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Bevezetés és célkitlizések

Az endomorfin-1 (EM1, H-Tyr-Pro-Trp-Phe-NH>) és endomorfin-2
(EM2, H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NHy) aktiv és szelektiv p-opioid receptor agonis-
tak, amelyek szamos jelentss biologiai hatassal rendelkeznek az emlésok
szervezetében. Ezek a tetrapeptidek szerepet jatszanak a fajdalomérzékelés
szabalyozéasaban és a fajdalomesillapitasban, valamint komplex hatast mu-
tatnak a vérkeringési rendszerben, illetve szabalyozzak az ingeriiletatvivé
anyagok szabadon bocsatasat, tovabba immunmodulélé hatassal is rendel-
keznek.

Ezen komplex biologiai hatas miatt fontos, hogy felismerjiik ezeknek a
flexibilis tetrapeptideknek azon szerkezeti elemeit, amelyek szerepet jatsza-
nak a bioaktiv konformacié kialakitasaban, és felel6sek az aktivitasért és a
szelektivitasért. Az eddigi munkak alapjan kideriilt, hogy az endomorfinok
esetén farmakofér elemnek tekinthet$ az N-terminalis NH» csoport, a Tyr
aminosav az egyes pozicioban, tovabbéa egy aromas aminosav (Trp vagy
Phe) a harmadik vagy a negyedik pozicioban. Emellett a message-address
koncepcié értelmében az endomorfinok feloszthatok egy message szekven-
ciara (N-termindlis Tyr!-Pro2-Trp3 és Tyr!-Pro2-Phe? tripeptid egységek), és
egy address szekvenciara (C-terminalis Phe!*-NH>). A tetrapeptidek ezen két
része jatszik szerepet a receptorhoz kétédésben, valamint a receptor felis-
merésében.

Az endomorfinokat 1997-ben izolaltdk, és azéta ezen tetrapeptidek
kiilonbozé farmakoldgiai hatésait részletesen tanulmanyozték, azonban az
endomorfinok térszerkezetével kapcsolatosan eddig kevés eredmény latott
napvilagot. Mindemellett az irodalomban eddig kozolt szerkezetvizsgalati
munkak eredményei alapjan kiilonbsz6 javaslatokat tettek az endomorfi-
nok bioaktiv konformaciojat illeten, tehat eléggé diffaz kép alakult ki ar-
rol, hogy milyen szerkezeti tulajdonsagok teszik aktivva ezeket az opioid
peptideket.

Mindezek figyelembevételével kutatasunk egyik céljaként tiiztitk ki,
hogy részletesen feltérképezziik ezeknek a flexibilis tetrapeptideknek a

konformécios tereit, valamint meghatarozzuk az oldatban létezg, illetve a



preferalt konformacios allapotait. Tovabbi célként fogalmazodott meg,
hogy azonositsuk ezen peptidek jellegzetes masodlagos szerkezeti elemeit,
valamint karakterizaljuk azokat az intramolekularis kolcsénhatasokat, ame-
lyek szerepet jatszhatnak a kiildnboz6 konformacios allapotok és masodla-
gos szerkezetek geometriajanak stabilizalasaban. Végiil célul taztiik ki azt
is, hogy megprobaljuk azonositani azokat a strukturalis tulajdonsagokat,
masodlagos szerkezeti elemeket, illetve intramolekularis kolesénhatasokat,
amelyek fontosak lehetnek az endomorfinok bioaktiv konformaciéinak kia-

lakitasaban.
Moédszerek

Az endomorfinok konformacié-analizisét végeztiik el kiilonbozé mod-
szerek (szimulalt anellacié, random keresés, molekuladinamika) alkalma-
zasaval. A szamitasokat az AMBER er6tér felhasznalasaval az INSIGHT I1
programcsomag (Accelrys Software, Inc.) Discover 3 moduljaval, illetve a
SYBYL programmal (Tripos, Inc.) végeztiik el Silicon Graphics Origin2000
tipust szamitogépen (Silicon Graphics, Inc)) Irix 6.5 operéaciés rendszer
alatt. A tetrapeptideket az N-terminalis amino-csoport semleges (NH»-), il-
letve protonalt (NHs*-) allapotanak megfelelden kétféleképpen modellez-
titk. Mivel az NMR adatok azt mutatjak, hogy az endomorfinok a Tyr!-Pro?
peptidkotés cisz, illetve transz allapotdnak megfelelé izomerek egyenstilyi
keverékeként vannak jelen, ezért a szamitasokat mindkét izomerre kiilon-

kiilon elvégeztiik.



Eredmények

1.

