Zarogjelentés a T-48884 sz OTKA szerzédésrol

1, cisz-(1R,2S) és transz-(1S,2S)-ACHC (2-amino ciklohexan karbonsav)
homooligomereket szintetizaltunk (6 aminosavrész hosszig) és vizsgalatokat kezdtiink
kedvezményezett térszerkezetiikkel kapcsolatban. Az elsé eredmények az 1., 12.

valamint a 19. kézleményekben valamint a 3., 9., 21., és 18. el6adasokban talalhatok.

1,n=3,2,n=4,3n=54,n=6 8 m=2.6m=3,7, m=4

Heterokiralis homooligomereket szintetizaltunk 2R,3S valamint 2S,3R amino

norbornén és norbornan karbonsav felhasznalasaval.
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A térszerkezetmeghatarozas megtortént, az eredmények publikalasa folyamatban van
(28. sz. eléadas).

Heterokiralis homooligomereket szintetizaltunk alternal6 gerinckonforméacioju cisz és

transz ACPC (2-amino ciklopentan karbonsav) felhasznalésaval.
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Megaéllapitottuk, hogy a kiralitassal egyértelmiien szabalyozhat6 a kapott oligomerek

masodlagos szekezete (20. sz. es 32. sz. kdzlemények).

2, Szamos transzporterpeptidet illetve ezek fluoreszcensen jelzett szarmazékait

allitottuk el6 és vizsgaltunk meg abbol a celbdl, hogy melyik az optimalis lipo-

foszfopeptidek sejtbejuttatasara. Az altalunk hasznalt kisérleti koriilmények kozott az

oktanoil-oktaarginil-ciszteinamid bizonyult optimalisnak. A szintetizalt szerkezeteket

az aldbbi tablazat tartalmazza.

Rovidités Sejt-permeabilis peptid szekvencia

R8 RRRRRRRR-C(BODIPY) (-NH,)

P-R8 Palmitoil -RRRRRRRR-C (-NH,)

O-R8 Oktanoil -RRRRRRRR-C(BODIPY) (-NH,)

MPG C(BODIPY)-GALFLAFLAAALSLMGLWSQPKKKRKY (-NHy)
MPGox C(BODIPY)-GALFLAFLAAALSLM(O)GLWSQPKKKRKYV (-NH,)
Transportan C(BODIPY)-GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (-NH,)
TP10 C(BODIPY)-AGYLLKINLKALAALAKKIL (-NH,)

O-R8-GDLD | Oktanoil-RRRRRRRR-C(BODIPY) - GDKQVEY (P)LDLDLD (-NH,)
O-R8-RKHP | Oktanoil-RRRRRRRR-C- RKKRISALPGPANPTNPDEADKVG-

AENTITY(P)SLLMHP (-NH,)

Ahol (P) a tirozin foszforilaciojat,

(-NH,) a C-termindlis amidvéget

(BODIPY) pedig az alabbi fluoreszcens festéket jelenti
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Ezek utan elkészitettiik az els6 fluoreszcensen jelzett lipo-foszfopeptideket is,
valamint szamos (j transzporterpeptidet illetve ezek foszfopeptid szarmazékait
allitottuk el6 és vizsgaltunk meg. Ezek tovabbi biologiai vizsgalata még most is
folyamatban van. A els6é eredményekrol a 16., 17. és 26. kozleményekben szamoltunk

be, valamint a 5, 6, 8, 11, 12, 15, 23, és 24. sz. eléadasok is errél szdlnak.

