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1. Bevezetés

A sejtmembran penetrald peptidek (cell-penetrating peptides,
CPP) oligopeptidek és rovid polipeptidek, amelyek képesek
behatolni a sejtekbe, akar sejtszervecskékbe is a membran végzetes
karositasa nélkiil, ezaltal alkalmasak gyodgyszerek célba
juttatasara. Az els6ként azonositott CPP a HIV-Tat, a kovetkezd
pedig a penetratin. Kutatasuk az elmult hisz évben folfutott,
2012-ben publikaltak az els¢ CPP adatbazist, majd 2016-ban a

tovabbfejlesztett valtozatat.

Legtobbjiik nyilt félancu, de ciklusos peptidek is eldfordulnak.
Eredetliik természetes vagy szintetikus is lehet. Tobbségiik
természetes aminosavakbol épiil 61, de mas konfiguracioja és

konstitucioji monomerek is eléfordulhatnak.

Altalaban (akar egyszerre) amfifil karaktertiek vagy kationosak,
a pozitiv toltésii €s az aromas aminosavaknak a penetracio6 legtobb

lehetséges mechanizmusaban szerepe van.

Mechanizmusuk nem tisztazott teljes mértékben, sok az egyedi
eltérés, a koriilményektdl 1s fiigg. Torténhet a sejt aktiv
kozremiikodésével vagy anélkiil is. Aktiv mechanizmusként
lehetséges az endocitdézis minden gyakoribb tipusa. Passziv
mechanizmus a direkt transzlokacid, a membran vékonyodas, a

porusképzddés, az inverz micella és a szonyegmodell.



Vizsgalataink targyat harom linearis CPP: penetratin,
6,14-Phe-penetratin, dodeka-penetratin; és harom ciklusos CPP:
Kalata B1, SFTI-1, MCo-TI-II.

A penetratin az ecetmuslica antennapedia homeoproteinjének
egy 16 aminosavbol alloé szakasza, a 6,14-Phe-penetratin és a
dodeka-penetratin ennek félszintetikus analdgjai. konformaciojuk
helikalis, fizikokémiai tulajdonségaikat bazikus ¢és aromas

aminosavak hatdrozzak meg.

A vizsgalt harom ciklusos CPP novényi eredetli. Tobbségében
hidroféb aminosavakbol allnak, fajlagos toltésiik alacsony.
Konformacidjukat a makrociklust hurkokra oszté diszulfidhidak

rendkivil merevvé teszik.

Gyobgyszermolekuldk peptidekhez valdé kapcsoldsa szamos
farmakokinetikai jellemz6n javithat. A szimuldcidink targyat
képz6 harom hatéanyag: doxorubicin, razagilin, zidovudin
konjugatumat is eldallitottdk és vizsgaltdk mar. Kiilonosen
alkalmasak konjugalt hatéanyagok szallitasara a CPP-k, ha a
célpont eléréséhez be kell hatolni a sejtekbe vagy keresztiil kell
rajtuk haladni. Kis molekuldkat mindig kovalens kotéssel

kapcsolnak a peptidekhez.

A molekuladinamika (MD) a molekularis folyamatok idébeli

lefolyasanak modellezése molekulamechanikai eszkdzokkel, tehat



klasszikus fizikat alkalmazva molekularis szinten. Az egyik
gyakran hasznalt er6térmodell az OPLS, mely egyarant alkalmas
paraméterekkel rendelkezik kis szerves molekuldk €s biopolimerek
modellezésére. A vizsgalt egységet explicit (molekulanként
folépitett) vagy implicit (csak fizikai tulajdonsadgokkal jellemzett)
oldészermodell veszi koriil. Tobb specidlis MD modszert is
kifejlesztettek, a legfontosabbak a metadinamika, az umbrella
sampling, a replica exchange ¢és a durva szemcsés (coarse-grained)

modellezés.

Szamos referenciat publikaltak CPP-k MD modellezésére, de
kiilonb6z6é szerkezetii peptidek gyogyszermolekuldkkal képzett

konjugatumait még nem hasonlitottak ossze.



