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Bevezetés

Az alamethicin (ALM) a peptaibol peptidcsalad [1-4] egyik legintenzivebben
tanulmanyozott tagja [5, 6], amely antibakteridlis és antifungalis hatassal
rendelkezik, valamint hemolitikus aktivitassal is jellemezhetd [5, 6]. Az ALM
molekuldk és szintetikus analdgjai esetén a térszerkezeti tulajdonsagokat az
eddigiek soran kilonboz6 kisérleti és elméleti modszerekkel, illetve kilonféle
korilmeények kozott vizsgaltak [4-7]. Az ALM képes kotddni a lipid kettGsréteg
felszinéhez és beagyazddni a membranba, ami egyrészt a homérséklettdl, a
peptid koncentraciétél és a peptid/lipid molaris aranytdl, masrészt pedig a lipid
kettOsréteg tipusatdl fiigg, figyelembe véve a membran szerkezetét, elaszticitasat
és hidrataltsagi szintjét. A bedgyazodast kovetden az ALM képes oligomerizalddni
és ezaltal csatornakat képezni a kiilénb6z6 mesterséges lipid kett6srétegekben,
valamint a természetes sejtmembranokban. Habar az irodalomban az eddigiek
soran kiulénb6z6 csatorna modelleket javasoltak, az ALM esetén a ,hordé-
donga” modell szamit a leginkabb elfogadottnak [8, 9]. Ennek a modellnek
megfelel6en az ALM csatornakat a helikalis monomerek parallel kétegei alakitjak
ki, amelyekben a monomerek egy kézponti vizzel toltétt porust vesznek koril. A
,hordé-donga” vagy , hélix-kdoteg” modell esetében az a-helikalis konformacidval
jellemezheté ALM monomerek Ugy alakitjdk ki a csatorndkat, hogy a hélixek
N-termindlis részei parallel médon egymas mellé rendezdédnek, mig a podrus
kiszélesedik a C-termindlis részen a Pro'* aminosav altal generdlt hajlitott
stuktiranak koszonhetdoen [8]. Az amfipatikus ALM hélixek esetén a hidrofil
oldalak a kdzponti porus felé iranyulnak, ugyanakkor a hidroféb oldalak pedig a
lipidek felé fordulnak. Egy tovabbi jellegzetessége ennek a modellnek, hogy a
szomszédos monomerek GIn” aminosavainak oldallancai kdzott intermolekularis
H-kotések alakulhatnak ki, amelyek stabilizaljak az ALM csatornak térszerkezetét.

Alamethicin csatornak térszerkezete
Az ALM csatornak térszerkezet-vizsgalatat tulnyomorészt elméleti mddszerek
alkalmazasaval végezték el, igy ennek megfeleléen az eredmények tdbbsége
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a kulénb6zé molekuladinamikai (MD) szimulaciokbdl szarmazik. Toébb MD
szamitast hajtottak végre kilonféle ALM csatornakra vonatkozéan, amelyek 4-8
helikalis ALM monomert tartalmaztak (a tetramer ALM csatornatdl az oktamer
ALM csatornaig) (1. és 2. abra). A legtobb esetben ezeket az ALM csatornakat
egy palmitoil-oleoil-foszfatidilkolin (POPC) kettOsrétegbe agyaztak be, és az MD
szimulacidkat vizes kozegben végezték el, figyelembe véve a kézponti pérusban
|évo, illetve a pdrus nyilasainal talalhatdé vizmolekulakat is. Ezen MD szamitasok
soran az ALM csatornadk stabilitasat és dinamikus tulajdonsagait, illetve a
masodlagos szerkezeti elemeket, valamint az intra- és intermolekularis H-kotés
mintdzatokat tanulmanyoztdk. Mindemellett az ALM monomerek kilénb6z6
aminosavainak stabilizalé szerepét is vizsgaltak, illetve a kdzponti pérusban 1évo
viz szerkezeti és dinamikus sajatsagait is tanulmanyoztak.
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ALM csatorna hexamer
ALM csatorna

1. abra. Tetramer, pentamer és hexamer ALM csatornak.
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heptamer
ALM csatorna

oktamer
ALM csatorna

2. abra. Heptamer és oktamer ALM csatornak.

