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Zarojelentés

Az ,,Pseudomonas Syringae pv. Syringae altal termelt lipopeptidek és a sejtmembran
kozotti kolcsdnhatasok vizsgalata™
cimii fiatal kutatoi 6sztondij munkarol

A gombas fertézéses megbetegedések szamanak és sulyossaganak fokozédasa, a

rendelkezésre all6 antifungalis gydgyszerek nem Kkielégité hatékonysaga és sziik
hatasspektruma, valamint toxikus mellékhatdsaik és a vellik szemben gyorsan kialakul6
rezisztencia miatt, 0j antifungalis vegylletek kutatasa ma is a gyogyszerkutatds egyik
kiemelten fontos terilete [1].
A Pseudomonas Syringae pv. Syringae novényi korokozd baktérium toérzs ciklusos
lipopeptideket (CLPs) termel, amelyek kulonb6zé gombafajokra (pl. Candida fajra,
Cryptococcus neoformansra) széles spektrumi gombadl6 aktivitast fejtenek ki. Elsédleges
célpontjuk a plazma membran, ahova beépllve pérust alakitanak ki, megvaltoztatva annak
miikodését, mint az ion fluxust, a membran potencialt és a K'-H™-ATP aktivitast. Bioldgiai
aktivitdsukat az ismert antifungélis vegyuletektél eltéré mechanizmus szerint fejtik Ki,
amelyrél egyelére csak részleteket ismertink. A porus kialakitasaban hat, illetve harom CLP
molekula vesz részt, amelyet a lipid molekuldk stabilizdlnak [6]. Az anion szelektiv porus
mérete a CLP természetének fuggvénye. Az eltéré hatasspektrum, antimikrobialis és patogen
aktivitds, szerkezeti kilonbdzoségik fliggvénye, ezért a CLP molekuldk szerkezetének
molekularis szintii megismerese varhatéan kozelebb visz bioldgiai aktivitasuk megértéséhez.

Az OTKA projekt keretében harom, kilonbdz6 szerkezetti és biologiai aktivitasu,
antifungalis ciklusos lipodepsipeptid, a syringomycin-E (SR-E), a syringotoxin (ST-B) és a
syringopeptin-25A (SP-25A) vegyiilet, hatdsmechanizmusat vizsgaltuk molekula dinamikai
szimulacioval. A projektet harom lépésbe valositottuk meg: a CLP molekuldk
haromdimenzids szerkezetének meghatarozasat és jellemzését hidrofil és hidrofob kdzegben a
sejtmembrant modellez6 lipid kettésrétegek megepitése kovette, majd a peptid-lipid
rendszerek 6sszeépitéset és hosszu tava molekula dinamikai szimulacidjat végeztik el.

A projekt els6é két evében a harom CLP molekula hidrofil és hidrofob kdzegben
kialakulé haromdimenzios (3D) szerkezetét és azok sajatossagait hataroztuk meg. A molekula
dinamikai szamitasokat az els6 évben az Accelrys programcsomaggal végeztik. A
GROMACS programcsomag megismerésével azonban nyilvanvalova valt, hogy peptid-lipid
kolcsonhatasok atomi szintii vizsgalatdhoz ez a modszer alkalmasabb, igy a tovabbi
szimuléaciohoz ezt a programcsomagot hasznaltuk.

A SR-E és a ST-B molekuldk a nonapeptid csoportjaban tartoznak, mig a SP-25A a
syringopeptidek csaladjanak egyik képviseléje (1. Abra). A CLP molekulak kiindulési
elsédleges szerkezetét az experimentalis irodalmi adatokbdl (NMR és sztereokémiali
vizsgalatok) ismert abszolit konfiguracio alapjan épitettik fel [2, 4]. Az SR-E molekula
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kilenc aminosavja harom pozitiv és egy negativ toltésii lakton gydarat alkot, amelyhez egy 3-
hidroxi zsirsav kapcsolddik. Az ST-B molekula két pozitiv és egy negativ toltésti nonapeptid
lakton gyiiri, amelyhez szintén kapcsolddik egy 3-hidroxi zsirsav.
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1. Abra. A nonapeptide molekulak primér szerkezet.

