Zsila Ferenc és mtsai. munkéassdga nyoman néhany
kezdeti eredmény mutatta azt, hogy az AMP-k funkcionalis jelentdséggel bird
kismolekulakkal képesek rendezett, vagy részlegesen rendezett szupramolekularis
rendszereket képezni, melyeknek akar funkciondlis jelentdsége is lehet (Zsila et al. 2017;
2018). Ezek jobb megértéséhez a kezdeti iranyinditd eremények alapjan szisztematikusan is
tanulmanyoztuk két- és harom komponensu rendszerek viselkedését, ezzel jobb betekintést

remélve az AMP-k szervezddési tulajdonsagaiba.

Két komponensu rendszerek elméleti vizsgalata (D1)

., Gergo (telefon, Gdansk): -Te figyelj én ezt akkor is a JACS-be akarom kiildeni, azt akarom
lassak, hogy micsoda szutykot publikaltak ebbol!

T. (telefon, napsiitéses Magyar tudésok korutia): - 066, Gergd, de hat olvastad Peter Stang
valaszat nem? Hidba van igazad, ott policy, hogy kordbbi munkat kritizalo tanulmanyt nem
adnak ki, ez ellen 0 se tud mit tenni...

-Nem érdekel, akkor is kiildjiik be oda!

- Harom honap Lengyelorszagbdl kiesik két cikked, ez szuper eredmény, inkabb erre
koncentrdlj. Akartad, hogy irjak neki, hat irtam. Ezutan oda kiildeni nem hiilyeség
szerinted?

- En akkor is azt akarom, hogy lassak, oda kiildjiik!

- Hadd beszéljek Sergey-el is, és lassuk ¢ mit mond, ok?

-.....(csond)....(csond)...ok”

Kezdeti tanulményaink soran térszerkezetvaltozast tapasztaltunk az AMP-k esetén olyan
molekularendszerekkel is, melyek az antimikrobidlis peptidekhez képest -ellentétetes,
altalaban  tobbszords negativ  toltéssel rendelkeznek és amelyek az emlitett
biomakromolekulakhoz képest joval kisebb tomegliek. A jelenség tobb szempontbol is
érdekes. 1. Természetes biomolekuldk esetében egy ilyen komplexképzddés hatassal lehet
mind a gazdavédd peptid, mind pedig a kis biomolekula funkcidjara. 2. Az ilyen jellegii
kolesonhatasok lokalisan megjelenhetnek olyan mesterséges molekulakkal is, melyeket pl.
étkezés, vagy terdpia kozben visziink be szervezetiinkbe, ezzel potencialisan idélegesen

modositva immunrendszeriink teljesitOképességét. 3. Amennyiben a vizsgalt peptidek
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aktivitasa eképpen modulalhatd, ugy lehetdség van arra is, hogy a peptidek pl.
gyogyszermolekuldk célpontjai lehessenek, valamint természetesen kialakult szabalyozé
mechanizmusokra is ramutathatnak, melyek segitenek a molekularis bioldgiai folyamatok
egymasra hatasanak megértésében. Ezek olyan 0j lehetoségeket nyithatnak, mely sordn a
természetes gazdavédd peptidekre -pl. a fehérjékhez hasonléan- gydgyszercélpontként is

tekinthetiink a jovében.

o
NH NH
NHJJ\NH
0 o]
o
0, .0 0%/
0;3’ HN" S0 07 NH S8y

%
o 1707

Y
o] O:?:O 0=§=0 o]
(o] o}

8. abra. (fent) A suramin szerkezeti képlete. (lent) A CM15 antimikrobidlis peptid és suramin 1:1
komplexének MD szimulaciébdl szarmazo pillanatképe

A térszerkezet-valtozas egyik kulcseleme a tapasztalt kdlcsonhatasnak. Ugyanakkor ennek
molekularis szintli megvaldsuldsa nem tisztazott. A jelen rendszerek erds asszocidcids, illetve
aggregacios hajlanddsaga miatt a klasszikus modszerek, ugy, mint NMR spektroszkdpia, vagy
rontgenkrisztallografiai vizsgalatok nem bizonyultak alkalmasnak a folyamatok molekularis
szintli jobb megértéséhez. Eppen ezért a morfologiai és masodlagos szerkezetet vizsgald
biofizikai modszerek mellett szimulacidés technikdk alkalmazasa is indokolt. Erre
példarendszernek a szintetikus CM 15 peptid és a poliszulfonalt, 6 negativ toltéssel rendelkezd
suramin tiint idedlisnak, mivel a kezdeti kisérleti eredmények alapjan ez a rendszer kezdetben

szignifikans szerkezetvaltozast eredményezett. A két komponens alacsony aranyu keverése
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elészor feltehetden peptid-szerves molekula komplexek kialakuldsat eredményezte, melyet
nem kovetett azonnal makromolekularis félig rendezett asszocidtumok kialakuldsa. Ennek
megfelelden a peptid konformacios terét jartuk be MD szimulaciok segitségével (8. abra). A
szimulaciot tobb erdtérmodell segitségével futtattuk végig, mely igy tobb térszerkezeti

egységet (klasztert) eredményezett. Ezeket az eléfordulas sorrendjében rangsoroltuk.

9. abra. CM15 torzids szogeinek normalt eloszlasa suramin nélkiil (bal oldal) és suraminnal komplexalva (jobb
oldal). A helikalis konformaciodra jellemzé torzids szégek populaltsaga megnovekedik a suramin hatasara.

A konvencionalis MD szimulacidk alapjan azt lattuk, hogy a suramin inkabb stabilizalja a
peptidek helikalis térszerkezetét, semmint indukéalja annak kialakulasat. Eppen ezért
metadinamikai szimuldciokat futtattunk amelyekben a-helikalis térszerkezetbdl inditottunk
szamolasokat és azt vizsgaltuk, hogy a normalis (unbiased) szimul4acié mennyire megfeleléen
jarta be a konformacids teret. Azt tapasztaltuk, hogy a CM15 suramin jelenlétében sokkal
jobban megtartotta a kezdeti helikélis szerkezetet, mint a suramin nélkiili futtatdsok soran (1.
tablazat és 9. abra, 10. 4bra). Osszességében az elsd legnépesebb klaszterek a CM15-6t
Onmagaban tartalmazo szimuldcioknak 39,5%-t, viszont a CMI5-suramin rendszert
tartalmazoknak a 85,5%-t teszik ki. A DSSP (Define Secondary Structure of Proteins, fehérjék
masodlagos szerkezetét meghatdrozo algoritmus, (Kabsch and Sander 1983) szdmolésok
alapjan a suramin hatasara ezen helikalis klaszter populaltsiga kozel haromszorosara
emelkedett a suramin jelenléte miatt. fgy kiilonb6z6 szimulalasi modszerek mind egyazonos
eredményt adtak, amely nagymértékben erdsiti az elméleti szamolasok altal adott kvalitativ
megfigyelés megbizhatdsagat.

Rovid Osszefoglalasként elmondhato, hogy a kisérletileg korabban megfigyelt jelenséget
sikeresen tudtuk végigkisérni elméleti szimulacidkkal. A szabadentalpia szadmitdsok

segitségével meghatarozhatd volt, hogy a relative erés kotddés a suramin és a példa AMP-
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ként hasznalt CM15 molekula kozott jelentds entropia tagot is tartalmaz. A kotodési
szabadentalpidkat kiillonboz6 szerkezetekre meghatdrozva arra jutottunk, hogy nem egy
egyedi komplex képzddik, hanem inkabb egy olyan sokasdg melyben hasonl6 kdlcsonhatasok
alakulnak ki. Erdekes médon a suramin kozépsé, semleges része jarul a leginkabb hozza a
kotddéshez, mely ramutat -a toltések mellett- a van der Waals szabadentalpia hozzajaruldsok
jelentéségére a komplexképzddésben.

A torzios szogek vizsgalata alapjan kijelenthetd, hogy a suramin jelenléte nagy mértékben
novelte a helikalis konformaci6é szdzalékos eldfordulasat. Ezt aldtdmasztottdk a DSSP
szamolasok, valamint a metadinamikai szimulaciok is. Ez teljes mértékben megegyezik a
korabban elvégzett kisérleti megfigyelésekkel. Ugyanakkor, az itt elért atomi szintli felbontas
arra is ravilagitott, hogy a suramin jelenléte nem a feltekeredést segiti eld, hanem inkabb
stabilizdlja az AMP véletlenszerli konforméciovaltozasaiban a helikalis szerkezetet. Ez
kisérleti biofizikai modszerekkel nem lathato, ugyanakkor nagyon fontos megfigyelés, hiszen
igy érthetd, hogy bizonyos esetekben a suramin azért nem ér el ,,hélix indukald hatast”, mert
az adott szekvencia véletlenszerli dinamikaja soran nem vesz fel ilyen szerkezetet. Tekintettel
arra, hogy a kivélasztott példa szamos aspektusa altalanosithato AMP — kismolekula
komplexek kialakuldsa soran, utébbi megfigyelésnek jelentds szerepe lehet jovObeni

racionalis gyogyszer- és komplextervezés soran.

1. tablazat. A CM15 metadinamikai szimulaciéja soran kapott szerkezetek klaszteranalizise. A szimulacidkat
mind suramin nélkiil, mind suramin jelenlétében is futtattuk. (A értékekhez vezet6 szamolasok részleteihez
lasd (Kohut et al. 2019)).

Rendszer Klaszter |Klaszter |Helicitas Teljes populacio| Teljes helicitas
rang populacio |/ % részaranya / % /%
! %
CM15 1 13,1 333
CM15 2 7,9 0,0
CM15 3 73 73,3 39,5 9,7
CM15 4 6,6 0,4
CM15 5 4,6 0,2
CM15 + suramin 1 46,3 73,3
CM15 + suramin 2 19,0 0,0
CM15 + suramin 3 8.8 0,0 85,5 36,7
CM15 + suramin 4 8,3 33,3
CM15 + suramin 5 3,1 0,0
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10. abra. Metadinamikai szimulacidk klaszter analizise soran kapott CM15 reprezentativ
szerkezetek suramin nélkiil (bal) és suramin jelenlétében (jobb).
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A lizofoszfatidsav hatdsa peptidszekvenciak térszerkezetére (D2)

,, Tiinde: -Nem tudom, ahhoz, hogy lassak valamit fentebb kell mennem a koncentracioval. Ha
meg fentebb megyek akkor az LPA micellat képez. Hogy mérjem ezt ki, az egész olyan izéé,
olyan nyomi...

T: Jo lesz ez, szerintem kezd dsszedllni.

- Arrghh, HULYET KAPOK AMIKOR EZT MONDOD! (BUMM! #ajto)”

A fenti elméleti szamolasok mellett a két komponensii peptidek és egyéb molekulak kozott
1étrejovo kolesonhatasokhoz kapcsolt térszerkezet- és morfologiai megfigyeléseket kisérletes
modszerekkel is részletesen analizaltuk. Korabban emlitésre kertilt, hogy liposzémak, bicellak
és egyéb lipid kettdsrétegek jelenlétében ismert, hogy kiilonb6zd antimikrobidlis és
membranaktiv peptidek jelentds szerkezetvaltozdson mehetnek keresztiill mikdzben a
kettosréteg fejcsoport régidjahoz csatlakoznak. Ebben a munkdban szdmos AMP-t és
szekvencialisan igen hasonld fehérjerészletet vizsgaltunk, melyekre jellemz6 a bevezetdben
leirt szerkezetvaltozas. Ennek indukéldsdhoz azonban nem lipid kettdsréteggel rendelkezd
komplexebb lipid szerkezetet vettiink alapul, hanem egy lipid jelzOmolekuldt, a
lizofoszfatidsavat (LPA). Ezen vizsgalatok jelentdsége abbol fakad, hogy amennyiben
jelent6s kolesonhatasokat talalunk, ugy olyan endogén molekulak képesek szabalyozni AMP-
k és rendezetlen fehérjerégiok szerkezetét, melyek potencialisan egyiitt lehetnek jelen in vivo
kortilmények kozott a vizsgéalt peptidrészletekkel, mely biokémiai folyamatok

szabalyozasanak megértésé¢hez fontos betekintést adhat ( 2. tablazat).

2. tablazat. A tanulmanyban alkalmazott peptidek. AMP, CBD, és MBD roviditésekkel az antimikrobialis (és
gazdavédd) peptideket, a calmodulin k6t6 motivumokat, valamint a membran koté doméneket jeloltem. A
kationos aminosavak piros, az anionosak kék, a triptofanok pedig z6ld szinnel vannak feltiintetve.

Peptid Tipus Szekvencia Anslzig;:av
MEL, melittin AMP GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-amid 26
MAS, mastoparan AMP INLKALAALAKKIL-amid 14
CM15 AMP Ac-KWKLFKKIGAVLKVL-amid 15
Dhvar4 AMP KRLFKKLLFSLRKY 14
BUF, buforin AMP AGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY 39
GAP43(p)IQ CBD AATKIQA (p) SFRGHITRKKLKGEKKDD 25
IP3R1, IP3R1 peptidel CBD KSHNIVQKTALNWRLSARNAAR 22
IP3R2, IP3R1 peptide2 =~ CBD ENRKLLGTVIQYGNVIQLLHLKS 23

RYR CBD KSKKAVI/HKLLSKQRRRAVVACFRMTPLYN 30
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11. abra. A peptidek tavoli UV-CD spektrumai LPA hianyaban (fekete) és jelenlétében (piros). Az indukalt
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masodlagos szerkezet f6ként helikalis (fels6 sor), vagy f—reddzott réteg (kozépsé sorok).

Az indukalt konformaciovaltozast elsdsorban polarizalt fényspektroszkopidval kovettiik. A

CD spektroszkopids eredmények egyértelmiien megmutattdk, hogy egy olyan endogén lipid

eredetli jelmolekula, mint az LPA is képes masodlagos szerkezet felvételét indukalni szamos
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rendezetlen AMP és hasonl6 fehérjerészlet esetén. Tekintettel, hogy mind az AMP-k, mind a
példaként vizsgalt kalmodulin-kotd fehérje régiok esetében az aktiv szerkezeti alak a helikalis,
a vizsgalat eredménye azt mutatja, hogy az LPA képes ezek aktiv alakjat eldmozditani pl. a
rovarméreg melittin és mastoparan, valamint a kalmodulin k&t IPR3P1 motivum esetében
(11. dbra). Ezzel szemben, olyan markéns szerkezetvaltozasokat is azonositottunk, melyeknél
megndvekedett a B-red6zott réteg kialakuldsa ami a vizsgalt peptidek esetén nem jellemzd,
ritka masodlagos szerkezet. Hogy a jelenség mogott allo okokat részben megérthessiik,
megvizsgaltuk a peptidek molekularis szintii szerkezeti kiilonbségeit egy leegyszersitett
vizualizacios modszerrel is, fokuszalva arra, hogy a hidrofob, valamint hidrofil
szekvenciarészek mely felvett masodlagos szerkezet (a-hélix, vagy B-redd) esetén mutatnak
szisztematikus egy helyre torténd rendezédést. Osszevetve a megfigyeléseket a kisérleti
eredményekkel a kdvetkezd harom sematikus kdlesonhatés tipust azonositottuk (12. abra).

1. Korabbi tanulméanyok egyértelmiien kimutattdk, hogy hosszabb, apolaris szekvencidk
gyakran helikalis szerkezetet vesznek fel, majd a membran kettdsrétegébe dgyazddnak
(Nordén et al. 2010). Ekkor a hélix masodlagos szerkezet sikeresen lefedi a peptidkotések
poléaros részeit az apolaris oldallancokkal, igy a lipid kettdsréteg inkédbb utdbbiakkal
érintkezik. A megfigyeléseink alapjan a melittin és mastoparan valoszintileg hasonlé
modon 1épett kdlcsonhatasba az LPA-val, mely a vizsgalt koncentracioban mar micellas
alakban volt jelen. Ezen peptidek esetén egy hossza apoléris régio figyelheté meg, a
toltéssel rendelkezd aminosavak nagyrészt a szekvencia termindlis részein talalhatoak,
mely régio igy a lipid kornyezetbdl kilogva a polaros vizes kozegben szolvatalodhat. Erre
a kotddési modra utal a melittin Trp fluoreszencidjat kovetd mérésiink is, mely soran a
tapasztalt markans fluoreszcencia valtozas alapjan feltételeztem, hogy a Trp és
kornyezete mélyen az LPA micelldk belsejébe keriil (Juhasz et al. 2018).

2. Ezzel szemben pl. a mastoparan, vagy az IP3R1 tipusu peptideknél azt figyelhettiik meg,
hogy helikalis szerkezetnél az apolaris régiok nagyrészt a hélix egyik oldalara, mig a
polaris oldallancok a hélix masik oldaléara kertilnek. Ezek esetében éppen ezért egy olyan
kapcsolat valoszintisithetd az LPA micellakkal, melyek soran a peptid helikélis alakban
»rafekszik” a micella felszinére az apolaris felével, mikozben a toltéssel rendelkezd
oldallancok a vizes fazis felé¢ mutatnak. Ez az elrendezés jellemz0 a lipid kettOsrétegeken
,szonyeg” modellek esetében is (Brogden 2005).

3. A CD ¢és IR vizsgalatok azonban szdmos vizsgalt peptid esetében mutattak nyujtott -
reddzott, vagy PB-szalra jellemzdé spektrumokat is. Ezekben a peptidekben altalaban

keverednek a polaris és apolaris régiok, és feltehetd, hogy a nyujtott konformacid
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elésegitheti a polaris és apolaris csoportok jobb szétvalasztasat a peptidlanc egyik illetve

masik oldalara.

Az LPA-val torténd kolcsonhatasok a vizsgalt peptidek esetén olyan masodlagos
szerkezeteket eredményeztek, melyeket korabban az adott szekvenciara még nem
azonositottak. A vizsgalatok ramutattak arra, hogy az LPA milyen mechanizmusok mentén
egy koncentracio-fiiggés mentén. Hozza kell tenniink, hogy ez a lipid kismolekula 6nmagaban
is képes micellakba rendezdédni, mellyel igy egyszerre kaptunk egy monomeres, és egy
egyszerusitett kettOsréteget képezd kolcsonhatd part. Ezek alapjan a kdvetkezd specifikus
megfigyeléseket tettilk: (1) a Trp aminosavak atrendezddik az LPA lipid klaszetereinek
belsejébe, (2) a két kdtddd partner kozott tobszords kapesolddasi pont alakul ki molekularis
szinten, (3) az LPA-kbol all6 asszocidtumokhoz tobb peptid is kapcsolodik, az erre vonatkozé
kotodési affinitds az alacsony mikromolaris tartomanyban van, (4) az LPA jelentds

szelektivitassal bir a tobbi hasonlo szerkezetli detergenshez ¢€s lipidhez képest.

-
12. abra A vizsgalt peptidek LPA micellakkal torténd lehetséges kdlcsonhatasait leiro harom sematikus
modell. Micelldaba agyazott helikalis peptid (bal), Helikalis peptid a micella feliiletén (k6zép) és egy
kinyujtott B-szal szinten a felszinen (jobb).

Ezen kisérletek soran sikeriilt olyan konformaciovaltozasokat megfigyelniink, melyek az adott
AMP-k esetében atipikusak, eddig nem tapasztaltak. Az eredmények igy nem csak az LPA és
peptid kolcsonhatasok természetébe adtak betekintést, hanem altalanossagban is értékelhetdek
¢s alatdmasztjak, hogy az AMP-k esetén szdmos aktiv mechanizmus még ismeretlen, és azok
valdszintisithetéen tulmutatnak a kozvetlen membranon kifejtett toxikus hatdson, vagy egy
sejten beliili célfehérjéhez vald kotddésen. A konkrét LPA-val kapott eredmények kimutatjak
az LPA modulalo6 hatasat a peptidek szerkezetére nézve. Ezek alapjan varhato, hogy az AMP-
k in vivo koriilmények kozott egzotikusabb konforméciok felvételével képesek eredeti

funkcidjukhoz képest komplementer feladatot is ellatni az immunrendszer mitkddésében.
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Quorum érzékel6 molekuldk szupramolekularis asszociatumai (D3)

A gazdaveédd peptidek széleskorii bioldgiai funkcidit egyre tobb tanulmény tamasztja ald
(Hancock et al. 2016). Ezek koziil érdemes megemliteni a sebgyogyulasban, angiogenezisben,
valamint altalanos immunszabalyozasban feltart szerepeiket. Az el6z6 fejezetben molekularis
alapon mutattuk be, hogy human jelzomolekuldk képesek asszocidtumokat képezni AMP-
kkel, mely soran egyedi szerkezetek jelennek meg a peptidek esetében. Ennek
folyomanyaként vizsgaltuk, hogy képesek-e mas hasonlod funkciot betoltd molekulakkal is
kolcsonhatni. Ezek koziil az egyik legérdekesebb a bakterialis biofilmekben levo baktériumok
kozotti kommunikacoért felelds, az un. quorum sensing (quorum érzékeld, QS) molekulak
csoportja. Tekintettel arra, hogy a baktériumok esetén a biofilm képzés az egyik
leghatékonyabb modja a kismolekulés antibiotikumok végzetes hatdsainak kivédésere, ezért
ennek lebontédsa kiilondsen fontos terapids cél. Ehhez kapcsoléddan érdemes megjegyezni,
hogy szamos gazdavédd peptid esetében (pl. LL-37) feljegyezték, hogy antibiofilm hatasa
erésebb, mint kdzvetlen baktériumo6lé mechanizmusa (Grassi et al. 2017; Koo et al. 2017).
Ennek molekularis alapja ugyanakkor egyaltaldn nem értett. Eppen ezért vizsgaltuk, hogy QS
molekulakkal képesek lehetnek-e az AMP-k a human endogén vegyiiletekhez hasonlé moédon
komplexképzddéssel jardo kolcsonhatasra 1épni. Ehhez kivalasztottuk az elébb emlitett
reprezentativ LL-37 gazdavédd peptidet, valamint a Pseudomonas aureginosa kinolon jelzd
molekulajat (Pseudomonas quinolone signal, PQS) (13. abra) és arra voltunk kivancsiak, hogy

a kett6 a fentieckhez hasonld konformaciovaltozassal jelzi-e komplexképzddési
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13. dbra. PQS abszorbancia spektruma PBS-ben. Jobb feliil a PQS molekula
szerkezeti képlete.
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hajland6sagukat. A kezdeti CD ¢és abszorpcids spektrumok felvétele utan lathatéd volt, hogy a
PQS ¢és LL-37 interakciojakor egyedi koasszocidciok alakulnak ki, melyek a CD
spektrumokban indukalt CD jeleket produkalnak (14. abra).

