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Roviditések jegyzeke

Az aminosavak jel6lésére az irodalomban hasznédt 3 bdts roviditéseket hasznaltam.

A szdvegben leggyakrabban alkalmazott roviditégeki@bobiak voltak:

Fmoc 9-fluorenil-metil-oxi-karbonil

Boc terc-butil-oxi-karbonil

2Clz 2-klor-benzil-oxi-karbonil

Tos 4-toluolszulfonil

Pmc 2,2,5,7,8-pentametil-kroman

tBu tercier-butil

Trt tritil

Bzl benzil

Bz benzoil

OcHex ciklohexil-észter

ABC ATP-k6t domén (ATP Binding Cassette)

ABCG2 ABCG2 multidrog transzporter, az ABCG alcsatdasodik tagja
BCRP embrék drogrezisztencia fehérje (Breast Cancer Resist®rotein)
MDR1 multidrog rezisztencia fehérje vagy P-glikagio (multidrog resistance protein, P

glycoprotein)

MRP1 multidrog rezisztenciahoz tarsul6 fehérje wlfidrog resistance-associated protein 1.)

Kol34 3-(6-izobutil-1,4-dioxo-1,2,3,4,6,7,12,12&ajudro-pirazino[1’,2":1,6]pirido[3,4-
blindol-3-il)-propionsav-terc-butil-észter

FTC Fumitremorgin-C

GLP-1 glukagonszérpeptid-1

P-gp P-glikoprotein

ATP adenozin-trifoszfat

DOTA 1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetetso/

APP amiloid prekurzor protein

ACN acetonitril

RP-HPLC Reversed Phase High PerformangeidliChromatography (Forditott Fazisu Nagy

Hatékonysagu Folyadékkatogréafia)

ESI-MS elektrospray ionizacios tbmegspektrometria

TFA trifluorecetsav

DCM diklormetan

NMP N-metil-pirrolidon



DMF N,N-dimetilformamid

MeOH metanol

EtOAc etil-acetat

AcOH ecetsav

NH,OAc ammonium-acetat

TEA trietil-amin

DIPEA N,N-diizopropil-etil-amin

HOAt 1-hidroxi-7-aza-benzotriazol

HBTU [2(1h-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamum]-hexafluoro-foszfat
CIP 2-kloro-1,3-dimetil-2-imidazolinium-hexafluofoszfat

TFFH N,N,N’,N’ -tetrametil-fluoroformaminidium-hexafluoro-foszfat
TCFH N,N,N’,N’,-tetrametil-kloroformaminidium-hexafluoro-foszfat

HATU [2-(7-aza-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrantatronium]-hexafluoro-foszfat
DCC N,N'-diciklohexil-karbodiimid

DTT ditiotreitol

MBHA metil-benzhidril-amin



1. Bevezetés

Napjainkban egyre nagyobb az érdelds az € szervezeteket felégitiomolekulak
(szénhidratok, peptidek, fehérjék, glikoproteinakkleinsavak) szerkezetének felderitésére,
illetve a szerkezetben kulonkHhatasokra bekdvetkézvaltozasok tanulmanyozasara. A
szerkezet pontos megismerése segithet a bonyobKérniai folyamatok megértésében, a
szerkezetben bekovetkexaltozasok idben tortén felismerése pedig orvosi, diagnosztikai
jelentbséggel bir.

A peptidek fehérjék poszt-transzlaciés modositaggiikozilacio, foszfatalas,
fémionok, lipidek beépilése stb.) alagvéelentseédiek a kiulonboé biologiai felismerési
folyamatokban. A fehérjék a sejten bellli szinteki@vethen — az oldallancokon talalhat6
valtozatos funkcios csoportokon keresztul — szgposzt-transzlacios médositdson mehetnek
at. A leggyakoribb modositas a foszforilacio, mstyan a fehérjére specifikus kindz enzim
foszfat csoportot helyez egy meghatarozott (Tyrr, Séhr) aminosav oldallancara. A
foszforilacid sordn az elektrosztatikus kolcsonbakdkovetkeztében megvaltozik a fehérjék
konformécioja, amelyld kifoly6lag a funkciéjuk is moédosulhat. Irodalmidatok alapjan
ismert, hogy a fehérjek aktivalodasa és gatlasdeisdvetkezhet ezen poszttranszlacios
modositas eredményeképpen. A fehérjek reverzitmBgforilacioja szerepet jatszik a sejtek
energia metabolizmusaban, a sejtek osztédasanakkedésének és differencidlodasanak,
mozgasanak, valamint anyagcsere folyamatainak kzmefdgaban. A glikozilacié szintén
gyakori jelenség, ebben az esetben oligo/mono-srigctancok kapcsolédnak Asn, Ser, Thr,
Hyl, Hyp aminosavak oldallancara. A poszt-transbacmodositasok kdzponti szerepet
jatszanak a fehérjék heterogenitasdnak kialakiggsabs hozzajarulnak ahhoz, hogy
ugyanazon fehérjék kilénbdz sejttipusokban kilénbdz feladatokat tudjanak ellatni.
Napjainkban a glikozilacié iranti egyre nagyobb ekididés annak koszontiethogy az
oligoszacharidok jelenlétét, illetve szerkezeti @&nnyisegbeli valtozasat megfigyeltek
kulénbo® patofizioldgias allapotokban, mint pl.: tumorosghetegedések, reumas artritisz,
immunhianyos betegségek esetében.