A 25 aminosavbol feléplilé SP-25A molekula nyolc aminosavja alkotja a két pozitiv téltési
lakton gydriit, amelyhez egy tizenhét aminosavbol allo hidroféb peptid rész kapcsolodik,
amely egy 3-hidroxi zsirsavban vegzédik (1 Abra).
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2. Abra. A syringopeptin-25A elsédleges szerkezet.

Mindharom CLP molekula szerkezetét a jol ismert aminosavak mellett, specialis aminosavak,
mint példaul a 2,3-dehidro-2-aminobuténsav (Dhb) is alkotjak. A molekulak tovabbi
sajatsaga, hogy a szerin aminosav lakton kotést alakit ki a threonin aminosavval, zarva a
lakton gytrat. Ez az aminosav és ez a specialis lakton kotés az alkalmazott ffgmx2 erétérben
(Gromacs program) nem definialt, ezért ezen aminosav fragmentjein (3. Abra.) HF szinten
geometriai optimalizalast és kvantum mechanikai (QM) szdmolast végeztink Gaussian 98
programot alkalmazva.
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3. Abra: A QM szamoléasnal alkalmazott Dhb aminosav és a lakton kotést kialakitd
aminosavak molekula fragmentjei.

A QM szamolds eredményeként optimalizalt kotéstavolsagokkal és kotesszdgekkel
kiegészitett ffgmx2 eréteret hasznaltuk a tovabbi molekula dinamikai szamolasok
elvégzéséhez [3].

A CLP molekuldk modelljét vizes és oktan kozegbe szolvataltuk, a hatéarfeltételeknek
megfelelé periodikus dobozba helyezve. A minimalizalt szerkezeteket (’steepest descent’
maodszer) azonos protokoll szerint 200 ns MD-vel szimulaltuk. Hidrofil kézegben az MD
modellezést geometriai korlatoz6 paraméterek nélkdl, illetve SR-E és a SP-25A esetében
NOE NMR mérések alapjan becsiilt korlatozé paraméterekkel is kiviteleztik. A SR-E
vegyuleten az NMR méréseket a Debreceni Egyetemen Dr. Kovér Katalin végezte. Az SP-
25A molekula esetében az irodalombdl ismert adatokkal dolgoztunk. Az oktan rendszer
esetében korlatozo paraméterek nelkili MD szamolast Kiviteleztiink. A hidrofil és hidrofob
rendszerekre jellemzé konformerek meghatarozasahoz és jellemzéséhez a trajektériakon (az
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kisérleti méresekkel meghatarozott geometriai korlatok, a kiserleti NOE adatok, teljes
szimulacio alatt fenntarthatdk, és az elsédleges szerkezetbe jol beépitheték. Mivel a mért és az
MD szamolas alapjan meghatarozott NOE adatok igen jo egyezésbe vannak, megallapitottuk
hogy a hosszu tavu MD szimuléci6 alkalmas a SR-E molekula 3D szerkezetének leirasara.
‘nyitott” konformerek. Azonban mig a vizes kozegben a ’zart’ konformer (A) a teljes
trajektoria 81% -ban, a ’nyitott” konformer (B) 13%-ban fordul eld, addig az oktan kézegben
a ’'nyitott’ konformer (C) a dominédnsabb (’nyitott’ konformer 50%, ’zart’ konformer (D) 30%
a teljes populacionak) (4. Abra). Az alkil lanc helyzetében Kkiilénbozé konformerek
eléfordulési valoszintisege az oldoszer polaritdsanak fliggvénye, 6sszhangban az irodalombdl
ismert Kisérleti eredményekkel.

A: ’zart’ konformer B: 'nyitott’ konformer



C: "nyitott” konformer D: ’zart’ konformer

4. Abra. A SR-E dominans konformerei: A, B vizes, C, D oktan kizegben

Hidrofil és hidrofob kdzegben a SR-E molekula szerkezetének stabilitasat a Phe, Dhb, Asp
aminosavak eltéréen alakitjak. Az A konformer esetében az Asp és az Arg aminosavak kozott
kialakulo hidrogénkotés és sohid stabilizalja a szerkezetet, ami a B konformer esetében nem
tapasztalhatd. A hidrofob kdzegben az Asp és Arg aminosavak igen tavol helyezkednek el,
hogy intramolekularis hidrogénkotést alakitsanak ki, azonban toltéssel rendelkez6
oldallancaik kozott sohid alakul ki.