2. Célkituzések

A ConjuPepDB projektjét azért kezdtiik el, mert korabban nem
allt rendelkezésre atfogd adatbazis peptidek konjugdtumairdl.
Azokat a szakirodalomban kozzétett szerkezeteket gytijtottiik
Ossze, melyek egy peptidbdl és egy hozza kovalensen kapcsolodo

kisebb szerves molekulabol allnak.

Mivel kiilonbozd szerkezetli peptidek gydgyszermolekulakkal
képzett konjugétumainak MD modellezéssel valo
Osszehasonlitdsara nem taldltunk példat, ezért kivalasztottunk
harom hatdanyagot, mely szerepel (nem feltétleniil CPP-vel) a
ConjuPepDB-ben:  doxorubicin, razagilin és  zidovudin.
Mindhédrom gydgyszer membranokon kell athatoljon a hatés

kifejtéséhez, szerkezetiik és hatasuk azonban teljesen kiilonb6zo.

MD szimuldcidkat futtattunk, hogy meghatarozzuk, mi a
hasonlosag ¢és a kiilonbség a penetratin analogok és a ciklusos
peptidek kozott vizben és membranban, valamint hogyan valtozik
ezen peptidek ¢és konjugatumot konformacidja a membran
felszinének kozelében és a membran belsejében. A modellezés
célja volt azt is kideriteni, milyen hatidssal van a peptid
viselkedésére  gydgyszermolekuldk kovalens konjugacioja,
mindazonaltal lehetséges-e ezzel a modszerrel modellezni a

membranon keresztiili penetraciot.



3. Modszerek

3.1 Konjugatum adatbazis

A ConjuPepDB (https://conjupepdb.ttk.hu/) peptidbdl ¢és

gyogyszermolekulabdl allé kovalensen kapcsolt konjugatumokat
tartalmaz. Minden szerkezetek cikkben publikaltak, melyre a CAS
(Chemical Abstracts) adatbazisban kerestiink.

Az adatbazis tartalmazza minden konjugatum CAS azonositojat
teljes 2D szerkezetét, a peptid szekvenciajat, valamint a kis
molekula nevét, szerkezeti képletét és CAS azonositojat. Ezen tul
rendszerbe soroltuk a konjugatumokat a kapcsolas modja és a

gyogyszer hatdstani csoportja szerint.

Az adatbazist Apache HTTPS server 2.4 és MySQL server 5.7

mukodteti.

Az adatbazisban vald szerkezetalapu keresést JavaScript
Molecular Editor teszi lehetdve, mely tdmogatja a keresést pontos

egyezeésre, toredékre vagy hasonlosag alapjan is.
3.2 MD szimulaciok

A modellezés teljes munkafolyamatdhoz a Schrédinger
molekulamodellezé programcsomagot hasznaltuk, melynek
grafikus feliilete a Maestro. Innen inditottuk a tobbi alkalmazést

(1. abra).


https://conjupepdb.ttk.hu/

A peptidek szerkezetét az RCSB adatbazisbdl toltottiik le a PDB
azonositojuk alapjan. Mivel mindegyik NMR spektroszkopiaval
keriilt meghatarozésra, csak minimalis elokészitésre szorultak a

molekuladinamikihoz.

A gyogyszermolekuldkat a 2D szerkeszté alkalmazassal
berajzoltuk és a molekulamechanikai modszerrel optimalizaltuk a
konformaciojukat. Ezutan a megfeleld linker beépitésével

kapcsoltuk a peptidekhez.

A System Builder alkalmazassal OPLS3e erdteret hasznalva
allitottuk 6ssze a rendszert a molekuladinamikéhoz, mely explicit
viz- és membranmodellt tartalmaz. Minden konjogatumot hadrom
kiilonb6zd kozegbe helyeztiink: vizdobozba, POPC (lecitin)
membranmodell belsejébe és POPC membranmodell felszinére,

utobbi esetben parhuzamos helyzetben.

A peptid protonalodasbol vagy deprotonalodasbol adodo
toltését natrium- vagy kloridionok egyenlitik ki, hogy a rendszer
eredd toltése nulla legyen. A vizes kozeg tovabbi natrium- és

kloridionokat tartalmaz izotonias koncentracioban.