Az elmult években fokozott érdéklées mutatkozik a peptidalapu hatdéanyagok irant
széles kdr bioldgiai szereplk, kedvédioldgiai és kémiai tulajdonsagaik miatt. Legttbinrs
a mar ismert hatéanyagokat valtoztatjuk, hogy aekftvitsuk, 0 tulajdonsagokkal ruhazzuk
fel, szélesebb hatdsuva vagy éppen specifikusadipdik azokat. A modositott vegyulet
sokszor hatasosabb az eredetinél, hatékonyabbegségigel szemben vagy kevéshé sulyos

mellékhatasokkal rendelkezik. Ha egy masik élténlajdonsaggal rendelké&ézvegyuletet
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kapcsolunk a molekuldahoz (peptidhez) konjugatumadk@hatunk eb. Ezzel a modszerrel a
kulonb6® molekuldk hatasat kombinalhatjuk, az eredeti hatag tulajdonsagait
bévithetjik. Megvéltoztathatjuk a molekula fizikairké@i és/vagy biologiai sajatsagait.
Ugyanakkor a szintézisek soran mérlegelnink ketigyha hatas mégzése mellett a
molekula mely részei modosithatéak, milyen funkciésoportokat hasznalhatunk a
konjugalashoz és melyek jelenléte elengedhetethdalégiai aktivitds megyzesére.

A detektalt és biologiai hatdssal ellatott fehérj@hkiikddésének megértését,
szervezetben betoltétt funkcidjuk mind teljeseblyismerését segiti a fehérjék modellezése
kisebb peptidekkel. Ezen szerkezet-hatas 0Osszefaigédeldolgozasaval, értékeléseével
megismerhéiveé valnak a fehérjék aktivitasahoz szikséges szetkelemek.

A modellpeptidek, fehérjeszakaszok, bioldgiailati\ageptidek, peptidomimetikumok
kémiai kutatésainak egyik lefjib eszkdze a szilard fazisu peptidkémia. A minaéisstebb
biologiailag aktiv molekulak szintézise mind Ossttetob védcsoport kombinaciok
hasznalatat és Uj szintézis stratégiak kidolgozésat szikségesse.

A szintetikus szilard fazisu peptidkémia kialakaladta jeleris fejlodésen ment
keresztil, ugyanakkor még a mai napig is vannasropeptidek, peptidszarmazékok amelyek
eléallitasa nehézségekbe Utkozik, alacsony kitermell@sgly elégtelen tisztasaggal lehet csak
megvalositani. Az egyes modositott peptidélakitasa a mai napig is kihivast jelent, példaul:
a kulonbo6d glikopeptidek szintézise, fémionok hozzakotéseigekhez stb.

Munkam soran fumitremorgin analégok, maddositott ifalmérjék, glikopeptidek,
illetve prekurzorok dallitasaval foglalkoztam. A szintézisek soran feltr@ltam a modern
peptidkémia nyujtotta leh&étégeket (a folyamatos fejlesztések eredmeényekahb(gs ujabb
szelektiv védcsoportok megjelenése, egyre valtozatosabb gyaaikakmazasa, Uj szelektiv
védscsoport hasitasi médszerek sth.) és egyes esetakémtem azokat mas szintézis

stratégiai modszerekkel is.



2. Irodalmi ebzmények

2.1 Fumitremorgin analdégok tervezése és szintézise

2.1.1Az ABC transzporterek és a multidrog rezisztendiBR) jelensége

A fejlettebb orszagokban, koztik hazankban is, raikaaszkularis megbetegedések
utan a rékos betegségek allnak a mortalitasi stikidk élén. Az egyre Ujabb kemoterapias
szerek bevezetése és a kiterjedt kutatasok ellenégr@ a mai napig a rakkal diagnosztizalt
betegek kozel felénél a megbetegedés 6t éven lelflhoz vezet. Ezen dlytelen
statisztikak héatterében az elégtelen prevencié &ései diagndzis mellett a kemoterdpias
szerek irant kialakulé rezisztencia tekinthetz egyik legfontosabb tényimrk. A rakos
sejtek szamos modon képesek ellenadllni a kemotetigpenok toxikus hatasainak, melyek
koézil az ABC transzporter fehérjék altal kdzvetitggynevezett multidrog rezisztencia az
egyik legintenzivebben tanulmanyozott jelenség.uddrok multidrog rezisztenciaja a rék
sikeres gyodgyitasanak egyik légb akadalya. A tumorsejtekben egyik vagy masikvakti
transzporterként tkodé ABC fehérjéldl nagyon sok termédik, és a sejiti kifelé
~pumpalva” megakadalyozza, hogy a gyogyszermolkaldkjten belll felhalmozodjanak.

A tumorok egy része reagal a kezelésre, a beteggigyithatd, mig mas daganatok
ellenalléak. Ez utébbi esetben hidba torténik hatagvaltas, a daganatos sejtek ellenallnak a
legeltéBbbb kémiai szerkezétgyogyszermolekulaknak is. Ezt a jelenséget hivjaktidrog
rezisztencianak.

Az ABCBLI felfedezése 6ta nyilvanvaldva valt, hogyea membranban elhelyezked
fehérje milyen jelerdtsen tudja befolydsolni az alkalmazott terapia edadrasségét. Hiszen
az ABCBL1 expresszio szelekciogmyt jelent a tumoros sejtnek a citosztatikumkezst#an,
mivel az adott szerre, illetve mas molekulakra asekztrezisztens fog tulélni és szaporodni.
[1].

A multidrog rezisztencia jelenség kapcsan harom ABszportert emelhetliink ki,
ezek az ABCB1 (MDR1), az ABCC1l (MRP1l) és az ABCAECRP, Breast Cancer
Resistance Protein). Ezen fehérjék szubsztratsideseaf a citosztatikumok korében

megleheaisen atfed [2].



2.1.2Az ABC transzporterek szerkezete

Az emberi genomban 49 ABC fehérjét azonositottaktamennyi eddig megismert
genomban ezen kodold gének megtelaiegtalalhatéak. Az ABC fehérjecsalad tagjai azono
epivelemekidl, rendkivil konzervalt ATP kétdoménekBl (NBD) és a membranon ativel
transzmembran régiokbol (TMD) épulnek fel.