A megfigyelhetd indukalt CD jelek pozicidoi megegyeznek az egyébként akiralis PQS
molekula fobb abszorpcids csucsaival. Ezeknek megjelenését a kiralis peptiddel alkotott —
nagy valosziniiséggel rendezett — asszociatumok keletkezése indukélhatja. A PQS éltal
elinditott aggregacios jelenséget kovettiik dinamikus fényszorodas mérésekkel is (DLS),
melyek igazoltdk, hogy az LL-37 6nmagaban nem alkot asszociatumot, &m a PQS-el valo
titralds jelentésen megnovekedett hidrodinamikai atmérével rendelkezd részecskéket

eredményez.
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14. abra. Az LL-37 peptid PQS-sel torténd titralasa soran kapott
indukalt CD -, és elnyelési spektrum

A CD spektrumban megjelend két csucs 260 nm-nél és 375 nm-nél a titrdlds sorén

egyértelmiien a folyamatosan novelt PQS koncentraciéo eredményeként jelenik meg. A 375
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nm-nél 1évo sav két intenziv Cotton-hatas (Cotton effect, CE) miatt ellentétes eldjelit CD jellé
valik ketté. Az alacsonyabb hulldmhosszi 260 nm-es sdvnal hasonld, de ellentétes irdny
kettévalast latunk. A CE-k hatasa egyértelmiien nétt titralas soran, ami mentén azonban nem
jelentkezik telitddés, még 15-szords PQS tobblet esetén sem. Ezek alapjan azt a kdvetkeztetést
vontuk le, hogy a peptid lancai nagy valdszintiséggel molekuléris templatként szolgalnak a
PQS molekulak szamara, melyek igy kiralis szupramolekularis asszociatumokat épitenek fel.
Erdemes megjegyezniink, hogy egymashoz parhuzamosan rendezett PQS molekulak esetén
nem ¢érhetd el kiralis asszociatum. Ezek alapjan valdszinti, hogy egy J-tipusi aggregatumot
képez a rendszer, melyben egy azonos iranyu - nagyjabol azonos méretii- csavarodas jelenik
meg az egyes molekulak kozott (15. abra). Ezt valamilyen modon az LL-37-el kozos kapcsolat
hatarozza meg, mely aztan jo eséllyel terjed végig a felépiilés soran a teljes makromolekulan.
Az exciton kiralitasi szabalyok alapjan - melyek ramutatnak, hogy a jelek felhasadasa és
eléjelvaltasuk sorrendje a kolcsonhatd atmeneti momentumokbol ered - kdvetkeztethetiink
arra, hogy a hosszl tengely mentén milyen irdny a csavarodas menete (Boiadjiev and
Lightner 2005; Pescitelli et al. 2014). Az alacsonyabb hulldmhosszi negativat kdvetd
magasabb hulldmhosszl pozitiv sav dramutato irdnydval megegyezd csavarodast jelez, mig
ennek ellenkezdje 6ramutatoval ellentétes iranyt ad.

Tekintettel a dominans sdvban tapasztalt iranyra, feltételezhetd, hogy a PQS - LL-37
koasszocidtumon beliill egy o6ramutatd jarasaval ellentétes irdny valdsul meg. Az ezzel
ellentétes iranyt javaslo 260 nm-es sav felhasadédsa esetében valosziniisithetd, hogy bizonyos
elektronikus atmeneti dip6lusmomentumok a hidroxikinolon gytiriin beliil pont ellentétesen
kapcsolddnak a kialakult morfolégian beliil (15. abra).

Osszeségében elmondhato, hogy a biofilmekben jelen 1évé QS kommunikacié egy nagyon
fontos jelzérendszer, mely szabalyozza a virulans faktorokat, a biofilm diszperziojat és ezzel
terjedését, valamint eldsegiti az antibiotikum rezisztencia terjedéséhez sziikséges kulcs
molekulak sejtek kozotti transzportjat. Eppen ezért potens stratégiai irdny a biofilmek
gyengitése felé ezen kommunikécios rendszer akadalyozasa, ellehetetlenitése. Hasonldan a
sziderofér molekuldk semlegesitésében szerepet jatsz6 LL-37 — sziderofor komplexek
kialakulasédhoz (Zsila and Beke-Somfai 2020), az itt megfigyelt kdlcsonhatasok betekintést,
részleges magyarazatot adhatnak a gazdavédd peptidek antibiofilm hatasanak molekularis
alapjaira. Sajnos biofilmeken beliil ezek megfigyelése még nem megoldott, igy a jelenség
teljes megértése még tavolabbi cél. Az in vitro megfigyelt kirdlis szupramolekularis
rendszerek tovabbi vizsgalata, jobb megértése mikroszkopids mérésekkel természetesen

szintén sziikséges, &m mar jelen formaban is fontos tdmpontokkal lathatja el az in vivo
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folyamatok kezdeti megértését. Az eredmények és a PQS-sel torténd komplexképzés ezeken
felil ramutat a gazdavédd peptidek diverz potencidlis védekezési modjaira mikrobidlis

fertozések esetén.
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15. abra. A PQS f6bb elektronikus atmeneti dipdlusmomentumainak elméleti titon szamolt
iranyultsaga, és az indukalt CD jelek alapjan a molekulak morfolégian beliili relativ csavart
elrendez6désének lehetséges értelmezése.

AMP-k magasabb szintli szervezddése endogén vegyiiletekkel (D4)

A korabbi vizsgalatok nyoman kezdeti kisérleteket végeztiink arra vonatkozoan is, hogy vajon
endogén vegyliletek befolydsolhatjdk-e az antimikrobialis gazdavédo peptidek asszociacidjat.
Kezdeti kisérleteink azt mutattak, hogy bizonyos szintetikus peptidek kdlcsonhatnak hemin
metabolitokkal (16. abra). Ezek alapjan kivalasztottunk 9 AMP-t — koztiik tobb természetes
gazdavédd peptidet-, hogy megvizsgaljuk a hemin- illetve biliverdinnel esetleges

kolcsonhatasukat, a kialakulé magasabb rendii asszociaciokat, valamint ezen kdlcsonhatasok
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potencidlis biologiai jelentdségét (3. tablazat). Referenciaként a melittin nevii méhméreg

peptidet valasztottuk.

3. tablazat. Heminnel és Biliverdinnel torténé kolcs6nhatas és asszociacio vizsgalatahoz hasznalt
antimikrobiadlis tulajdonsagu peptidek

Peptid Eredete Szekvencia Aminosavszam  Toltés
o . GIGAVLKVLTTGLPALISWI
Melittin Rovar méreg KRKRQQ 26 +6
CM15 Szintetikus hybrid KWKLFKKIGAVLKVL 15 +6
. LLGDFFRKSKEKIGKEFKRI
LL-37 Human VQRIKDFLRNLVPRTES 37 7
FK-16 LL-37-bédl szarmaztatott FKRIVQRIKDFLRNLV 16 +5
Béka gyomor, hiszton- AGRGKQGGKVRAKAKTRS
Buforin I szarmazék, Human SRAGLQFPVGRVHRLLRKG 39 +13
gyomorfolyadék?® NY?
Human nyal hisztatinbol
Dhvar4 szarmaztatott, KRLFKKLLFSLRKY 14 +7
szintetikus
Macropin 1 Rovar méreg GFGMALKLLK KVL 13 +4
Lasioglossin III Rovar méreg VNWKKVLGKI IKVAK 15 +3
Temporin-La Béka bor LLRHVVKILE KYL 13 +6

A kolcsonhatashoz kapcsolédd potencidlis konformdaciovaltozast CD  spektroszkopia
segitségével vizsgaltuk. Onalloan pufferben a vizsgalt peptidek szinte mindegyike egy ~200
nm-nél negativ csuccsal jellemzett, rendezetlen szerkezetnek megfelelé CD spektrumot mutat.
A peptidekhez 0-3 ekvivalensnek megfeleld hemint -, mely a természetben megtalalhaté hem

leggyakrabban alkalmazott kisérleti megfeleldje-, illetve biliverdint adtunk (17. abra).

COOH COOH COOH COOH

Hemin Biliverdin

16. abra. Hemin és biliverdin szerkezete



seke o e S YA T AtESs_351_25 ¢

A CD spektrumokon lathato jelentds valtozasok minden esetben arra engednek kovetkeztetni,
hogy a hemin jelenléte mér 1:1 ardnyban is jelentds helikalis feltekerddéssel jar a legtobb
vizsgalt peptid esetében. Kivételek a mar eleve részleges hélix konforméciét mutatdé LL-37,
valamint a tovabbra is rendezetlen buforin, azonban a jelentds valtozasok a CD spektrumban
ezeknél is kolcsOnhatasra mutatnak, mely valdszinilileg asszocidtumok megjelenését is
elérevetiti. Az LL-37 esetében az enyhe intenzitascsokkenés mellett figyelemre méltd az a-
hélixre jellemz6 208 nm-nél és 222 nm-nél 1évo két negativ csucs ardnyanak valtozasa, amely
soran a 222 nm-es csucs enyhe vordseltolodast is mutat. Ez azt jelzi, hogy bar a helikélis

szerkezet megtartott, az n-n* atmenethez kapcsolodd csucsnal a hélix peptidkotéseinek
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1 L
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17. abra. Kivalasztott peptidek CD spektrumainak valtozasa heminnel torténd titralas soran. A
kialakult masodlagos szerkezet a legtébb peptidnél helikalis.

karbonilcsoportjai egy hidrofobabb kornyezetbe keriilhetnek, ahol a w* energiaszintje
valamelyest stabilizadlodhat. Ezt a jelenséget nem latjuk az LL-37 16-os szekvenciarészletébdl
all6 FK-16-nal, ami azt mutatja, hogy az FK-16-hoz képest az LL-37 esetlegesen magasabb

szintli asszociatumokat képezhet.

Ezen nagyobb méretli molekula-szervezddések megjelenésének igazolasara tobb valasztott
mintdn DLS méréseket végeztiink, melyek kimutattdk, hogy az oldatban a kezdeti
komplexképzésen feliil mikrométeres nagysagu asszociatumok is kialakulnak. A morfologiak

kialakulasat nagy valoszinliséggel az 1:1, 1:2, illetve 1:3 peptid:hemin arany esetén a
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részleges, vagy teljes toltéskioltas, valamint a hidrofob szekvencia régiok és a porfirinvazon
talalhato aromds ¢és a peptidek aminosav oldalldncain fellelhetd telitetlen aciklusos
molekularészletek egymashoz tapadasaval elindulé komplexképzés spontan médon indukalja.

(18. abra).

e 1.0
|l = —=x
° 0.8 e} 0.8 1 -
S ©
2 o6l Hemin + = 0.6-
g —LL-37 \ %
< o044 FK-16 \ < o4 Melittin +
Bufgr!n —hemin 1 eq
0.2 Melittin . hemin 2 eq
CM15 Vi ——hemin 3 eq
0.0 e 0.0 4
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18. abra. Peptid-hemin komplexek asszociatumainak kialakulasa. DLS korrelacids fliggvények,
amelyek peptid-hemint asszociatumokat mutatnak a nanométer— mikrométer tartomanyokban.

Ezek a nagyobb morfologidk megfigyelhetdek a kivalasztott peptidekrdl késziilt TEM abrakon
is, am itt érdemes észrevenni az egyes morfologidk mérete €s kiterjedtsége kozott tapasztalt
jelent6s kiillonbségeket (19. abra). Mig a vizsgalt négy antimikrobialis peptidbdl az LL-37,
valamint a melittin kiterjedt, tobb mikrométeres morfoloégidkat mutat, addig az FK-16 és

buforin joval kisebb, néhany sz4z nanométeres, 6nallo asszocidtumokat alkot.

Itt érdemes megemliteni, hogy a 37 aminosavas LL-37 egy az egyben tartalmazza a 16-
aminosavas FK-16 szekvenciat, ennek ellenére lényeges kiilonbség mutatkozik a TEM
abrdkon a magasabb szervezddés kiterjedtségében. A CD gorbék alapjan nagy
valoszinliséggel az LL-37 esetében lathato nagyrészt helikalis peptid alkot egy rendezettebb
asszociatumot, mely aztdn helikalis szerkezetli oligomer-asszociatumokbol rendezddik a
TEM dabrédkon lathato kiterjedt halozattd. Ezzel szemben az FK-16 heminnel torténd
A kozelmultban krio-EM technikédval sikeriilt kimutatni az LL-37 17-29-es régidjanak
helikalis szupramolekuléris szerkezeteit (Engelberg and Landau 2020). Ebben a
tanulmanyban a 13-aminosavas szegmens pont az FK-16 szekvenciatartomanybol szdrmazik,
mely mutatja, hogy mind az FK-16, mind az LL-37 mar 6ndlléan is nagy affinitdst mutat

onrendezddésre, ami azonban a vizsgalt endogén molekulakkal tovabb alakithato.
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mutatnak

A mikrométerti asszociatumok kialakulasanak fontos aspektusa, hogy azok hogyan
valtoztathatjdk meg a peptidek membranaktivitasat. Ezt vizsgaltuk kiilonb6zé modell
liposzémak esetében is. A melittin rovidebb szekvencia-részletét tartalmazd szintetikus
CM15-r6l ismert, hogy szelektiven kotddik a negativ toltésti membranokhoz, és hemolitikus
aktivitasa alacsonyabb (Tosteson et al. 1985; Sato and Feix 2008). Ennek megfeleléen a CM 15
esetében a PC liposzomahoz csak részleges kotodést figyeltink meg. Amennyiben a
rendszerhez hemint adunk, tgy a CD gorbe alapjan megndvekedett helicitast lattunk.
Hasonloan, az LL-37 esetében sem volt megfigyelhetd nagyobb konformaciovaltozas a
liposzémak esetében. Ugyanakkor a hemin jelenléte hasonlé — asszociatumokra jellemzo-
helikalis CD gorbét eredményezett, mind egyediil, mind liposzomak jelenlétében. Erdekes
moddon az FK-16 esetén nagyobb konformacidvaltozas megy végbe heminnel vald titralas
esetén (17. dbra). Az elért gorbe jellege fennmarad liposzémak esetében is, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ismét a hemin kétodés a dominansabb. Noha a buforin spektruma a tobbi
vizsgalt peptidhez képest jelentdsen kiillonbozd konformaciét feltételez, az viszont hasonlo,

hogy a liposzomak jelenléte itt sem okoz relativ valtozast a hemin-kotott allapoton.
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Altalanossagban elmondhat6, hogy a nagy méretii asszociatumok kialakuldsa a heminek és
liposzémak jelenlétében a spektralis csucsok intenzitdscsokkenését eredményezi mindegyik
vizsgalt peptid esetében. Nagyon hasonld eredményeket kaptunk a triptofan tartalmu
peptideknél mért fluoreszcencia kioltasat vizsgald mérésekkel is (20. abra). Ezek arra
engednek kovetkeztetni, hogy a heminnel torténd kdlcsonhatés preferalt a membrankotddéssel
szemben. Ugyanakkor, a fluoreszcens mérések azt is kimutattak, hogy a harom komponensii
rendszerek esetén az asszociatumok mind a harom komponenst tartalmazzak: AMP-ket,

hemin molekulakat és liposzomakat is.

© —m—melittin + hemin —m— CM15 + hemin
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20. abra. Fluoreszcencia titralas kivalasztott triptofant tartalmazé peptidekkel hemin
jelenlétében, hianyaban és modellmembranokkal.

A fentiek megmutattak, hogy a heminre adott valaszok peptidenként eltérdek lehetnek. Ennek
tovabbi vizsgalatara LD méréseket végeztiink (21. 4bra). Ezek kimutattdk, hogy a hemin
molekulak mar magukban is képesek szerkezetileg rendezett modon adszorbealddni és
orientalodni a lipid kettdsrétegeken. Erre a 300-400 nm régioban lathato széles negativ sav,
valamint az élesebb 410-420 nm-nél levd pozitiv csucs utal, melyek az abszorbancia spektrum
alapjan a hem csoport Soret savjabdl eredeztethetdek. Korabbiak alapjan ebben a kotddeési
modusban a hem két ortogonalisan elhelyezkedd 4atmeneti dipdlus momentumabol egyik a
membran normaljaval, a masik pedig a membran felszinével all preferentaltan parhuzamosan.
Ezt az orientaciot semleges lipidekbdl allo kettdsréteg esetében mind a két vizsgalt peptid
jelentdsen csokkenti, mely alapjdn a harom komponensii rendszerben a hemin orientacidja
véletlenszerlivé valik. Ezzel szemben a negativ feliileti PC/PG liposzomék esetén a hemin
kezdetben alacsony jelintenzitasti spektrumot ad, mely jelentdsen megndvekedik a peptidek
jelenlétekor. Ezek alapjan sejthetd, hogy egy membran-kotott peptid-hemin asszociacid
jelenik meg, melyben a hemin pozicioja parhuzamos a felszinnel a CM-15 esetében, viszont

erre inkabb merdleges, ha LL-37-el vizsgaljuk.
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A harom komponensii rendszerek esetén elmondhatd, hogy a peptidek helikalis szerkezete
csak részlegesen marad meg a hemin jelenlétében, ¢€s akkor is csak a PC/PG liposzoémak
esetén. Ezt a megfigyelést tamasztjak ala azon Trp fluoreszcencia mérések, melyek szintén
azt mutattdk, hogy a harom komponensii rendszerben a peptidek lazdbb kapcsolatban

maradtak a membrannal.
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21. abra. Orientalt k6t6dés heminhez, modellmembranokon peptidek jelenlétében és hianyaban. Az LD
és abszorpcios spektrumokat PBS-ben, 50% szacharozzal kiegészitve vettiik fel. A harom komponensi
rendszerekben a hemin hozzdadasa peptidekkel elGinkubalt liposzoémas mintakhoz tortént.

A fentiek bioldgiai relevancidjat sejtes esszékkel teszteltiik. Ezek egyértelmiien kimutattak,
hogy az LL-37 citotoxikus hatasat jelentésen csokkenti a hemin jelenléte. (22. abra). Ezzel
feltehetdleg az immunrendszer képes lehet modulélni a talexpresszalt AMP-k sajat sejtekre
karos hatéasat, ezaltal kontrollalni a kiilsé fertézésekre torténd immunvalaszt (Kumar and
Bandyopadhyay 2005; Schmitt et al. 1993).

Ugyanakkor érdemes figyelembe venni a hemin toxikus bioldgiai hatdsat is, hiszen az
eredmények a peptidek hem-kotd tulajdonsagéat, valamint azokkal torténd magasabb
asszociaciok jelenlétét altalanossadgban is mutatjak. A megfigyelés, miszerint a membranokkal
szemben pl. a hemin és metabolitjainak kotddése preferaltnak tlinik a vizsgalt AMP-k

esetében, alapvetden atértelmezi a korabban a szélesebb kutatdi kozdsségben rogziilt
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szemléletet, nevezetesen azt, hogy az AMP-k funkcidja kimeriil az ellenséges mikrobialis
membran roncsolasaban.

Eredményeinkre is hivatkozva egy viszonylag friss tanulmény azonositott egy 24 aminosavas
peptidet, mely az altalunk vizsgaltakhoz képest 1000 szeres mértékben képes hemet kotni €s
azzal asszociatumokat képezni (Sankari et al. 2022). Idézett tanulmany szerz6i az MIT-r6l
egy amerikai szabadalom keretében le is védették a hem rogzitd peptidek csaladjat, ezek
terdpias potencialja miatt. Ezen példak jol mutatjak, hogy a fenti kdlcsonhatasok in vitro
vizsgalata kozvetleniil stimulalja a biologiai kdlcsonhatasok megértését, és az eredmények az
¢lovilag igen tagan értelmezett részein mutathatnak ra konkrét 6sszefliggésekre, illetve ezen

megfigyeléseknek kozvetve terapids és gazdasagi relevancidja is lehet.
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22. abra. Citosztatikus és citotoxikus hatasok EBC-1 sejteken nézve. A sejtvizsgalatokat LL-37 és hemin,
illetve biliverdin jelenlétében és hidnyaban végeztiik. (bal) EIS sejtek relativ ardnya. (jobb)
Fénymikroszkdpos képek a sejtek 3 6ras kezelése utan. A megfigyelhetd sotét foltok a sejtek korili
hattérben a peptid-hemin asszociaciok kialakulasat jelzi.
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Harom komponensU rendszerek kialakulasanak szimulacids és kisérletes vizsgalata
(D5, D6)

T (TTK Varga Zoltan szobaja): Khm. Ne vedd zaklatasnak, de kb. masfél éve varunk a TEM
képekre, plane a fagyasztva térésre, esetleg lehetne, hogy ne a Richteres mintdk keriiljenek
elore, hanem a miénk?

