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A peptid nuklein savak (PNS) napjainkban igen intenziven kutatott vegyiiletek [1]. Noha
kétségteleniil a legnagyobb inspiracidt az antiszensz génterapids alkalmazasi lehetdség adja, mas
teriileten is (példaul diagnosztika, biotechnologia) sikeresen hasznaljak a PNS molekulakat, foként
bioszenzorok vagy biochipek [2] fejlesztésénél. PNS lancok szerkezetének elméleti vizsgalatat
lényegében a kovetkezd részekre lehet bontani:

1. Mobdositott nukleobazisok viselkedése PNS lancban, illetve kozvetleniil ehhez
kapcsolddoan a mesterséges nukleobazisok parképzé tulajdonsagainak vizsgalata.

PNS lanc modositasanak hatasa a szerkezeti tulajdonsadgokra (konformacio6 analizis)

PNS lanc kdlecsonhatasa természetes nukleinsavlancokkal (duplex é€s triplex képzodés).

PNS kolcsonhatasa fémionokkal.

PNS analitikai tulajdonsagainak megkdozelitése.

PNS molekuldk kokcsonhatasa fehérjékkel.
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A jelen palyazat az 1)-3) kutatési teriiletet célozta meg, a kutatas folyaman felmeriilt problémak a
4)-6) kutatasi teriiletekkel boviilt. Ezen kutatasok eredményeit a kovetkezdkben lehet 6sszefoglalni.

1. Mesterséges nukleobédzisok vizsgalata

Kisérleti terveink kozott szerepel olyan nukleobazis beépitése PNS lancba, amely
tobbféleképpen is képes bazispart alkotni, azaz a timin/uracil ADA (akceptor-donor-akceptor) H-
hid kotésre képes csoportjain tal tovabbi H-hid kotésre is alkalmas csoportot tartalmaz. Ennek
egyik (szintetikus kémikus szemmel is) lehetséges megvalosulasa lenne a 3- illetve 5-szubsztitualt
6-aminouracil molekula, amelyhez kapcsoldddan elsé 1épésben ab inicio szinten vizsgaltuk a
természetes nukleobdzisokkal valo parképzé tulajdonsagat [3]. A szamoldsokat a ,,Free University
of Amsterdam” Elméleti Kémiai Tanszékével egyiittmikddve végeztiik. A lehetséges parok kozotti
kolcsonhatési energiat az ADF programcsomagban elérheté SFO modszer segitségével szamoltuk
ki BP86/TZ2P szinten optimalizalt esetben. Megallapitottuk, hogy a mesterséges nukleobazisoknak
valamely természetes bazissal alkotott bazispar rendszere energetikailag tobbnyire az adenin (A) -
timin (T) parhoz all kozel (-13 kcal/mol koriili kotési energia). Néhany esetben azonban azt
tapasztaltuk, hogy képesek a guanin (G) — citozin (C) parhoz hasonld, -26 kcal/mol koriili
kolesonhatasi energia kialakitasara. Mivel a nagyobb kolcsonhatasi energiat a szintén egy gytirlibol
allé C-nal tudjék kialakitani a mesterséges bazisok, igy DNS, vagy RNS lancba épitve inkabb az
A-T pérhoz kozeli kdlcsonhatési energiat varunk. A nagyobb konformacios szabadsaggal biré PNS
esetében viszont mar konnyebben eléallhatnak a nagyobb kotésenergidjii geometridk, igy PNS
esetében alkalmazasuk alternativat jelenthet a C, vagy G nukleobézisokkal valé parképzésre.

