
flz encfomoifinoí^^pnfomáció-anaíízise 

Doktor i (PhD) é r t ekezés tézisei 

Lei tgeb Balázs 

T é m a v e z e t ő : 
Dr. Tóth G é z a 

t u d o m á n y o s t a n á c s a d ó 

M a g y a r T u d o m á n y o s A k a d é m i a 
Szeged i Biológiai K ö z p o n t 

Biokémiai In téze t 

Szeged , 2006. 



„Mind így van ezzel, aki hasonló időket megél, de a döntés nem rajta áll. 

Nekünk arról kell döntenünk, mihez kezdjünk az idővel, 

amely számunkra megadatik." - Szü rke Ganda l f (Mória bányá iban ) 

A g y ű r ű k u ra - A g y ű r ű szöve t sége 
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Bevezetés és célkitűzések 

A z endomor f in -1 (EMI, H-Tyr-Pro-Trp-Phe-Nbh) és endomor f in -2 

(EM2, H-Tyr-Pro-Phe-Phe-NI Í2) aktív és szelekt ív p-opioid receptor agonis-

ták, amelyek számos jelentős biológiai hatással rende lkeznek az emlősök 

szervezetében. Ezek a te t rapept idek szerepet já tszanak a fá jda lomérzékelés 

szabá lyozásában és a fá jdalomcsi l lapí tásban, va lamint komplex ha tás t m u -

tatnak a vérker ingés i r endsze rben , illetve szabá lyozzák az ingerüle tá tv ivő 

anyagok szabadon bocsátását , továbbá i m m u n m o d u l á l ó hatással is rendel-

keznek. 

Ezen komplex biológiai ha tás mia t t fontos, h o g y fe l ismerjük ezeknek a 

flexibilis t e t r apep t ideknek azon szerkezeti elemeit , amelyek szerepe t játsza-

nak a bioaktív konformác ió kialakí tásában, és felelősek az akt ivi tásér t és a 

szelektivitásért . Az eddig i m u n k á k alapján kiderül t , hogy az e n d o m o r f i n o k 

esetén f a rmakofő r e lemnek tekinthető az N- terminál i s NH2 csoport , a Tyr 

aminosav az egyes pozícióban, továbbá egy a r o m á s aminosav (Trp vagy 

Phe) a h a r m a d i k vagy a negyed ik pozícióban. Emellet t a message-address 

koncepció é r te lmében az e n d o m o r f i n o k fe loszthatók egy messagc szekven-

ciára (N-terminál is Tyr ' -Pro 2 -Trp 3 és Tyr^ProZ-Phe 3 t r ipept id egységek) , és 

egy address szekvenciára (C-terminális Phe4-NH2). A te t rapept idek ezen két 

része játszik szerepe t a r ecep to rhoz kö tődésben , va lamin t a receptor felis-

merésében . 

A z e n d o m o r f i n o k a t 1997-ben izolálták, és azóta ezen te t rapep t idek 

kü lönböző farmakológia i hatásai t részletesen t anu lmányoz ták , a zonban az 

e n d o m o r f i n o k térszerkezetével kapcsola tosan e d d i g kevés e r e d m é n y látot t 

napvi lágot . Mindemel le t t az i roda lomban e d d i g közöl t szerkezetvizsgálat i 

m u n k á k e r edménye i a lapján kü lönböző javas la tokat tettek az endomor f i -

nok bioaktív konformáció já t illetően, tehát e léggé d i f f ú z kép a lakul t ki ar-

ról, hogy milyen szerkezet i tu la jdonságok teszik akt ívvá ezeket az opioíd 

pep t ideke t . 

Mindezek f igyelembevéte lével ku t a t á sunk egyik cél jaként t űz tük ki, 

h o g y részle tesen fe l t é rképezzük ezeknek a flexibilis t e t r apep t ideknek a 

konformác iós tereit, va lamin t m e g h a t á r o z z u k az o lda tban létező, illetve a 
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preferá l t konfo rmác iós ál lapotai t . Tovább i cé lkén t f o g a l m a z ó d o t t m e g , 

hogy azonos í t suk ezen p e p t i d e k je l legzetes m á s o d l a g o s szerkezet i e lemeit , 