Z.V. (vorosodve): Nos, pontosan tudod, hogy ez a TEM olyan mint, egy 5008-as, dallanddan
csak javitgatjuk, mégse javul meg. A mintaid sorban adllnak, ahogy mindenkié amikor
megallapodtunk, hogy én viszem ezt a szerencsétlent. A Richteres viszont mar hatdridos, azok
elore keriilnek. Szoval zaklatasnak veszem, te pedig varsz ahogy mindenki!”

A korabbi példdk bemutattdk, hogy a peptidek bonyolultabb asszocidtumainak
tanulmanyozasa érdekes mind gyodgyszerfejlesztési szempontbdl, mind az in vivo hatasuk jobb
megértése végett. Ezen feliil, az el6z6 fejezet végén, mar lathatd volt, hogy membranaktiv
peptidek kismolekuldkkal torténd vizes (két komponensil) asszocidtumait sziikséges egy
harmadik komponens, a lipid kettdsréteg jelenlétében is vizsgalni, hogy az in vivo
kornyezethez kozelebbi modellen jobb betekintést nyerjiink az asszocidtumok viselkedésébe.
A kialakuké asszocidtumok membranaktivitdsdnak jobb megértéséhez kisérleti és elméleti
szempontbol vizsgaltunk egy viszonylag egyszerli rendszert, melyben a CM15 peptid és a
suramin szerves molekula vett részt. Ehhez elméleti szempontbol hagyoméanyos MD (all-atom

MD, vagy MD) ¢és durvaszemcsés (CG) szimuldciokat végeztiink.

23. abra. 4x4 db CM15 - suramin komplex kélcsonhatasa PC és PC/PG lipid kett&srétgekkel. A pillanatképek
teljes-atomos MD szimulacidkbdl késziiltek. A PC lipidek fejcsoportjai narancssargak, a PG lipideké kék. A
peptidek z6lden a suraminok lilan keriiltek dbrazolasra.
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A haromkomponensii vizsgalatok kozott az MD szimuldcidk soran 4-4 CMI15-suramin
molekulaval alkotott komplexét vizsgalatuk vizes fazisban, majd PC és PC/PG lipid
kettosrétegek jelenlétében (23. dbra). A vizes fazis szimulacidja gyors asszociacios folyamatot
mutatott. Membranok kdrnyezetében a szimulaci6 alatt a 4x4-es komplexek kialakulasa majd

azok lipid fejcsoport régidhoz torténd kotddése is megtortént.

24. abra. CM15-suramin asszociatumok durvaszemcsés vizsgalati modelljei PC (bal) és PC/PG (jobb)
kettosrétegek jelenlétében. A suramin molekulakat lila és piros gombok jelolik, a CM15 gerincét zold
gombok, az oldallancokat sargak alkotjak. A PC és PG fejcsoportok rendre narancssargak és ciankékek.

Az MD szimuléciok értékes betekintést biztositottak a tanulmanyozott rendszerek jellegzetes
kolcsonhatdsaiba, azonban az aggregacié dinamikai folyamatainak tanulmanyozasahoz
sziikséges volt egy kozepes-méretli, 36 CM15 €s 36 suraminbol allé rendszer vizsgalata is.
Ehhez CG szamitasokat végeztink 10 ps-os iddskalan az all-atom MD-hez hasonlo
kornyezetben: vizes fazisban, és PC illetve PC/PG membranok jelenlétében (24. dbra). Ahogy
az all-atom MD szimuléciok is mutattdk, az asszociatum kialakulasat erdsen befolyasolta a
kornyezet (23. abra). Vizes fazisban a CMI15-suramin aggregdtumok szinte azonnal
képzddtek, és - bar némi ingadozas a teljes asszociatum méretében megfigyelheto- a peptid és
gyogyszermolekuldk nagy része a 10 ps szimulacio teljes ideje alatt komplexekben maradtak
(25. ébra a). Vizes rendszer kovetése soran azt lathattuk, hogy a kezdeti kisebb komplexek a
futds soran folytonosan Osszealltak nagyobbakkd, amelyek végiil nagy aggregatumokba
tomoriiltek és ezek 34-35 peptidet tartalmaztak a szimulacid végére (25. dbra b). Ezzel
szemben, a negativan toltott PC/PG lipid kettdsréteg jelenlétében, bar némi komplex képzddés
a szimulacio kezdetén megjelenik, késdbbi szakaszokban ez szétesik és a suramin-CM15
aggregaciora nem utal semmilyen jel. Itt a CM15 molekuldk gyorsan koétédnek a lipid
molekuldkhoz, és a rendszer eléri az egyensulyi allapotat ~1,8 us utdn, ahol mind a 36 CM 15
molekula kotédik a membranhoz (25. édbra ¢). A CM15 molekuldk erds kolcsonhatasa a

lipidekkel megakadalyozza Oket abban, hogy aggregatumokat képezzenek suramin
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molekuldkkal, igy utobbiakat a szimuladcid tovabbi részében a vizes fazisban szabadon
mozognak. A harom rendszer koziil a legérdekesebb, a PC-s kettOsréteggel végzett szamitas.
Ez a két el6z6 rendszerhez képest éppen koztes allapotot tiikroz. Bar néhany CM 15 molekula
kotoédik a fejcsoport régiohoz, masok inkabb aggregatumokat képeznek, ahogy azt az
aggregacioban 1évé molekulak ardnya és a membranfelszinhez kotddok szama mutatja. Itt
sikeriilt egy tipikus kompetitiv szituacidt megfigyelni, ahol a suramin asszociatumok és a lipid

kettosréteg versengenek a CM15 molekulakeért.
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25. abra. A CM15-suramin aggregdacio iddébeli fiiggése harom kiilonbo6z6
kornyezetben. a) A molekuldak szamanak aranya a komplex asszociatumokban
(36 CM15 és 36 suramin). b) Az aggregatumok atlagos mérete. c) Membrannal
érintkezé molekulak szama.

Annak érdekében, hogy kisérleti oldalrol is megértsiik fenti interakcidknak a struktirara és a
funkciora gyakorolt moddositdé erejét, teszteltik a suramin hatdsdit a CMIS
membranaktivitdsaira ¢€s antibakteridlis hatékonysdgara. Az aggregatumképzddést
transzmisszios elektronmikroszkopiaval (TEM) vizsgaltuk, amelyek 1-2 pm atmérdji
formacidkat mutattak, jellegzetes morfologiaval (26. abra). Ezek egy ~50 nm-es goémbos

épitdelemekbdl all6 halozatot mutattak, amelyeket leginkdbb linearis régiok kotottek dssze.
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26. abra. A CM15-Suramin 1:1 rendszer sordn
képzodott asszociatumok TEM felvétele

Hasonl6 kapcsolodasi allapotot mutatott de inkabb elagazo morfologiaval az LL-37 RNS-sel
képzett komplexekben (Ganguly et al. 2009). Ez azt sugallja, hogy pozitiv toltésli amfifil
peptidek, mint példaul a CM15 és az LL-37, konnyen képezhetnek szertedgazo, részlegesen
rendezett aggregatumokat anionos partnerekkel, amelyeknek aromés gytirii vannak és
korlatozott szerkezeti rugalmassaggal rendelkeznek, gy mint a gyogyszer molekulak vagy a
suramin rendszerre voltak jellemzdek, és nem voltak megfigyelhetdk a kiilon csak a
peptideket, valamint a kiilon csak a gyogyszert tartalmazo6 oldatokban. A haromkomponensii
rendszerek esetén a DLS mérések tobb szdz nm-nél nagyobb méretli aggregatumok
kialakulasara mutattak ra. A nagy méretii részecskék jol érzékelhetdk voltak PC liposzomak
jelenlétében, de nem voltak olyan hangstlyosak PC/PG liposzomakkal. A CD spektrumok
alapjan altalanossagban megjegyezhetd, hogy a liposzomakat tartalmaz6é mintak spektralis
jellemzdi inkabb a suramin-peptid komplexekéhez hasonlitanak, semmint a lipidhez kotott
allapothoz, és a rendezetlen szerkezet — helikdlis szerkezet kozotti atmenetet jelzik (27. dbra).
Azonban egyértelmli kiilonbségek figyelheték meg, amelyek potencidlisan a peptidek
kotodesi preferencidjanak tudhatok be. Az 1:2 CM15 : suramin aranyt rendszerek esetén (27.
abra b ¢és d) a peptidekhez valdo kotddésben egy kompetitiv helyzet figyelhetd meg
((Surtlipid)+CM15), ahol a peptid—gyodgyszer kolcsonhatas eldnyben részesiil a lipiddel
torténd interakcioval szemben. Ugyanakkor, a legintenzivebb jelet a PC/PG liposzémak
esetében detektaltuk, akkor amikor a suramint kétszeres feleslegben adtuk hozz4 a lipidhez
mar asszocialt peptidekhez ((CM15+PC/PG)+Sur). Ez arra is utal, hogy a suramin képes

fokozni a peptid helicitasat, még akkor is, ha a peptid mar a lipid kettdsréteghez van kotddve.
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Masrészt, a spektralis intenzitds valtozdsai Osszefiiggésben lehetnek az aggregicidval,
amelyet a kis molekulasulyu vegyiilet indukal. A két- és haromkomponensii rendszerekbdl
szarmaz6 CD spektralis jellemzok alapjan tovabbi informéciok nyerhetok a peptid kotddési
tulajdonsagairol. A haromkomponensti keverékeknél megfigyelt spektralis jellemzok,
amelyek akar novelt intenzitast jeleket is adhatnak ((Sur+lipid)+CM15 ¢és
(CM15+PC/PG)+Sur) 6sszhangban vannak egy olyan kétddési forgatokonyvvel, amelyben a
peptidlancok nem keriilnek be a lipid kettdsréteg apolaris belsd terébe, hanem inkabb
tomegesen a kettosréteg viz-lipid hatarfeliiletén vannak. Tovabba, figyelembe véve a suramin
tarsulast a vezikuldkhoz, ahogy azt fentebb emlitettiik, a peptid—suramin interakcid a

liposzoma feliiletén is eléfordulhat.
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27. abra. A CM15 tavoli-UV CD spektrumai suramin jelenlétében és hianyaban. A
kolcsonhatasokat kett6- és haromkomponensi keverékekben teszteltiik, a), b) PC, és c), d)
PC/PG liposzomak jelenlétében. A haromkomponensii rendszerekben elGszor a zardjelben
szerepld két vegyiilet el6inkubaciodja tortént, utana adtuk hozza a harmadik vegyiiletet.

A kovetkezd alfejezetben részletesebben is foglalkozom a bioldgiai hatas és a molekularis
mechanizmusok ko6zotti kapcsolatrol egy kiemelt példan keresztiil. R6viden azonban érdemes
itt is megemliteni, hogy a jelen tanulmany keretei k6zott mind antibakterialis, mind
citotoxicitdst mérd esszeék is elvégzésre keriiltek. Ezek azt mutattdk, hogy a suramin

hozzaadasa a CM15-h6z csokkentette a peptid antibakteridlis hatdsat, egyuttal — pozitiv
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jarulékként — jelentdsen csokkentette annak citotoxicitasat is (Quemé-Pena et al. 2019). A
biofizikai és szerkezeti in vitro vizsgalatok alapjan a gyogyszer nemcsak az AMP masodlagos
szerkezetét, hanem membranaktivitasat is befolydsolja, ami Osszefiiggésben lehet az
antibakterialis aktivitas csokkenésével. Osszességében az eredmények betekintést nyujtanak
egy dinamikus rendszerbe, ahol a peptid kolcsonhatasa a lipid kettds réteggel €s a suramin
molekulakkal versengd modon alakul, amelyben a peptid-suramin arany, valamint tobb mas
tényezo, pl. a lipid vezikuldk feliileti toltése is befolyasolja az egyensuly kialakulasat. Ez az
észrevétel azt sugallja, hogy az eddig nem értett mellékhatasok eredete azonosithatéd lehet,
amikor pl. a suraminhoz hasonlé paraméterekkel rendelkez6é gyogyszereket vizsgalnak.

A héarom komponensii rendszerek szimulaciéi alapjan vizben a CM15-suramin rendszer
konnyen nagy aggregatumot alkothat, azonban PC kettdsréteg jelenlétében ezek kisebbek
lesznek, néhany egyedi peptid pedig belép a fejcsoport régidba. Ez kvalitative megegyezik a
kisérleti DLS vizsgalatokkal, illetve a CD spektroszkopiai vizsgalatokkal is, ahol inkabb a
nagyobb aggregatumok voltak megfigyelhetdek. Amennyiben a PC/PG rendszert nézziik, a
CM15-suramin asszocidtumok nem ¢épiilnek fel, inkabb a kis kezdeti komplexek
"beleoldodnak" a kettdsréteg felszini régioba. Ez szintén egyezik a DLS és CD
megfigyelésekkel, ahol az aggregatumok mérete kisebb volt, illetve a lipid felszinhez valo
kotddés jobban tettenérhetd. Bar csak egy adott rendszert vizsgaltunk, a megfigyelések
altalanos aspektusai konnyen atiiltethetéek mas hasonl6 rendszerekre is. Az utdbbi iddkben
tortént kisérleti eredmények egylitt a jelenlegi szimulaciokkal azt sugalljak, hogy az AMP-k
gyakran jelen vannak potencialisan ellentétes toltésii vegyiiletekkel az in vivo rendszerekben.
Ekkor valoszintisithetd, hogy az asszociatumképzési hajlamuk miatt ezen vegyiiletek kevésbé
toxikusak a gazdaszervezet semleges membranjaira. Azonban, ha kozel vannak egy negativan
toltott, tehat pl. mikrobidlis membranhoz, akkor az AMP-k monomerikus modon, vagy kisebb
komplexek formajaban beléphetnek a kettdsrétegek felszini régidba, membran-toxicitast
gyakorolhatnak a célorganizmusra. Bar a mechanizmus megértéséhez tovabbi tanulmanyokra
van sziikség, a tény, hogy bizonyos AMP-k kdzepes méretli komplexekbe szervezOdhetnek,
amelyeknek mas affinitdsa van a semleges és negativ toltésli membranokhoz, uj megkozelitést
biztosithat a gyogyszer-fejlesztéshez, ahol a peptidek a jovOben a raciondlis
gyogyszertervezésben €s a komplexképzésen alapuld formulazasban egyre ndvekvod szerepet

kaphatnak.
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Bioldgiai aktivitas és mogottes mechanizmus (D7)

, I: I am sorry, but you should send an email to all co-authors about the submission. Given
they are 22, it will take half an hour just to gather the adresses.

Maria: Ma dai, it’s ok I can do it, no problem.

T: Excellent work from you by the way. Hope this will get out in time and help you get funded
finally to start off here in Bp.

Maria: ... I do not think I will try again Tamas. It has been great here, but I tried with MC
and PD several times, so we decided with my fiancé to move on from Hungary...

T: Ugghh, OK.. yeah, no problem.. I guess.. OK, mmm, let’s get back to this later...’

A korédbbiak alapjan felmeriilt, hogy az antimikrobidlis peptidek aktivitasanak ndvelése
esetleg elérhetd asszociatumok képzddésével. Ezzel kapcsolatban az irodalomban ismert,
hogy aktiv konforméciojuk tdamogatasaval, példaul rogzitett szerkezetekkel (stapled peptides),
vagy gyuriiképzés (cyclic peptides) altal antimikrobidlis aktivitasuk sok esetben novelhetd
(Morrison 2018). Ezen gondolatok mentén megvizsgaltuk, hogy az altalunk ismert rendszerek
esetén lehetséges-e, hogy a peptid-kismolekula asszociatumok a peptid antibakterialis
hatasanak novelését érik el. Ehhez esettanulmanyként vizsgaltam, hogy néhany anionos
¢lelmiszer-adalék, példaul a tartrazin (TZ) és az amarant (AmTH), és egy nyalban talalhaté
gazdaveédd peptidekbdl szarmaztatott AMP, a DHV ARA4 (histatin-derived peptide variant 4),
kolcsonhatdsai milyen mddon befolyasoljadk a peptid aktivitasat. Megleptésiinkre, ez a
kolcsonhatas jelentdésen novelte az antibakteridls hatast mind Gram-pozitiv, mind Gram-
negativ baktériumokra nézve, mig emlds sejtek esetén nem tapasztaltuk a toxicitas

novekedését (28. dbra)
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28. abra. A DHVAR4 TZ komplex rendszer antibakteridlis hatékonysdaga Gram pozitiv (a) és Gram
negativ (b) baktériumok ellen. Referencia: A DHVAR4 AMP egyediil mért antimikrobidlis hatdsa.

A mechanizmus jobb megértéeshez a DHVAR4 ¢és az élelmiszer-szinezékek kozotti

kolcsonhatast, Osszesen hat élelmiszer festékkel vizsgaltuk. Az emberi felhasznalasra
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jovahagyott élelmiszer-adalékanyagok kozott az azo-vegyiiletek pH-fliggéen negativan
toltottek, és széles korben hasznélatosak élelmiszerek és gyogyszerek szinezésére (Saleh et al.
2016). Aromas gytriik vannak G6sszekdtve N=N kotéssel, és tobbek kozott ismert, hogy
interakcidba 1épnek biomakromolekuldkkal (Al-Shabib et al. 2018; Basu and Kumar 2015;
Basu and Suresh Kumar 2017). Az elsddleges tesztek azt mutattdk, hogy elvileg minden
¢lelmiszer-szinezék pozitiv hatast gyakorol a peptid aktivitdsra 1:1 moélardnyban. A bakterialis
mérések alapjan a tartrazin (TZ) mutatta a legnagyobb hatast. Referencia vegyiilet
kivalasztasahoz ellendriztiik az Osszes festék altalanos fizikokémiai tulajdonséagait, mint
példaul a toltés, a hidrofob és polarizalt régiok szerkezeti eloszlasa, €s a jelenlévo funkcionalis
csoportok természete. Ennek megfeleléen az amardnt mutatott legnagyobb hasonldsadgot a TZ-
hez a fenti kémiai paraméterek tekintetében és igy az AmTH is kivalasztasra keriilt a tovabbi
vizsgalatokhoz (29. abra).

A kezdeti CD spektrumok alapjan a két ételfesték inkdbb aggregaciot okoz a DHVAR4-el
torténd kolcsonhatds soran, semmint konformdaciovaltozast. A két peptid-ételfesték
kolcsonhatasat ezért tovabb vizsgaltuk PC/PG lipid kettdsréteg esetében is, mely egyszertisitd
modellje a mikrobidlis membranoknak. Ekkor azt taldltuk, hogy maga a membrdn mér eleve
helikalis konforméacioba rendezi a peptidet, azonban a két kivalasztott ételfesték ezt a helicitast
tovabb képes novelni, méghozza egy titralds mentén koncentraciofiiggden. Ez alapjan a
DHVAR4-TZ illetve AmTH kolcsonhatdés a membranon valdszinlileg olyan

molekularészletek kozott jon 1étre, melyek erdsitik a peptid helikalis jellegét.
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29. abra. A tartrazin és az amarant szerkezeti képlete

A PC/PG-vel végzett kisérletek soran vizsgéaltuk a DHVAR4 morfologiara gyakorolt hatasat
is. A fagyasztva toréshez kapcsolt TEM képek (FF-TEM) azt mutattdk, hogy mar DHVAR4
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jelenlétében is megvaltozik a szabalyos liposzoma morfolégia (30. abra). A 80-140 nm
atmérdjui egyrétegii liposzomakon kiviil gyakran taldlhatdak oligo- €s tobbrétegli vezikulak
(MLV, multi-layered vesicles) is. A DHVAR4-nek az anion membranokkal valo interakcioja
a feliileti toltés semlegesitésével serkentheti a liposzomak kozotti érintkezést; ez
eredményezheti a kozeli membranok Osszeolvadasat, ami pedig vegyes morfologiaju
hemifuzids koztes allapotok kialakuldsahoz vezet. Erdekes modon, ha TZ is jelen van, akkor
két- vagy harom vezikuldkbol allo csoportok lathatok, melyek egymdéshoz hemiftizidval
egybekapcsolt membranokon keresztiil kapcsolodnak (30. ébra).

Tovabbmenve vizsgaltuk, hogy milyen a komplex sejteken kifejtett hatasa. ElOszor
megallapitottuk, hogy a TZ-nak egyedill nincs antibakteridlis hatasa a tesztelt
koncentraciotartomanyban. A DHVAR4 keveréke TZ-vel a human modell-sejtvonalon
(MonoMac6) nem mutatott megndvekedett citotoxicitast. A vizudlis azonositashoz konfokalis
mikroszképpal HeLa sejteken vizsgaltuk a rendszer hatdsmechanizmusat. A HeLa sejteket
gyakran hasznéljdk morfoldgiai tanulméanyokhoz (Zhong et al. 2012), mivel ezek joval
nagyobbak és deformalhatobbak a baktériumoknal, dm ezek kiilsé sejtburka ugyanigy
részlegesen negativan toltott ezaltal jobb lehetdséget biztositva a mechanikai események
gyors latvanyos vizsgalatara. Bar a peptid internalizacidja nagyon hatékony volt, ez nem
eredmények azt mutattdk, hogy a peptid-felszivodast a TZ nem befolyasolta jelentdsen.
Részletesebben vizsgalva, azonban a festék befolydsolja a ,,blebképzddést”. Az AMP-vel TZ
nélkiil kezelt sejtek esetében a blebek 1-2 um nagysagl vezikuldkka noének, amelyek a
hogy a blebképzddés kapcsolédik az elsddleges apoptotikus eseményhez. Erdekes modon,
amikor a sejteket a DHVAR4-TZ komplexszel kezeltiik (30. 4dbra), a sejtmembranon a bleb
kitiiremkedések mérete jelentdsen kisebb, és a tanulméanyozott idékeret végén 1évo termindlis
buborékok kevésbé hajlamosak a fuziora. Ugyanakkor kvalitativ alapon tgy latszik, hogy
joval tobb ,bleb” képzddik, mint amikor csak DHVAR4-el kezeltiik a sejteket. Utobbi
megfigyelés szorosan Osszefiigg a DHVAR4-TZ PC/PG modell membranokra gyakorolt

hatasanak eredményeivel.
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30. abra. A membran morfolégiajanak valtozasa a modell liposzdmakon, emlGs- és bakterialis sejtekben. (a)
FF-TEM kép PC/PG unilamellaris liposzomakrél DHVAR4 és DHVAR4-TZ jelenlétében. Méretskala: 400 nm.
(b) Time-lapse konfokalis mikroszképos vizsgalatok Hela sejteken 5 uM Cf-DHVAR4 vagy Cf-DHVAR4-TZ
hozzaadasa utan. Méretskala: 10 um. (c) Konfokalis mikroszképos képek agglutinalédott E. coli sejtekrdl, Cf-
DHVARA4 és Cf-DHVAR4-TZ kezelés utan. Méretskalak: 25 um.