2.A) PNS-model molekulédk konformacié analizise

A nukleinbazisok kolcsonhatdsainak DNS-ben torténd elméleti leirdsara az elmult néhany
évben szdmos 1) eljarast dolgoztak ki. Ennek {6 oka, hogy a természetes bazisok kozotti (a H-hid
kotések, a gyenge polaris kdlcsonhatasok (n-m stacking, n-NH, n-OH ) kdlcsonhatdsok a DNS-ben
(peptidekben, fehérjékben), mind a HF, mind a ,klasszikus™ hibrid DFT modszerekkel nehezen
modellezhetdek. A {6 problémat a diszperzids kolcsonhatasok hibas kezelése okozza. Két {6 irany
alakult ki a hibdk helyesbitésére: (1) a 1étezd klasszikus modszerekhez egy paraméterezett 12-6
Lennard-Jones fliggvényt adtak helyesbitésként, (ii) a hibrid DFT moédszerekben moédositasokat
végeztek a diszperziés kolcsonhatasok pontosabb leirasara. (Az NDDO szemiempirikus
kvantumkémiai mddszerekben az (i) eljarast és az Ujraparaméterezést végezték, sajnos ezek az
eljarasok nem hozzaférhetdek egyelére.) Uj paraméterezésként megjelent szemiempirikus
kvantumkémiai modszerként a PM6 a MOPAC2007-MOPAC2009 eljarasban [4]. A modszer




tesztelését rezgési spektrumokra elvégeztiik [5]. Molekulamechanikai (MM) és molekuladinamikai
(MD) modszereknél a paraméterezés lehetdveé teszi a kdlcsonhatasok pontosabb leirasat (peptidek
esetében lasd pl. [6]). A PNS szerkezetének leirdsdira MD paraméterek nem alltak rendelkezésre,
igy tulajdonsagaik felderitésére elméleti modszereket alkalmaztunk. Sajnos, a kisérleti tertilet
finanszirozéasi nehézségek miatt a kutatdshoz kevésbé tudott hozzdjarulni, ez a tény a palyazat
iranyait némileg modositotta, azaz elsddlegesen irodalmi adatokra és a lehetséges kisérleti munkak
kozvetlen aldtdmasztasara szoritkoztunk. (Igen nagy szdmitogépidd volt sziikséges, mire kidertilt,
hogy a B3LYP/6-31+G(d,p) diszperzidés helyesbitéssel (ORCA [7]) és MPW95/6-30+G(d,p)
(I0Op(3/76=0560004400) (Gaussian ’03 [8]) funkcionallal végzett szamitdsok nem vezettek
eredményre.)

(1) PNS “dipeptidmodellek” (Ac-PNS(A,T,G,C,U)-NHCH;3; ¢és Ac-cPNS(A,T,G,C,U)-
NHCH3;, ¢PNS: kiralis PNS) konformacidanalizisét a kovetkezO eljaras alapjan végeztiik:
(1) GMMX/PCMODEL konformacidanalizis MERCK94 erétér alkalmazasaval [9], (i1) az
elsé 20 energetikailag legkedvezobb szerkezetet SCC-DFTB+ modszerrel [10] diszperzids
korrekcioval Ttjraoptimalizaltuk. (iii)) Az els6 10 szerkezetet B3LYP/6-31+G(d,p)
modszerrel optimalizaltuk (Gaussian 03 [8]), majd a kapott geometridk energidit
BHANDHLYP/aug-cc-pVDZ moddszerrel szamitottuk [11]. (A konformacidanalizist
»torzios szogre véletlen keresés” modszerrel SP4/MoMM modszerrel is elvégeztik, a
kapott szerkezeteket a torziés szogek szerint klasztereztikk €s az energia szerint
rangsoroltuk.) Az eredményeket kozleményben foglaljuk 6ssze [12].

(2) Osszehasonlitottuk a legkedvezébb konformerekben megtalalhaté —intramolekularis
kolesonhatdsokat az Ac-FGG-NHCHj;, Ac-PNS(A)GG-NHCH3j), Ac-(cisz)PNS(A)GG-
NHCH; és Ac-¢cPNS(A)GG-NHCH3;) molekuldkban. A konformdcidanalizist és a
szamitasokat a kovetkezé6 moddon végeztik: (i) GMMX/PCMODEL konformécidanalizis
MERCK94 erdtér alkalmazasaval [9], (ii)) az els6 20 energetikailag legkedvezdbb
szerkezetet SCC-DFTB+ modszerrel [10] diszperzios korrekcioval Gjraoptimalizéltuk. (iii)
Az els6é 5 szerkezetet B3LYP/6-31+G(d,p) mddszerrel optimalizaltuk (Gaussian *03 [8]),
majd a kapott geometriak energidit BHANDHLYP/aug-cc-pVDZ modszerrel szamitottuk
[11]. Az elsé6 5 szerkezet geometriait BHANDHLYP/aug-cc-pVDZ modszerrel is
optimalizaltuk (lasd pl. [11]). Az eredményeket k6zoljiik [13].