va l amin t karak te r izá l juk a z o k a t a z i n t r amo leku lá r i s kö lcsönha tásoka t , ame-

lyek sze repe t j á t szha tnak a k ü l ö n b ö z ő k o n f o r m á c i ó s á l l apo tok és m á s o d l a -

gos szerkeze tek geome t r i á j ának s tabi l izá lásában. V é g ü l célul t ű z t ü k ki az t 

is, h o g y m e g p r ó b á l j u k azonos í t an i a z o k a t a s t ruk tu rá l i s t u l a j d o n s á g o k a t , 

m á s o d l a g o s szerkezet i e lemeket , i l letve i n t r amo leku lá r i s kö lcsönha tásoka t , 

a m e l y e k fon tosak lehe tnek az e n d o m o r f i n o k b ioak t ív k o n f o r m á c i ó i n a k kia-

lakí tásában. 

Módszerek 

A z e n d o m o r f i n o k konformác ió -ana l í z i sé t v é g e z t ü k el k ü l ö n b ö z ő m ó d -

szerek (sz imulá l t anel lácíó, r a n d o m keresés , m o l e k u l a d i n a m i k a ) a lka lma-

zásával . A s zámí t á soka t az AMBER erőtér f e lhaszná lásáva l a z I N S I G H T II 

p r o g r a m c s o m a g (Accelrys Sof tware , Inc.) Discover 3 m o d u l j á v a l , i l letve a 

SYBYL p r o g r a m m a l (Tripos, Inc.) v é g e z t ü k el Silicon G r a p h i c s 0 r i g i n 2 0 0 0 

t í pusú s z á m í t ó g é p e n (Silicon Graphics , Inc.) I r ix6 .5 ope rác iós r e n d s z e r 

alatt . A t e t r a p e p t i d e k e t az N- te rminá l i s a m i n o - c s o p o r t s emleges (NH 2-) , il-

le tve p r o t o n á l t (NTb*-) á l l apo t ának megfe l e lően k é t f é l e k é p p e n mode l l ez -

tük. Mivel az N M R a d a t o k az t m u t a t j á k , h o g y az e n d o m o r f i n o k a Tyr ' -P ro 2 

p e p t i d k ö t é s cisz, i l letve transz á l l apo t ának megfe l e lő i z o m e r e k egyensú ly i 

k e v e r é k e k é n t v a n n a k jelen, ezé r t a s z á m í t á s o k a t m i n d k é t i z o m e r r e kü lön -

k ü l ö n e lvégez tük . 



Eredmények 

1. A O - T k o n f o r m á c i ó s terek, i l letve a k o n f o r m e r e k e losz lása inak jel lem-

zésére R a m a c h a n d r a n [1,2], p s z e u d o - R a m a c h a n d r a n , 3DR [3], 3DPR [3] 

és pa ra l l e l -koord iná tá s áb ráka t kész í t e t tünk a Tyr1 , Pro2 , T r p 3 / P h e 3 és 

Phe4 a m i n o s a v a k O és T torziós s zöge inek fe lhaszná lásáva l . A kü lönbö-

ző t ípusú R a m a c h a n d r a n á b r á k o n m e g h a t á r o z t u k a k o n f o r m e r e k által 

preferá l t t a r t o m á n y o k a t [1,2,3], továbbá ezen ábrák és a k o n f o r m á c i ó s 

hason lóság i i ndexek a lap ján összehason l í to t tuk a k o n f o r m á c i ó s eloszlá-

sokat . A Tyr 1 , T r p 3 / P h e 3 és Phe4 a m i n o s a v a k oldal láncai ese tén m e g h a -

t á r o z t u k a k o n f o r m e r e k b e n e lő fo rdu ló g(+), g(-) és transz r o t amer p o p u -

lációk a r á n y a i t [1,2], t ovábbá ezen o lda l l áncok ro t amer kombinác ió i t is 

a z o n o s í t o t t u k [3], 

2. Kétféle t á v o l s á g m é r é s t v é g e z t ü n k el a t e t r apep t i dek re v o n a t k o z ó a n . 

Egyik ese tben az N- te rminá l i s N a t o m és a mo leku l age r inc további N és 

O a tomja i közöt t i t ávo l ságoka t m é r t ü k m e g [1,2], m í g a más ik ese tben a 