Emlésokben a funkcionalisanitkodé ABC transzporterek legtobbje két nukleotidkot
doménisl és két transzmembrandoméhlll. Ez a négy alegység az Un. egésztranszpkrtere
esetében egy polipeptidlancon helyezkedik &l @brg, de megkildénbbztetiink udn.
féltranszportereket i2( abrg, amelyek egy ATP kétdomenldl és egy TMD-I6l épulnek
fel. Ezek a féltranszporterek homo-, vagy heteradindcidé révén véalnak wkodoképes
fehérjékké. [3] Megemliterdd hogy egyes ABC fehérjék, mint pl. az MRP alcsatétiany

tagja egy 5 transzmembran hélixillo addicionalis TMD-t tartalmaz. [4]

1. abraEgész transzporter: két transzmembran dodigiD) és két nukleotidk& doménliél (NBD) allé
polipeptid [5]

2. abraFél transzporter: egy transzmembran dom&(bMD) és egy nukleotidk@ doménisl (NBD) &llo
polipeptid [5]

A transzmembran domeének — amelyek egyenként-h@lixbsl épulnek fel — alkotjak
az ABC transzporterek ithodésének alapjat. Ugyanis ezek a polipeptidlarecokembranon
athatolva, specifikusan az adott fehérjére jeli@msatornat biztositjadk szubsztratjaik szamara,

biztositva az atjutast a membran egyik oldalamlésikra.



Az ABC proteinek, mint aktiv transzporterek az Afidroliziséldl nyerik az energiat.
Az ATP a citoplazmaban elhelyezkednukleotidko6 doménhez kapcsolodik és a
hidrolizisél®l szarmazo energia forditodik kdzvetlenil az NB2-kapcsolddd transzmemran
domén konformacibévaltozasara, igy a szubsztraszgortjara. [6,7,8]

Az ABC proteinek nevezéktana a szekvencia homatoglapul. A kozel 6tven
fehérjét magaba foglalé csalad tagjait hét alctmasbroljak be ABCA-t6l ABCG-ig, ezen

alcsaladokon belll az egyes fehérjék megjelolégama@bbi szammal torténild(abrg). [6]

B7 c1o, €4 C7
B3 (MRP4) {CFTR)

B2 (TAPZ) C5 (MRPS)

G8

ABCE G5 G4 @1

ABCG

3. abraA human ABC fehérjék csaladfaja

ABCA alcsalad

Az ABCA alcsaladba, amelyet tovabbi két alcsoporttehet osztani a
kromoszomakban val6 elhelyezkedés alapjan, 12 d@ggszzporter és a legnagyobb molsulyd
ABC fehérjék tobbsége tartozik. Az egyik legjobballemzett tagja az ABCAL protein,
amelynek feladatai koézé tartozik a felesleges kbdesr és foszfolipidek eltavolitasa a
sejtekisl. [9]
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ABCB alcsalad

Ez a legvaltozatosabb ABC alcsalad: tartalmaz negész- és féltranszportereket,
vannak kozoéttik gyogyszer-, vas- €s specialis fetranszporterek is. Az ABCB alcsalad
tagjai valtozatos éfordulasuak, a plazmamembranon kivil az endoplakosat
retikulumban, lizoszémalis és mitokondridlis menmmiéon is megtalalhatéak. Ebbe a
csaladba tartozik a legismertebb és legjobbannjekdt ABC fehérje, az ABCBL1 is, amelyet
elssként hoztak kapcsolatba a multidrug rezisztenciaval

ABCC alcsalad

Az alcsaldd mind a 12 tagja hasonl6 strukturavateikez egésztranszporter. Béar
szerkezetileg hasonlitanak, funkcidik és molekslamechanizmusaik nagyon efiék.
Vannak koztik aktiv ATP fadgtranszporterek, regulator ioncsatornak és kalisatarnak
permeabilitasat modulalé fehérjék is. Az MRP1 (ABQ®@olt a mésodik ABC transzporter,
amelyet kapcsolatba hoztak a tumorok multidrog s&encia jelenségével. [10,11,12,13]
Szubsztratjai kozé tartozik pl. a daunorubicin, @tabicin, vinkrisztin, kolhicin, de nagyon
hasonlo profilt mutat az ABCB1-gyel is. Az ABCC1l-és a csalad tovabbi négy tagjara
(ABCC2, ABCC3, ABCC6 és ABCCY7) jelleizhogy a tobbi ABC transzportétteltérsen
nem két, hanem harom TMD-t tartalmaznak. Az ABCQl6kb6® molekulak, drogok
glutation, glukoronat és szulfat konjugatumainaddamint organikus anionok transzportjara
képes, de részt vesz egy rendkivul fontos szighaths molekula, a Leukotrien C4
szallitasdban is. [14,15,16] Szamos &kllss bel§ mérged anyag valik semlegessé a
kordbban emlitett vegyuletekkel kapcsolodva, ankelyaztdn az ABCC2 valaszt ki az epébe

és a vizeletbe.

ABCD alcsalad

Ez a csalad négy ABC féltranszportert foglal mag#@bperoxiszomalis membranban
helyezkednek el, igy ezek geénjeinek mutacidja peraxnalis betegségek kialakulasat
eredmeényezi. A leggyakoribb a nemi X kromoszomahdadtotten  6rokbdo
adrenoleukodytrophia, melynek soran telitett zsakahalmozddnak fel a sejtekben. Ezt a

betegséget az ALD/ABCD1 gén mutacidja okozza. [17]
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ABCE és F alcsalad

Ezek az alcsaladok nukleotidkot doménekkel rendelkeznek, viszont nem
azonositottak bennik transzmembrdndoméneket, igylgg nem ismerjik transzporttal
kapcsolatos funkcioikat.