A CD spektroszkopiai mérések a Dhb/Phe aminosavak kozott hidrofob koélcsonhatést
valdszintsitettek, ami a kdzeg polaritdsanak a fuggvenyében valtozott. MD szimulacioval ezt
a kolcsonhatas valtozast igazoltuk: a fenil-gyiirii és a Dhb aminosav oldallanca kozotti
tavolsdg a teljes szimulacio alatt 0.75 nm-rél 0.5 nm-re, illetve 3.5 nm-ré6l 1 nm-re nm
csokken hidrofil, illetve hidroféb kdzegekben.

A kisérleti eredmenyek alapjan Vallio és mkt. feltételezte, hogy a lakton gyiiriire rahajlé alkil
lanc, azzal hidrogén-kotést kialakitva, stabilizlja a molekula szerkezetét. Ez hidrofil
kdzegben nem tapasztalhato, azonban hidrofob kdzegben az alkil lanc OH csoportja a Dab4
(2,4-diaminobutansav) amino csoportjaval hidrogén kotést hoz Iétre, stabilizdlva a molekulat.
A masik jellemz6 kilénbség, a hidroféb és hidrofil kdzegben kialakulé konformerek
szerkezetében, hogy a C és a D konformerek vazaban torzult Il B-tipusli csavar szerkezet
alakul ki, ahol a Phe és a Dhb a kozponti aminosavak. Ennek a szerkezeti jellemzének a
kialakulasat a dehidrofenilalanin és dehidroleucin modell peptidekkel végzett kisérletek [4]
alapjan elére valészintsitették.

A ST rendszereken végzett vizsgalatok eredményei:

A vizsgalt ST-B molekula szerkezete csupan harom aminosavban tér el a SR-E
molekula szerkezetétél, igy varhatd, hogy 3D szerkezeti sajatossagaik igen hasonloak. Mivel
azonban a kulonb6zé toltésnek és hidrofdbicitasnak meghatarozé szerepe van a CLP
molekulak bioldgiai aktivitasaban, ezért a ST-B szerkezetének molekularis szinti jellemzését
is fontosnak tartottuk.
és az F ’nyitott’ konformer (a teljes populacié 17%-a) jellemzi, mig a hidrofob kdzegben a
’zart’ konformer igen dominans, a teljes trajektoria 95 %-ban, addig a ’nyitott’ konformer
csupan 5%-ban van jelen (5. Abra).



5. Abra. Az ST-B molekula atlagolt kzép szerkezete hidrofil, illetve hidroféb kézegben

Az ST-B molekula szerkezetét az Orn, Asp és Dab aminosavak kdzott kialakulo kélcsénhatas
stabilizalja. Az E és G konformereknél az Asp és az Orn, mig az F és H konformereknél az
Asp es Dab aminosavak kozott hidrogénkotes alakul ki. Az konfomereknél, az E konformer
kivételével, Asp és a Dab aminosavak séhidat képeznek.

Az E és F konformereknél 111 B-csavar (Orn5-Asp8), mig a G és H konfomereknél y-csavar
(Thré és Asp8) alakul ki. A csavar szerkezetek jelenléte miatt Ballio a lakton gytra alakjat
teniszlabdahoz hasonlitotta [2].

A SP-25A rendszereken végzett vizsgalatok eredményei:

A hidrofil rendszerben szolvatalt SP-25A molekula teljes trajektoriajat két, mig a
hidrofob kozegben harom atlagolt kozép szerkezet jellemzi (6. Abra). A molekula
haromdimenzids szerkezetét a nagyszamu Dhb és Ala aminosav jelenléte alakitja, amelyek a
molekula rigiditasat, illetve a helix tartomany kialakulasat eredmenyezik. A véltakozé
heterokiralitds a B és a y csavarok kialakulasat proponalja. A konformerek harom szerkezeti
egységre tagolhatok: a kett6tsl hatig terjedé aminosavak a hurkot, nyolctdl tizenétig a hélixet



és a tizennyolctdl huszonétig a lakton gyarit alkotjak. A hosszi aminosav lanchoz egy
hidrofob alkil 1anc kapcsolddik, ami nem része egyik szerkezeti egységnek sem. A hurok
szerkezetét, a valtakozo kiralitas eredmenyekeént, y-, illetve B-csavar szerkezet hatarozza meg
mind a vizes mind az oktan kdézegben (5. Abra.).
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6. Abra. Az SP-25A dominans konformerei: 1, J vizes, K, L, M oktan kzegben

