A KUTATASI TEMA
2005. EVI

SZAKMAI ZAROJELENTESE
Témavezetd neve: Dr. Martinek Tamas

A téma cime: Mesterséges f-aminosav tartalmu onszervez6d6 polimerek térszerkezetének és stabilitdsanak
vizsgélata

A kutatds id6tartama: 2002. 01. 01. — 2005. 01. O1.
Bevezetés

A palyazatban a kovetkezd célokat tiiztik ki: (i) a cisz-térbeliségli aliciklusos
oldallinci P-aminosavak homo-oligomerjeinek lehetséges masodlagos szerkezetének
meghatdrozasat kiilonos tekintettel a masodlagos szerkezetek sztereokémiai szabdlyzdsdnak
megvaldsitasara, (ii) a szdl mdsodlagos szerkezetet felhaszndlva B-peptid red6zott réteg
épitését, (iii) az Onrendez6dési folyamatok oldészerfiiggésének megéllapitasat, (iv)
oldalldncban funkcionalizélt B-aminosavak beépitését és végiil legfontontosabbként (v) [3-
peptid harmadlagos szerkezeti elemek kontroldlt kialakitdsidt. A projektben valamennyi
részfeladatndl elértiik a kitlizott célokat, az eredményeket a kozleményeknek megfeleld

csoportositdsban mutatom be.

B-peptid szal 1étrehozasa sztereokémiai kontrol segitségével

Molekulamodellezési szamitasokat végeztiink (/R,2S)-2-aminociklopentankarbonsav
(cisz-ACPC) oligomerjeivel, hogy megéllapitsuk a preferdlt térszerkezet. Eredményeink
szerint a cisz-ACPC oligomerek rendezett masodlagos szerkezet kialakitdsdra hajlamosak.
Ezen masodlagos szerkezet a C6' csoportba sorolhaté (Hoffman és mtsai szerint), amelyet

eziddig kisérletileg nem figyeltek meg.

Megval6sitottuk az enantiomertiszta cisz-ACPC valamint a trimer, pentamer, heptamer
€s nonamer homooligomer szintézisét. A mintdkat megfeleld tisztitds utdn oldatfazisi NMR
spektroszkopids elemzésnek vetettiik ald. A spektrumok jelhozzéarendelését és a térszerkezeti
adatok kinyerését akadalyoztdk a rezonancidk atfedései. A probléma megolddsdnak érdekében
specidlis NMR  pulzusszekvencidt  készitettiink. Ennek  segitségével  teljeskorii
térszerkezetvizsgélatot tudtunk végezni. A kisérleti kényszerfeltételeknek eleget tévo,
alacsony energidju konformaciok megfeleltek a modellezéssel prediktalt masodlagos
szerkezetnek, igy egészitve ki a szakirodalom dltal ismert S-peptid masodlagos szerkezetek

korét. A térszerkezeteket DMSO-ban és MeOH-ban is meghataroztuk €s minkét oldészernél



hasonlé eredményeket kaptunk. A mintdink (kiilonosen a ldnchossz novekedésével) rossz

violdékonysdgot mutattak (1d. alabb).

A NMR-rel meghatdrozott szerkezeti adatokat IR és ECD mérések segitségével is

alatdmasztottuk. Az irodalomban elséként mutattunk be szalra jellemz6 ECD gorbét.

1. abra. cisz-ACPC oligomerek sztereokémiailag szabalyozott masodlagos szerkezetei

A kutatdsi  eredményiink  jelentésége, hogy a [-aminosav  monomerek
sztereokémidjdnak  vdltoztatdsdval — szisztematikusan tudjuk  szabdlyozni a  kialakulo
mdsodlagos szerketet (1. dbra). Emellett a szakirodalomban eldszor sikeriilt énstabilizdlo -

peptid szdlat létrehoznunk.

Konformacios polimorfizmus a B-peptid hélixeknél

Tavlati célkitlizésiink volt az onrendez6d6 harmadlagos szerkezet 1étrehozdsa. Ennek
érdekében elso 1épésben reprodukdlni kivantuk Gellman €s munkatarsai altal megvaldsitott
15,2S-2-aminociklohexdnkarbonsavbdl (transz-ACHC) felépiilo stabil 14-hélix elddllitasat. A
hélixek onrendezddési folyamataval kapcsolatosan kérdéseket vet fel, hogy az irodalmi adatok
szerint mar négy monomeres ldnchossz esetében is 14-hélix alakul ki. Egy valds rendezddés
fokozottabb mértékii lachosszfiiggést feltételez. Munkank e jelenség részletesebb vizsgalatara

is koncentralt.