Az ABCG alcsalad

A human ABCG fehérje alcsalad tagjai jellegzetesnéio szerkezettel rendelkez
aktiv. ABC fél-transzporterek, amelyek jelésen befolyasoljak a gyogyszerek
farmakokinetikgjat, valamint kulcsfontossagu szetepjatszanak a sejtek lipid
anyagcseréjében. A transzmembran domének (TMD)terrinalison, mig a nukleotidkit
domének (NBD) az N-termindlison helyezkednek el. ABCG2 az alcsalad legtdbbet
vizsgalt, legjobban jellemzett tagja, olyan félasaporter mely a sejtek apikalis memranjaban
helyezkedik el.

A 90-es évek végén lényegében edbeh harom kuldnbdz laboratérium is
azonositotta az ABCG2 molekulat: kKettrogszelektalt sejtvonalbdl egy pedig huméan cDNS
konyvtarbol, igy a kezdetekben nem volt egységés$,1pP,20] Doyle és munkatarsai
rezisztens mellrak sejtvonalban azonositottak, BfyRP-nek (breast cancer resistance
protein) nevezték el, a verapamillal blokkolt ABCBdnkcioju mitoxantronra rezisztens
sejtvonalbdl szarmazo fehérjének Allikments-ék aXRvi(mitoxantrone resistance protein)
nevet adtak, mig Miyake és kutatocsoportja pedigCRBiek keresztelték el a placentdban
magasan expresszalodo proteint. dds azonban kidertlt, hogy a cDNS koényvtarbol
szarmaz6 fehérje a vadtipusu, a masikékptdig hordoz egy olyan pontmutaciét a 482-es
pozicidban 1é6 aminosavnal, amely a szubsztratspecificitast isly@solja. Ez a mutacio
raadasul a human populaciokban nem forddl Blbanem a drogszelekcio soran keletkez
szomatikus mutacid. Az ABCG2 fehérje egy féltrarmmsimgy, amely homodimerizacio révén
valik funkcioképes fehérjévé. Szamos szovet amkalmembranjaban expresszalddik,
kuléndsen az intesztindlis epitél sejtekben, a guitban, a vér-agy-gatban és a majban.
Jelents szerepe van a sejtek védelmében hipoxias koriekékodzott, hiszen csokkenti a
hem és/vagy porfirinek intracellularis koncentrgaioFunkciéja ugyan méeg mind a mai napig
nem teljesen tisztazott, de tény, hogy a hematdpmetssejtek membranjaban is jelésit
mennyiségben kifejédik. [21,22,23] ABCG2 knockout egérkisérletek adapjeltérést
tapasztaltak a két nem kozott, ugyanis a himek lmagjdnagasabb szinten expresszalodik a
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fehérje, és ez jelets kulonbséget okoz az ABCG2 szubsztrat gyogyszekutiak
farmakokinetikai viselkedésében. [24] Az ABCG2-n&ntos szerepe van a kilonléoz
molekuldk, toxinok, drogok anyatejbe valé kivalas&ban is, erre Jonker és munkatarsai
vilagitottak ra, miutan ABCG2 expressziét észleleekejmirigyekben. [25] Ugyancsakk
mutattak meg, hogy ABCG2-/- allatokban egyes stWdfinjugatumok vizeleten keresztili
kivalasztasa lényegesen alacsonyabb, mint a vadligllatokban. [26]

Az ABCG2 szubsztratjai kdzott talalunk szamos gywzgymolekulat, illetve azok
metabolitjat ugyandagy, mint toxint, élelmiszerekbaregtaldlhaté molekulakat, szulfatalt
hormon metabolitokat, klorofill, metabolitot, flleszcens festéket stb.

Az ABCG2 Aéltal transzportalt molekulakrol altalaségban elmondhat6, hogy
nagymérdiek, hidrofébok, lehetnek pozitiv vagy negativ téilek. Vannak kozottik
kemoterapias szerek, fluoreszcens festékek, adits/irszerek, antibiotikumok, egyes
élelmiszerekben is megtalalhato karcinogének ééletgrmészetbendgbrduld anyagok.

Hasonldéan a multidrog rezisztenciaban szerepetgétsbbi ABC transzporterhez, az
ABCG2 fehérjének is szamos inhibitora ismert. Ailiitorok kdzil ebszor a fumitremorgin
C-t (FTC) @. abrg azonositottdk (izolalasAspergillus fumigatushaktérium torzsekid
tortént), mint ABCG2-re specifikus gatldészert, niimeonbanin vivo neurotoxikus [27], egy
sor Ujabb FTC-tipusu indol-diketopiperazin szarnkaté szintetizaltak. [28] A
leghatdsosabbak ezen analdégok koziul a Kol32, K&k34 Kol43 vegylletek voltald.(
abra), melyekin vivo egér kisérletekben [29] potencidlis, nem toxiku&CA&52 inhibitoroknak
bizonyultak, azonban mindharom komponens tartale@gz észter kotést, mely kémiai és
metabolikus szempontbdl instabilla teszi a vegyklet Hasonléan a szubsztratokhoz az
inhibitorok esetében is sok olyan van, amelyik a@a P-glikoproteint, az MRP1-et, vagy
mindkettt gatolja. Legtobbjik éppen e tulajdonsagok miatiik kiprobalasra, mint ABCG2
inhibitor. llyenek pl. az elakridar, a tarikvidaragy a ciklosporin. Az utobbi években szamos

publikacio szuletett amelyek targyat ABCG2 inhibitio azonositasa képezete. [30,31]

o (0] \O (0]
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N N N
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4. abraNéhany BCRP inhibitor
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2.2 Modositott minifehérjek szintézise

2.2.1Minifehérjék

A minifehérjék olyan makromolekulak, amelyek segfsvel jobban megértietk a
fehérje fel- és letekeredésének fontosabb lépé&sdéamint tanulmanyozhatéak kulonkitz
szerkezetstabilizalo hatasok. Ide tartoznak a bi@noés séhidak, a hirdoféb vagy hidrofil
kdlcsdnhatasok, valamint minden olyan interakciaely a téralkat felvételében fontos lehet.
Végeredményben ezen koélcsonhatasok feltérképezegitheti eb a fehérjék racionalis
megtervezését. Mig a masodlagos szerkezeti elemelhélik) feltekeredésének
primerszekvencia fluggése elég jol értett folyamatidig sokkal nagyobb kihivas a
harmadlagos, vagy mas néven a térszerkezet fanéleimegtervezése. Az emlitett probléma
abbdl adddik, hogy a molekularis téralkat kialakalaszamos olyan szerkezetstabilizalo
gyenge kolcsonhatas kdvetkezménye, melynek josidlsézkes és bizonytalan kimenéied
jovébeli fehérjetervezés szempontjabol ezért kulondsetos, hogy megértsiik ezeknek a
gyenge kolcsdnhatasoknak déikiidését.