Végezetiil az egyes sejteken torténd aktivitas mellett vizsgaltuk a sejtkdzosségre gyakorolt
hatést is. Az elsd tiz perc soran a DHVAR4 vagy a DHVAR4-TZ kdzvetlen kdzelében tartott
baktériumsejtek hasonlé méretii és morfologiai klasztereket képeztek. Negyven perc elteltével
azonban mar nagyobb és kompaktabb klasztereket észleltink a DHVAR4-TZ rendszer
esetében. Utobbi ndvelte a sejt-sejt kapcsolatot és az agglutinacidt az E. coli sejtek kozott.
Valosziniisithetd, hogy a teljes antibakteridlis mechanizmus soran a DHVAR4-TZ kationos
aggregatumok eldszor segitik a kezdeti sejt agglutinaciot, majd ezutdn az aggregatumok
kisebb peptid-ételfesték komplexekké darabolodnak, melyek idével kdzvetleniil beleoldodnak
a kortlottiik felgytilemlett bakterialis sejtekbe.

Osszességében kimutattuk, hogy az AMP aktivitas modosithatéd ételfesték molekulak altal.
Mindekozben betekintést nyerhettiink a komplexképzéshez kapcsolodd molekularis
kolcsonhatasokba és a sejtszintli mechanizmusokba. Amikor a TZ komplexeket képezett a
DHVARA4-el, akkor a toxicitds novekedett mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ

baktériumok esetén, mig emlds sejtekkel szemben nem. A biokémiai eredmények azt
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mutatjak, hogy a kozvetlen mechanizmus a DHVAR4-TZ komplexek membran
kolesonhatasahoz kapcsolodik, ahol a peptid novekvd helikalis jellegét a TZ hatdsanak
koszonheti, amely koordinalja a bazikus és hidroféb aminosavakat. Az ennek eredményeként
megjelend AMP-foszfolipid hidrogén kotések megzavarjak a kettosréteg integritasat, ami egy
szabalyozottabb blebképzddéshez vezetett a célsejtek membranjan. A kevert antibakterialis
Osszetevokre megfigyelt szinergikus hatdsokkal szemben ez egy alapvetden mas
mechanizmus, ahol a TZ kozvetleniil befolydsolja a membranon talalhat6 AMP-t, amely
eldsegiti a biologiailag aktiv helikalis konformaciot. A jelenlegi allaspont szerint azonban még
tovabbi kérdések maradtak nyitva, tovabba maés aspektusok, példaul a jelentOsen eltérd
moldris aranyoknal mért baktericid hatds sem tisztdzott. A nydlban vagy bélben 1évé AMP
aktivitds manipulacidja olyan kis molekuldk altal, amelyek emberi fogyasztasra hivatalosan
alkalmasak, izgalmas 0j irany, amelynek jelent0sége lehet a gazdatest védelemben példaul

¢lelmiszer alapu bakteridlis fertdzésekkel szemben.
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Nem természetes peptidek

., Tarczay Gyuri (ELTE 5-ik emelet, szuper dunai kildatas): Latom az utolso spektrumot fél
otkor vetted fel. Mikorra értél haza?

T: -Hét utan. Viktor, az 6csém, meg Zoli hozott néhany sort és megvartuk a napfelkeltét is ha
mar igy alakult.

Gy: - Hat igen, vajon miért is nehéz talalni embert matrix IR projektekhez?...”

A korabbi tanulmanyok ramutattak arra, hogy a természetes peptid- €és fehérjerendszerek
esetén tapasztalt méasodlagos szerkezeti elemek kialakitasdnak komplex jelensége atiiltethetd
olyan peptidszdrmazékokra is, melyek a természetben széles korben nem elérhetéek. A
teljesség igénye nélkiil ide soroljuk az aminosavak homolog sordban szerepld aciklusos
B—, y—, stb. aminosavakbdl rendre felépiil6 P—, y—, stb. peptideket, valamint a szintén
peptidcsoportot tartalmaz6, de egzotikus -, gyakran ciklusos- molekularészletekkel
rendelkezd rendszereket, példaul aminociklohexan karboxisav (ACHC) és aminociklopentdn
karboxisav (ACPC) szarmazékait, vagy un. triazol gyurliket tartalmazd aminosavakbol
felépiild peptideket (Appella et al. 1999; Sang and Cai 2023; Keresztes et al. 2008). A kétezres
évek sordn egyértelmilen bebizonyosodott, hogy ezek a rendszerek nagyon valtozatos
masodlagos szerkezeti elemeket képesek kialakitani és valosziniisithetdvé valt, hogy a
magasabb szerkezeti egységek elérése is a természetes peptidekhez hasonld koncepciot
kovethet. Ugyan néhany uttéré tanulmany bemutatott izgalmas harmadlagos szerkezeti
jelleget mutatd rendezddéseket (Wang et al. 2014; Martinek and Fiilop 2012), a részletekbe
mend vizsgalatra alkalmas példamennyiségtdl még tavol allunk. A diverz épitéelemek miatt
kiilondsen igaz ez a mély neurdlis halozatokra timaszkodo6 gépi tanulasi projektek inditasdhoz
sziikséges adatmennyiségre. Noha a kozelmultban felallitottuk az els6 nem természetes
adatbazist (FoldamerDB, (Nizami et al. 2019)), a probléma tovabbra is adott: a teriileten még
nem alkalmazhatéak pl. az Alfafoldhoz hasonld prediktiv algoritmusok. Mindazonaltal
varhatd, hogy magasabb szervezddési szintjiilk még inkdbb valtozatos tulajdonsdgokat mutat
majd. A teriilet kutatasanak praktikus motivaciojat természetesen az adja, hogy ezek a
rendszerek mind orvosbiologiai alkalmazasok irdanyadba, mind 10j, Onrendez6dd
nanomérettartomanyu lagyanyagok kialakitasa felé jelentds potencialt mutatnak, ahol gyakran
lehetdség nyilik dedikalt alkalmazasok sordn a természetes peptidek hatranyat kikiisz6bolo, a
nem természetes peptidek elényét pedig kihasznaléo kombinaciok elérésére. Ez a fejezet a fenti
rovid felvetés tiikrében foglalja 0ssze kezdeti [épéseinket a nem természetes peptidrendszerek
onszervezddd tulajdonsagainak jobb megértése fel¢, amelyben elsdként a homoldg sor

legegyszeriibb tagjait, az aciklusos f-aminosavakbol felépiild B-peptideket vizsgalom.



seke o epERES YAl T AttEs_351_25  ©

B-peptidek asszocidtumai

Membranaktiv oligomerek vazszerkezete - kezdeti elméleti szamoldsok (D8)

I (ELTE 427es szoba): Ez elég nagy baromsag. A negyedik elméleti cikket irom valamirol
ami nem is létezik.

Andras (Perczel): Majd egyszer valaki megcsinalja kisérletesen is. Hajra kedves BT!”

Az Onszervezddé peptid-alapt mesterséges nanorendszerek raciondlis, alulrol-felfelé
tervezésének tamogatasa érdekében vizsgaltam a kiilonbozé reddzott rétegbdl felépiilt
nanocsovek szerkezeti ¢és energetikai tulajdonsagait. Ehhez elsé korben kvantumkémiai

szamitasokat végeztiink nagyméretii modelleken, és megjelenitettiik a nyujtott B-redokbol

szarmazo6 struktiraktol a B-hordoéfehérjék molekularis keretéig terjedd szerkezeteket.
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31. abra. Red6zott rétegekbdl felépithets peptid hordé asszociatumok vazlatos attekintése az a- (bal) és B-
peptidek (jobb) esetében. A linearis peptidekbdl allé nanocséveket (T) , elméleti szinten egy kinyujtott
red6zott rétegbdl (E) feltekerve lehet elGallitani. Az a-peptideknél az oldallancok iranya valtakozik, a -
peptideknél az oldallancok iranya egységes. Csavarodott csoveket eltolédott H-hid mintazatok kapcsolnak
Ossze. A nevezéktan részleteit lasd (Beke et al. 2008).

A szémitasokhoz felhasznalt rendszerekre Osszehasonlitottuk az o- és B-peptidek alkotta
onrendezddott szerkezetek relativ energetikai stabilitasat (31. abra). Meglepé moéddon az

elméleti szdmitasok alapjan a nem természetes B-peptideknek nagyobb az affinitdsa a
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nanocsovek (T) kialakitdsara, mint a természetes peptideknek. Vizsgéltuk mindkét rendszer
stabilitasat, attdl fiiggéen, hogy az adott vazszerkezet (i) parallel vagy antiparallel
Amikor 6sszehasonlitottuk ezen peptidek horddszerti alakzatait a nyitott red6zott réteghez (E)
képest a hordorendszerek felé¢ vald affinitds sokkal nagyobb volt a B-peptidek esetében: a
nyitott red6zott réteg szerkezethez viszonyitva egy energetikailag stabil nanocsé szerkezet
kialakitasahoz sziikséges szalak szama hat a-peptidek esetében, de csak kettdé B-peptidek
hasznalatakor (4. tablazat, 5. tablazat és 31. abra, 32. abra)! A legstabilabb hord6 nanocsévek
relativ energiajat 6sszehasonlitva azt 1atjuk, hogy a nyolc szélas a-peptid csdnek 15,5 kcal/mol
stabilizacios energiaja van, mig ez az érték 54,7 kcal/mol az 6t szélas B-peptidbdl allo csé
esetében (33. abra). Tovabba, a-peptidek esetében a kiilonb6z6 csovek relativ stabilitasanak
kiilonbsége aranyos a hidrogénkotések szdmaval, mig a B-peptidek esetében az egyre
csavartabb 3 ¢€s 4 szalu csovek jelentds energianyereséget mutatnak, annak ellenére, hogy a
H-kotések szama csokken (Beke, Csizmadia, et al. 2006). Ez egy meglehetdsen szokatlan
jelenség, amely részben magyardzhatdé a csavarodottabb csdvek javitott geometriai
tulajdonsagaival ¢és a kialakitott H-kotések alapvetd paramétereinek javulasaval. A belsd
atmérot figyelembe véve a 6 szalas antiparallel a-peptid csO esetében, ha a H-kotések zipzar
eltolasa i-rél i+2-re nd, az atméré D=8,6 A-r61 9,2 A-ra emelkedik. Ezzel szemben a hasonléan
nagy eltolas i+2-r8l i+4-re 5 szalas B-peptid csovek esetében D 8,8 A-rol 10,3 A-ra né, ami
megegyezik a 7 szalas kicsavarodott természetes peptid csé értékével (Beke et al. 2008).
Feltehetéen a nanocsdvekben joval kevesebb B-peptid szalra lenne sziikség ahhoz, hogy
akkora belsd atmérdjli hordo szerkezetet érjiink el, mint a természetes peptid rendszerek
esetében. Megjegyzendd azonban, hogy béar ezek kozds kiinduldsi szerkezeti eleme a
természetes a-peptidek esetében a nyitott f-reddzott réteg, a B-peptidek hasonloan kiterjesztett
reddzott szerkezete nem kaphatd meg mint teljesen relaxalt energiaminimum, azt csak
bizonyos atomok rogzitésével sikeriilt stabilizalni az elméleti felvetés alatamasztasahoz (Beke
et al. 2004; Beke, Csizmadia, et al. 2006; Beke, Somlai, et al. 2006). Tébbek k6zott ez is lehet
az oka annak, hogy ekkora stabilizacios kiilonbséget latunk a két rendszer kozott felcsavarodas

esetén.
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32. abra. Kivalasztott kvantumkémiai szamolasokkal optimalt szerkezetek a vizsgalt a- és B-peptid modellek
koziil. a)-f) 6 és 8 a-peptid szalbdl allé antiparallel red6bdl szarmazé szerkezetek. g)-j) 2-5 B-peptid szalbol
allé parallel szerkezetek. Az egymas melletti peptid szalak azonos szinnel vannak jeldlve, a hidrogénkétések
pedig szaggatott sarga vonallal. A nevezéktan részleteit lasd (Beke et al. 2008).
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33. abra. A legstabilabb linedris a- és B-peptidcsévek relativ energiai (B3LYP/6-
311++G(d,p) szinten) a peptidlancok szamanak fiiggvényében. A relativ energidkhoz
referencia a nyilt red6z6tt rétegli szerkezetek energiaja. A nevezéktan részleteit lasd
(Beke et al. 2008).

A fentieken feliil érdemes néhany tovabbi dltaldnos szerkezeti tulajdonsagot figyelembe venni
a két peptidrendszer kapcsan: az a-peptidek oldallancainak orientacidja valtakozik, ami azt
eredményezi, hogy az egyik oldallanc a kiils6 matrix felé mutat, mig a kovetkezd az a cs6
belsd része felé (34. dbra). Ezzel szemben, a B-peptidek ugyanazon gerincatomon talalhato
oldallancai egységesen egy iranyba allnak. Emellett fontos részlet, hogy egy B-aminosav
esetében a gerincben mind a 2-ik, mind a 3-ik szénatom funkcionalizalhat6 akar egyszerre is
(Martinek and Fiilop 2012), ami azt eredményezhetné elméleti szempontbol, hogy az egyik
oldallanc a belsd tengely felé mutat, a masik pedig a kiilsé matrix felé (31. abra, 34. dbra). Az
a-peptidek csdtestének az antiparallel elrendezés a kedvezObb gerincvaz, mig a B-peptidek
esetén a parallel orientacio a preferalt. Az alkalmazott oldallancok és az oldoszer nagy hatassal
van mindkét rendszer esetén ezen szerkezetek energetikai preferenciajara, azonban a tovabbi

paraméterek elemzése meghaladta az elméleti szamolasok kereteit.
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4. tablazat. A vizsgalt a-peptidek relativ energidi [HCO-(Gly)s-NH2]; (4 </ < 8), a B3LYP/6-311++G(d,p)//RHF/3-
21G elméleti szinten szamolva. A tovabbi részleteket /dsd (Beke et al. 2008)

Szerkezet peptidek aminosav/peptid AE (kcal/mol)
szama
a-peptidek

antiparallel nyitott red6 0,0
parallel nyitott redé 4 4 8,0
antiparallel cs6 9,8
parallel cs6 25,2
parallel nyitott redé 5 4 0,0
antiparallel nyitott red6 13,9
antiparallel nyitott redé 0,0
parallel nyitott red6 14,5
antiparallel cs6 6 4 -6,4
parallel cs6 16,0
antiparallel csé (i+2 H-kotés 2,9
mintdval zarva)

parallel nyitott red§ 0,0

7 4

parallel csé 7,4
antiparallel nyitott redd 0,0
parallel nyitott red§ 3 4 7,8
antiparallel cs6 -15,5
parallel csé 11,8

5. tablazat. A vizsgalt B-peptidek relativ energiai [CHsCO-(B-Ala)s-NHCHs]; (2 < I < 5), a B3LYP/6-
311++G(d,p)//B3LYP/6-31G(d) elméleti szinten szdmolva. A tovabbi részleteket /dsd (Beke et al. 2008)

Szerkezet peptidek aminosav/peptid  AE (kcal/mol)
szama
B-peptidek
parallel nyitott redé 0,0
parallel cs6 (i+2 H-kotés 2 4 -16,3
mintdval zarva)
parallel nyitott redé 0,0
parallel cs6 (i+2 H-kotés -32,2
mintaval zarva) 3 4
antiparallel cs6 (i+2 H- -22,2
kotés mintaval zarva)
parallel nyitott redé 0,0
parallel cs6 (i+2 H-kotés -46,1
mintaval zarva) 4 4
antiparallel cs6 (i+1 H- -31,9
kotés mintaval zarva)
parallel nyitott redé 0,0
parallel cs6 (i+2 H-kotés -54,7
mintaval zarva)
parallel cs6 (i+3 H-kotés 5 4 -45,1
mintaval zarva)
parallel cs6 (i+4 H-kotés -31,3

mintdaval zarva)
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Membranaktiv rendszerek dinamikus asszocidtumai (D9)

., Prof. Fiilop Ferenc (Szeged, tanszékvezetdi szoba): - Diszubsztitualt aminosavakbol nem
tudjuk szintetizalni ezeket a peptideket.

T(egy bérfotelt megosztva, egyiitt iilve egy ember méretii papirtoronnyal): Ertem, hdt akkor
nem tudom hogyan fog csévet képezni... Es ha csak a kiralitast valtoztatiuk végig b3-asokban?

Istvan (Mandity): Az mar mitkédhet. Mit tudsz ebbdl te csinalni?

T: Esetleg bemérem az aminosavakat, az megvan két-harom ora alatt...

Istvan (Felnevet): Neked mi két ora a bemérésen? Tudod mit ne faradj, megcsinalom én. ,,

., (Harom év mulva, TTK) Judith: Vert izzadtam az IR spektrumok masodik derivaltjaival, és
azt hiszem osszeraktam nektek melyik rendszerben milyen konformdacionk is van, és ezek alapjan
hogyan is épiilnek fel az oligomereid. Tudom, hogy Imola elso szerzo lesz, de azt kérném, hogy
masodik szerzo legyek.

T: Barmit, ha ez a nyavalyas cikk egyszer osszedll...”

A fentebb felvetett elméleti szamolasok mentén keriiltem abba a helyzetbe, hogy megprobalok
hasonlo oligomereket kisérleti uton is létrehozni. Ehhez fontos volt figyelembe venniink, hogy
az elméletben 1étez6 csO alaku rendszerek szamolasanal nem ismert a rendszer helikalis, illetve
oligomer formaban toltott szabadentalpidja. Ez azért relevans, mert mint kordbban bemutatasra
keriilt, a B-peptidek esetében fentebb bemutatott modon nagy affinitasa van a hélixképzésre.
Ennek elkeriiléséhez olyan szerkezetet kellett tervezniink, mely monomer allapotban is inkébb
anyujtott, vagy rendezetlen konformaciot részesiti elényben. Ehhez érdemes figyelembe venni,
hogy az ide vonatkozo6, a természetes aminosavakbol allo6 peptidek és fehérjerészletek -
reddzott réteg kialakitdsdhoz sziikséges egyik legfontosabb tulajdonsaga a nem természetes [3-
peptidekkel szemben az, hogy a nyujtott peptidgerinc mentén az egyes oldallancok valtakozva
helyezkednek el (34. abra).

Ezzel szemben a homokiralis B-peptidek esetén nyujtott peptidgerincnél azonos oldalon
jelennek meg az oldallancok, mely sztérikus okok miatt eleve egy feltekeredd, elhajlo
térszerkezeti altér felé tolja el a rendszert. Ehhez még figyelembe véve, hogy az oldallancot
tartalmazo B-aminosavak esetén a nyujtott konformacié nem stabil energiaminimum, hanem
atmeneti allapot (Beke et al. 2004) mar kvalitativ mddon is intuitive adodik a magas hélix
affinitas. Eppen ezért, olyan heterokiralis rendszereket terveztiink, melyeknek hidrofob és
hidrofil oldallancai az alterndld kiralitds miatt véltakozva az ellentétes oldalra kertilnek.
Ciklusos B-peptidek esetében a fixen tartott alternalo kiralitast rendszerrdl kimutattak, hogy a
lapos, B-red6zott réteghez hasonld szerkezeti elem elérhetd, am az is kimutatasra kertiilt, hogy
ezek a természetes peptidek amiloid fibrillumjaihoz hasonlé moédon végtelen szalakat
eredményeznek (Martinek et al. 2006). Ezt elkeriilendd, a tervezett hexapeptidek két elsé N-

terminalis aminosava esetén azonos kiralitast terveztem be, melyektdl remélhetd volt, hogy



Beke-Somfai

PepERErS Hiredl et aites 35125 &

megakadalyozza a végtelen red6be torténd rendezddést. A kezdeti szekvenciakat folyamatosan

optimaltuk (1-5), mig az 5-6s peptid esetén elértiik, hogy egyszerre tartalmazott négy hidrofob

aminosavat, mikdzben nagy mértékben volt vizoldhat6 (35. 4bra)

a
homokiralis
a-peptid
I-Ii (0] R I-Ii o R lil (o]
. A A A I A
R H 0 R H O R
homokiralis
B-peptid

H H H H H
| | | | |
N N; N; NA N, g,

heterokiralis

B-peptid

(alterndlé mintazat)

H i i H i
N N N N N .

34. dbra. Természetes és B-peptidek oldallanc orientacidja nyuljtott szerkezetek esetén

az alkalmazott kiralitds-mintdazat fiiggvényében.