A korabbi vizsgalatok szerint funkcionalisan aktivnak bizonyult Gab1 foszfopeptid
fragmens aktiv centrumanak meghatarozasa céljabél szamos (j, rovidebb

foszfopeptidet szintetizaltunk és vizsgaltunk meg. Ezek az alabbiak:

DKQVEY(P)LDLD
QVEY(P)LDL
DKQVEY(P)L,
EY(P)LDLDL
biotinil-QVEY (P)LDLD
biotinil-VEY (P)LDLDL
biotinil-VEY (P)LDLD

Enzimrezisztens peptidtiofoszfat analogokat allitottunk elé. Ennek soran az amidites
reakcioban kapott foszfitészterek szokasos modon végzett oxidacioja helyett
dibenzoil tetraszulfiddal végeztilk a reakciot, amely az alabbi szarmazékot

eredmenyezte:



A kapott Gabl tiofoszfoanalog megérizte kotédesi képességét az SHP-2 fehérjéhez,
viszont az eredeti foszfopeptidekhez képest elveszitette foszfataz aktivalo hatasat.
Ezért celul tiztuk ki egy olyan peptidtiofoszfat szintézisének kidolgozasat, ahol a

kénatom a foszforatom és az aromas gyuri kdzott van. Ez az alabbi szarmazék lenne:

Ennek soran el6szor elallitottuk a p-merkapto fenilalanint, majd ennek
poszforamidittel tortend reakcidjaval a megfelel6 tiofoszfitésztert, amely
oxidaciojaval a fenti abran levé szarmazékot eredmeényezte. Hasonlo tiofoszfat
szarmazékot allitottunk el6 cisztein peptidek felhasznalasaval is. (26., 27. és 29. sz.

eléadés, 30. sz. kdzlemény).

3, Szintetizaltunk egy minifehérjét (Tcbb) és néhany szarmazekat. Megvizsgaltuk a

modositasok konformécios hatasait (2. eléadas).

Az alabbi abran a Tc5b (NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS)
és egy madositott stabilabb analdgjanak (Tcéb, NLY IQWLKEGGPSSGRPPPS)

térszerkezete lathato:

Ennek a stabilabb analdgnak elkészitettiik az alabbi, meghosszabbitott szarmazékait:
A megndveketedett térszerkezeti stabilitas egyébként egy, a glutaminsav és az arginin

részek kozotti kedvezdbb sdhidnak kdszonhetd.



RLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
VRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
AVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
EAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
EEAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS
EEEAVRLYIQWLKEGGPSSGRPPPS

Ezek térszerkezetvizsgalata folyamatban van.

Korabbi munkank folytatasaként szintetizaltunk egy Ujabb minifehérje modellt
(hairpin modell) és ennek néhany szarmazékat. Megvizsgaltuk a modositasok

konformacios hatésait (22. el6adas). A szintetizalt szerkezetek az alébbiak:

SESYINPDGTWTVTE
SES(P)YINPDGTWTKTE

SESYINPDGTWTKTE
SEEYINPDGTWTKTE

Ezeken kivil elkészitettlink egy béta szerkezet modellt is
(betanova, RGWSVQNGKYTNNGKTTEGR).
A Tc5b minifehérjének tébb aj gliko és foszfoanalogjat allitottuk elé. A CD és NMR

vizsgalatok megtortentek, az eredmények kozlése folyamatban van (25. sz. eléadas).

Asn-Leu-Tyr-1le-GIn-Trp-Leu-Lys-Asp-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Har-Pro-Pro-Pro-
Ser

NLYIQWLKN(Gal)GGPSSGRPPPS

NLYIQWLKNGGPSSGRPPPS

NLYIQWLKDGGPS(P)SGRPPPS

NLYIQWLKSGGPSSGRPPPS

NLYIQWLKS(P)GGPSSGRPPPS

Az el6z6 jelentésben emlitett hairpin modell tobb Gj analdgjat készitettik el, ezek

vizsgalata folyamatban van.

4, Vizsgaltuk modositott dipeptidek komplexképz6 sajatsagait is (7. és 10. eléadas)



5, Hidrazinoprolin (2-aza ACPC) felhasznalasaval homo és heterooligomereket
készitettlink és térszerkezetvizsgalatokat vegeztiink.

a, Homokiralis hidrazino peptidek szerkezetvizsgélata

Korabbi eredményeinkbél ismert, hogy a cisz-2-aminociklopentankarbonsavbél (cisz-
ACPC) felépitett homooligomerek oldatfazisban igen stabilis 6-szalat alkotnak. Jelen
kutatasunk soran célul tiiztiik ki a gyiiriiben 1évé CP atom nitrogénnel val6
helyettesitésenek szerkezetre gyakorolt hatasanak tanulmanyozasat. Munkank soran
vizsgaltuk, a homokiralis 1S-amino-pirrolidin karbonsav monomerekbdl felépilé

mesterséges polimerek (aza-ACPC) térszerkezetét, és ezek stabilitasat.

n=3,5

Vizsgalt aza-ACPC homooligomerek.