A minifehérjéknek nincs altalanosan elfogadott miefdja, ennek ellenére néhany kdzos
jellemzs mindegyikiikre igaz. A legfontosabb ezek kozul anfedlagos struktira. Ennek
kialakitasaban a minifehérjéket alkotd 6sszes magod szerkezeti elena-élix, p-reds, és
kilénb6 kanyar régio) kooperativan részt vesz. Felépitiekintve az idedlis minifehérjét
csaka,L-aminosav épiti fel, szerkezetét sem fémion, sismulfid-hid nem stabilizalja, nem
képez dimert vagy oligomert. Ezen felll elvaras ptéagy fizioldgias korilmények kozott
oldhato legyen, vizes kdzegben is spontan (segégéhnélkil) felvegye a nativ szerkezetét
€s a vizsgalni kivant koncentracié tartomanybamo&sson aggregaciot.

Kis meéretének koszonhin a minifehérje egyszesn szintetizalhatd hagyomanyos
szilard fazisu szintézissel. Ez a moddszer l@hetteszi a nem-természetes, vagy jelolt
aminosavak beépitését a peptidlancba. Ezeknek asitol aminosavaknak egyrészt a
szerkezet spektroszkoépiai tanulmanyozéasa sorarszetep °C, N NMR, Fluoreszcens
spektroszkopia), mastél segitségikkel gyengitett vagyoésitett kdlcsonhatasok hozhatdk
létre, példaul oldallancok csonkitasaval vagy halsbitasaval, ami a kolcsonhatas
tanulmanyozasa szempontjabdl lehet fontos.

Az 6nallo felgombolyodasra képes, stabil fehérgikdézése szamos kihivassal jar. Tudva

V4
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térszerkezeti, az ahhoz vezétutrdl (folding) és a funkciojardl [32], olyan saadnciat kell
nekink is tervezni, ami magaban hordozza ezekdamonsagokat.

A természetben @ordulé kismérei o©Onall6 felgombolyodasra képes fehérjék
aminosavaik jeles hanyadat haszndljak a harmadlagos szerkezetafeds@ra. Példaul
szamos toxin és proteaz inhibitor (erabutoxin viagyin pankreaz tripszin inhibitor) dsszetett
diszulfid-hid rendszert képez a fehérje magjabads fehérjek pedig fémionokat hasznalnak

stabilizalé elemként (Zn-ujj DNS ké&domén).

2.2.2TC5b,a legkisebb minifehérje

A ma ismert legkisebba, priori” tervezett minifehérje a TC5b, vagy mas néven Trp-
kalitka, 20 aminosavbdl all, egy racionalis fehtmjeezés eredménye, amely harmadlagos
szerkezettel rendelkezik. Kiindulasi vegyuletkémt @izonai sivatagban &lévente 4-5x
taplalkoz6 viperagyik nyalaban &évermészetes anyagot, az exendin-4-et hasznaltak. A
vegyulet tulajdonsagai sokban megegyeznek az em&mgrvezet altal termelt egyik
glukagonszdr peptid a GLP-1 tulajdonsagaival. A fehérje igy epmialis antidiabetikum
jelolt molekula volt, melynek gyogyszerré torééfejlesztése soran bebizonyosodott, hogy
glukoz jelenlétében csokkenti a vércukorszintetndlekula bioldgiai hatasai réven lassitja a
gyomor kilrulését, teltségérzetet kelt és testsdlykenést eredményez. Ma mar a ll.-es
tipust diabétesznél hazankban is hozzaféreeer az exenatid hatbanyagnévre keresztelt
exendin-4 minifehérje szarmazék.

Neidigh és mtsa mar emlitett Gila monster viperagyik nyaldban taléthatdo 39
aminosav hosszu helikalis polipeptédbndultak ki (exendin, EX4) és szamos csonkitas és
mutaciéo utdn 20 aminosavra tudtak csOkkenteni @&rfehméretét Ggy, hogy kdzben a
szerkezetét stabilizaltak, és vizoldhatésagat mékel[33] Az igy eballitott kompakt,
globularis minifehérje tdébb mint 95%-ban van jelésltekeredett allapotban, vizben,
fiziologias pH-n, 280 K Bmérseékleten.

Az EX4 vizben részlegesen rendezett, trifluorathob kdzegben viszont stabil,
rendezett struktlraval bir. Szerkezete egy hosslikdhis lanc és az arra visszahajlo rovidebb
poliprolin II hélixbsl all. A szerkezet stabilitasat a Trp25 koré szebdétt hidrofob mag
adja, ezt a motivumot nevezték el &g Trp-kalitkanak (TC, Trp-cage).

A tervezés els |épéseként a hidrofob maggal semmiféle kdlcsoshatdm mutatd N-
termindlist csonkitottak le. Majd beiktattak a ezetbe egy stabilizaldé Asp9-Argl6 séhidat,

mikdzben a kedvéitlen Coulomb kdlcsbnhatas elkerilésére a glutamatsg@e) glutaminra
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(Q) cseréltek, létrehozva ezéltal a hélix-kedvdlcstnhatast [34L.egvégul a hidroféb mag
telitettségét tokeletesitették, fenilalanin (b) tirozin (Y) mutacioval. A védgs szekvencia
ennek kovetkeztébeMLPYIQWLKDGGPSSGRPPPS.