Tyr 1 , T r p V P h e 3 és Phe 4 o lda l láncok a r o m á s g y ű r ű i n e k , v a l a m i n t a Pro 2 

pi r ro l id in g y ű r ű j é n e k geomet r i a i k ö z é p p o n t j á b a def in iá l t p s z e u d o a t o -

m o k közöt t i t ávo l ságoka t h a t á r o z t u k m e g [1,2], A mo leku l age r inc a to-

m o k közöt t i k i sebb t ávo l ságok a kü lön fé l e haj l í to t t s t r u k t ú r á k a t , m í g a 

n a g y o b b t ávo l ságok a n y ú j t o t t moleku lage r incce l r e n d e l k e z ő k o n f o r m e -

reke t je l lemzik. A p s z e u d o a t o m o k közö t t m é r t k i sebb t ávo l ságok az t 

m u t a t j á k , h o g y e z e k b e n a t e t r a p e p t i d e k b e n k i a l aku lha tnak k ü l ö n b ö z ő 

a r o m á s - a r o m á s és p ro l i n - a romás kö lcsönha tások . 

3. M e g h a t á r o z t u k az e n d o m o r f i n o k k o n f o r m e r e i b e n k ia lakuló in t r amole -

ku lá r i s H-kö t é sek t ípusa i t és popu lác ió i t [1,2]. A haj l í to t t m o l e k u l a g e -

rinccel j e l l emezhe tő k o n f o r m e r e k b e n az a m i n o s a v a k mo leku l age r inc 

a tomja i közö t t többfé le i n t r amo leku lá r i s H-kö té s a l a k u l h a t ki. A Tyr1-

Trp 3 , Tyr ' -Phe 3 , Tyr 1 -Phe 4 és Pro 2 -Phe 4 a m i n o s a v p á r o k közö t t megf i -

gye lhe tő H - k ö t é s e k u t a l n a k a k ü l ö n b ö z ő t í p u s ú (3- és y- turn m á s o d l a g o s 

sze rkeze t ek jelenlétére. M i n d e m e l l e t t a z o n b a n m é g tovább i H-kö t é sek is 

k i a l a k u l h a t n a k az e n d o m o r f i n o k b a n egy ré sz t a m o l e k u l a g e r i n c a t o m o k , 
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másré sz t a mo leku lage r inc és az o lda l lánc a t o m o k közöt t . A kü lön fé l e 

haj l í tot t s t r u k t ú r á k b a n ezenfe lü l e l ő f o r d u l n a k k ü l ö n b ö z ő b i fu rká l t ki-

kötések (b i furkáció és inverz b i furkác ió) is [1,2], a m e l y e k tovább stabili-

zá lha t ják ezeke t a szerkeze teke t . . 

) 
4. Azonos í to t t uk az e n d o m o r f i n o k k o n f o r m e r e i b e n e l ő f o r d u l ó m á s o d l a g o s j 

szerkeze t i e l emeke t [1,2,4]. Ezekben a t e t r a p e p t i d e k b e n k ü l ö n b ö z ő t ípu-

sú (3- és y- turn s t r u k t ú r á k a l a k u l h a t n a k ki, a m e l y e k többségé t a Tyr1-

Phe 4 , Tyr ' -Trp 3 , T y P - P h e 3 és Pro 2 -Phe 4 a m i n o s a v a k közöt t i 1+ -4 ,1 <—3 és 

2<—4 in t r amoleku lá r i s H-kö té sek stabil izál ják. A p - tu rn m á s o d l a g o s 

sze rkeze tek közü l a transz-EMk ese tén l eg inkább a III és V t í pusú p-

tu rn -ök f igye lhe tők m e g , m í g a eisz-EMk ese tében a III t í pusú p - tu rn 

populác ió ja b i zonyu l t a l e g n a g y o b b n a k , u g y a n a k k o r a cisz i z o m e r e k 

k o n f o r m e r e i b e n n e m ta lá lha tók m e g az V t í pusú p- turn-ök . Emel le t t a 

t ransz-EMk ese tén az N- te rminá l i s t r ipep t id e g y s é g e k b e n (Tvr ' -Pro2-