Megkozelitésiink abban kiilonb6zott, hogy a szintézist szilard hordozén moédositott
aktiv észter kémidval hajtottuk végre, és a B-peptid oligomerek ldncvégein védécsoport nem
volt. Az igy elddllitott transz-ACHC tetramer, pentamer és hexamer térszerkezeteit
oldatfazisban (d4-metanol, de-DMSO) NMR spektroszképidval (COSY, watergate-ROESY,
TOCSY, HSQC, HMBC, 2H—csere) jellemeztiik. A szerkezetvizsgalatot kiegészitettiikk IR és
ECD mérésekkel. A transz-ACHC oligomerekre kapott kordbbi irodalmi eredményekel
ellentétben a tetramer stabil 10-hélixet alakitott ki, mig a pentamer €s a hexamer a
varakozasoknak megfeleléen 14-hélixet. A tapasztalt lanchosszfiiggés aldmdsztja a valds
onrendezddési folyamatot. A jelenség magyardzatira ab initio kvantumkémiai szamitdsokat is
végeztink B3LYP/6-311G**//HF/3-21G szinten. A lanchosszfiiggd stabilitdsi trendet a
szamolt konformdciés energidk visszaadtdk, és a jelenséget a lokalis diéderes szog

preferencidk és a tdvolhaté hidrogén kotések kozotti egyensllyal tudtuk magyarazni.

Hg* N+ NHs*

10-helix 14-helix

2. abra. transz-ACHC oligomerek konformacids polimorfizmusa és onrendezodése

Ezek a megfigyelések egyrészt bizonyitjdk, hogy az oldalldncban konformdciosan
gdtolt B-peptidek valodi onrendezbdési folyamatban veszik fel végsd, legstabilabb mdsodlagos
szerkezetiiket (2. dbra). Mdsrészt ily modon analdgia figyelhetd meg az o-peptidek o-
hélixének nukledcioja kapcsdn, mivel ennek kialakuldsdt rovidebb ldnchosszak esetén a
nytijtottabb 319 —hélix eldzi meg és ezdltal nukledlja az o-hélix képzodését. A [-peptidek

esetében a nukledlo faktorként a 10-hélix azonosithato be.



Szabalyozott oOnrendezédés és harmadlagos szerkezeti elemek a -

peptideknél

A projekt 6 célkitiizése a B-peptid harmadlagos szerkezeti motivumok létrehozasi
lehetdségeinek vizsgdlata. A modellként vizsgilt transz-ACHC és cisz-ACPC oligomerek
amfipatikus molekuldknak foghaték fel, mely felveti magasabb szintii szervezddés

lehetdségét.

Elozetes méréseink kimutattdk, hogy a helikdlis transz-ACHC oligomer esetén az
amid protonok lecserélddési sebessége toredéke a vart értéknek. Ez arra mutatott, hogy a
hélixet stabilizdlo H-kotések jelentds mértékben drnyékolva vannak az olddszertdl, amelynek
okat az hélixek aggregdcidjaban kereshetjiik. Megvizsgdltuk a cisz-ACPC B-peptid szél
specifikus asszocidcidra hajlamat is, és a NH/ND cseresebesség jelentds lanchossz és
koncentracié-fiiggést mutatott.

------

dinamikus fényszérds (DLS) és transzmisszids elektronmikroszképia (TEM) segitségével

jellemeztiik. Az asszocidciot magyardz6 modellt elméleti szdmitdsokkal tdmasztottuk ala.

Diffazios NMR mérésekkel az asszociacidé jelenségét igazoltuk mindkét tipusu
masodlagos szerkezet esetén. Nagyobb méretli részecskéket és idofiiggd viselkedést
tapasztaltunk a DLS mérések kapcsdn is. Az asszocidtumok TEM-mel torténd morfoldgiai
vizsgélata azt mutatta, hogy hélix-egységek hélixkoteg membrant alkotnak, ami vezikula
jellegti szférikus objektumként stabilizalodik. A P-peptid szédlak fibrillaris morfolégiat
mutattak, amelyek a red6zott rétegek szendvicseként johettek Iétre. A megfigyelések
nanostrukturdlt részecskék jelenlétét igazoltdk. Az elméleti szamitisok (ab initio,
molekuladinamika)  aldtdmasztottdk a  morfologidbdl  kikovetkeztetett — szerkezeti

tulajdonsagokat.

A mdsodlagos szerkezetfiiggd onrendezodést oldatfdzisban eldszor figyeltiik meg. A
nanostrukturdlt részecskéket a harmadlagos szerkezetre jellemzo erck tartjak ossze (3. dbra),
igy ezek az eredmények igazolidk a [-peptidek képességét a magasabb szintii
onszervezddésre. A megdllapitott torvényszertiségek hozzdjdrulhatnak a jové B-peptid

harmadlagos szerketeinek ([-protein?) tervezéséhez.



3. abra. Masodlagos szerkezetfiiggé onrendezddés harmadlagos szerkezeti motivumokba

Osszefoglalas

A projekt eredményeinek segitségével valaszt kaphattunk a B-peptidek mésodlagos
szerkezeteinek sztereokémiai szabdlyzdsaval, konformécids polimorfizmusaval és a kontrolalt
onrendezddésével kapcsolatos legfontosabb kérdésekre. A megfigyelések hozzdjarulhatnak a
B-peptid alapvazzal rendelkezé bioaktiv molekuldk tervezéséhez és bio-nanotechnoldgiai
alkalmazasok is elképzelhetok. Eredményeinket harom eredeti kézleményben publikaltuk,
amiket igen rangos nemzetkozi folydiratokban tettiik kozzé. Visszatekintve a [-peptidek
térszerkezetével kapcsolatos irodalmi adatokra valamint felhaszndlva a sajat eredményeinket a

projekt ideje alatt két dsszefoglald tanulményt készitettiink.