5. &braA TC5b minifehérje szerkezetének szalagmodelljgb2ponti Trp6 (sarga) koré szeréebtt hidrofob

mag aminosavai vannak feltlintetve: Tyr3 (lila), L€narancssarga), Prol12, Prol8, Prol19 (kék)

A TC5b felépitésében egg-hélix, egy 3o0-hélix és egy poliprolinll tipusu hélix
szerveddik a kdzponti triptofan korés( abrg, vagyis a fehérje feltekeredésének hajtéereje a
hidrofob kolcsdnhatas. A kialakult szerkezet staéiisaban emellett jeldis szerep jut az
Asp9 és Argl6 aminosavak kozt létéssidhidnak §. abra).

6. abraA TC5b szerkezetstabilizalé6 Asp9-Arg16 sohidja

A TC5b szerkezetének publikalasa nagy értsnek drvend mind a kisérleti mind
az elméleti kémikusok korében. Tobb csoport |atottza a tovabbi variansok tervezéséhez,
igy mara mar tobb mint 60 TC5b mutéans létezik. B¢k mindegyike felvette a Trp-kalitka
Jfoldot” (szerkezetet) kvazi fiziolégias korulméryekozott (pH = 6-7, 280 K). A
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tanulmanyokbol az is kiderilt, hogy mind a kémidblédast, mind a tavoli NOE mintazatot

tekintve nagy hasonlésag volt a kulonbdariansok NMR spektrumai kdzott. A mutansok
szerkezeti elemzése sordn tobb kérdésre is vdtaszstek, tobbek kozoétt arra, hogy mi az
Osszefliggés a hélix 6nmagaban meglétabilitdsa és a globalis stabilitas kozott, hogya
befolyasolja a prolinok entrépia effektusa a fofgbermodinamikajat, milyen szerepe van az

Asp9-Argl6 soéhidnak a szerkezet stabilitasaban.

2.3 Glikopeptidek szintézise

Az el szervezetben a bioldgiai funkciok megvalosulastereérjék nikédéséhez
kotodik. A fehérjek elédleges szerkezete, az aminosavak sorrendje egyéeelrogzitve
van a dezoxiribonukleinsav (DNS) k&tthélixében. Ennek a tervrajznak szigoru szabalyok
szerint kivitelezett megvaldsitasa a fehérjesziatéAzonban az igy elkészilt fehérjék
tulnyomo tdbbbsége még nem képes biologiai szergjtésere. Tobbféle utdlagos maddositas
sziikséges a bioldgiai (thodoképesség eléréséhez, melyek kozll a foszforilacdleth a
fehérjék mintegy 90%-at érift glikozilezés az egyik leggyakoribb poszt-transBigc
modositasA glikozilezés azonban nincs a DNS-ben kddolvartedléi kortilmenyek kozott
eltéb modon valésulhat meg, ami azonos fehérje @ldiikddéséhez is vezethet. A
glikozilezéssel az adott fehérjekészlet kémiai tkéionalis sokfélesége nagysagrendekkel
novekszik anélkil, hogy ez Ujabb lényeges menngisgenetikai informacid tarolasat és
felhasznalasat igényelné. A glikoproteinek cukarééek funkcidi igen valtozatosak, melyek
kézil csak néhanyat emlitenék: weédunkcido (a glikoproteineken Iév oligoszacharid
egységek védik a polipeptidlancot a proteazokkalagstestekkel szemben), stabilizald
funkcié (a glikoproteinek oligoszacharid egységeicialjak a polipeptidek harmadlagos
szerkezetének kialakulasat az endoplazmatikusutatiban, valamint azok oldékonysagat és
a nativ konformacio megtartasat), alcazé funkcigpdsold funkcid, szabalyozd funkcid,
szimbiotikus funkcio stb..

A glikoproteinek tehat igen valtozatos biologiaeszppel rendelkeznek. Ezekben a
glikokonjugatumokban a szénhidrat rész nagymertékimezzajarul a peptid/fehérje biologiai
szerepének betoltéséhez, a szikséges konformatadidiasahoz. [36-41]

A természetben &orduld glikoprotein glikanok szerkezete nagyonteZatos, de a
kapcsolodas a glikan és a polipeptid gerinc kgbbtneghatarozhatdé. [42] A kéb formaja a
kotésnek azaN-kotétt, ahol a glikdn az aszparagin oldallancaaakinocsoportjan keresztl

kapcsolodik KN-glikan) (7. abrg és azO-kotott ahol a glikan a szerin, treonin, tirozin
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aminosavak hidroxil csoportjan keresztil kapcs#ofD-glikan) (7. abrg. Ezenkivdl,
megemlithetjuk a korlatozott szam®ko6tott glikoproteineket a cisztein oldallancan dgatl

kapcsolodva, [43] valamint@-kotott glikoproteineket is. [44]
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7. dbra

A glikopeptidek szintetikus valamint bioldgiai ggalatainak kézéppontjaban &g
illetve N-glikopeptidek szintézise all. A glikopeptidek higiai szerepének megismerése, az
élé szervezetben kifejtett hatdsanak modositasa oElddpved a kémiai szintézisuk.

A glikopeptidek iranti érdekdés az utdébbi években nagymértékben megndvekedett,
szamos nagyon kivalé 6sszefoglalo is megjelent,yekelkozil egyesek a glikopeptidek
szerkezetére [45-48], masok a funcibéjukra [49]shiotézislikre [50] és kémiai szintézisikre
[51] fokuszalddnak.