A Desmond molekuladinamikai szimulaciokat Linux alatt,
grafikus magon kell futtatni. Ehhez Nvidia GeForce GTX1070 Ti
1683 MHz x2432 videokartyat hasznaltunk.



A program a beépitett protokollnak megfeleld beallitasokkal
relaxalta a rendszert. Az MD szimulacié ezutan izoterm, izobar
zart rendszerben futott, mindig 300 K fomérsékleten és

1,01325 bar nyomason.

A membran nélkiili ¢és a membran belsejébdl inditott
szimulacidk id6tartama 100 ns volt 100 ps trajektoria felbontéssal,
a membran felszinérdl inditott szimulaciok iddtartama pedig

1000 ns volt 1000 ps trajektoria felbontassal.

A szimuléaciok kiértékelésében kulcsfontossagii adat az a
szénatomok atlagos négyzetes elmozdulésa az 1d6 fliggvényében,
az intramolekularis hidrogénkotések szama az i1d6 fliggvényében

¢s a Ramachandran grafikon kezdeti- és végallapotban.

PDB let6ltése Gyogyszermolekuldk
Maestro GUI Maestro Build

El6készités Minimalizalas
Prime LigPrep

Kapcsolas
Maestro GUI

Rendszer épitése
Desmond System Builder

Szimulcié
Desmond MD

Analizis

1. abra. A modellezési projekt vazlatos munkafolyamata



4. Eredmények

4.1 Konjugatum adatbazis

A ConjuPepDB 1645 peptidbdl (nem csak CPP-k) ¢s kisebb
molekulabol képzett konjugdtum alapvetd adatait tartalmazza 238
szakirodalmi publikaciobol Osszegyiijtve és minden esetben

szerkezeti informacidkkal ellatva.

A legnagyobb szamban képviselt hatastani csoport a rakellenes
gyogyszereké, melyek jelentds része toxikus és gyakran a
farmakokinetikai jellemzdik is rosszak, ezért biztonsagosabba és
eredményesebbé tehetd a felhasznalasuk, ha specifikus peptidek

vezetik a célponthoz.

A korokozok (koztik baktériumok, virusok, gombidk és
parazitdk) elleni hatéanyagok 1is gyakran szerepelnek az
adatbazisban, mert a peptidek segithetik a mikrobakba vagy
virussal fert6zott sejtekbe vald behatolédst az egészséges szovetek

megkimélése mellett.

Gyulladascsokkentd hatéanyagok peptidhez kapcsolasakor a

megfeleld szovetek szelektiv célzésa kap szerepet.

Szintén fejlesztettek ki konjugatumokat a  kozponti

idegrendszer kezelésére is.



Mindazonaltal az adatbazisba gy(ijtott konjugatumok kozel fele
egyeéb, ritkabban el6forduld hatastani csoportba tartozik, vagy nem
is fejt ki farmakoldgiai hatast. El6fordulnak diagnosztikumok ¢€s
mas, els6sorban  kutatdsban  hasznalt  jelzémolekulak,
biotechnologiai funkcidju konjugatumok, tovabba egyéb specialis

célokra egyedileg kifejlesztett molekulak is.
4.2 MD szimulacidk

A vizdobozbol és a membran belsejébdl inditott szimulacidk
soran a nativ penetratin és a 6,14-Phe-penetratin 100 ns alatt
megoérizte a  helikalis  konformacidjat, mikdzben a
dodeka-penetratin rendezetlenné valt. A konjugacio egyik peptidre

sem gyakorolt szignifikans hatast.

Ugyanezen koriilmények kozott mindharom ciklusos CPP és a
konjugatumaik  varakozasunknak = megfelelve  nagyfoku

konformacios stabilitast mutattak.

A nativ penetratin a POPC modell belsejébdl inditva 1000 ns

alatt parhuzamos helyzetbdl merdlegesbe fordult.

A membran felszinérél inditva 1000 ns alatt a konjugalatlan
penetratin konformécioja teljesen atalakult: a hélix letekeredett és
két B-redés szakasz alakult ki kozte egy P-kanyarral, ebben a
helyzetben kotodott a membran felszinéhez ionos kotésekkel,

hidrogénhidakkal és m-kation kdlcsonhatasokkal.