A Kkisérleti vizsgalatok alapjan a hélix-tartomany stabilitasat négy hidrogén kotés
kialakulasanak tulajdonitottak, amib6l vakuumban végzett szimulacioval harmat sikertlt
azonositani [2]. A hidroféb és hidrofil koézegben kialakulo SP-25A Aétlagolt kdzép
szerkezetnél, kilonbdzo gyakorissaggal, mind a négy hidrogén kétést azonositottuk.

A harmadik szerkezeti egységben, a lakton gytriiben, hdrom csavar létezését vartak, de csak
kett6t sikerllt azonositani. A hidrofil és hidroféb kozegben végzett hosszi MD szimulacid
eredményeként a hidnyzé csavar (19-es és a 22-es aminosav kozott) kialakuldsa
megfigyelheto.



Az els6 kétévi vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy a szimuléacios szamitasok alapjan
javasolt konformerek szerkezete ©sszhangban van a kisérleti eredmények alapjan
valoszintsitett szerkezetekkel. Az MD szimulaci6é alkalmas a CLP rendszerek molekuléris
szintii vizsgalatara. Az MD szimulacié eredményeként hidrofil és a hidroféb kdzegben
legnagyobb valdsziniiséggel eléforduld konformereket épitettik be a kilonb6zé tipust és
Osszetetelti lipid kettésrétegekbe, hogy a peptid-lipid kélcsonhatast molekularis szinten
értelmezhessik.

A projekt harmadik évében, a GROMACS szimulaciés programcsomaggal, a
kilénb6zé méreti és Osszetételti lipid Kkettésrétegeket épitettik fel. A lipid kettdsrétegek
méretét és dsszetételét, az Intézetlinkben a CLP molekulédkon végzett kisérletek [5], illetve az
irodalombol ismert [6] kisérletek eredményeinek figyelembevételével hataroztuk meg. Ismert,
hogy egy poérust hat SR-E vagy ST-B, illetve harom SP-25A molekula hozza létre, Ggy, hogy
egy peptid molekula mellett negyven lipid molekula is része a kialakuld porusnak. A poérus
kialakulésa szignifikansan fugg a lipid kettosréteg szerkezetétdl es toltesétol.

A lipid molekulak a porus kialakulasaban bet6ltott szerepenek vizsgalatdhoz DOPE, DOPS és
kilénb6z6 Osszetetelti (1:1, 1:3, 3:1) DOPE/DOPS lipid kettésrétegeket szerkesztettink. A
peptid:lipid aranyt, illetve a lipid:viz ardnyt a kisérletek alapjan meghatarozott 1:40-nek
valasztottuk. Az 50000-55000 atomot tartalmaz6 rendszereket 3-5 ns molekula dinamikai
szimulacioval egyensulyi allapotba hoztuk. A trajektoridk kiértékelése utan megallapitottuk,
hogy az egyensulyban 1évo kettésrétegek alkalmasak, a peptid molekuldkkal Gsszeépitve,
tovabbi molekula dinamikai szimulacios vizsgalatok elvégzésére.

A lipid kettosrétegek megszerkesztésenek folyamata és MD szimulécidja énmagaban nem
lekdzolheto eredmény, de az egyensulyban lévé rendszerek varhatdan egy adatbazisba
bekertlve méasok &ltal is alkalmazhatova valhatnak.

A negyedik évben a CLP molekulak és a lipid kettésréteqg O0sszeépitését a peptid
molekulak a kettosréteg kdzéppontjahoz viszonyitott Kiindulasi helyzetének meghatarozasa
elézte meg. Az irodalombol ismert, hogy feltehetéen a peptidek polaros része a lipid/viz
hatarfelllet kozelében tartozkodik, mig az apolaris alkillanc belenyulik a hidrofob részbe. A
feltételezett ’idedlis’ helyzet meghatarozasahoz kisebb méretti, 72 lipid molekuldbol allé
kettosrétegeket szerkesztettlink (a lipid:viz aranyt nem maodositottuk), igy szimulaciés idot
leroviditettik. A trajektéridk  kiértékelése utdn a peptidek ’idealis’ helyzetét
szamszerisitettiik. Tovabba, azt is megallapithattuk, hogy amennyiben a peptidet az
“idedlistol’ eltéré mélységbe helyezzilk, az alkillanc rahajlik a peptid lakton gytrtjére, és a
teljes szimul&cid alatt helyzetét megtartja.