Napjainkban a glikozilalt peptidek clllitAsa az egyik legnagyobb kihivas a
peptidkémiaban, kulonésen azon glikopeptidek esetébmelyek oligoszacharid egységet
tartalmaznak. Ezt részben a szénhidratrésallghsi problémai, masrészt az 6sszekapcsolas
nehézségei, illetve a glikopeptidek érzékenységezzk Két & stratégia ismeretes a
glikopeptidek ebdllitasara: aynthonvagy mas néven lépésenkeénti (stepwise) eljaragkoam
a glikozil aminosav szarmazék djkidkent szolgal a szilard fazisu peptid szintézis sq8a
abra), valamint a konvergens modszer, amikor a szulsségenhidratlanc és a peptid
szintézise egymastol fuggetlendl torténik, majdeptial glikozilacioja a szintézis végeztével
valésul meg(8. abrg. [52-58] Mindkét modszer megvalésithatd szilaadamint folyadék
fazisban. Mivel a glikozilaci6 az aminosav oldattdban talalhat6 oxigén illetve nitrogén

atomon is lejatszédhat kilonkHgzintézis stratégiak kidolgozasa valt sziikkségesseé.
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8. dbraA glikopeptidek eballitasanak kéti szintézis stratégiaja

El6zetes kisérleteink sordn elvégeztik a mono-, di-,trészacharid egységeket
tartalmaz6 hexapeptid konjugatumok szintézisét,dnénkonvergens mind pedig a synthon
modszert alkalmazva. Annak érdekében, hogy a kénidié mdédszert kozvetlendl
0sszehasonlitsuk, az eredmények kozlése folyamatiramak. [59] Kisérleteink soran az is
bebizonyosodott, hogy a Boc/Bzl szintézis strat&gidatozottan alkalmazhat6 glikopeptidek
eléallitdsara, mivel komplexN-glikopeptidek esetében di- és triszacharid egysgtge
tartalmazo modellpeptideknél &kglikozidok hasadasa volt megfigyeltteO-glikopeptidek
esetében pedig kulonb®Z FA koncentraciokra a@-glikozidos kétés sértlt. Az irodalomban
leirtak alapjan a Fmoc-védett glikozildlt aszpamagis szerin szarmazékok megfélel
épivkoveknek bizonyultak a szilardfazisu szintézis sofagyes esetekben viszont a Boc-
vedscsoporttal ellatott glikozilalt aminosav éflktvek eballitasa egyszébben megoldhato,
mint a Fmoc-védcsoportokkal védetteké [60], ezért olyan szinté&tratégiak kidolgozasa
valt szikségesse, amelyek soran a Bodesaoporttal ellatott glikozilalt aminosavak
beépitése sikeresen megvaldsithatd, szilard faginitézis segitségével, a cukoregység

hasadasa nélkil.

2.4 Radiofarmakonok készitéséhez prekurzoréklétasa

A neurodegenerativ betegségek nagy része fehémgegd@fumok képmiésével
kezdddik. Az aggregatumok részben a sejteken kivil hdédgdnek el (ilyenek pl. az
Alzheimer-plakkok), részben viszont a sejten beléiivanyokat alkotnak. A legismertebb
neurodegenerativ betegségek: Alzheimer-kér, Parkih®r, Lewy-testes demencia,
Huntington-koér, Prion-betegség, Amiotréf laterallesosis. Sokszor nem koéniyezen

betegségeket egymastol elkuloniteni, éppen a kéziddrje aggregatumok miatt. Nagyon
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jellemz viszont az idegsejtek karosodasanak, pusztulasanakelye, igy a legtdbb
neurodegenerativ betegség régiét, sejtspecifikus, legalabbis a betegség korai szaltzan.
A korképek kozds mechanizmuséra utal az a tényy leodehérjék valamennyi esetben
konformaciovaltozast szenvednek [@szerkezdt polipeptid lancokat tartalmazé szélakka,
fibrilumokka alakulnak &t. [61] A fibrillumok, s6t a kisebb aggregatumok is
enzimrezisztensek, neurotoxikus hatasuak. A szdkioon megegyezik abban, hogy a
felsorolt neurodegeneracios betegségek &égka bizonyos fehérjek nem megfélel
feltekeredése, gombolyodasa (misfolding), a hilk&gije térszerkezetek kialakuldsa.

2.4.1Az Alzheimer kor

Az Alzheimer kor az oOregkor betegsége, de ritkatbese fiatalabb korban is
jelentkezhet. Evtizedes vita utan el kell fogadnumbgy a betegséget koros fehérje termék
felszaporodasa okozza, ez az indit0 lépés. A éiatakorban, a 40-65 életév kozott jelentkez
Alzheimer kort bleg az amiloid prekurzor protein (APP) és a prdsesk mutécidi idézik
elé, melyek hatasara az APBHmagy mennyiséfy igen kdnnyen aggregalédd neurotoxikus
peptid képadik. A szinaptikus membranokban jelendeAPP sejtadhéziés fehérje pontos
biologiai szerepét nem ismerjik, viszont tudjukgyh&ilonbd®d molekularis formai vannak.
[62] A kbzponti idegrendszert ért traumak hatas@raPP nagy mennyiségben szabadul fel.
Az allanddan isméidé agyi traumak, illetve hipoxia hatdsara sok APPmdédik, ez
nagyfokup-amiloid képsdést okoz.