Molekulamodellezés segitségével megallapitottuk, hogy a lehetséges
masodlagos szerkezetek kozil (8-hélix és 12-helix) az ab initio B3LYP/6-311G**

szinten valo optimalas utan a 8-hélix a stabilabb szerkezet.

E =-1957.386167 a.u. E =-1957.362341 a.u.

ab initio B3LYP/6-311G** szinten optimalt 8- és 12-hélixek.

Az NMR mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a jelek tdlsagosan degeneraltak a
szerkezet meghatarozasahoz, igy a prediktalt szerkezet jelleget CD, és VCD
spektroszkdpia segitségével tamasztottuk ala. VCD spektroszkdpia eredményeinkbél
egy poliprolin-I1 hélix jelenlétére kdvetkeztethetlink. A VCD szamitasok Gaussiannal

vald visszaszamitasa sajnos annyira idéigenyes hogy belathat6 idén belil nem tudjuk



lefuttatni. Tobbszori két-harom hdnapos futtatas utan sem lehetett optimalni, igy a
szerkezet bizonyitashoz kristalyositasra tértiink at. A kooperacioban megval6sul6
kutatés elokisérletei megtorténtek, és az igéretesnek mutatkozd kortlmények kozott a
kristalyndvesztés folyamatban van. A rontgen ismeretében az eredményeket egy
rangos nemzetkdzi folyoiratban fogjuk 6sszefoglalni.

Kép a kristalyokrol

b, Hidrazinoprolin és cisz valamint transz ACPC felhasznalasaval elkészitettik a

lehetséges alternald heterooligomereket.

H-[(1S,2R-ACPC-2S-aza-ACPC]s-NH (a)

H-[(1R,2S)-ACPC-2S-aza-ACPCJs-NH (b)

H-[(1S,2S)-ACPC-2S-aza-ACPC]3-NH; ()

H-[(1R,2R)-ACPC-2S-aza-ACPCJs-NH (d).

NMR és VCD vizsgalatok valamint molekuladinamikai szdmitasok szerint az alabbi
térszerkezetek alakultak ki



6, N-glikopeptidek szintézise

Az aszparaginon glikozilalt peptidek szintézisére modellnek kivalasztott hexapeptid
(LKDGGP) a Tcb5b minifehérje 7-12 fragmense.Korabban mar szintetizaltuk a teljes
minifehérjét és maddositott szarmazékait galaktozil aszparaginnal, a célbdl, hogy a
glikozilacio térszerkezeti hatasait vizsgaljuk. Ebben az esetben a 9. pozicidba
galaktozil aszparagint épitettink be a peptidlancba Fmoc stratégia felhasznalasaval.
Az ezt koveté probalkozasunk sordn MBHA-gyantan szintetizaltuk a védett Fmoc-
Leu-Lys(Fmoc)-Asp-Gly-Gly-Pro-NH, peptidamidot Boc stratégia felhasznalasaval.
Az aszparaginsav béta karboxilja aktivaldsa utdn megkiséreltik az aldbbi &bran

lathatd kapcsolast a peptid és az aminocukor kdzott.
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A szintézis soran jelentés mértékben nem kivanatos mellékreakcio jatszodott le
az oldallancban (aminoszukcinimid keletkezett), ennek kikuszobolesere egy Uj
szelektiven védett gyantahoz kotoétt modellpeptidet allitottunk el6 gyantan torténd
glikozilaciohoz: Boc-Leu-Lys(Boc)-Asp(All)-Gly(Hmb)-Gly-Pro-2-klértritil gyanta.