A ®-¥ konformacios terek, illetve a konformerek eloszlasainak jellem-
zésére Ramachandran [1,2], pszeudo-Ramachandran, 3DR [3], 3DPR [3]
és parallel-koordinatas abrakat készitettiink a Tyr!, Pro?, Trp?/Phe® és
Phe! aminosavak @ és \V torzi6s szogeinek felhasznalasaval. A kiilénbo-
z6 tipustt Ramachandran abrakon meghataroztuk a konformerek altal
preferalt tartomanyokat [1,2,3], tovabba ezen abrak és a konformacios
hasonlésagi indexek alapjan dsszehasonlitottuk a konformacios eloszla-
sokat. A Tyr!, Trp3/Phe? és Phe* aminosavak oldallancai esetén megha-
taroztuk a konformerekben eléfordulé g(+), g(-) és transz rotamer popu-
laciok aranyait [1,2], tovabba ezen oldallancok rotamer kombinacioit is

azonositottuk [3].

Kétféle tavolsagmérést végeztiink el a tetrapeptidekre vonatkozoan.
Egyik esetben az N-terminalis N atom és a molekulagerinc tovabbi N és
O atomjai kozotti tavolsagokat mértiik meg [1,2], mig a masik esetben a
Tyr!, Trp3/Phe? és Phet oldallancok aromas gyfirtiinek, valamint a Pro?
pirrolidin gyfirtijének geometriai kdzéppontjaba definialt pszeudoato-
mok kézotti tavolsagokat hataroztuk meg [1,2]. A molekulagerinc ato-
mok kozotti kisebb tavolsagok a kiilonféle hajlitott struktirakat, mig a
nagyobb tavolsagok a nyujtott molekulagerinccel rendelkezé konforme-
reket jellemzik. A pszeudoatomok kozott mért kisebb tavolsagok azt
mutatjak, hogy ezekben a tetrapeptidekben kialakulhatnak kiilonb6z6

aromas-aromas és prolin-aromas kélesénhatasok.

Meghataroztuk az endomorfinok konformereiben kialakulé intramole-
kularis H-koétések tipusait és populaciéit [1,2]. A hajlitott molekulage-
rinccel jellemezhet6 konformerekben az aminosavak molekulagerinc
atomjai kozott t6bbféle intramolekularis H-kotés alakulhat ki. A Tyri-
Trp3, Tyrl-Phe?, Tyr!-Phe? és Pro2-Phe! aminosav péarok kozott megfi-
gyelhets H-kotések utalnak a kiilonb6z6 tipust B- és y-turn masodlagos
szerkezetek jelenlétére. Mindemellett azonban még tovabbi H-kétések is

kialakulhatnak az endomorfinokban egyrészt a molekulagerinc atomok,
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masrészt a molekulagerinc és az oldallanc atomok kozott. A kiilonféle
hajlitott struktarakban ezenfeliil el6fordulnak kiilénbdz6 bifurkalt H-
kotések (bifurkacié és inverz bifurkacio) is [1,2], amelyek tovabb stabili-
zalhatjak ezeket a szerkezeteket.

4. Azonositottuk az endomorfinok konformereiben eléfordulé masodlagos
szerkezeti elemeket [1,2,4]. Ezekben a tetrapeptidekben kiilonbozé tipu-
st B- és y-turn struktirak alakulhatnak ki, amelyek tobbségét a Tyr!-
Phet, Tyr!-Trp3, Tyr!-Phe? és Pro?-Phe! aminosavak kozott 1+—4, 13 és
2«4 intramolekularis H-kotések stabilizaljak. A p-turn masodlagos
szerkezetek koziil a transz-EMKk esetén leginkabb a Il és V tipust B-
turn-6k figyelhetSk meg, mig a cisz-EMk esetében a III tipust B-turn
populéciéja bizonyult a legnagyobbnak, ugyanakkor a cisz izomerek
konformereiben nem talalhatok meg az V tipust p-turn-6k. Emellett a
transz-EMk esetén az N-terminalis tripeptid egységekben (Tyr!'-Pro*
Trp?, Tyr'-Pro?-Phe®) kialakulnak inverz y-turn struktarak, amelyek a
cisz-EMk esetében egyéltalin nem figyelhetk meg. Mindkét izomer
konformereiben megtalalhatok azonban a y- és inverz y-turn masodla-
gos szerkezetek a C-terminalis tripeptid egységekben (Pro?-Trp3-Phe?,
Pro?-Phe3-Phe?). Ezenkiviil az endomorfinok transz izomerei esetén el6-
fordulnak un. inverz y -y, inverz y - inverz vy, inverz y - B, illetve § -y at-
fedd turn struktarak is [4].

5. A H-kotések mellett egyéb intramolekularis kolcsonhatasok (aromas-
aromas és prolin-aromas kolcsénhatasok) is szerepet jatszhatnak az
endomorfinok kiilonb6z6 konformereinek stabilizalasaban.