Tiz CLP-lipid rendszert épitettink fel ahol a hat illetve a hadrom CLP molekula
tomegkdzéppontjat a megfelelé melységbe agy helyeztik el, hogy a peptidek kozotti
kolcsonhatés kialakulhasson. Mivel ezek a peptid-lipid rendszerek igen nagyszamu atomot
tartalmaznak, igy atomi szintt MD szimul&cidja igen idéigényes. A peptid-lipid rendszereken
vegzett szamolasok jelenleg is folyamatban vannak, a trajektériak kiértékelését folyamatosan
végezzuk.

Ebben a jelentésben a hat SRE-DOPE rendszer 50 ns MD szimul&cidjanak eredményeit
ismertetem. A két sorban egymastol 2-2 nm-re elhelyezett SR-E molekulak ~ 5ns utan
kettesével aggregalddnak és alkil lancukat mélyen a hidrofb részbe nydjtjak (7. Abra.). Lipid
kornyezetben a lakton gyiiriik sikja és a kettosréteg xy sikja altal bezart szo6g megnévekedik,
tehat a lakton gyiirii sikja nem parhuzamos a kettdsréteg xy sikjaval, ahogy azt a kisérletek
alapjan feltételezték. A peptid-lipid rendszernél nem csupan a peptidek szerkezete valtozik
meg, a peptidek is szignifikansan megvaltoztatjak a lipidek rendezettségét. Minden peptid
molekula lakton gyirije kdzvetlen kélcsonhatasba van 5-6 lipid molekulaval, maga koré



rendezve azokat, illetve az elsé lipid réteg tovabbi 2-3 lipid molekula helyzetét determinalja.
A sik lipid felulet egy nyereghez hasonl6 alakzatot vesz fel, és a masodik SR-E molekula (B)
kornyezetében megnyilik, azonban a porus kialakuldsa 50 ns szimulacié utdn nem
detektalhatd. Tovabba, az is megfigyelhet6, hogy a peptidek a trans lipid oldal szerkezetét is
megvaltoztatjdk. A SR-E peptidhez hasonlo szerkezetii magainin peptid altal kialakitott porus
szimulacios idétartama 250 ns [7], ezért varhat6an az altalunk vizsgalt antifungalis peptiden is
hasonlo iddtartamd szimulacio szikseges. Azonban mar az eddigi vizsgalatokbol is
megallapithatd, hogy a peptidek mellett a lipidek is részt vesznek a varhatéan kialakul6 un.
lipidic’ porus kialakulaséban.

7. Abra. SR-E és a DOPE rendszer ~50 ns MD szimulacié utan

A négy év eredményeit 6sszefoglalva megallapithatjuk, hogy meghataroztuk és jellemeztik a
harom CLP molekula 3D szerkezetét hidrofil és hidrofob kozegben atomi szinti MD
szimulacioval. Megszerkesztettik a sejtmembrant modellezé kilonbozé Osszetételt lipid
kettésrétegeket és egyensulyi helyzetbe hoztuk. Tovabba, Osszeépitettik a kulonbdzo
Osszetételit és méretli peptid-lipid kettésréteg rendszereket, amelyeken hossz( tavia MD
szimulaciot végeztiink. Megallapitottuk, hogy a peptid-lipid kdélcsonhatds eredményeként a
peptidek maguk koré rendezve a lipid molekulakat, drasztikusan megvaltoztatjak annak
szerkezetét, amely a masodik peptid kornyezetében megnyilik, azonban a pérus még nem
alakul ki, ehhez hosszabb szimulacios id6 sziikséges.

Ez a projekt egy OTKA posztdoktori §sztondij keretében tovabb folytatodik, igy médunkban
all a peptid szerkezeti valtozasa, a lipid kettésréteg rendezettségének megallapitasa mellett a
varhatoan kialakulo porus szerkezetének és mechanizmuséanak az értelmezése.
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