A kilénb6z6 szaml monomert tartalmazé ALM csatorndk (a tetramer ALM
csatornatdol az oktamer ALM csatorndig) esetén elvégzett MD szimulacidk
eredményei azt mutattdk, hogy mindegyik csatorna egy torzult, balmenetes
szupercoil szerkezetet vesz fel a kozponti poérus koridl [10]. Emellett azt
tapasztaltdk, hogy a helikdlis monomerekben el6forduld szerkezeti torzuldsok
ellenére az ALM peptidek konformacidja hasonlénak bizonyult ahhoz, amit
korabban a kristalyszerkezetben megfigyeltek [8]. Az ezt kdvetd MD szamitasok
trajektéridinak analizise alapjan azt allapitottdak meg, hogy a tetramer ALM nem
alakitott ki stabil csatornat, ugyanakkor a tdbbi csatorndval 6sszehasonlitva
a hexamer ALM csatorna sokkal stabilabbnak bizonyult [11]. Az 6sszes ALM
csatorna (a tetramer ALM csatornatdl az oktamer ALM csatorndig) esetében
szerkezeti fluktuacioét figyeltek meg a helikalis monomerek Gly!'-Pro! tetrapeptid
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egységei kdzelében [11]. Mindemellett az ALM monomerek C-terminalis részeit
kevésbé helikalisnak talaltak, mig ezen ALM monomerek N-terminalis részei kissé
fluktualtak [11, 12]. Tovabbi MD szimulaciok alapjan hasonlé flexibilitast figyeltek
meg a helikalis ALM monomerek fent emlitett tetrapeptid régioi és C-terminalis
szakaszai esetén [13]. A hexamer ALM csatorna esetében elvégzett részletes
MD szamitas alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy az ALM monomerek
foként a-helikalis konformacidoban maradtak az MD szimulacio soran [14]. Ennek
ellenére az ALM monomerekre vonatkozdan az a-helikalis szerkezettdl vald
eltérést figyeltek meg, amelyet nagyobbnak talaltak a monomerek C-terminalis
részei esetén, mint az N-terminalis szakaszok esetében.

Az ALM kristalyszerkezete alapjan azt javasoltak, hogy a szomszédos hélixek
GIn” aminosavainak oldallancai kozott kialakuld intermolekularis H-kodtések
szerepet jatszhatnak az ALM csatorna térszerkezetének stabilizaldsaban [8].
Az ALM csatornak (a tetramer ALM csatornatél az oktamer ALM csatornaig)
esetén elvégzett MD szimulaciok alatamasztottak ezt a korabbi feltételezést
[10]. Az eredmények alapjan azonban azt javasoltdk, hogy a hélixek kozotti
kdlcsonhatasok kialakitasaban vizmolekuldk vehetnek részt, és igy az ALM
csatornak olyan H-kotésekkel stabilizalédnak, amelyek az ALM monomerek GIn’
aminosavainak oldalldncai és a pdérusban talalhatd vizmolekulak kozott jonnek
létre. A hexamer ALM csatorna esetében elvégzett tovabbi MD szamitas alapjan
azt figyelték meg, hogy az ALM monomerek C-terminalis részén lévd Glu'® és
GIn® aminosavy, illetve a Pheol?° amino-alkohol H-kotéseket alakithat ki egyrészt
a porusban talalhaté vizmolekulakkal, masrészt pedig a lipid molekulakkal [14]. A
H-kodtések ez utdbbi tipusat tekintve azt javasoltak, hogy ezek a kdlcsdnhatasok
hozzajarulnak az ALM csatornak térszerkezetének stabilizalasahoz, illetve
a hélixek lipid kettOsréteghez vald rogzitéséhez. Az ALM csatornak esetén a
porusban lévo vizmolekuldk szerkezeti és dinamikus tulajdonsagainak vizsgalata
arra a megfigyelésre vezetett, hogy ezen vizmolekuldkat illetben egy jol
meghatarozott vizoszlop taldlhatd a csatornak kodzponti pdrusaban [11, 12].
Emellett a pdérusban 1évo vizmolekuldak dipélusmomentuma antiparallel médon
igazodik az ALM hélixek dipdlusmomentumaihoz képest [11, 13], és ezaltal
hozzajarulnak az ALM csatornak stabilitdsahoz.

Olyan MD szimulaciokat is végeztek, amelyek soran kiilénb6z6 ALM oligomereket
illesztettek be két eltérd tipusu pdérusba (toroidalis és cilindrikus pérus) annak
érdekében, hogy tanulmanyozzak az ALM oligomereknek a kildnféle alaku
porusokra vonatkozo preferencidjat [15]. Az eredmények arra a megfigyelésre
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vezettek, hogy az MD szamitasok végére a hexamer ALM csatorna megtartotta
a kiindulasi cilindrikus alaku pérust, amennyiben a GIn” aminosavak a pdruson
belll helyezkedtek el, azonban abban az esetben, amikor a GIn” aminosavak nem
orientalddtak a porus belseje felé, akkor a porus bezarddott. Ezek a megfigyelések
egyezésben vannak azzal a leginkabb elfogadott nézettel, miszerint az ALM a
~hordé-donga” modellnek megfelelden alakit ki csatornakat. Az MD szimulacidk
alapjan azt allapitottak meg, hogy a peptidek masodlagos szerkezete sokkal
stabilabb egy cilindrikus poérusba beagyazott hexamer ALM csatorna esetén,
mint egy toroidalis porusba bedgyazott tetramer ALM csatorna esetében.