Az aszparaginsav allil észter védécsoportjanak eltavolitasa utan megnyilik a lehetéség
a gyantan torténé glikozilaciéhoz, a glicin gerincnitrogén atomjanak védése hidroxi-
metil-benzil (Hmb) védécsoporttal tortént ami megakadalyozza az aminoszukcinimid
gyira képzodését. A kész védett, glikozilalt peptid a 2-klortritil gyantarél a Boc
védocsoportokkal egydtt viszonylag konnyen eltadvolithato. Az eredmények
kiértekelése folyamatban van. Ezzel parhuzamosan synthonként eléallitottuk a
teljesen O-benzilezett glikozil azidokat: GICNAc(B1-Ns3), GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-
N3), Man(B1-4)GIcNAc(B1-4)GIcNACc(B1-Ns).

Az in situ kapcsolasi reakcio a glikozil aminok valamint a szelektiven védett,
aktivalt aszparaginsav és a védett Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro hexapeptid amid kozott,

a szénhidrat-aszparaginsav valamint az aldbbi szénhidrat-hexapeptid szdrmazékokat

eredményezte:
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A peptidek szintéziseénél el6szor Boc/Bzl szintézis stratégidt alkalmaztunk, a

peptideket manudlisan szintetizaltuk Boc-Pro-Merrifield gyantan. A glikopeptidek
gyantarol valo hasitasa 10% HBr/ecetsav, 90% TFA, 2% 1,4-ditio-pL-treitol oldattal
tortént, hasitasi id6 2h. A glikozilalt hexapeptid szarmazéekok izolalasa HPLC-vel
tortént.
A peptidek szintézisek soran a kovetkez6 glikopeptideket allitottuk el: H-Leu-Lys-
GIcNAc(B1-N)Asn-Gly-Gly-Pro-OH, H-Leu-Lys-GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn-
Gly-Gly-Pro-OH, H-Leu-Lys-Man(B1-4)GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn-Gly-Gly-
Pro-OH.



A GIcNACc(B1-N)Asn tartalmu glikopeptid szintézisenél jo termelessel kaptuk a
kivant terméket, amely a korrekt tdmegspektrummal rendelkezett. A GIcNAc(pB1-
4)GIcNACc(B1-N)Asn tartalmi glikopeptid veédécsoporteltavolitdsa sordn a kivant
diszacharid-hexapeptid szarmazék mellett egy monoszacharid egység lehasadasa is
megfigyelheté volt. Az O-glikozidkotés hasadasaval keletkezé6 melléktermék
mennyisege 0sszemérheto volt a kivant termékével. Sem a reakcididé, sem a hasitasi
reakcidelegy valtoztatasa nem okozott érdemi javulast.

A H-Leu-Lys-Man(p1-4)GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn-Gly-Gly-Pro-OH
glikopeptid esetében, gyantarol valo hasitas utan, a kivant triszacharid-hexapeptid
szarmazék mellett szintén megfigyelheté volt a mono- illetve a diszacharid-
hexapeptid szarmazékok keletkezése. Ezért megprobalkoztunk egy Uj lehetéséggel a
glikozil-aminosav beépitésere.

A peptid els6 harom aminosavat Fmoc kémia felhasznalasaval Rink amid polimerre
kotottik, majd a szereplé vedett glikozil aszparagin szarmazékok katalitikus
hidrogénezése utan kapott Boc védett szarmazékokat kapcsoltuk. A Boc
védoscsoportot egy Uj modszerrel, SnCls-gyel tavolitottunk el, amely a linker-prolin
kotest erintetlendl hagyta. A Fmoc kémiaban szokasos alkoxibenzil alkohol polimerek
hasadnak SnCl,-gyel. Ezutan Fmoc kémiaval befejeztiik a peptidet.

Osszeségében tobb sikeres stratégiat valdsitottunk meg a fenti glikopeptiszarmazékok

eléallitasara. Ezek publikaldsa megkezdodott.