(3) Egy szintézis alatt all6 gytirlis azetidin PNS szarmazék (négyes gylriit tartalmazd)
nukleinsav szarmazék konformacidanalizisét végezziik: 1: Z|NHCH,CH,
(NCH,CHCH)(CH;B)]COQ, 1: Z[NHCH,(CHNCH,CH)(CH;B)]CH,COQ, Z: H vagy
CH;CO, Q: OH, NH; vagy NHCH3, B: A, C, U, G, T (S,S; S,R; R,R; R,S kiralitassal).

A legfontosabb kolesonhatasok: (i) H-hid kotés az (i-1)C=0...(i+1)H-N, (ii) (i)N-H...(1)0=C, _(iii)
a bazisok szabad N csoportja (A,G) és a lanc N-H csoportja, valamint a nukleinbazisok C=0O
csoportja és a peptidlanc N-H csoportja kozott (C, T, U), (iv) a linker C=0 és a peptidlanc N-H
csoportja kozott H-hid kotés. Ezen utobbi kolcsonhatasok stabilizalhatjdk a PNS lancokat
duplexeikben (ldsd késobb). Tobb szerkezetben megtalalhat6 a n-NH (peptid) kolcsonhatas, amely
a szerkezetet modositja viszonyitva azokhoz a szerkezetekhez, amelyekben a diszperzios
kolesonhatés alul van becsiilve.

2.B) Egyszalu PNS-lancok vizsgalata.
Sen és Nilsson [14] egyszalu DNS, RNS és PNS oligomerek szamitdogépes vizsgalata
kapcsan megallapitotta, hogy PNS esetében a f6lancot és a bazist dsszekotd ,.linker” flexibilitasa
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bazishelyzet kialakitdsdnak egyik lehetséges megoldasa a lanc, vagy a linker rész merevitése,
azonban érdekes elméleti megoldasnak tlintk egy olyan moddositott xantinil-nukleobézis
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Az 1. abran bemutatjuk a modositott xantinil-nukleobdzis két monomerjét, amely koziil a
9H esetben lehetdség van a belsé kolcsonhatas kialakuldsara. Monomer esetben az ab inicio szinti
szamitasok egyértelmiien kimutattdk a molekulan beliili H-hid kialakuldséat. A kérdés igazabol az,
hogy rovid PNS lancban mennyire stabil ez a kdlcsonhatés.

A lanc hatasanak modellezésére szimmetrikusan bovitett 3, 5 és 7 egység hossza
oligomerek szerkezetvizsgalatat végeztiik el szamitogépes szimulacid segitségével.

»dimulated annealing” konformacidanalizist végezve (1000 szerkezet generaldsa Amber9
programmal, GAFF erétérrel és AMIBCC toltéssel) a kiilonb6z6 hosszusagii homopoli-PNS-ken
kimutattuk, hogy a 9H esetben megjelenik a vart bels§ H-hid kotés. A jellemzd térszerkezet
megtaldlasra kidolgoztunk egy kiértékelési modszert, amit a lanc madasodlagos szerkezeti
elemzésénél is alkalmaztunk.

(2) (b)

1. abra. A PNS lancban vizsgalt modositott xantinil bazis két tautomer formaja: 9H (a) és 7H (b)
valtozat. A 9H (a) esetben az N9 atomhoz kapcsolddd hidrogén és a linker rész oxigénje kozott
alakulhat ki a belsé H-hid.