Trp 3 , Tyr 1 -Pro 2 -Phe 3 ) k i a l aku lnak inverz y- turn s t r u k t ú r á k , a m e l y e k a 

cisz-EMk ese tében egyá l t a l án n e m f igye lhe tők meg . M i n d k é t i zomer 

k o n f o r m e r e i b e n meg ta l á lha tók a z o n b a n a y- és inverz y- turn m á s o d l a -

g o s sze rkeze tek a C- te rminá l i s t r ipep t id e g y s é g e k b e n (Pro 2 -Trp 3 -Phe 4 , 

Pro 2-Phe 3-Phe 4) . E zen k í v ü l az e n d o m o r f i n o k transz i zomere i e se t én elő-

f o r d u l n a k ún . inverz y - y, i nverz y - i nve rz y, i n v e r z y - p, i l letve P - y át-

f e d ő t u m s t r u k t ú r á k is [4]. 

5. A H-kö t é sek mel le t t e g y é b in t r amoleku lá r i s kö lc sönha tá sok (a romás-

a r o m á s és p r o l i n - a r o m á s kö lcsönha tások) is s z e r e p e t j á t s zha tnak az 

e n d o m o r f i n o k k ü l ö n b ö z ő k o n f o r m e r e i n e k s tab i l izá lásában . 

5.1. Az e n d o m o r f i n o k Tyr ' -Trp 3 , T y P - P h e 3 , T y P - P h e 4 , Trp3-Phe> és Phe 3 - / 

Phe 4 a m i n o s a v pá r j a inak a r o m á s o lda l lánca i ese tén m e g h a t á r o z t u k a 
I 

kia laku ló a r o m á s - a r o m á s kö lc sönha tá sok popu lác ió i t [4]. Ezt köve tően 

azonos í to t t uk a kö l c sönha tó a r o m á s g y ű r ű k p re fe rá l t geomet r i a i or ien-

tációit , i l letve a k ö l c s ö n h a t á s o k b a n r é sz tvevő o lda l l áncok r o t a m e r 

kombinác ió i t [4], A z e n d o m o r f i n o k b a n e l ő f o r d u l ó a r o m á s - a r o m á s 
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kö lcsönha tások popu lác ió i az t sugal l ják , hogy e z e k n e k a kö lc sönha tó 

p á r o k n a k fon tos sze repe lehet az E M I és EM2 k ü l ö n b ö z ő konfo rmere i -

nek k ia lak í t ásában és s tab i l izá lásában . 

' 5.2. A t e t r a p e p t i d e k Pro2-Tyr>, Pro 2 -Trp 3 , Pro2-I Jhe3 és Pro 2 -Phe 4 a m i n o s a v 

| pá r j a i e se t ében m e g h a t á r o z t u k a k ia laku ló p ro l i n - a ro más kö lcsönha tá -

sok popu lác ió i t , i l letve azonos í to t tuk , h o g y a Pro 2 p i r ro l id in g y ű r ű j é -

nek me ly ik C a tomja vesz rész t a k ü l ö n b ö z ő p ro l in - a romás kö lc sönha -

t á sokban [4], E b b e n az ese tben is a zonos í t o t t uk a prol in és az a r o m á s 

g y ű r ű k kö lcsönha tásakor k ia lakuló preferá l t geomet r i a i or ientác iókat , 

i l le tve a p i r ro l id in g y ű r ű v e l kö lcsönha tó a r o m á s o lda l láncok r o t a m e r 

popu lác ió i t [4], A dsz -EMk ese tén megf igye lhe tő Pro 2 -Tyr 1 kö lcsönha-

tások arra u ta lnak , h o g y ezek a kö lc sönha tó p r o l i n - a r o m á s p á r o k hoz -

z á j á r u l h a t n a k a cisz p e p t i d k ö t é s s tabi l izá lásához . 