A 6,14-Phe-penetratin ¢és a dodeka-penetratin helikalis maradt,
N-terminalisukkal kotédtek a membran felszinéhez. A Kkisebb
érintkez6 felulet ellenére szamos nemkovalens kolcsonhatast

figyeltiink meg.

A penetratin konjugatumai minden esetben helikalisak
maradtak, és altaldban merdlegesen érintkeztek a membrannal. A
penetratin-doxorubicin  eltavolodott ~a  membrantdl, a
6,14-Phe-penetratin-doxorubicin a  konjugalt hatéanyaggal
furédott a membranba, a dodeka-penetratin-doxorubicin pedig a
C-termindlisaval kotédott. A razagilin midharom penetrtin
analoghoz kotve mélyen belesiillyedt a membranba. A zidovudin
mutatta a membranhoz a legkisebb affinitast, dodeka-penetratin

konjugatuma eltdvolodott a membrantol.

A konjugalatlan ciklusos peptidek 1000 ns alatt belestillyedtek
a membranba, mikozben az oldallancaik sok hidrogénhidat

létesitettek a POPC molekuldk polaris csoportjaival.

crer

gyakorolt hatast, és a pozicidjukban is csak kismértékli eltérést
okozott. A doxorubicin mindharom esetben mélyen a membranba
meriilt. A razagilin és a zidovudin csak az MCoTI-lI
konjugatumaként hatolt mélyen a membranba, masik két peptidhez

kotve a felszin kozelében maradt.



Spontan penetracié egyszer sem kovetkezett be.

2. abra. Nativ penetratin POPC membranmodell felszinén



5. Kovetkeztetések

A ConjuPepDB tartalmazza az alapvetd informaciokat a
konjugatumokrol, példaul szerkezeti képlet, CAS azonositd, kis
molekula neve, peptid szekvencidja. Minden esetben fol van
tiintetve az orvosi felhasznalas célja is. 1645 bejegyzést tartalmaz

238 cikkbdl 6sszegytijtve.

Az adatbazishoz felhasznalobarat weboldal biztosit hozzaférést,
mely szamitdgépen, tableten vagy okostelefonon is megnyithato.
A feliilet tobb kritérium alapjan torténd lekérdezéseket is lehetové

tesz.

Sejtmembran penetrald peptidek kis molekuldkkal végzett
kovalens konjugatumainak molekuladinamikai modellezését

korabban nem publikaltak.

Spontan penetracid az altalunk végzett szimulacidok sordn nem
tortént, de az esetek tobbségében a peptid (konjugatum) k5tddott a
membranhoz. Megfigyeléseink alapjan a konjugalt molekuldk az

esetek egy részében befolyasoltak a peptidek mozgésat.

A penetratin jelentés konformacio-valtozds soran 1épett
kolcsonhatasba a membrannal, analdgjai viszont megtartottak a

helikalis konformaciot.



A penetratin és analogok konjugatumai kiilonbozéképpen
viselkedtek, amit a gyogyszermolekula polaritasa hatarozott meg.
A razagilin eldsegitette a behatolast a membranba, a zidovudin

gatolta, a doxorubicin hatasa esetenként valtozott.

A ciklusos peptidek konformacidja kifejezetten stabilnak
bizonyult a szimulaciok alatt, ezeknél a kapcsolt molekula kevésbé

gyakorolt hatast a pozicionalddasra.

A szimulaciok eredményei alapjan a hatékonysag-novelés
szempontjabol igéretes lehet a razagilin konjugacidja penetratinnal
¢s annak két analdgjaval, valamint Kalata B1-gyel és MCoTI-II-
vel, tovabbd a doxorubicin konjugicidja Kalata Bl-gyel és

MCoT]I-1l-vel, valamint a zidovudin konjugacidja MCoTI-11-vel.

A nativ penetratin térszerkezeti valtozasa ¢és kotddése a
membran felszinéhez a penetracié barmely mechanizmuséanak elsé

lépése lehet.

A penetracio modellezéséhez Osszetettebb membranmodellre,
tobb peptidet tartalmazo rendszerre vagy hosszabb szimulacios

idore lehet sziikség.
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