Eljarasunkban kihasznaljuk, hogy a vizsgalt PNS lancokban jol meghatarozhato sikok
talalhatoak, ami lényegében a peptideknél jol ismert Ramachandran-vizsgalat altalanositdsanak
tekinthetd: (i) monomerek Osszekotd, folancbeli peptidkotés sikja; (i1) a linker és a fdélanc
kapcsolodasi pontjaban 1évd nitrogén atom, valamint a linkerben levd karboxil csoport altal
meghatéarozott sik; (ii1) a bazis purin gylriisikja. A PNS lanc esetében, mivel nem egy atomon
keresztiil kapcsolddnak egymashoz a sikok, 3 paraméter sziikséges a relativ orientacié megadasara.
Természetes valasztasnak tlint kezdetben a harom Euler-szog alkalmazéasa, azonban a kiértékelés
kapcsan, ill. az Euler-szoggel valo leirds bizonyos matematikai korlatai miatt kvaternido-paraméteres
leirast vezettiik be a vizsgalt rendszerekre [15]. Igy geometriailag két iranyitott sik relativ
valamilyen kitiintetett téralldsnak ezen gombfelszin egy régioja felel meg. Meghataroztuk a
generalt konformacids tereken a kozéps6é (valamint a 7 egység hosszu esetben az Osszes)
klaszterizacioval (quality threshold, vagy masként QT-klaszterezés) meghataroztuk a jellemzd
térallasokat. Kimutattuk, hogy a lanchossz méretétdl, illetve a lancbeli elhelyezkedéstdl nem fligg a
linker és a nukleobdzis rész relativ orientdcidja. Megallapitottuk, hogy az altalunk alkalmazott
eljaras képes kimutatni a tiikorkép térszerkezeti kiilonbségeket is, amire példaul a hidrogén-hid
kotés szerinti vizsgalat nem alkalmas. Az altalunk vélasztott QT-klaszterezési paraméterek mellett
(0.5-6s cutoff, minimalis elemszam 15) minden esetben 6 klasztert taldltunk, melyek 3, a linker
részbeli peptid-jellegii kotés sikjara vonatkozo tiikorszimetrikus parba sorolhatd. Ezen péarok elemei
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egymas atrép izomerjeinek tekinthetd. Megvizsgalva a kiilonbozé klaszter-parok eseteit,
kimutattuk, hogy egy par esetében talalhatd elemszambeli kiilonbség a 7H és a 9H tautomer kozott,
amit a molekuldn beliili H-hiddal lehet magyarazni. A tobbi esetben pusztdn az atomok kozotti
sztérikus gatlasok rogzitenek bizonyos konformaciokat. A modellezés alapjan tehat elmondhato,
hogy oligomerek esetében is megmarad a belsé kdlcsonhatds, azonban a belsd kotésen alapuld
klaszterek kisebbek a sztérikus gatlason alapul6 szerkezeteket tartalmazo klaszterekhez képest.

Az igy bevezetett kiértékelési eljarast (kvaternio paraméterek + QT-klaszterezés)
alkalmaztuk a félancon levd peptid kotésekre is a 7 egység hosszu lancok esetében, de nem
talaltunk jellemz6 masodrendl struktirat.

A fennt emlitett feladatok elvégzésében egy felsébbéves hallgatot is bevontunk a kutatasba.
Az eddigi eredményekbdl eldadas, poszter és TDK dolgozat is sziiletett, valamint elkiildés el6tt all
egy kézirat [16].