5.3. M e g v i z s g á l t u k az e n d o m o r f i n o k k o n f o r m e r e i b e n e l ő f o r d u l ó m á s o d l a -

gos szerkeze t i e l e m e k b e n (III és V t í p u s ú p- turn-ök , N- te rminá l i s in-

v e r z y- turn-ök, C- t e rminá l i s y- és i nve rz y- turn-ök) je lenlévő a r o m á s -

a r o m á s és p ro l i n - a romás kö lcsönha tások t ípusa i t [4], A k ü l ö n b ö z ő p-

és y- turn m á s o d l a g o s sze rkeze t ek e se t én megf igye lhe tő , h o g y ezen 

t u rn -ök többsége t a r t a l m a z v a l a m i l y e n a r o m á s - a r o m á s v a g y pro l in -

a r o m á s kö lcsönha tás t . A z in t r amoleku lá r i s H-kö tésse l r e n d e l k e z ő t u r n 

s t r u k t ú r á k ese tén a kö l c sönha tó a r o m á s és p ro l i n - a romás p á r o k egy 

tovább i s tabi l izáló ha t á s t e r e d m é n y e z h e t n e k . A z e n d o m o r f i n o k ese tén 

a z o n b a n o lyan tu rn -ök is megf igye lhe tők , a m e l y e k b e n h i á n y o z n a k az 

i n t r amo leku lá r i s H-kö tések , és e z e k b e n az e se t ekben az a r o m á s - a r o -

m á s és p r o l i n - a r o m á s kö l c sönha t á sok fon tos s ze repe t j á t s zha tnak a 

I k o n f o r m e r e k s tab i l izá lásában . 

1 5.4. A z EMI és EM2 k o n f o r m e r e i közö t t ta lá lhatók o l y a n s t r u k t ú r á k , a m e -

lyekben egy ide jű l eg f o r d u l elő ké t k ü l ö n b ö z ő a r o m á s - a r o m á s v a g y 

p r o l i n - a r o m á s kö lcsönha tás , i l letve megf igye lhe tők o lyan k o n f o r m e r e k 

is, a m e l y e k b e n e g y a r o m á s - a r o m á s és egy p r o l i n - a r o m á s kö l c sönha t á s 

a l aku l ki e g y i d ő b e n [4]. A z e n d o m o r f i n o k a z o n cisz i zomere iben , 
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ame lyek Pro 2 -Tyr ' és P r o 2 - T r p 3 / P r o 2 - P h e 3 kö lc sönha tó pá roka t , v a g y 

Pro2-Tyr< és Pro 2 -Phe 4 kö l c sönha tá soka t t a r t a l m a z n a k egy ide jű leg , ki-

a l aku lha t egy ún. k o m p a k t „ szendv ic s " s t r u k t ú r a [4], a m e l y b e n az aro-

m á s a m i n o s a v a k o lda l láncai köz re fog ják a Pro 2 p i r ro l id in g y ű r ű j é t . 

6. A message-address koncepc iónak megfe l e lően az e n d o m o r f i n o k N- t e rmi -

nál is t r ipep t id egységei j á t szanak fon tos s ze repe t a r e c e p t o r h o z k ö t ő d é s 

során . Ezekben az N- te rminá l i s r é s z e k b e n a f ransz-EMk ese tén e l ő f o r d u l 

inverz y-turn s t r u k t ú r a , m í g a d sz -EMk ese t ében ez a m á s o d l a g o s szer-

kezet i e l em egyá l ta lán n e m f igye lhe tő meg . Ezt f i gye l embe v é v e e lkép-

zelhető, h o g y az e n d o m o r f i n o k esetén a l ehe t séges b ioakt iv k o n f o r m e r 

transz Ty r ' -P ro 2 p ep t i dkö t é s t t a r t a lmaz , és az N- t e rminá l i s t r ipep t id 

r ég ióban inverz y- turn s t r u k t ú r á v a l j e l l emezhe tő [1,2]. 

7. Moleku lamode l l ezé s i m u n k á n k s o r á n m e g h a t á r o z t u k az e n d o m o r f i n o k 

p re fe rá l t k o n f o r m á c i ó s á l lapota i t , a je l legzetes m á s o d l a g o s szerkeze t i 

e l emeke t , i l letve az e z e k e t s tabi l izáló k ü l ö n b ö z ő in t r amoleku lá r i s köl-

c s ö n h a t á s o k a t [1,2,3,4], A t e t r a p e p t i d e k konformác ió -ana l í z i sébő l kapo t t 

e r e d m é n y e k a l ap j án j avas la to t t e t t ü n k az E M I és E M 2 lehe tséges b ioak-

tiv kon fo rmác ió j á r a [1,2], v a l a m i n t a s tabi l izáló kö l c sönha t á sok sze repé-

re v o n a t k o z ó a n [1,2,4]. 
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