Az MD szamitasok mellett rontgenkrisztallografidaval is tanulmanyoztak
az ALM csatorna szerkezetét, amely soran az ALM peptidek altal indukalt
transzmembran csatorna elektrons(irliség profiljat rekonstrualtak [16]. Az ezen
mérésbdl szarmazo eredmények egyértelmlien ramutattak arra, hogy az ALM
molekuldk altal kialakitott csatorna szerkezete megegyezik a nyolc ALM hélixbdl
feléplld ,hordd-donga” modellel. Ugyanakkor pasztazé alagutmikroszkopia
alkalmazasaval is vizsgaltak a foszfolipid matrixban az ALM peptidek altal
|étrehozott csatorna szerkezetét [17]. Az eredmények azt mutattdk, hogy az ALM
csatorndk nem random maddon oszlanak el a monomolekularis rétegben, hanem
agglomeralddnak, és ezaltal egy hexagonalis raccsal jellemezhet6 kétdimenzios
nanokristalyt alakitanak ki. Mindemellett azt tapasztaltdk, hogy minden egyes
ALM peptid két szomszédos csatorna kialakitdsaban vesz részt, és mindegyik
csatorna hat ALM molekulabdl épil fel. Azt is megfigyelték, hogy egy csatorna
esetén csak harom vagy négy ALM molekula GIn? aminosava orientalodik a
porus kozepe felé. Az eredmények egyrészt megerésitették azt a feltételezést,
miszerint az amfipatikus ALM peptidek a ,horddo-donga” modellnek megfelel6en
alakitanak ki csatornat a foszfolipid membranokban, masrészt pedig kdzvetlen
bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozdan, hogy az ALM csatornak klasztert
képeznek.

Alamethicin analdg csatornak térszerkezete

Az ALM csatornakhoz hasonldéan tébb MD szamitast végeztek el olyan csatornak
esetében, amelyek az ALM szintetikus analdgjaibdl, illetve kilonbdz6 dimerekbdl
éplltek fel.

Az ALM egyik analdgja esetén az o6sszes Aib aminosavat Leu-nal cserélték ki
(ALM dUL), mig ezen peptid két tovabbi szerkezetileg modositott valtozata
esetében a GIn” aminosavat Asn-nal és Ser-nel helyettesitették (ALM dUL Q7N
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és ALM dUL Q7S). Az ezen peptidekbdl felépiild hexamer ALM analdg csatornakra
vonatkozdéan végeztek el MD szamitasokat, és 0sszehasonlitottdak a csatornak
térszerkezeti tulajdonsagait [18]. Az eredmények alapjan azt allapitottak meg,
hogy ezek az ALM analdg csatornak hasonldé konformacioval jellemezhetok a
helikalis kotegeket illetéen, azonban ezekben az esetekben nem figyelhetd
meg az a kozponti pdérus korul kialakuld, balmenetes szupercoil szerkezet,
amely jellemz6 az ALM csatornakra [10]. A harom ALM analdg csatorna H-kotés
mintazatanak részletes 6sszehasonlitdasa arra a megfigyelésre vezetett, hogy az
ALM dUL és ALM dUL Q7N analdg csatornak esetén a GIn” és Asn’ aminosavak
altal kialakitott intermolekularis H-kdtések szama nagyobb, mint az ALM dUL Q7S
analdg csatorna esetében a Ser” aminosavak altal kialakitott H-kotések szama.
Ezenkivil az utébbi ALM analdg csatornat tekintve az intermolekularis H-kotések
nagy része Un. viz altal kozvetitett H-koétésnek bizonyult. Ezek az eredmények
ramutattak egyrészt a GIn’” aminosavak kozott létrejove H-kotések, masrészt
jelent6ségére, amely kolcsdnhatasok fontos szerepet jatszhatnak az ALM
csatornak térszerkezetének stabilizalasaban.