3. PNS lénc kolcsonhatdsa természetes nukleinsavlancokkal (duplex és triplex képzddés).

PNS.PNS ¢és PNS.DNS duplexek Rtg. szerkezeteit (lhzs, lrru, lpup, 176d, I1pdt)
PM6/MOZYME ¢és PM6 modszerekkel geometriai optimalizaldssal szamitottuk. A termokémiai
adatok elfogadhatoak gazfazisi szamitasok esetében, azonban implicit szolvaticiés moddszer
esetében bar a szerkezetek kevésbé térnek el a kisérleti szerkezetekt6l, azonban a kolcsonhatasi
energidk nem fogadhatdéak el. A duplex kialakuldsakor a H-hid kotések és a m-stacking
kialakuldséval a Mulliken toltések alapjan jelentds toltés eltolddas alakul ki, amelynek hatasa van a
szalak kozotti kolcsonhatasok energidjara, valamint a bazisok kozotti kdlcsonhatasokra. Egy hat
bazisparbol allo szerkezet esetében a szalak kozotti kolcsonhatdsoknal -20 kcal/mol energia
hozzéjarulas alakul ki. -24 kcal/mol adddott a bazisok kozoti m-stacking kolcsonhatasokra [17].
Némileg nagyobb kolcsonhatasok addédtak SCC-DFTB+ szamitasok esetében [18]. A PNS.DNS és
triplexekre (PNS.DNS.DNS triplex tervezésére) vonatkozd szamitasok folyamatban vannak,
amelybdl TDK és diplomadolgozat késziil.

4. PNS kolcsonhatisa fémionokkal.

Kis peptid és PNS dipeptid modellek és duplex (1hzs) fém ionnal (Cu®’, Zn*") valé kotédésében
kialakulo komplexek szerkezetét elméleti (szemiempirikus kvantumkémiai (PM6 gazfazisban és
implicit vizes fazisban, HF szamitas a Zn®" és UHF szamitis a Cu’" ionok esetében) és ab
inicio/DFT) modszerekkel tanulmanyoztuk. Mivel kevés felhasznalhatdo irodalmi adat all
rendelkezésre, ezért elsésorban peptid-fémkomplexek (Gly-His, His-Gly és Cu®") kisérleti és
elméleti eredményeire [19,20] hagyatkoztunk a modellek kialakitasakor. (Lasd a 2. abrat.)
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2. abra Két Ac-PNA(A)-NHCH; CuL; komplex lehetséges szerkezete (UHF-PM6 implicit vizes
szamitas eredményei).



5. PNS analitikai tulajdonsagai

PNS és egyéb kis biopolimerek analizisét gaz-kromatografids (GC) médszerekkel is el lehet
végezni. A GC moédszerek olcsoak és gyorsan elvégezhetoek. Az eddigi modellek az eludlodo
anyagokon alapultak. A ko6zo6lt modell a megosztofolyadékok (monomerek) kvantumkémiai
modszerekkel szamitott tulajdonségait veszi figyelembe [21], éaltaldnosan alkalmazhatod szerves
molekulak analizisének elésegitésére. Uj modellt dolgoztunk ki a biopolimerek (spermidin és PNS
molekuldk) polisziloxanokon torténd megkotddésének modellezésére, amely a kisérleti
eredményeket elfogadhatéan leirja. Polisziloxdnok szimulacios annellacioval kapott szerkezetei
(PCMODEL/MMX [9]) koziil energetikailag legkedvezObb szerkezetre végeztiik a biopolimerek
dokkolasat és megvizsgaltuk a kialakult kolcsonhatdsokat a dokkolt eredmények és PM6 [4]
szemiempirikus kvantumkémiai szdmitasok alkalmazaséaval [22].

6. PNS molekulak kdkcsonhatésa fehérjékkel

PNS-peptid kevert modellek és peptidek kotddését tanulmanyoztuk HSP90 fehérje
kotdhelyén dokkolasi eljardsokkal (UCSF-DOCK4-6 ¢és AUTODOCK 3.05 (4.0)) ¢és
molekuladinamikai médszerekkel kissejtes tiidorakkal kapcsolatos bioldgiai kisérleti eredményekre
alapozva [23]. A dokkolasok eredményei arra mutatnak, hogy a PNS-peptid kevert modellek
megkdtddése a bioldgiailag aktivnak talalt peptidszarmazékokhoz viszonyitva kozepes aktivitast
mutat. A peptidszdrmazékok antagonista (allosztérikus) kotédést mutatnak [24]. Jelenleg folyik a
kotodés kisérleti NMR validalasa.
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