HN_O N R!-B-(3R)-Leu-B-(3R)-Leu-
23 ‘< 6 1 B-(35)-Gln-B-(3R)-Phe-B- e
,,,\)’\,. M (35)-Gln-B-(3R)-Nab-NH, PC,PCPG
HN_ NH,
0o N1 RI-B-(3R)-Leu-B-(3R)-Leu-
0 _< o _< o & _< e \fo 2 B-(35)-Glu-B-(3R)-Leu-p- Acgg;gzo
©\/\/LNH':\)LNH;\)LNH m&)\un NMNM, (35)-Arg-B-(3R)-Leu-NH,
HN(_ NH,
° 0 NH R2-B-(3R)-Leu-p-(3R)-Leu- H.0
o i 8 & ews Jo 3 B-(35)-Glu-B-GR)-Leu-p- Bt
/\)\NH':\)LNH\)LNH NH)\)\NH MNH, (35)-Arg-p-(3R)-Leu-NH,
NH,
R2-B-(3R)-Leu-B-(3R)-Leu- H,0
~ (]:L —< {/m B-(35)-Glu-B-(3R)-Leu-p- PCPG
o S 0 4
A, &)L (35)-Leu-B-(3R)-Arg-NH,
_< _< R2-B-(3R)-Leu-B-(3R)-Leu- H,0
s & 5 B-(35)-Glu-B-(3R)-Leu-B- PCPG
": (35)-Lys-B-(3R)-Leu-NH, MeOH, 1-Octanol

35. dbra. Kezdeti membranaktiv, alternald kiralitasu és semleges toltésii B-peptidek és az azokat feloldani

képes olddszerek, liposzomalis rendszerek.
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Az 5-0s peptid esetén vizes fazisban megallapitottuk, hogy a rendszer oligomerizalodik, am
onszervezddése egy résziiknél megall ~100 nm-es ,.tliszerli” rendszereket alkotva (36. 4bra).
Ezen feliil a nagyobb felbontast képek megmutattak, hogy ezen rendszerek tovabbi 8-10 kisebb
alegységbodl allnak. IR spektroszképia segitségével kimutattuk, hogy intermolekularis

hidrogén-hidak vannak jelen a kialakult asszociatumokban.

36. abra. Az 5-6s peptid altal formalt tiiszer(i morfoldgiak elektronmikroszképos képei.

Diffuziés NMR technikdval meghataroztuk, hogy hozzéavetdlegesen ~4-10 peptid alkothat
egy-egy oligomert vizfazisban. A molekularis szintli betekintést azonban nehezitette mind az
IR, mind a CD spektrumok esetén, hogy heterokiralis aciklusos B-peptidekrdl minimalis
informéci6 allt rendelkezésre az irodalomban, ami alapjdn még a masodlagos szerkezet
megitélése sem volt lehetséges. A kisérleti méréseket azonban atomi szintii betekintéssel nem
tudtuk aldtdmasztani tobbszori probalozas utan sem NMR vagy krisztallografiai moédszerekkel,
ami a rendszerek méret és dinamius karaktere alapjan varhaté is volt. Eppen ezért MD
szimulacidkra tdmaszkodtam, miutan sikeriilt a B-peptidjeinkre megfelelé paramétereket és a
szekvenciak tervezését segitdé Pymol plugin-t fejleszteniink (Wacha et al. 2019; Wacha and
Beke-Somfai 2021). Az MD szimulacidk kimutattak, hogy az 5-0s peptid képes oktamer
szerkezeteket felvenni, méghozza példaul olyan médon, hogy két tetramer helyezkedik el
egymassal szemben és kozrefogja a hidrofob leucinokat. A tetramereken beliil a molekuldk
kozott a reddzott rétegre jellemzd hidrogénkotések figyelhetdek meg, dm a két oldalt nem
kapcsolja 0ssze hidrogén kotés (37. abra). Az egyes monomerek a korabban (Pohl et al. 2012)
meghatarozott cikk-cakk (zig-zag) téralkatot veszik fel (38. abra).
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37. abra. Az 5-6s peptid spontan dnszervezédése vizben oktamer oligomerekké, MD szimulacidk soran. a) Az
oligomer feliilnézete; b.) el6Inézet; c.) oldalnézet melyen azonosithaté a két tetramer réteg (Szinkod: szén —
z0ld, nitrogén — kék, oxigén — piros) d.) A giracids sugdr és a hidrogénkotések szamanak idébeli alakulasa.
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38. adbra. A két f6 tipusu nyujtott szerkezetli B-peptidlanc, melyek stabil
energiaminimumok elméleti szamitasok soran tobbszali rendszerekben. A polaris
(feliil) és apolaris (alul) szerkezeteken a karbonil csoportok dipolusmomentuma
félkovér nyilakkal dbrazolva.

A vizoldhato 3, 4 és 5-0s peptidek esetén membranaktivitasukat is vizsgaltuk a kitlizott célok
mentén. Az IR spektrumok, valamint a DSC mérések eredményei egyarant ravilagitottak, hogy
a peptidek jelenléte egyértelmiien megvaltoztatja a lipid kettdsréteg fazisvaltozasahoz

kapcsolhatd atmeneteket, ami arra utalt, hogy a peptidek hozzakapcsoldédnak a membranhoz
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(39. abra és 40. abra). Ezen feliil az IR spektrumok alapjan azt is meg tudtuk allapitani, hogy a
DOPC/DOPG tipusu kettdsrétegben a fejcsoport régioval mind a harom peptid kapcsolatba
keriil, azonban az acilcsoportokhoz tartoz6 metilén csoportok (vasCH>) eltolédasa alapjan csak
az 5-0s peptid esetén valdszinii a membranba torténd dgyazdodas. Ehhez tovabbi részletek az IR
spektrum amid régidjabol azt mutatjdk, hogy a bedgyazddés sordn a peptidek kozott

intermolekularis hidrogénhidak is jelen vannak.
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39. abra. 3-5-6s peptidek DOPC/DOPG IR spektrumainak részletei liposzomak jelenlétében. A zsirsavlanc
régié metilén rezgései (a), valamint a foszfat nyujtasi rezgései (b) alapjan mind a harom peptid kétédik a
fejcsoport régiohoz, de csak az 5-6s peptid agyazddik be az acillancok kozé.
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40. abra. DSC termografok DPPC és DPPC/peptid (3-5)
rendszerek esetén PBS pufferben.

A membran jelenlétében tortént kisérleti eredmények értelmezéséhez szintén végeztiink MD
szimulaciokat, lipid kettdsréteg jelenlétében. Ezekben a szimulaciokban olyan modelleket

épitettiink az IR ¢és DSC adatok alapjan, melyek Ilehetdleg intermolekularis H-hidat
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tartalmaznak, és a peptid a lipid lancok kozé dgyazva stabilizalodik. Ennek tesztelésére harom
modellt épitettiink, melyben mind a harom esetben a peptid(eket) a lipid kettdsréteg kdzepébe
iiltettiik a szimulaci6 kezdetekor. Az elsében egy monomer 3K-t, a masodikban a fenti oktamer
egyik tetramer rétegét, mig a harmadikban az oktamert helyeztiikk a membran kozepére, &m az
oktamert , kiforditva”, vagyis a hidrofob oldallancokat kifelé, a hidrofil oldallancokat viszont
befelé tettiik a lipofil kdrnyezetbe (2. abra). Ez utobbi kifordulas a rétegek kozotti H-hidak
hianya miatt konnyebben elképzelhetd egy 1) kdrnyezet hatasara. Az eredmények azt mutattak,
hogy a monomer, illetve a tetramer a szimulacidk soran elhagytak a lipid kettdsréteget €s annak
fejcsoport régidjaban lokalizalédtak. Ezzel szemben a kiforditott oktamer oligomer stabilan

megorizte kezdeti pozicidjat a lipid kettdsréteg kdzepén.
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41. 4dbra Az 5-6s foldamer és oligomerjeinek mélységi eloszlasa DOPC lipid kettdsrétegben MD szimulaciék
alapjan. a) A tetramer és az oktamer formak tavolsaga a kettGsréteg tomegkdzéppontjahoz viszonyitva. b)
MD szimulacids pillanatkép az 5-6s oktamer membranba agyazédasardl (Szinkdd: foszforatomok vilagoskék,
acillancok sziirke, peptidek szén — z6ld, nitrogén — kék, oxigén — piros.)

Osszességében minden alterndlé kiralitassal tervezett B-peptidiink membranaktivitast
mutatott, és a kivalasztott 5-6s peptid onrendez8dése kis méretli oligomereket eredményezett,
melyek akar képesek lehetnek membranba agyazodva is megmaradni oligomer formaban.
Ugyanakkor érdemes megemliteni, hogy ezen rendszerek megértése kezdeti stadiumban van,
valosziniisithetd, hogy Onrendezddésiik, membranba agyazodasuk mechanizmusa tovéabbi

fontos részleteket rejt, melyekhez specifikusabb kérdéseket kell még feltenniink és vizsgalnunk.
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Lamellin R-peptidek kdrnyezetérzékeny asszociacidja (D10)

., Kamal (ext. 851): Hi, could you come up to the 4th ? We checked again the E.coli TEM
images, I think we found something... Eh c’est bon, it was Vignesh who spotted it to be
honest.”

Az el6z6 részben bemutatott dinamikus rendszer egyik kulcsfontossagu tulajdonsaga volt,
hogy a nyujtott szerkezetli peptidlanc mentén az oldallancok valtakozo6 iranyban foglaltak
helyet, az alternald kiralitdsi aminosavak miatt. Ezt alapul véve fejlesztettiik tovabb a
szekvencidkat olyan moddon, hogy azok lehetdség szerint antimikrobidlis hatassal is
rendelkezzenek. Ennek megfelelden terveztiink olyan B-peptideket, melyekben tobb pozitiv
toltés talalhato, ¢és 1igy azok negativan toltott molekulak jelenlétében képesek
konformaciovaltozasra €s potencidlis szupramolekularis rendszerek kiépitésére. A pozitiv
toltésti szekvencidk igy érzékennyé valhattak pl. foszfat-csoportok jelenlétére. Ez azért

elényds, mert foszfatok nagy szdmban vannak jelen a gram-negativ baktériumok kiilsé

crer
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42. abra. A Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjaban talalhaté LPS molekuldk felépitése.

Eloszor a foszfatok altal indukalt szervezodések kialakulasat teszteltik MD szimulaciokkal,

lizin oldallancban gazdag hat-, valamint nyolc aminosavbol all6 analdégokon (43. é&bra),
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amelyeket lamellin-2K ¢és lamellin-3K (vagy 2K ¢és 3K roviden) neveztiink el. Mivel egyetlen
foszfat-ion tobb lizint is képes koordindlni, ezért olyan molekulat probaltunk kialakitani,
amelyben a lizinek megfelelé tavolsagban vannak egymastol, és a molekula kezdetben
véletlenszerti konformacidban van, de kolcsonhatasba 1éphet a foszfatokkal, és rendezetté
valhat. A vizben végzett szimulaciok mind a 2K, mind a 3K esetében elényben részesitették
a véletlenszerli rendezetlen konformdaciot a pozitiv toltésti oldallancok taszitdsa miatt (43.
abra. b, c¢). Tovabbi szimuldcidkban a foszfatok jelenlétében a lizin oldallanc NH3"
csoportjainak relativ helyzete lokalizalédott, mivel leggyakrabban két szomszédos
aminocsoport egyetlen foszfatot koordinalt. Kovetkezd 1€pésként teszteltiik a 3K monomerek
oligomerizaciojat foszfationok jelenlétében. A szimuldcidk azt mutattak, hogy a foszfatokhoz
vald tobbszoros kotddés ismét kialakitotta a korabban mar megfigyelt zig-zag konformaciot
(Szigyarto et al. 2020), amely itt végiil egy 3K-foszfat asszociatum kialakuldsahoz vezetett.
A legnagyobb tetrakozamer (24 peptidet tartalmazo) modellek esetén a szimulaciok stabil,
parhuzamosan orientalt lamellin-3K ,,dupla peptid vektorok™ kialakulasat mutattak. Ezeket a
szerkezet hossztengelye mentén H-kotések stabilizaltdk, valamint a dontéen leucin
oldallancokbol all6 hidrofob mag is erdsitette (43. abra. d). A peptid egységeket egy réteg
foszfation kototte dssze, amelyek koordinaltak a lizineket. A zig-zag lamellin-3K molekulak
kortlbeliil 3,1 nm széles szupramolakularis lamellakat adnak, melyekben a dupla peptid
vektor ¢és a hidrofil lizin-foszfat régiok szélessége rendre ~1,8 nm és ~1 nm.

A két fenti molekula kisérleti jellemzése sordn megerdsitést nyert, hogy a foszfat egységek
eldsegitik a rendezettebb szerkezet kialakuldsat, dsszhangban az MD eredményekkel. Az
NMR spektroszkopids adatok azt sugalltdk, hogy mind a 2K, mind a 3K rendezetlen
konformacioban van vizes fazisban, azonban a foszfat ionok hozzaadasa csokkentette mindkét
vegylilet oldhatdsdgat, magasabb rendezddésti rendszerek kialakuldsara utalva. A
morfoldgiakat sikeriilt azonositani TEM, cryo-TEM, AFM és SAXS modszerekkel, amelybol
arra jutottunk, hogy a foszfatok jelenlétében a két peptid ,,csikos” mintazati lamellas
rendszereket formal, mely mintdzat alapvetd méretei nagyon kézel vannak az MD szimulacio

soran megfigyeltekhez.
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43. abra. A 2K és a 3K szerkezete, asszociaciés mechanizmusa és morfoldgiaja. a) Szekvenciak. b-c) A 2K és a
3K oldallanc nitrogén atomjainak atlagos tavolsageloszlasa MD szimulaciékban foszfationok jelenlétében vagy
hianyaban. d) 3K-foszfat lamellaris morfoldgiak (TEM). e) MD pillanatképek a 3K-foszfat szervezédésekrdl és
sematikus halés abrazolas a 3K-foszfat (vagy 3K-PBS) altal kialakithaté dupla-vektor réteg elrendezédésrél.
Peptidgerinc zold, lizin és leucin oldallancok rendre kék és sziirke. A foszfationokban az oxigének pirosak, a
foszforok narancssargak. f) 3K-foszfat AFM képe és metszetmagassagi profilja.

Megvizsgaltuk, hogy az 1j szekvencidk rendelkeznek-e antibakteridlis hatdssal.
Novekedésgatlast vizsgald esszék segitségével megallapitottuk, hogy mindkét vegyiilet erds
antibakterilis aktivitast mutatott Gram negativ E. coli baktériumok ellen kiilonb6zd tesztelt
kozegekben. A 3K hatékonyabb volt, mint a 2K (44. abra). Erdekes modon a 3K a

legmagasabb antibakteridlis aktivitast foszfatmentes, tiszta vizes kdzegben mutatta, az 1Cso
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érteke AMP-khez képest alacsony, 1,24 uM volt (6. tablazat). A 3K hozzaadédsa utan az

antibakterialis hatas azonnal észlelhetd volt.
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44. abra. A 2K és 3K antibakterialis hatasa kiilonb6z6 kézegekben. a) Bakteridlis novekedés esszék b)
Bakterialis életképesség vizsgalatok

6. tablazat. 2K és 3K antibakteridlis hatékonysaga E.coli baktériumon mérve, kiilonb6z6 k6zegekben

Anyag Kozeg ICso [nM] ICso [nM] ICz0 [uM]
Viz 11,2+0,373 8,91 + 0,364 7,06 £ 0,343
2K PBS 77,7+3,93 59,8 +£ 3,62 46,1 £ 4,07
NaCl 74,2+ 10,8 63,3+11,6 54,0+ 12,2
Viz 1,62+ 5,6 E-4 1,24 +5,0 E-4 0,957+ 4,35 E-4
3K PBS 14,6 £ 1,46 11,6 £ 1,48 9,27+ 1,45
NaCl 7,00+ 1,02 544+091 422+ 0,82

Mivel PBS-ben mar azonositottuk a szupramolekularis lamelldk kialakuldsat, ezért ebben a
kozegben az antibakterialis hatasért nagy valoszinliséggel ezen asszocidtumok felelnek. Ehhez
képest foszfatok hidnydban elképzelhetdé volt az is, hogy pl. monomerek fejtik ki az
antibakterialis hatast. Alternativaként az eredetileg tervezett kdlcsonhatas, nevezetesen a lipid
A régio foszfatjaival kivalthato kdlcsonhatas €s az azt kovetd szupramolekularis antibiotikum
kialakulasa allhat a baktericid hatds mogott. Hogy megvizsgaljuk, képes-e a 3K bakterialis
membrankomponensek jelenlétében asszociatumokat alkotni, vizsgéltuk a peptidet olyan
vezikuldkkal, amelyek bakteridlis és emlds lipidekbdl allnak, valamint olyan extracellularis
vezikuldkkal is, amelyek bonyolultabb 0Osszetétellel rendelkeznek. A f6 hangsily a
lipopoliszacharidokon (LPS) volt, amely dsszetett makromolekulak a mar emlitett legfébb
sejtalkotdi a Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjaban a kiilsé rétegnek (42. 4bra).

Ennek lipid A része gazdag foszfatcsoportokban, €s a baktérium sejtfalanak kiilso
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membranfelszinén talalhato. A lamellin-3K LPS-sel torténd reakcidjaban tiszta vizes oldatban
a TEM képeken ugyanazokat a szupramolekularis csikozott mintdzatokat figyeltiik meg, mint

3K-PBS esetén keletkezd asszocidtumoknal (45. 4bra).
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45. abra. 3K-LPS rendszer vizsgalata. (Bal) A 3K-LPS csikozott mintazatanak kialakulasa (TEM). (Jobb)
A 3K-LPS tiszta vizes oldatanak és a lamelldkat tartalmazé 3K-PBS hasonlé CD spektrumai.

Annak azonositdsara, hogy vajon a baktériumok felszinén is kialakul-e egy hasonld
szupramolekularis rendszer -mely a toxicitasért felelds mechanizmus kulcseleme lehet-, a
baktériumokat vizes kozegben tartva 3K-t adtunk az oldathoz, majd a mintdkat mind TEM-
mel, mind pedig krio-EM-mel is megvizsgaltuk. A vizes, foszfatmentes kozeg azért volt
sziikséges, mert igy az oldatban nem indulhatott el spontan a 3K és foszfationok altal képzett
asszociatumok kiépiilése. A magas felbontast képeken egyértelmiien kirajzolodtak a lamellak
a baktériumokban, nagyjabdl hasonlo felépitéssel, mint a lamellin-3K esetében PBS-ben (46.
abra). A krio-EM vizsgalatok membranroncsolast mutattak a lamellaris morfologiak mentén.
Mindkét modszerrel azt lathattuk, hogy a szupramolekuldk kialakuldsa a kiils6 membran
(OM) feliilete kozelébdl indult, és azok atiitve a belsé membrant (IM) mélyen a sejten beliilre
néttek. A lamellak helyén az OM és az IM hatarok elmosodtak, ami arra utalt, hogy a kialakult
asszociatumok bemetszik a sejtfalat, lehetové téve a sejten beliili folyadék kiszivargasat (47.
abra). A lamellak kialakuldsa nagyon nagy valdszinliséggel a sejtfelszini lipid A régiobol

indulhatott, majd annak ndvekedését a baktériumon beliil talalhato foszfatok taplaltak tovabb.
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46. abra. Bakterialis vizsgalatok TEM és krio-EM képei, puffermentes vizes kozegben 3K-
val. a. i-iii E. coli TEM képe és annak nagyitasai. b. krio-EM kép ugyanarrdl a rendszerrél.
OM: kiils6 membran; IM: belsé membran
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A fentebb részletezett MD modellek és a 3K foszfat EM képek alapjan megbecsiilhetd, hogy
hany molekula alkotja a baktérium belsejébe jutd szupramolekularis asszocidtumokat. Ennek
megfelelden, valamint az azonositott baktériumban levd lamellak méretei alapjan atlagosan a
lamellakban kb. ~10300 + 2500 3K molekula talalhato. Tovabba, csak kb. ~ 5-20 lamellat
figyelliink meg azokban a sejtekben, amelyekben jelentds intracellularis folyadékszivargas
van, igy azt becsiiljiik, hogy kb. ~ 5-10* — 2.10° 3K molekula szupramolekularis lamellin
formaban elegendd lehet egyetlen baktérium elpusztitisahoz. Hasonld természetes

membranaktiv  vegyiiletek esetében ugyanezen a hatds eléréséhez legalabb egy

47. abra. Krio-EM képek az E.coli baktériumon 3K lamellak altal okozott roncsolé hatasrél.
(bal alul) Intakt E. coli referenciaképe
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nagysagrenddel tobb molekuldra van sziikség (Melo et al. 2009), ami azt mutatja, hogy a
jelenleg spontdn modon kialakuld asszociatum nagyon hatékony a bakteriumon mutatott
toxikus aktivitas kifejtésében. Azért megjegyzendd, hogy noha a kiilonbozo kisérletekbdl €s
szimulaciokbol szarmazd kapott adatok mindségileg aldtdmasztjak a fenti egyszertsitett
szamitasokat, a krio-EM ¢és oldatfazisban végzett AFM mérések soran a lamelldk mérete
altalaban hosszabb ¢és szélességre vékonyabb volt, mint amit a TEM képek alapjan
azonositottunk, ami csokkentheti a fenti szdmolas pontossagat. Tovabbi részletekbe mend
tanulmanyok sziikségesek sejtes kisérletekkel és példaul az egyedi molekularis formak
egyensulyi allanddira is koncentralva ahhoz, hogy egy pontosabb mennyiségi betekintést
kapjunk.