Dimerekbdl alld6 ALM analdg csatornak térszerkezeti sajatsagait is vizsgaltak,
amely dimerek esetén az ALM monomerek C-terminalis végeit kapcsoltak 6ssze
pimelinsav-piperazin-diamiddal (PAPDA), illetve bis(N-3-aminopropil)-1,7-
heptandiamiddal (BAPHDA) [19]. A hexamer ALM PAPDA és ALM BAPHDA analdg
csatornak esetében elvégzett MD szimulacidk eredményei azt mutattdk, hogy
a PAPDA és BAPHDA ugyan flexibilisnek bizonyult, azonban ezek nem okoztak
jelentds torzulast a hexamer ALM analdg csatornak tekintetében. Mindemellett
azt tapasztaltak, hogy a dimerekben talalhatd ALM analég monomerek a-helikalis
konformacidja, illetve a hélixek 6sszerendezddésének geometridja hasonld ahhoz,
amit a hexamer ALM csatornak esetén megfigyeltek. Tovabbi MD szimulacidk
soran az ALM monomereket, illetve az ALM Q7N analég monomereket, mely
utobbi peptid esetében a GIn” aminosavat Asn-nal cserélték ki, kototték dssze
BAPHDA-dal, és az ezen dimerekbdl all6 hexamer ALM analdg csatornakat
vizsgaltak [20]. Azeredmények alapjan azt allapitottak meg, hogy az ALM BAPHDA
analdg csatorna esetén megfigyelhetdé a szomszédos helikalis monomerek GIn’
aminosavai altal kialakitott intermolekularis H-kotés haldézat. Ugyanakkor az
ALM Q7N BAPHDA analdg csatorna esetében arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
az Asn’ aminosavak a kdzponti porusban taldlhatd vizmolekulakkal alakithatnak
ki H-kotéseket. Egy dimerekbdl alld, oktamer ALM analdg csatornara vonatkozéan
MD szimulacidkat hajtottak végre, amely dimerekben két ALM Q18K analdg
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monomert kotottek 6ssze, és ezen momomerek esetén a GIn'® aminosavat Lys-
nel helyettesitették [21]. Az MD szamitasok alapjan a Lys aminosavak ionizacids
allapotanak, illetve a sé koncentraciénak az ALM analdg csatorna térszerkezetére
kifejtett hatasait tanulmanyoztak. A toltott Lys aminosavakat tartalmazé ALM
analdg csatornakat illetéen azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a s6 hidnya a

« 7 s

térszerkezete valtozatlan maradt.

Egy ALManaldgesetén,amelybenaGIin’aminosavatLys-nel cserélték ki (ALM Q7K),
MD szimulacidkat végeztek el annak érdekében, hogy tanulmanyozzak ezen
ALM analdgnak a csatornaképzését, illetve a toltott aminosavak porusképzésre
kifejtett hatasait [22]. Hasonld elméleti mddszereket alkalmaztak mint korabban
az ALM esetében [15], és ezeket a peptideket egy cilindrikus pdrusba illesztették
be. A korabbi eredmények azt mutattak, hogy a hexamer ALM csatorna jobban
preferalta a cilindrikus porust mint a toroidalis porust [15], azonban ezen MD
szamitas alapjan azt allapitottak meg, hogy a hexamer ALM Q7K analdg csatorna
egy szemitoroidalis pérust alakit ki. Ezek a megfigyelések arra utaltak, hogy
a peptidek N-termindlis részén taldlhatd toltott aminosavak fontos szerepet
jatszanak a toroidalis pérus kialakuldsaban. Habar az ALM Q7K analdg altal
kialakitott csatorna a peptidek transzmembran orientacidit illetden kiilonbozott
attol, amit korabban az ALM esetén megfigyeltek [15], az ALM Q7K analdg helikalis
tartalma hasonlénak bizonyult ahhoz, amit az ALM esetében kiszamitottak.

Osszefoglalas

Az eddigiek soran a kilonb6z6 szamu helikalis monomert tartalmazé ALM és ALM
analdg csatornak térszerkezetét foként MD szimulacidk alapjan tanulmanyoztak.
Ezen csatornak esetén egyrészt a stabilitast és a dinamikus tulajdonsagokat,
masrészt pedig az el6forduldé masodlagos szerkezeteket, valamint a kialakuld
intra- és intermolekularis H-kotéseket vizsgaltak. Az eredmények azt mutattak,
hogy az ALM és ALM analdg csatornakat felépit6 monomerek helikalis (foként
a-helikalis) szerkezettel jellemezhetdk. Emellett az eredmények arra is utaltak,
hogy a helikdlis monomerek kozott, illetve a monomerek és a porusban
talalhatd vizmolekuldk ko6zott, valamint a monomerek és a lipidek kozott
|étrejovo intermolekularis H-kdtések fontos szerepet jatszhatnak az ALM és ALM
analég csatorndk térszerkezetének stabilizdldsaban. Osszességében az eddigi
szerkezetvizsgalati munkak alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az ALM
és analdgjai a ,hordé-donga” modellnek megfeleléen alakitanak ki csatornakat
a membranokban.
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