5.1. Az endomorfinok Tyr!-Trp3, Tyr!-Phe3, Tyr!-Phe!, Trp3-Phe! és Phe’-
Phe* aminosav parjainak aromas oldallancai esetén meghatéroztuk a
kialakul6 aromés-aromas kolcsonhatasok populacioit [4]. Ezt kévetSen
azonositottuk a kélcsdnhat6 aromas gyftiriik preferélt geometriai orien-
tacioit, illetve a kolesonhatasokban résztvevé oldallancok rotamer

kombinaciéit [4]. Az endomorfinokban eléfordulé aroméas-aromas



5.4.

kolesonhatasok populacioi azt sugalljak, hogy ezeknek a kolcsonhato
paroknak fontos szerepe lehet az EM1 és EM2 kiilonboz6 konformerei-

nek kialakitasaban és stabilizalasaban.

- A tetrapeptidek Pro2-Tyr!, Pro>-Trp?, Pro?-Phe’ és Pro>-Phe* aminosav

parjai esetében meghataroztuk a kialakul6 prolin-aromas kélesonhata-
sok populacioit, illetve azonositottuk, hogy a Pro? pirrolidin gytirjé-
nek melyik C atomja vesz részt a kiilonboz6 prolin-aromas kélcsonha-
tasokban [4]. Ebben az esetben is azonositottuk a prolin és az aromas
gytriik kdlesonhatasakor kialakul6 preferalt geometriai orientacidkat,
illetve a pirrolidin gyiirtivel kdlcsénhaté aromas oldallancok rotamer
populécioit [4]. A cisz-EMk esetén megfigyelheté Pro>-Tyr! kélcsénha-
tasok arra utalnak, hogy ezek a kolesénhaté prolin-aromds parok hoz-

zajarulhatnak a cisz peptidkotés stabilizalasahoz.

. Megvizsgaltuk az endomorfinok konformereiben el6fordulé masodla-

gos szerkezeti elemekben (IIl és V tipust B-turn-6k, N-terminalis in-
verz y-turn-8k, C-terminalis y- és inverz y-turn-6k) jelenlévé aromas-
aromas és prolin-aromas kolcsonhatasok tipusait [4]. A kiilonbozé B-
és y-turn masodlagos szerkezetek esetén megfigyelhets, hogy ezen
turn-6k tobbsége tartalmaz valamilyen aromas-aromas vagy prolin-
aromas kolcsonhatast. Az intramolekuléaris H-kotéssel rendelkezé turn
struktirak esetén a kolcsonhaté aromas és prolin-aromas péarok egy
tovabbi stabilizalo hatast eredményezhetnek. Az endomorfinok esetén
azonban olyan turn-ok is megfigyelheték, amelyekben hidnyoznak az
intramolekularis H-koétések, és ezekben az esetekben az aromas-aro-
mas és prolin-aromas kolcsonhatasok fontos szerepet jatszhatnak a

konformerek stabilizalasaban.

Az EM1 és EM2 konformerei kozott talalhatok olyan struktirak, ame-
lyekben egyidejiileg fordul el6 két kiilonb6z6 aromas-aromas vagy
prolin-aromas koélcsénhatas, illetve megfigyelhetSk olyan konformerek
is, amelyekben egy aroméas-aromas és egy prolin-aromas kolcsénhatés
alakul ki egyid6ben [4]. Az endomorfinok azon cisz izomereiben,
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amelyek Pro*-Tyr! és Pro>-Trp3/Pro>-Phe® kolcsénhaté parokat, vagy
Pro2-Tyr! és Pro2-Phet* kolcsonhatasokat tartalmaznak egyidejiileg, ki-
alakulhat egy un. kompakt ,szendvics” struktira [4], amelyben az aro-

mas aminosavak oldallancai kozrefogjak a Pro? pirrolidin gyfiriijét.

6. A message-address koncepciénak megfeleléen az endomorfinok N-termi-
nalis tripeptid egységei jatszanak fontos szerepet a receptorhoz kot6dés
soran. Ezekben az N-termindlis részekben a transz-EMk esetén el6fordul
inverz y-turn struktiira, mig a cisz-EMk esetében ez a masodlagos szer-
kezeti elem egyaltalan nem figyelheté meg. Ezt figyelembe véve elkép-
zelhet6, hogy az endomorfinok esetén a lehetséges bioaktiv konformer
transz Tyr'-Pro? peptidkétést tartalmaz, és az N-terminalis tripeptid

régidban inverz y-turn struktiraval jellemezhetd [1,2].

7. Molekulamodellezési munkank soran meghataroztuk az endomorfinok
preferalt konformacios allapotait, a jellegzetes masodlagos szerkezeti
elemeket, illetve az ezeket stabilizalé kalénbozé intramolekularis kol-
csénhatasokat [1,2,3,4]. A tetrapeptidek konformacié-analiziséb6l kapott
eredmények alapjan javaslatot tettiink az EM1 és EM2 lehetséges bioak-

i pinis

re vonatkozoan [1,2,4].
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