Az itt bemutatott szupramolekuldris morfologiak egyediilallonak tekinthetéek a nem-
természetes B-peptidekbdl felépiild rendszerek kozott. A kombinadlt MD, NMR ¢és EM
eredmények nytjtott zig-zag konforméciora és abbol egy reddzott réteghez hasonld
szerkezetet felvevd rendszerre utaltak, amelyek az aciklikus B-peptidek esetében egy ritka
konformaciét jelentenek. Altaldnosabban tekintve ezek a lamellik hasonlosdgot mutatnak
néhany olyan szupramolekularis rendszerrel, amelyet egyszertsitett membranmodelleken
természetes peptid alapu antibiotikumok esetén a kdzelmultban azonositottak (Shukla et al.
2022). Az itt kapott bakterialis sejtekbdl nyert mikroszkopos betekintés és a kifejlesztett —
viszonylag egyszerii- lamellin rendszer, mely a célsejt membranjan talalhaté egységekkel valo
kolcsonhatastol indukalva képes belendni a sejtbe jelenleg egyedi eredménynek tekinthetdek
(48. 4bra). Remélhetdleg ez eldrelenditi majd a természetes antimikrobialis
mechanizmusokkal kapcsolatos atfogd megeértésiinket is, valamint a hasonléan tervezett

konforméciovaltozassal jard szupramolekularis antibiotikumok megjelenését. Ezek

48. abra. A 3K lamellin rendszerek Gram-negativ membranba torténé
"belendvésének” sematikus abrdaja. LPS cukorrégidja vilagoskék, lipid A
régio piros, foszfatok narancs, a konformacidvaltozason atesd 3K-k sziirke.
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makroszkopikus természetiiknek koszonhetéen jelentds kart okozhatnak a baktériumok
membranjain, ami koncepciondlisan 1j, alternativ megoldast hozhat az antimikrobialis
rezisztencia (AMR) elleni harcban is. Posztulatumkeént allitom, hogy a természet rendszeresen
kihasznalja ezt a technikat, és hasonld asszociatumok mar régota jelen lehetnek a
gazdaszervezetek immunrendszereinek arzendljdban mas szupramolekuldris védelmi
elemekhez hasonloan, azonban tranziens voltuk miatt jelenleg még nem sikeriilt Oket

azonositanunk.
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Triazol foldamerek kezdeti vizsgalata

,Johann: -Hej, jag har nagot hér nu, jag tinkte om at klikka tva aminosyra tillsammans med
Ru AAc. Vad tycker du om detta?

-T: Jaha, det skulle vara kul, men tyvirr har jag ingen aning om hur man syntetisera de. Ldter
ganska snygg endd...

J: Haa, Ldat mig prata med Nina, kanske we ska se vad kunde vi gora for det.,,

A peptidnukleinsavak, majd az azt hamarosan kovetd B-aminosavak és B-peptidek kezdeti
megjelenése utan gombamod keriiltek kozlésre valtozatos szerkezetii és tulajdonsagu
aminosavakbol felépiilo peptidrendszerek. Idevagdan a klikk-kémia térhoditasaval felmeriilt,
hogy a rézkatalizalt reakcid segitségével Osszekapcsolhatdé egy karbonsav és egy amino
csoport védett szarmazéka, ilyen médon egy aminosavat eredményezve. Ez az aminosav egy
funkcidscsoport ezaltal egy merev, nytjtott konformaciot kdlesondzve a molekulanak (47Tzl,
vagy 1,4-Tzl). Ezzel a kiilonleges aminosavval az ebbdl felépitheté homooligomer peptidek
koncepcidja is felmeriilt (Diness et al. 2017). Ehhez képest, a ruténiummal katalizalt azid-
alkil ciklodaddicidval hasonl6 funkcios csoportok dsszekapcsolasa 1,5 poziciot eredményez,
mely aminosavak altalanossagban inkabb egy U alakt preferalt téralkatot eredményeznek
(5Tzl, vagy 1,5-Tzl), am ebbdl foldamer oligopeptid elérésére nem lattunk kisérletet.
Megjegyzendd, hogy ezen kiilonleges aminosavakat szamos teriileten felhasznalhatjuk, akar
egy darab a-aminosavat cserélve egy természetes szekvencidban, akar azonos 5Tzl-eket, vagy
4Tzl-eket egymas utdn kapcsolva triazol peptid oligomerekként alkalmazva. Eldbbinek és
utdbbinak is széleskorii alkalmazésa lehet, hiszen a gytir(it tartalmaz6 rendszerek segitségével
kikényszerithetlink kivant szerkezeteket, esetleg elkertilhetiink a tervezés soran nem kivant
kolcsonhatasokat, ezért a hasonld aminosavegységek a szintetikus biotechnoldgia hasznos
eszkozei. A két emlitett triazol aminosav, illetve a beldliik felépithetd peptid foldamerek
szerkezeti tulajdonsagait azonban nem ismerjiik részletesen. Az alabbi alfejezetek ezen két
alapvetd aminosav épitdegységek térszerkezetének, valamint az 5Tzl-bdl felépiild peptid

foldamerek szerkezeti tulajdonsagainak feltérképezésére tesznek kisérletet.

Alapvets szerkezeti elemek, triazol aminosavak szerkezeti tulajdonsagai (D11)

A peptid foldamerek terén nemrégiben 1j tipusu rendszerekként jelentek meg az 1,4- és 1,5-
szubsztitudlt triazol aminosavakat tartalmazé foldamerek. Ezekhez az oligomereket alkotd

aminosavak kdnnyen eléallithatok a Cu- és Ru-katalizalt klikk reakciokkal, és novelt oldallanc
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variacidt kindlhatnak. Fontos azonban, hogy a kérdéses aminosavak szerkezeti képességeit
még nem vizsgaltak részletekbe menden. Ennek megfelelden a mostani rész alapjaul szolgalo
tanulmanyban elméleti vizsgalatokat végeztem a két legfontosabb alapegység, az 1,4-
szubsztitualt (4Tzl) és a 1,5-szubsztitualt (5Tzl) 1,2,3-triazol aminosavak konformacios
terével  kapcsolatban, kvantumkémiai szdmitasok, majd NMR spektroszkopia

felhasznalaséaval (49. abra).
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4Tzl 5Tzl

49. abra Triazol aminosavak konstituticioja es fontosabb torzids szégeik definidlasa

A 4Tzl potencialis energia-hiperfeliiletének (PEHS) szisztematikus feltérképezésébdl az
RHF/3-21G szintii szerkezetoptimalasok Osszesen 12 megkiilonboztethetd konformert
eredményeztek (a konformdciés enantiomereket nem szamitva). A magasabb szintli
szamitasok oldoszerek jelenlétében a stabil konformerek szdmat négyre csokkentették (7.

tablazat és 50. abra).

7. tablazat. A stabil minimumként azonositott 4Tzl konformerek relativ energidi. A szerkezetoptimalast
vizben, DMSO-ban és dekanolban végeztiik, az energiakat pedig B3LYP/6-311++G(2d,2p) és ®B97X-D/6-
311++G(2d,2p) elméleti szinteken szamitottuk ki.

Relativ Energia (kcal/mol)
H,O DMSO 1-Decanol

Konformer Modszer

AT7;  B3LYP 000 0,00 0,00
®BY7X-D 0,00 0,00 0,00
AT,.>  B3LYP 001 0,02 0,05
©B97X-D 025  -0,02 0,02
4Tz1-3  B3LYP - - -
®B97X-D 030 0,50 0,37
ATz.4  B3LYP 060 06l 0,63
®B97X-D 0,80 1,03 1,09

A 4Tzl konformerek szerkezeti tulajdonsagai 6sszesen hat diéderes szoggel (torzios szoggel)
jellemezhetdk (49. abra). A két kozEépsé nem tekinthetd szabadon forgdnak, mivel azokat az
1,2,3-triazol heterociklus anti pozicidban tartja. A magasabb szintli szamitasoknal stabilan

maradt négy konformacio esetében a szerkezeti tulajdonsagok meglehetésen hasonldak.
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Ezeknél a konformacioknal az elsé két diéderes szog gauche (g) pozicidban van, valtakozod
orientacidval, azaz g— €s g+. Az utolso két diéderes szog pedig eltolodott gauche pozicidoban
van, bar ugyanazzal az orientacidval, azaz g+g+. Az egyetlen kivétel az a u torzids szog a
4TzI1-3 esetében, amely kozel van a nulldhoz. Az 4Tzl-4 konformécio nyujtottabb szerkezettel
rendelkezik -az els6 két torzios szog anti- €s csak az utolsd két torzios szog van gauche

pozicioban.

4TzI-3 4Tzl-4

50. abra. A 4Tzl energia hiperfeliiletének feltérképezése utan, a magasabb
elméleti szinten olddszeres fazisban azonositott 4 stabil konformer

A 4Tzl aminosavakhoz képest az 5Tzl konformerek szerkezeti tulajdonsagai 6t torzids szoggel
irhatok le (50. 4bra). A kozEépso torzids szog kozel nulla fokban rogzitett. Az 5Tzl esetében a
szisztematikus PEHS-vizsgalat 27 megkiilonboztethetd konformert eredményezett. A
magasabb szintli gazfazist szamolasok ezt 13 stabil konformerré redukaltak (51. abra), majd
az ezt kovetd oldoszeres kdzegben torténd optimalds a minimumok szdmat végiil kilencre
csokkentette. Ez joval tobb, mint a 4Tzl esetén tapasztalt négy darab minimum. A magasabb
szintll szamitasok soran stabil konformerek tobbsége "hajlitott" kanyar-szerti konformer, a

torzios szogek nagy része gauche pozicioban van (51. abra és 8. tablazat).

5Tzl-1 5Tzl-2 '5TzI-3 5Tzl-4 5Tzl-6 5TzI-7 5Tzl-8
\ - ( " Y } (
5Tzl-10 5Tzl-11 5TzI-13 5Tzl-14 5TzI-20 5Tzl-21

51. dbra. A ®B97X-D/6-311++G(2d,2p) szint(i gazfazisi optimalasok soran kapott 13 stabil konformere.
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8. tablazat. 5Tzl minimumainak energetikai és szerkezeti tulajdonsagai. A kvantumkémiai szamitasok
harom kiilonb6z6 oldészermodellben, a B3LYP/6-311++G(2d,2p), az ®B97X-D/6-311++G(2d,2p) és az RMP2-
FC/6-311+G(d,p) elméleti szinteken torténtek

Masodlagos Relativ energia (kcal/mol)  Energia szint
szerkezets Modszer
H.O  DMSO Decanol
B3LYP 0,00 0,00 0,00
5Tzl-1 HI4  ©B97X-D 000 0,00 0,00 ALACSONY
MP2 0,00 0,00 -

Konformer

B3LYP -1,65 -1,64 -1,60
5Tzl-2 C8  ©BY7X-D 042 036 0,19 ALACSONY
MP2 094 095 -

B3LYP  -0,65 -0,63 0,14
5Tzl-3 Turnl  ©B97X-D -0,14  -0,10 0,19 ALACSONY
MP2 0,23 0,22 -

B3LYP -0,56  -0,55  -0,48
5Tzl-4 2-Helix ®B97X-D 1,51 1,48 1,43 KOZEPES
MP2 1,27 1,27 -

B3LYP 132 130 042
5Tzl-6 HS  ©BY97X-D 277 270 235 MAGAS
MP2 1,88 1,85 -

Spiral / B3LYP -020 -0,18  -0,07
5Tzl-7 H16 ®B97X-D 1,51 147 1,53  KOZEPES
MP2 1,62 1,60 -

B3LYP -1,04 -1,01 -0,81

5Tzl-8 H10 oB97X-D -023  -025 -0,02 ALACSONY
MP2 0,21 0,21 -

H10/ B3LYP -0,70  -0,69  -0,50
5Tzl-10 Turn2 / oB97X-D -0,08  -0,11 -0,06 ALACSONY
Turn3 MP2 0,29 0,29 -

B3LYP 0,25 0,29 0,37
5Tzl-14 Spiral  ©B97X-D 2,24 2,28 2,49 MAGAS
MP2 1,62 1,60 -

“A potencialis masodlagos szerkezet, amely az adott konformer segitségével elméletileg felépithetd, részletekért /dsd .

Az 5Tzl és 4Tzl aminosavak kozott jelentds kiilonbség, hogy az 5Tzl esetében joval tobb stabil
konformer azonosithat6. Ugyanakkor ezek esetében joval nehezebb elméleti szdmolasok
alapjan egyértelmii energetikai sorrendet felallitani, mivel ezen konformerek energetikailag
kozel allnak egymashoz, és az alkalmazott elméleti megkozelités fliggvényében az 5Tzl
konformerek relativ stabilitdsa valtozik (8. tdblazat). Ide kapcsolédoan Johan Johansson és

Nina Kann kollegdim a 4Tzl és 5Tzl BOC-védett véltozatait is eldéllitottak, majd ezek
konformacioit 2D NOESY NMR segitségével elemeztiik és kisérletet tettiink az elméleti
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szamitasokkal val6 dsszehasonlitasra. Az elméleti eredmények 9 konformert mutatnak az 5Tzl
esetén, ahol ezek relativ energidi egymashoz kozel helyezkednek el, ami nagy szerkezeti
sokféleséget eredményezhet. Az NMR-analizis is azt jelzi, hogy a spiral, hélix és kanyar
(Turn) tipust masodlagos szerkezeti elemekhez vezetd konformerek egyiitt lehetnek jelen
oldatfazisban. Ezzel szemben a 4Tzl esetében az NMR vizsgalatok alapjan hidnyoznak az erds
intrarezidudlis kdlcsonhatasok és a rendszer rendezetlen oldat fazisban. Ez jol illeszkedik a

négy talalt nytjtott konformerrel, illetve azok alacsony relativ energiakiilonbségével.

Szubsztitualt 5Tzl aminosavak és azok szerkezeti preferenciaja (D12)

A 1,4- és 1,5-diszubsztitualt triazol aminosav monomerek esetén valtozatos oldallancokat
kapcsolhatndnk 0Ossze klikk reakcid segitségével, mely esetén akar 8-féle kiralitasu
diszubsztitualt Tzl-t kaphatunk. Ugyanakkor a kirdlis mono- vagy diszubsztitualt triazol
aminosavak szintézise és szerkezeti tulajdonsagai csak részlegesen lettek megvizsgalva, az
elméletileg elérhetd dsszes aminosavhoz vezetd szintetikus 1€pések, valamint azok szerkezeti
preferencidi nem kertiltek feltérképezésre. Ebben a részben a nyolc elméletileg elérhetd kiralis
triazol szarmazék szerkezeti tulajdonsagait részletezem, amelyeket Johan Johansson, Nina
Kann ¢és Anna-Said Stdhlsdemel kollegdk er6feszitéseinek eredményeképpen sikeriilt
ruthénium-katalizalt azid-alkin cikloaddicioval (RuAAC) eléallitani is (52. dbra). Az egyes
épitdelemek konformacios tulajdonsadgainak értékelésére a monomereken ismét egy
szisztematikus kvantumkémiai tanulmanyt végeztem, amely az energetikai minimumok

tulajdonsagait célozta meghatarozni.
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52. abra. Az elméletileg kaphaté 8 5Tzl diszubsztitudlt aminosav, és
azok szintetikus uton elért tisztasaga illetve termelési hatékonysaga

A szintetikus munkaval sikeriilt igazolni, hogy minden oldallanc-variacio elérhetd.
Ezek utan figyelmiinket a vegyiiletek konformacios tulajdonsagaira iranyitottuk. Ehhez
ismét kvantumkémiai szamitasokat alkalmaztam, harom kiilonb6zo6 elméleti szinten. Itt
a korabban megtalalt 20 akiralis konformerbdl indultunk ki a nyolc kirdlis modell
elkészitéséhez, amelyek az Ac-5TzI-NHMe altalanos szerkezetet kovették (Ac = acetil,
NHMe = N-metil). Megjegyzendd, hogy az R- és S- konformerek enantiomerparokat
képeznek, ezért csak az aszimmetrikus potencialis energia-hiperfeliilet (PEHS) egyik
oldalanak relativ energiait szamoltuk ki minden modell esetén, viszont az
eredményeket az enantiomerparokra vonatkozdan taglaltuk, az alacsony energidju
minimumokra fokuszalva. Az eredményekrdl elmondhatd, hogy az (R)-5 és (5)-5
modellek esetében, 18 illetve 17 konformert azonositottunk, és ezekbdl rendre 9 illetve
7 relativ energidja 3 kcal/mol, vagy annal kisebb. Ez arra utal, hogy elvben mindkét
szarmazéknak tobb mint tiz stabil konformere lehet és igy tobb alacsony energia szint{i
masodlagos szerkezet épitdegységéiil szolgalhatnak. A (R)-6 és az (S5)-6 esetében 6
illetve 11 alacsony relativ energia szintli konformert talaltunk. Ezen monoszubsztitualt

triazol modellek hasonlitanak abban az akiralis triazol szarmazékra, hogy ismét szamos
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alacsony energia szintli méasodlagos szerkezet volt azonosithatd. Ezzel szemben az
(R,R)-7 ¢és (S,5)-7 enantiomerparnal csak 3 és 5 alacsony energia szintii konformert
talaltunk. Az (R,S)-7 és az (S,R)-7 esetében 3 illetve 7 alacsony energia szintl
konformer talalhat6. A diszubsztitudlt modellek alacsonyabb szadmu stabil
konformerének valosziniileg szterikus okai vannak.

Osszefoglalasul elmondhato, hogy az 6sszes lehetséges kiralis kombinacié eldallithato
az 1,5-diszubsztitualt 1,2,3-triazol egységek esetén a rutenium-katalizalt azid-alkin
cikloaddici6 (RuAAC) segitségével, kozepes ¢és jo hozamokkal. Ezen felil
megallapitast nyert, hogy minden kirélis vegyiiletnek tobb alacsony energia szintli
konformere van, ami valtozatos konformécios sokféleséget eredményezhetne, ha

homo-oligomereket szintetizalnank ezekbdl a monomerekbdl.

Szubsztitticiés mintazat
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53. abra. A 8 lehetséges diszubsztitudlt 5Tzl-bél allé heptamer homooligomer peptidek masodlagos szerkezeti
elemeinek relativ szabadentalpia értékei vizben (®B97X-D/6-31+G(d,p)//®B97X-D/6-31G(d) ). Referencia az
5Tzlbdl felépiilt 6sszes masodlagos szerkezet szabadentalpiajanak atlaga.
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54. abra. 5Tzl heptamerek elméletileg elérheté masodlagos szerkezetei

Hosszabb triazol foldamerek, egyszer(ibb asszocidtumok (D12, D13, D14)

A fenti monomereken elvégzett szamitasok alapjan probaltuk azt megbecsiilni, hogy az egyes
oldallancok hogyan befolyasolhatjdk a triazol peptidek maésodlagos szerkezeteinek
energiasorrendjét. Mivel a szintézissel eldallitott metil oldallancti aminosavakbdl nagyon
nehéz lenne hosszabb peptideket eldallitani a hidrofob oldallancok miatt, ezért a vizsgalatokat
csak elméleti szamitasokra korlatoztuk, és azon beliil heptamer peptidek Osszesen 8 szerkezeti
elemére koncentraltunk (53. abra, 54. abra). Tekintettel a legtobb aminosav esetén kapott
kanyar alaku stabil minimumokra, elsdsorban kiilonféle hélixek relativ energiait vizsgaltuk.
Az egyes helikalis szerkezeteket ugy neveztiik el, hogy a hélixek nevét a peptidlancon beliil
hidrogénkotések altal 6sszekapcsolt atomok szamat adja (e.g. H8, H10, H14 és H16). Ezen
hélixek vizsgalatat elvégeztiik mind jobbra (P) mind balra forgatd (M) szerkezetek esetén és
figyelembe vettilk a viz, mint oldoszer hatdsat is. Ekkor az (R)-6, (R)-5 és (R,R)-7
aminosavakbol allo heptamerek esetén a legstabilabb masodlagos szerkezet a jobbmenetes
H16 konformaci6, H16P volt (53. dbra és (Stdlsmeden et al. 2020)). Itt a méasodik legstabilabb
konforméacioé a H14P volt. Hasonldan, az (S)-6, (S)-5 és (S,S)-7 esetében H16M a legstabilabb.

Ezeknél a vegylileteknél a fent emlitett H16 konformaciok magas relativ stabilitassal
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rendelkeznek az altalunk vizsgalt masodlagos szerkezetekhez képest, mivel energidjuk
majdnem 9 kcal/mol-al alacsonyabb, mint a mésodik legstabilabb a H14 hélixé. Ehhez képest
az (R)-5 és (R,R)-7 aminosavak heptamerjei esetén a H10P a H14P relativ energidi nagyon
kozel vannak egymashoz.

Ellentétben az el6z6 hat oldallanc szubsztiticiés mintaval, szerkezeti szempontbdl az (S,R)-7
¢és (R,5)-7 monomerek felhasznalasaval épitett oligomerek tiinnek a legérdekesebbnek. E két
oligomer esetében az altalunk vizsgalt konformerek relativ energiaja sokkal kozelebbi
értékekkel rendelkezik egymashoz képest. Az (R,S)-7 esetében a legstabilabb konformer a
H10M, azonban annak relativ energidja csak ~3 kcal/mol-al kiilonbozik a masodik
legstabilabb konformer H14M-t6l. Rdadasul a harmadik legstabilabb konformer a H16P,
amely ellentétes kéziségli (balmenetes), mint az eldbbi két konformer, mégis az energidja
minddssze 7 kcal/mol-al tér el a HIOM-t8l. Hasonloan a (S,R)-7 esetében is megfigyelhetd
ugyanez az energiasorrend. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az (S,R)-7 és (R,S)-7
rendszerek esetében valoszinilileg olyan szterikus tényezo jelenik meg, amely a kiillonb6z6
masodlagos szerkezeteket hasonld stabilitdsuva teszi. Ez valdszinlileg olyan konformacios
sokféleséget eredményez, amely hasonld az €16 rendszerekben megfigyelt természetes peptid
vegyiiletekéhez. Vegyiik figyelembe, hogy homooligomerek esetén az elébbi eredmények
ellentétben 4llnak a monomerikus vegyiiletek esetében megfigyelt konformacios
sokféleséggel. Amint a monoszubsztitudlt Tzl aminosavak oligomerizalédnak, vildgossa
valik, hogy az altalunk vizsgalt masodlagos szerkezetek koziil az egyikre van egyértelmii
eldny. Ez az észrevétel érvényes azonos kiralitdsu kettds szubsztitualt vegyiiletekre is, mint
példaul az (S,5)-7 és az (R,R)-7. Ellentétben az elézdekkel, a vegyes szubsztituacids mintak,
mint példaul az (S,R)-7 és a (R,S)-7, konformacids sokféleséget eredményezhetnek
homooligomerek esetében, mivel tobb masodlagos szerkezeti elemnek van kdzel azonos
relativ energidja, fliggetleniil attol, hogy jobb-, vagy balmenetesek.

Erdekes, hogy a valtott (R és S) kiralitasti rendszerek eesetén a vizsgalt helikalis szerketek
koziil tobb relativ energiaja is kozel esik egymashoz, mely kiindulopontja lehet egy valtozatos
szerkezeteket felvenni képes peptidrendszernek. Osszességében azt varjuk, hogy a jovében az
1,5-diszubsztitualt 1,2,3-triazol véazra épitve 0j foldamer osztalyok tervezése €s szintézise is
megvalosulhat a jelen bemutatott eredmények alapjan.

A monomerek kisérleti eldallitasa utan dimer, trimer és tetramer szerkezetek kialakitasa és
kisérletes szerkezetvizsgalata is fontos szempont volt. Ezért az akiralis 5Tzl épitdelem
felhasznalasaval oligomereket szintetizaltunk, melyek lehetdvé teszik a peptidomimetikumok

gerincjellemzdinek vizsgalatat. Az NMR-spektroszkopias adatokat kombindlva a szamitott
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masodlagos szerkezetekkel, a tri- és tetra-oligomerek Boc- és metilészter-véddcsoportokkal
ellatott NMR-spektrumai arra utalnak, hogy a tetramer szerkezete nem kényszeriti az
oligomert egyetlen preferalt konformécioba, inkabb ezek az oligomerek egyszerre tobb
helikalis €és hajlitott konformert foglalnak el (55. abra, 56. dbra). A tobb stabil konformer
jelenléte nemcsak a megfigyelt NOE-k altal, hanem az azt tdimogat6 szamitasi modszerekkel
kapott relativ energiaszétoszlasok altal is alatamasztott. A szamitott relativ energidk
figyelembevételével a trimer ill. a tetramer valoszintileg H16-ot, egy hajlitott konformert,
vagy akar H20-as hélixhez sziikséges téralkatot is alkothat. Az akiralis oligomerek esetén az
ilyen konformacios flexibilitas elényds tulajdonsag, mivel azt jelzi, hogy a gerinc szerkezete

elég rugalmas, ami elvezethet a szerkezeti sokféleséghez a késdbbi szekvencialis modositdsok
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55. abra. Az 5Tzl trimer DMSO-ban felvett 1H-1H NOESY spektrumanak fontosabb részletei, amelyek az inter-
reszidualis NOE keresztcsucsokat mutatjak, beleértve az 1H NMR spektrumot. Piros nyilak: azonositott NOE-

kért felel6s atomparok, szaggatott kék vonalak: atfedé kémiai eltolédasok, valdszin(isitheté alternativ
atompdrok. Tovabbi részletekért lasd Johansson et al. 2014.
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56. dbra. Boc-5Tzl trimer kanyar konformacidban

A fenti rendszereken tul vizsgaltuk elméleti modszerekkel, hogy milyen tipusu magasabb
rendezettségli asszociatumok lehetnének elérhetéek ezen vegyiiletek szamara. Ehhez két
dupla szélu szerkezetet optimalizaltam, ezzel tesztelve, hogy vajon a vegyiiletek szerkezeti,
konformécios €s energiabeli tulajdonsagai lehetévé teszik-e a magasabb rendii struktirak
kialakuldsat. Az egyik szerkezet egy Osszefonodott dupla hélixben hasonld volt az
antimikrobidlis csatornaképzd gramicidinéhez (2-Helix) (Wallace 2000). A masik pedig egy
parhuzamos lemez (Sheet), analdgja a természetes peptid- ¢és fehérjeszerkezetekben

megfigyelt parhuzamos B-reddzott rétegnek (57. ébra).

57. abra. A heptamer 5Tzl model elméleti uton vizsgdlt tobbszalas
modelljei. a) Egy két szalbdl allé hélix (2-Helix) oldal- és feliilnézetben. b)
Parallel red6zo6tt réteg (Sheet) kétféle oldalnézete
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Ezen t6bb szalbol all6 rendszerek esetén kapott relativ energidk -7,7 kcal/mol voltak a 2-Helix
¢és -2,2 kcal/mol a Sheet modell esetén a referencia H14-es hélix monomeréhez képest, az
®B97X-D/6-31+G(d,p)//@B97X-D/6-31G(d) szintii elméleti szamolds szerint. Ezek az
értékek arra engednek kovetkeztetni, hogy az ilyen asszocidtumok hasonld stabilitdssal
rendelkezhetnek, mint az egyetlen szalbdl kialakulé alacsony energidju hélikalis szerkezetek.
A kvantummechanikai szdmitdsok alapjan a megfeleld oldallancok és kornyezet
kivalasztasaval az 5Tzl oligomerekbdl magasabb rendii dnszervezddd szerkezetek johetnek
l1étre. Fontos megjegyezni, hogy ezek a kezdeti kvantummechanikai tanulmanyok nem tudnak
figyelembe venni tobb olyan entropikus tagot, amelyeknek jelentdsek hatasa lehet a valos
rendszer szabadentalpiajanak meghatarozasahoz. Ezen feliil hosszatdvon a bemutatott kezdeti
torekvéseken tuli kisérleti vizsgalatok is sziikségesek ezen rendszerek teljesebb megértéséhez.
Figyelembe véve a fent emlitett tulajdonsagokat a 5Tzl oligomerekkel kapcsolatban, valamint
hogy a ruténiummal katalizalt klikk reakcié kdnnyi hozzaférést biztosit szamos aminosav-
szarmazékhoz, azt varjuk, hogy ezek az 1 klikk oligomerek vagy "clickomerek" értékes
kiegészitést jelentenek a meglévd peptid foldamerekhez, és kivald molekuldris vazat
nyujtanak a szerkezet-funkci6 kapcsolatok vizsgalatdhoz, bonyolultabb szekvencidk
alkalmazaséaval. A szakirodalomban tobb tanulméany megtalalhat6, ahol egy 5Tzl aminosav
szekvenciaba illesztésével sikeriilt kivanatos szerkezetvaltozast — és ehhez kapcsolodd
kedvez6 funkcidvaltast- tapasztalni. A tobb 4Tzlbdl és 5Tzl-bol alld oligomerek és hosszabb
inzerciok egyre gyakrabb megjelenéséhez azonban még tobb kihivas var a teriiletre.
Természetesen a kiilonféle szerkezetek megismeréséhez ¢és feltérképezéséhez MD
szimulaciok elvégzése alapvetd fontossagl lesz a jovében. Ezzel kapcsolatban elmondhato,
hogy az altalunk azonositott szerkezeteket is felhasznalva a kozelmultban N. Sewald és 1.
Antes csoportjai elvégezték a 4Tzl és 5Tzl aminosavak erétérre torténd parametrizacidjat az
Amber erétérmodellhez (Marion et al. 2018), mely igy mar lehetdséget teremt bonyolultabb
Tzl-tartalmt szerkezetek explicit olddszeres vizsgalatara is. Itt a szerzok kiemelték, hogy az
altalunk definialt legalacsonyabb 4 konformerbdl harom egyezik szamoléasaikkal a 4Tzl esetén
(4Tzl-2,4Tzl-1, valamint explicit olddszerben 4Tzl-4). Ezen feliil az 5Tzl konformerek esetén
ugyanazt a szerkezeti sokféleséget €s torzids szogekkel is hasonldan jellemzett belsé hidrogén
hid kialakitasokat azonositottak, mint mi a kvantumkémiai szdmolasok soran. A QM és MD
tanulmanyok abban is egyezést mutattak, hogy az 5Tzl esetén a konformdaciok relativ
stabilitisa érzékeny az alkalmazott olddszerre. Osszességében tehat elmondhaté, hogy az
altalunk elvégzett kezdeti szerkezetvizsgalatok hasznos alapjai tovabbi Kkiterjesztett

tanulmanyoknak, valamint Uj, fontos technikdknal sziikséges modszerfejlesztéseknek.
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Osszevetve a kezdeti B-peptidek szerkezeteinek és asszociatumainak feltérképezésével,
megallapithatd, hogy ugyanazon a vonalon a korai, egyszeriibb asszociatumok szerkezeti
tulajdonsagaiig értlink itt el, amihez funkcionalizalas, orvosibiologiailag jelentds hatds még
nem mutathat6 fel. Jelentds kiilonbség azonban a B-peptideknél tett eréfeszitéseinkhez képest,
hogy itt a szintetikus kollegdknak kdszonhetden a szerkezeti tulajdonsagokon feliil az §sszes
5Tzl elballitasi 1épései is megoldottak és elérhetéek. Erdemes azt is szem el6tt tartani, hogy a
relativ magas elméleti szintli QM konformacios analizis — noha erés dinamikai és méretbeli
hatarokkal rendelkezik- meglepden jol képes eldrejelezni a bonyolultabb rendszerek altal
bejarhaté konformacios teret, és ezaltal mar egy kezdeti betekintés sordn is hosszltavra

megalapozott eredményeket adhat.
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Osszefoglalds és kitekintés

Az eredmények alapjan sikeriilt a peptidek szervezddése kapcsan altalanos érvényii
kovetkeztetéseket tenni, elinditani 0j teriiletek feltérképezését, valamint specialis példakon
gyakorlati példat mutatni az indukdlhatd szervezddés kihasznalasara az antimikrobialis
vegyliletek teriiletén. Az eredményekhez kapcsolodd Osszefoglalast a téziseim koré

szerkesztve a dolgozat felépitését kdvetve témateriiletenként taglalom az aldbbiakban.

TERMESZETES PEPTIDEK INDUKALHATO MAGASABB SZINTU SZERVEZODESEI

Két komponensii rendszerek elméleti vizsgalata (D1)

I. Az AMP-k térszerkezetvaltozdsa negativ toltésli szerves kismolekuldkkal alkotott
komplexképzés soran érdekes, mivel: 1. természetes biomolekuldk esetében egy ilyen
komplexképzddés hatassal lehet mind az Osszetevok funkcidjara; 2. ezek a kdlcsonhatasok
megjelenhetnek pl. étkezéssel bevitt mesterséges kismolekulakkal is; 3. amennyiben a
szerkezet mellett az AMP-k aktivitdsa is modulalhatdo igy, akkor a peptidek akér
targetalhatoak lehetnek. Az erés aggregacidos hajlam miatt az NMR spektroszkopia, vagy
rontgenkrisztallografia nem bizonyultak alkalmas vizsgéalati modszernek, ezért egy valasztott
két komponensii rendszeren, a CMI15 nevii AMP és a poliszulfonalt suramin nevii
gyogyszermolekula kdlcsohatasan keresztiil vizsgaltuk azok asszociatumképzésének kezdeti
szakaszat MD szimulaciok segitségével. Metadinamikai szimulaciokkal megmutattuk, hogy a
CM15-suramin esetén a legnépesebb klaszter a rendszer 85,5%-at teszik ki, melyben a CM15
helikalis téralkatu. Szabadentalpia szamitdsok segitségével meghatirozhaté volt, hogy a
relative erds kotddés a suramin és a példa AMP-ként hasznalt CM 15 molekula kdzott jelentds
entropia tagot is tartalmaz. A szimulaciok alapjan megallapitottam, hogy a suramin val6jaban
inkabb stabilizalja a CM15 peptidek populacioban meglevo helikalis térszerkezetét, semmint

indukalja annak kialakulasat.

A lizofoszfatidsav hatasa peptidszekvenciak térszerkezetére (D2)

I1. A fenti térszerkezetvaltozast kisérletes mdodszerekkel torténd vizsgalatnak is alavetettem.
Ehhez tobb AMP-n vizsgaltuk egy micellaképzd lipid jelzémolekula, a lizofoszfatidsav (LPA)
szerkezetet befolydsold hatasat, melyet elsdsorban CD spektroszkopiaval kovettiink.
Megallapitottuk, hogy az LPA-val torténd kolcsonhatasok a vizsgalt peptidek esetén tobbszor

is olyan masodlagos szerkezeteket eredményeztek, melyeket kordbban az adott szekvenciara
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még nem azonositottak. Altalanossagban az LPA és peptid kolcsonhatasok alatimasztjak,
hogy az AMPk esetén szdmos aktiv szerkezet és kapcsolt mechanizmus még ismeretlen, és
azok valodsziniisithetéen tulmutatnak a kézvetlen membréanon kifejtett toxikus hatason. Ezen
felil, az LPA micellak esetén a peptidekre nézve a kovetkezd harom kotddéstipust
azonositottuk: 1. Micelldba agyazott kotddés helikalis peptidszerkezettel; 2. Helikalis
szerkezet kotddése az LPA micella felszinére; 3. Az LPA micella feliiletén kinyujtott, B-szal

szerkezetben torténd peptid kotodés.

Quorum érzékeld molekulak kiralis asszocidacioi (D3)

III. Huméan jelzémolekuldk mellett vizsgaltam, hogy az AMP-k képesek-e mas hasonld
funkciot betoltd molekuldkkal is kolcsonhatni. Ezek koziil az egyik legérdekesebb a
bakterialis biofilmekben levé baktériumok kozotti kommunikéacoért felelds, az in. quorum
sensing (quorum érzékeld, QS) molekulak csoportja. Kivalasztottuk a reprezentativ LL-37
gazdavédd peptidet, valamint a Pseudomonas aureginosa kinolon jelzd molekulajat
(Pseudomonas quinolone signal, PQS), és ezek kolcsonhatasat CD spektroszkopiaval
kovettiik. A CD és abszorbancia spektrumok felvétele utan megallapitottuk, hogy a PQS és az
LL-37 interakcidjakor egyedi komplexek, majd makroméretli asszociatumok alakulnak ki,
melyek a CD spektrumokban indukalt CD jelek megjelenését okozzak. A megfigyelheto
indukalt CD jelek pozicidi megegyeztek az akiralis PQS molekula fébb abszorpcios
cslicsaival, ami arra utal, hogy a kiralis peptiddel rendezett asszociatumok keletkezése
indukalhatja a CD jeleket. Az PQS-sel torténd komplexképzés eredményeivel ramutattunk
arra, hogy a gazdavédo peptidek diverz potencidlis védekezési modjai lehetnek mikrobiélis

fert6zések esetén.

AMP-k asszociatumai endogén vegyiiletekkel (D4)

IV. Tovabbi l1épésként 9 AMP-t — koztiik tobb természetes gazdaveédd peptidet- valasztottam
ki, hogy megvizsgaljuk hemin- illetve biliverdinnel esetleges kdlcsonhatasukat, a kialakulo
magasabb rendli asszocidciokat, valamint ezen kolcsonhatdsok potencidlis biologiai
jelentdségét. A CD spektrumokon valtozdsok voltak azonosithatdak melyek alapjan
megallapitottuk, hogy a hemin jelenléte mar 1:1 ardnyban is jelentds helikalis feltekerddéssel
jar a legtobb vizsgalt peptid esetében. Ezen feliil TEM segitségével azonositottunk kiterjedt,
részlegesen rendezett aggregatum morfoldgiakat tobb peptid esetén. A fentiek biologiai
relevancidjat sejtes esszékkel teszteltiik. Ezek egyértelmiien kimutattdk, hogy az LL-37

citotoxikus hatasat jelentdsen csokkenti a hemin jelenléte. Ezzel feltehetdleg az
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immunrendszer képes lehet modulalni a talexpresszalt AMP-k sajat sejtekre karos hatdsat,
ezaltal kontrollalni a kiilsé fert6zésekre torténd immunvalaszt. Masik oldalr6l viszont -
tekintettel az esetlegesen magas hemin koncentracié szintén toxikus hatasara- az eredmények
a peptidek hem-kotd tulajdonsagat is hangsulyozzak. Osszességében megallapitottuk, hogy a
hemin és metabolitjainak kotodése erdsen preferdlt a vizsgalt AMP-k esetében, mely
alapvetden hozzajarul annak a kordbban rogziilt szemlélet atértelmezéséhez, hogy az AMP-k

funkcioja kimertl az ellenséges mikrobialis membran roncsoldsaban.

Harom komponensii rendszerek kialakulasanak szimulacios és kisérletes vizsgalata (D5, D6)
V. Vizsgaltuk MD szimulaciokkal és kisérletes modszerekkel is CM15-suramin molekuléval
alkotott komplexét lipid kettdsrétegek jelenlétében. A CD, DLS és MD vizsgalatok
eredményei egymassal 6sszhangban nyujtottak betekintést egy dinamikus rendszerbe, ahol a
peptid kolcsonhatasa a lipid kettds réteggel és a suramin molekulakkal versengd modon
alakul, amelyben a peptid-suramin ardny, valamint tobb mas tényezd is befolyasolja az
egyensuly kialakuldsat. Megallapitottam, hogy a CM15-suramin komplex vizben kénnyen
nagy aggregatumot alkothat, azonban PC kettdsréteg jelenlétében ezek kisebbek lesznek,
néhany egyedi peptid pedig belép a fejcsoport régioba. Tovabbi megallapitds, hogy a
negativan toltott PC/PG rendszer esetében a CM15-suramin asszociatumok nem is épiilnek
fel igazan, inkabb a kis kezdeti komplexek "beleoldddnak" a kettdsréteg felszini régidiba. Az

elméleti és a kisérleti eredmények 6sszhangban voltak egymassal.

Biologiai aktivitas és mégottes mechanizmus (D7)

VI. Megvizsgaltam, hogy lehetséges-e valamely AMP antibakteridlis hatdsat novelni szerves
kismolekulakkal torténd asszociatum képzéssel. Ehhez néhany anionos élelmiszer-adalék, pl.
a tartrazin (TZ), és egy nyalbol szérmaztatott AMP (DHVAR4) kolcsonhatésat és kozos
aktivitasat tanulméanyoztuk. Ez a kolcsonhatas jelentsen novelte az antibakteridlis hatést
mind Gram-pozitiv (S. pneumoniae), mind Gram-negativ (E. coli) baktériumokra nézve, mig
emlds sejtekre nézve nem tapasztaltuk a toxicitds novekedését.

Megallapitottuk, hogy az AMP aktivitds pozitivan médosithatd ételfesték molekulak altal.
Ezen feliil azonositottuk, hogy a novelt aktivitds mechanisztikus hattere a DHVAR4-TZ
komplexek membran kolcsonhatasahoz kapcsolddik, ahol a peptid ndvekvo helikalis jellegét
a TZ hatdsédnak koszonheti, amelynek eredményeként AMP-foszfolipid hidrogén kotések

jonnek létre. Ezek megzavarjak a kettOsréteg integritasat és szabalyozott blebképzddéshez
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vezetnek a célsejtek membranjan. A kevert antibakterialis OsszetevOkre megfigyelt
szinergikus hatasokkal szemben ez egy alapvetéen méas mechanizmus, ahol a TZ kozvetleniil

molekularis szinten kapcsolodva befolyasolja a membranon talalhato AMP-t elésegitve annak

crer

B-PEPTIDEK KOMPLEX ASSZOCIATUMAI

Membranaktiv asszociatumok vazszerkezete - kezdeti elméleti szamolasok (D8)
VII. Az 6nszervezddd peptid-alapti mesterséges membranaktiv nanorendszerek raciondlis,

alulrol-felfelé tervezésének tdmogatdsa érdekében kvantumkémiai szamitdsok segitségével
hasonlitottam Gssze a természetes, a-peptidek, és az aminosavak homoldg soran kdvetkezo
legegyszerlibb nem természetes, un. B-peptidek reddzott rétegbdl felépiilé horddszerli csdvet
alkoto szervezddéseit. Praktikus szempontbol kozelitve, a természetes fehérjék esetében ez a
vazszerkezet alkotja a B-hordd membranfehérjéket. Megallapitottam, hogy a B-peptidek
nagyobb affinitdst mutatnak a nanocsdvek kialakitasara, mint a természetes peptidek. A
nyitott reddzott réteg szerkezethez viszonyitva egy energetikailag stabil nanocsd
kialakitasahoz hat peptid sziikséges a-peptidek esetében, de mar kettd is elég B-peptidek
hasznalatakor. Megallapitottam tovabba az energetikai analizisb6l, hogy az a-peptidek
csOtestének az antiparallel elrendezés a kedvezObb, mig a B-peptidek esetén a parallel

orientacid a preferalt.

Membranaktiv rendszerek dinamikus asszociatumai (D9)
VIII. A természetes aminosavakbol 4ll6 a-peptidek €s természetes fehérjerészletek B-red6zott

rétegek kialakitdsdhoz sziikséges egyik legfontosabb tulajdonsiga a nem természetes -
peptidekkel szemben az, hogy a nyujtott peptidgerinc mentén az egyes oldallancok valtakozva
helyezkednek el. Ezért, hasonlo vazszerkezet eldallitdsahoz olyan heterokiralis rendszereket
terveztem, melyeknek hidroféb és hidrofil oldalldncai az alternal6 kiralitas miatt valtakozva
az ellentétes oldalra keriilnek. Az optimalt szekvencidknal végiil médositasokkal azt is sikertilt
elkeriilni, hogy végtelen és oldhatatlan fibrillumok keletkezzenek. Ezzel sikeriilt olyan
onszervez0dd  B-peptideket alkotnunk, melyek oligomerizalédnak vizben, &am
onszervezddésiik nem feltétleniil folytatédik végtelen fibrillumok felé. Az 6t kérdéses
szerkezetb6l harom volt vizoldhatdo, melyek egyben membranaktivak is voltak.
Megallapitottuk, hogy a legigéretesebb peptid (5) a membran mélyebb rétegeibe is

beagyazodik, €s ott intermolekularis H-kotéseket is kialakit. Ezzel sikeriilt egy olyan
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heterokiralis  B-peptid  szekvencidt eldéllitani, mely nyujtott konformacidban

oligomerizalodik, és membranba agyazddva is valosziniisithetleg asszociatumot képez.

IX. Fenticket figyelembe véve tovabbfejlesztettem a heterokiralis B-peptid szekvenciakat
olyan moddon, hogy azok lehetdség szerint antimikrobidlis hatdssal is rendelkezzenek. A
tervezett peptidek pozitiv toltésiiek voltak (2K ill. 3K), és negativ ionok (pl. foszfat ionok)
esetén képesek voltak asszociatumok kialakitasdhoz kapcsolt konformacidvaltozasra.
Megallapitottuk, hogy ezek a peptidek képesek lamellaris morfologidkat felépiteni foszfat
csoportok jelenlétében. Kimutattuk, hogy ezek az un. ,lamellinek” erds antimikrobidalis
hatéssal rendelkeznek. Spektroszkopiai vizsgalatokkal, valamint krio-EM és hagyomanyos
TEM technikakkal sikeriilt megmutatni, hogy mechnizmus szempontjabdl a baktériumokon
kifejtett toxikus hatdsuk valosziniileg annak kdszonhetd, hogy kotédnek a Gram negativ
baktériumok kiilsé membranjaban talalhat6 lipopoliszacharidok foszfatgazdag régioihoz, és
azokrdl elindulva befelé alkotnak lamellaris morfologidkat melyek felvagjdk a membrant

ezzel sejthalalt okoznak.

TRIAZOL FOLDAMEREK KEZDETI VIZSGALATA

Alapveto szerkezeti elemek, triazol aminosavak szerkezeti tulajdonsagai (D11)

X. A peptid foldamerek terén nemrégiben Uj tipust rendszerekként jelentek meg az 1,4- és
1,5-szubsztitualt triazol aminosavakat tartalmazé foldamerek. A jobb tervezhetdsegiikhoz
elméleti vizsgalatokat végeztiink a két legfontosabb alapegység, az 1,4-szubsztitualt (4Tzl) és
a 1,5-szubsztitualt (5Tzl) 1,2,3-triazol aminosavak konformacids terével kapcsolatban,
kvantumkémiai szamitdsok és NMR spektroszkopia felhasznaldsaval. Azonositottam, a két
molekula dsszes stabil konformerét, illetve megallapitottam, hogy az 5Tzl esetében joval tobb
stabil konformer talalhat6. Szintén megallapitottam, hogy utobbi konformerek energetikailag

kozel allnak egymashoz.

Szubsztitualt 5Tzl aminosavak és azok szerkezeti preferenciaja (D12)

XI. Svéd szerves kémikus kollegakkal sikeresen eldallitottuk az elméletileg lehetséges nyolc
kiralis 5Tzl mono- és diszubsztitualt szarmazékot ruténium-katalizalt azid-alkin cikloaddicio
(RUAAC) révén. Az egyes épitdelemek konformécios tulajdonsagainak értékelésére a
monomereken egy szisztematikus kvantumkémiai tanulmanyt végeztem, amely az energetikai
minimumokat és azok alapvetd tulajdonsagait célozta meghatirozni. Osszességében

kimutattuk, hogy minden kiralis szubsztitualt vegyiiletnek tobb alacsony energiaszintii
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konformere van, ami valtozatos konformécios sokféleséget eredményezhetne, ha homo-

oligomereket szintetizalnank ezekbdl.
Hosszabb triazol foldamerek szerkezete és energidaja (D12, D13, D14)

XII. Attekintettiik a kiilonbozé RuAAC szintézissel eldallitott aminosavak alkalmazasi
terlileteit, melybdl vildgossa valt, hogy meglevd természetes peptidekbe torténd egy
aminosavas beillesztések mellett a tobb triazol aminosavat tartalmazé foldamereknek is
sz¢leskorti alkalmazhatdsaga lehet, azonban ezek szerkezeti tulajdonsagai kevéssé ismertek.
Ezért kvantumkémiai szadmitdsokkal vizsgaltam, hogy az egyes oldallancok hogyan
befolyasolhatjak a triazol peptidek masodlagos szerkezeteinek energiasorrendjét. Kiralis és
akiralis épitdelemekbdl felépitett egyszalu heptamer peptidek esetén 0sszesen 8 szerkezeti
elemre koncentraltam. Megéllapitottam, hogy kirdlis aminosavak esetén a vegyes
szubsztitudcids mintdk, mint példaul az (S,R)-7 és az (R,S)-7, konformacids sokféleséget
eredményezhetnek homooligomerek esetében, mivel tobb masodlagos szerkezeti elemnek van
kozel azonos relativ energidja, fliggetleniil attol, hogy jobb-, vagy balmenetesek. Szamolasok
mellett akiralis épitéelemekbdl eldallitottunk homooligomereket és azok szerkezetét NMR-
spektroszkopiaval is vizsgaltuk. Ezek eredményét kombinalva a szdmitott mésodlagos
szerkezetekkel, a tetra-oligomerek esetén sikeriilt megallapitani, hogy a homooligomereknek
nincs egyetlen preferalt konformacioja, inkabb egyszerre tobb helikalis és hajlitott konformert
foglalnak el a peptidek. A tobb stabil konformer jelenléte nemcsak a megfigyelt NOE-k 4ltal,
hanem az azt tamogatd szamitdsi modszerekkel kapott relativ energiaeloszlasok altal is
aldtdmasztott. A szamitasok alapjan a tetramer valdsziniileg H16-ot, egy hajlitott konformert,
vagy akar H20-as hélixhez sziikséges téralkatot is felvehet. Az akirélis oligomerek esetén az
ilyen konformécios flexibilitas elényds tulajdonsag, mivel azt jelzi, hogy a gerinc szerkezete
elég rugalmas ami elvezethet a szerkezeti sokféleséghez a késdbbi szekvencialis modositasok

soran.

Kitekintés

Az attekintett eredmények szamos igéretes iranyt vetitenek eldre a természetes AMP-k, és a
nem természetes peptidek teriiletén. A feltart makroszkopikus asszocidtumok és az egyes
példakon keresztiil megértett funkcionalis szerepiik eldrevetiti és remélhetdleg segiti a
hasonld peptid-alapu szupramolekularis lagyanyagok gyodgyszerészeti €s biotechnologiai

alkalmazasainak elterjedését, ahol hasonld komplexképzés, majd kiterjedt asszocidtumok
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elérése akar in vivo rendszerekben is tervezhetdek lesznek. Az AMP-k komplexképzddésének
¢s szerkezetének mélyebb megértése lehetdvé teszi 01, hatékonyabb antimikrobidlis terapidk
kidolgozasat. A quorum érzékeld molekulak és AMP-k altal képzett kiralis szupramolekularis
rendszerek felvetik a kolcsonhatas €s a képzddmények esetleges szerepét biofilmek elleni
stratégidk kidolgozasdban. A biofilmekben tapasztalhatd antibiotikum-rezisztencia egyre
stlyosabb probléma, ezért az AMP-k olyan mddositasa, amely fokozza azok hatékonysagat
biofilmek ellen, kulcsfontossagu attorést jelenthet. A nem természetes B-peptidek
szupramolekularis szerkezeti sajatossagai remélhetdleg kiaknazhatdak lesznek 1) generacios
membranaktiv gyogyszerek kifejlesztésében. Az ilyen strukturdk kontrollalt aggregacidja
lehetOséget biztosit a célzott bakterialis sejtkarositdsra, mikdzben minimalizdlhatja a
gazdasejtekre gyakorolt toxikus hatdsokat. Az LPS altal indukalt sejtfelszinrdl indulo
lamellaris morfologidk képzése remélhetdleg 11j fejezetet nyit a bioinspiralt szupramolekularis
antibiotikumok fejlesztésében. A triazol peptidek szerkezeti alapjainak felderitése
remélhetéen hozzajarul tjfajta peptid-alapti nanokompozitok kifejlesztéséhez. Az 5Tzl
kanyart preferald konformerei mar ma is alkalmazasra keriilnek fehérjékben torténd prolin
aminosavak helyettesitésére. Szubsztitualt oligopeptidjeik tulajdonsagai klikk-kémian
keresztiil elérheté hidrogél matrixokat vetit eldre, melyre remélhetdleg a jovoben egyre tobb
példat lathatunk.

Az egzotikus peptidek valtozatos Osszetétele és szerkezete egyenlOre szdmos szertedgazo,
egyedi esetet ir le, mely pont ellentétes a természetes peptidek €s fehérjék egységes
felépitésével szemben. Utobbiak szerkezeti tulajdonségait igy viszonylag konnyl
adatbazisokba csatornazni, mely megalapozta az Al-alapu, adatbazisokra tdmaszkodd
tervezésiiket (Alfafold). Azonban kijelenthetd, hogy a ndvekvd mennyiségli egyedi
esettanulmany, valamint az Al intuitiv algoritmusainak gyors fejlédése kozosen eléri majd azt
a kritikus pontot ahonnan az 0j szekvencidk tervezése koltséghatékony rutinfeladatta valik, és

1gazi attorést eredményezhet az egzotikus rendszerek térnyerésében.
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a teljes BSM platformban minden volt és jelenlegi munkatarsnak a sok segitséget. Kiilon
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hogy kitiintettek a bizalmukkal, és akiktSl rengeteget tanultam én is. Ok név szerint: Bilal
Nizami, Czeti Anna Krisztina, Jakab Noémi, Kohut Gergely, Kovacs Benjamin, K&vago
Bence, Mayra Quemé Pefia, Maria Ricci, Priyanka Singh, Sohini Chakraborty, Ujvari
Kamilla, Tokési Natalia, Vasmatics Katja, Vignesh U. Nagaraj, Zineb Medjeldi. Tasvilla
Sonallyat és Kamal el Battiouit kiilon is meg kell emlitenem az éveken tartd hathatos €pitd
munkajukért, az extra lelkesedésért és erdfeszitésért amiket tettek a csoporttagok jolétéért, és
a kritikus helyzetekben tantsitott emberi nagysagukért, ami nélkiil nagyon masképp is
alakulhatott volna a csoport dinamikdja és szakmai teljesitménye. Az eredmények

megsziiletését szamos hazai kollega ¢s barat segitette az évek sordn. Koszonet illeti Gaspari
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Zoltant, aki szakmai munkdjan tal nagyon sokat segitett a Pazmany Péter Katolikus
Egyetemen, hogy kiélhessem a tanitdsi hajlamaimat, és kivalé didkokkal keriiljek napi
kapcsolatba. Az itt megjelenitett eredményekhez nagyon sokan jarultak hozza, akikkel évekig
dolgoztunk kozosen, akar konzorcialis palyazatok keretében, akar csak lelkesedéstdl hajtva
kollaboraci6d soran. A bioldgiai (sejtes, bakterialis, gombaellenes) vizsgélatokért koszonet
illeti BoOsze Szilviat, Toth Juditot, Monostory Katalint, Galgoczi Laszlot valamint
csoporttagjaikat. Az AFM méréseket Romanszki Lordndnak, Keresztes Zsofidnak illetve
Gyulai Gergdének koszonhetem, az NMR méréseket pedig Bodor Andreanak ¢és didkjainak.
Buzas Editnek és Wiener Zoltannak kdszondm a vezikulakhoz kapcsolddo jelentds és éveken
tart6 segitséget. Monostory Katalinnak és Bota Attilanak kiilon k6szonom a dolgozat részletes
atolvasasat ¢és az iranymutatd konstruktiv kritikdkat. Fontos megemliteni, hogy a szakmai
segitség mellett nagyon sokat tettek értem és a csoportért az AKI titkarsagon dolgozo6 Kranicz
Andrea, Jambor Andrea ¢és Gradné Szabo Rita. Nagy koszonet holgyeim!

A nemzetkdzi kollegak koziil kiilon koszonettel tartozom Nina Kann-nak, Daniel Enriznek és
Sergey Samsonovnak, akikkel éveket dolgoztunk egyiitt a dolgozat témdjahoz szorosan
kapcsolodo tanulmanyokon. Csizmadia Imre mar eltavozott koziiliink. Ugyanakkor 6 volt
szamomra sokaig a lelkesedésem alapja és a pozitiv hozzaallas kimerithetetlen forrasa, ezért
mindig halasan gondolok az 6 hagyatékara. Nagy koszonet illeti az édesanyamat, édesapamat,

az dcsémet Attilat és csaladjat minden segitségiikért és szeretetiikért.

Végiil a legfontosabb koszonet a csalddomnak jar. Ok azok akiknek a leghaldsabb vagyok a
mindennapokban adott szeretetért ami ehhez az ¢let nevli egészhez az erdt adja.
Gyermekeinknek: Rahelnek, Maténak, Csengének és Eriknek. Es persze az embernek aki a

vilagomat Gsszetartja: Eszternek.
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FUGGELEK

A tobbi bemutatott technikdval szemben a linedaris dikroizmus (LD) egy viszonylag kevéssé
hasznalt moédszer, ennek koszonhetéen mar az elvi alapokrol sem igazan érhetd el informaciéd
magyarul. Az alabbi leirds csak egy bevezetd bemutatdsa a technikanak, annak részletesebb
leirasa nélkiil. A részletes elmélet megismeréséhez a kovetkezd dedikalt konyvet javasolnam
((Nordén és mtsai. 2010). A dolgozathoz kapcsolodd gyakorlati példak kapesan, valamint
Iényegretorobb, de mégis részletesebb elméleti leirasokhoz az olvasé figyelmét a kovetkezo
tanulmanyokhoz irdnyitom: (Kogan és mtsai. 2014; Szigyarto és mtsai. 2018; Rocha és mtsai.

2016; Reymer ¢és mtsai. 2014; Kogan és mtsai. 2013; 2011; Matson €s mtsai. 2012).

A linedéris dikroizmus az egymasra ortogonalis sikokban polarizalt fény kiilonbsége. A sikokat
egy kivalasztott makroszkopikus irdnyhoz képest definidljuk. Az LD jel a makroszkopikus

iranytengellyel parhuzamos és az azzal merdleges sikban polarizalt fény kiilonbsége:

Oldatfazisban, az olyan membranrendszerek esetében mint pl. a nagy unilamellas liposzémak
(’large unilamellar liposome’, LUV), vagy bicelldk, a makroszkopikus orientaciét a lipid
kettdsrétegre nézve egy un. Couette cellaban keltett nyiroerd segitségével érjiik el (Error!
Reference source not found.). Noha a lipid molekulak LD hozzajaruldsa nagyon alacsony,
azok a kromofor csoportok melyek a lipid kettdsréteggel kdlcsonhatnak a membran feliiletén
-, vagy a membranba dgyazddva- orientalddnak és ezzel LD jeliik a spektrumban megjelenik.

Levezetés nélkiil a kvantitativ kifejezés mellyel megbecsiilhetjiik a membranrendszerekhez

crer

LDT = LD

Aiso

=ZS(1 — cos?a). (2)

Ahol LD" egy dimenzi6 nélkiili koncentraciofiiggetlen valtozo, Ais, az izotrdpikus adszorpcio,
S a makroszkopikus orientacios fakor, a pedig a szog amit a kromofor elektronikus dtmeneti
dipélmomentuma €s a membran normal zar be. Az S orientacios faktor értéke 0 és 1 kozotti
tartomanyban értelmezett, 0 a véletlenszeri eloszlést, 1 pedig a teljes, egy irdnyba torténd
rendezettséget reprezentdlja. Noha a 2-es egyenlet explicit nem keriil felhasznalasra a

dolgozatban szerepldé LD mérések részletezésénél, az mégis fontos hiszen azzal a

crer
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Az (2) egyenlet alapjan, amennyiben ismert S, meghatdrozhaté a membranhoz asszocialt
molekula preferalt szoge a membran normélhoz vizsonyitva. A legtobb esetben az alkalmazott
curcuminra, vagy hasonlo, jol orientdlhaté molekuldkra alapozva becsiiljiikk, mivel ezek
viszonylag péarhuzamosan (vagy merdlegesen) helyezkednek el a membrannormalhoz
viszonyitva, ezért feltételezhetd, hogy rajuk nézve a=0° (vagy a=90°). Ennek megfeleléen az
orientacids faktor (S) kiszamithatdo pl. a retinsav hosszi tenegelyéhez tartozd atmeneti

momentumat véve, amely a ~350 nm-es abszorpcids maximumhoz tartozik (abra lviii).
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Abs
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abra lviii. Retinsav abszorpcios spektruma (fekete), valamint LD spektrumai 19 °C és 23 °C k6zott
bicelldk esetén, 900s™! nyiréeré jelenlétében.

Orientacio oldatfazisban: A Couette aramlasi cella orientacids rendszer a legszélesebb korben
alkalmazott az oldat fazisi mintdk LD méréseihez. A celldk miikodési mddja nagyon
egyszerll, a mintat egy kvarc forgocsd €s egy kvarc allo rad kozé kell helyezni. A mintat
tartalmazo cellaban az 4llo és forgo rész kozotti vékony mintarétegben a nyirderd hatasara
orientacio jelenik meg egy makroszkopikus tengelyhez viszonyitva. A nyirderd (G) a

kovetkezo kifejezéssel szamithato:

G/S_l — ZTTROQ
60(Ro—R;)

),

ahol Q forgasi sebesség (rpm), R, és R; (mm), pedig rendre a kiilsé és belsoé sugara annak az

elméleti hengernek melyben a minta elhelyezkedik.

A kvarc cellaben levd mintdn az athaladé vizszintesen polarizalt fénybdl szamitott
parhuzamos abszorbancia, és a fliggdlegesen polarizalt fény merdleges abszorbancidja kozotti

kiilonbség eredményezi az LD spektrumot. Ehhez a modszerhez csak nagyon kis mennyiségii
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elemzési minta (20 - 80 pl) sziikséges. A minta konnyii visszanyerése a rendszer masik
hasznos tulajdonsdga, amely lehetové teszi az egyes mintak ismételt mérését és késobbi

felhasznalasat.

/—\ 0014
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abra lix. Folyadék faziusu LD spektroszkopia. Bal oldalon a Couette folyadék cella
sematikus elrendezddése, és az atmeneti elektronikus momentum vektorok
kapcsolata az észlelt spektrdlis csucsokkal. A vazolt példan un. bicella lipid
kettGsrétegekbe beépiilt pirén molekulak relativ helyzete Iathaté. A jobb oldalon
a parhuzamos (kék) illetve meréleges (piros) sikban polarizalt fénynyalabokhoz
kapcsolhato abszorpcids jelek lathatéak.

Praktikus szempontbol érdemes megjegyezni, hogy lipid rendszerekben a membran normal
leggyakrabban merdleges a rotacid iranyara, vagyis a makroszkopikus orientacids iranyra
(abra ii). Ez azt jelenti, hogy amennyiben egy kromofér molekula a membran normallal
preferentaltan parhuzamosan helyezkedik el, ugy negativ LD jelet ad, mig a membran
felszinére parhuzamosan (a normalra merdlegesen), ugy pozitiv jelet kapunk. Lipid
rendszerekrdl elmondhato, hogy viszonylag alacsony lesz az orientacids faktoruk a Couette
cellakban, liposzémdak esetén S= ~ 0,02 — 0,1, mig bicelldk esetén S= ~ 0,15 — 0,3 kozott

alakul.

Technikai paraméterek: Az LD mérések két késziiléken torténtek, egy Chirascan CD
spektrométeren, valamint egy JASCO 1500 CD spektrométeren, mindkett6 alkalmas LD
mérésre ¢és detektalasra. Mindkét késziilékhez egy temperalhato, kiils rotacidos Couette
aramlési cellat hasznaltunk, melyekben a mintdban to6ltott teljes fényhossz 0,54 mm, illetve
0,5 mm volt. Az eldallitani kivant orientaciot a kiilsé cella forgatdsaval értiik el, ahhoz
1000/min — 3000/min forgasi sebességtartomanyt alkalmazva. Minden méréshez

atlagspektrumokat hasznaltunk, melyeket tobb alkalommal, 190 — 800 nm hulldmhossz
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tartomany kiilonb6z6 szakaszain vettiink fel, 0,5 nm-es 1épéskdzzel és 100 nm/min pasztazasi
sebességgel. Az alapvonalakat nulla nyiroerd alatt, a forgé henger tobb alloé pozicidjaban

vettiik fel, melyek atlaga kivonasra kertilt a spektrumokbol.
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