A neurotoxikus B-amiloidok szintéziséeért, illetve lebontasaért liéde proteazok
egyensulyanak zavara, a szabad gyokok megkotéfdélis enzimek alulikddése, az
idegsejtekben folyd ATP-termelés csdkkenése és-agy gat permeabilitas megndvekedése,
egyarant hozzjarulhatnak a betegség kialakulasahoz

Nagyon sokan vizsgaltak az amiloid plakkok szerigizés dsszetételét. A betegseg
elérehaladtaval a plakkok is véltoznak: a kezdetb&azlplakk tobb lépésben szenilis plakka
alakul, kbzépen ,keményiszetien” festidé maggal (innen jon az amiloid név). A mag kissé
szivacsos allomanyu éslég p-amiloid peptideket, tau-fehérjét és mas anyagtdaalmaz.
Bizonyos festékek specifikusan kdhek ap-amiloidokhoz, ennek az a magyarazata, hogy a
plakkokban a polipeptidek U-redszoétt réteg vagyp-szalag szerkezetet vesznek fel. Az
amiloid aggregatumok neurotoxikus hatasuak, a plkikdelében huzodd, a plakk magjaval
érintked axonok degeneraciojat inditjak el. Az elhalt neicat mar nem lehet visszahozni,
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viszont a patomechanizmus ismeretében ma mar ner@nggelen a betegség kezelése és a
racionalis gyogyszertervezes.

A B-amiloid polipeptid lancahoz kilénbézipusu vegytletek kapcsol6dnak ionos- és
masodlagos kotésekkel. Az ilyen vegyiletek megdikadadk a peptidlanc aggregaciojat, igy
alkalmasak lehetnek az Alzheimer kér kezelésémekeatzaz anyagokat 6sszefoglald négen
szerkezetromboloknakB{sheet-breaker) nevezzik. Legismertebb ezek koziazfesték
jellegi Kongbvoros, ezen kivil megemlithetjiuk a Tjernb@#g] majd késbb Soto [64]
kutatocsoportja altal felismefft;amiloid 16-20, illetve 17-21 pentapeptid részleteknelyek
szintén megakadalyozzak az aggregaciot. UgynakéokéBotond és kutatécsoportja szintén
kutatasokat végeztek, melyek soran olyan peptidékeestek, amelyek viszonylagoer
kotéssel illeszkednek az amiloidhoz és megakadailozaz aggregaciot, kutatasaik
eredmeényeként az LPYFD valamint RVVIA peptidek Iiyoltak legjobbnak.

2.4.2Az Alzheimer koér és a Kurkumin

Szamos kdzlemény sziletett azzal kapcsolatosaly, &dgirkuminin vivo ésin vitro
kisérletekben kodzvetlenll kiitik a kisebbB-amiloid szarmazékokhoz megakadalyozva ezzel
az aggregaciot és a fibril kialakulasat. A kisérietedmeények bebizonyitottak, hogy a
kurkumin kisebb dézisban eredményesen dezaggregdlammiloidot, megakadalyozva a
fibril és az oligomer képiést, aldtdmasztva ezzel a kurkumin helyét az Adaéekorral
kapcsolatos Klinikai vizsgalatokban, az AD (Alzhemdemencia) kezelésére vagy
megakadalyozasara. A kurkuminnal kapcsolato§ ktzlemény az 1970-ig nyulik vissza,
amikor is indiai kutatok arrél szamoltak be, hogyuakumin patkanyokban cstkkentette a vér
koleszterin szintjét. Az 1980-as években Aggarwgy sor adatot publikélt, miszerint a
kurkumin gatolja a raksejtek osztdédasat és szébréasht. Munkaja soran a kurkumint mint
segédmolekulat probaltak ki korai fazisu klinikaizsgalatokban, hasnyalmirigyrak és
csontvebrak egyik fajtaja, a mieldbma esetében.

A kurkuma aktiv dsszetéje a curcumin, illetve ezek szarmazékai a kurkunaiolo
(9. &bra)szamos hatasat sikerilt dokumentalni: ismert aidms, ezen kivil gyulladasgatlo,
virus, baktérium és gomb#&bhatasu. Kulonbdz kutatasok folynak azzal kapcsolatosan is,

hogy a kurkumin potencialis kemoterapias hatéanjéiy).66]
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A kurkumin hasonlo kémiai szerkezettel rendelkemint a Kongd voros, [67-69B4
szerkezetrombol6) valamint ennek egy analdgja g<aimine G [69, 70] (szintén Kiitik a -
amiloid fehérjéhez), RS-0406 [71] (egy Ujszeregyulet, mint potencialis inhibitora &
amiloid oligomer kialakulasanak)LO. 4brg. A szerkezeteknek van egy kdz6s motivuma,

mindegyik vegyllet esetében, a kétszeres filteagy polaris csoportokat egy hidroféb hid

koti 6ssze.
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10. abra

2.4.3Képalkoto eljarasok és a DOTA

Az orvosi diagnosztikaban, a kezelések soran égogyglas nyomon kovetésében
fontos szerepet jatszanak a kilonbdepalkoto eljarasok. A széles korben alkalmazott
modszerek kdziul a CT (komputer-tomogréfia) a ¥égp kontrasztjat, a kilonbézszovetek
kilénbosd elektrongrisége alakitja ki. A modszer |ényege az, hogy azal@m&zott
réntgensugarak a vizsgalt beteg testének kereszgtén kilonbdziranyokbdl haladhatnak
at. Az athaladt réntgensugar intenzitasat érzekeisyalydetektorokkal mérik, a mért jeleket
szamitégép segitségével feldolgozzak, és képpédtjdlakAz MRI (magneses rezonancia
képalkotas), hasonl6anseiehez, a CT-hez, szintén szamitogépes képfeldasgoralapul. Itt
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azonban nem hasznélnak ionizal6 sugarzast: ‘Hratommagok NMR (magneses
magrezonancia) jelének intenzitasat meérik. A kékaehtrasztjanak (missegenek) novelése
érdekében, gyakran hasznalnak kulorbé&mntrasztanyagokat mindkét képalkotd6 modszer
alkalmazasakor. A CT kontrasztanyagok altaldbary reagmtomegj elemeket tartalmaznak
(I, Ba, Ce, Gd, Th, Dy, Yb, Au, Pb, Bi). Az MRI-bgraraméagneses ionokat (&srban a
Gd**-iont) hasznalnak kontrasztnévelésre. Ezek a pagyaeses ionok még alacsony
koncentraciéban is képesek a vizprotonik (és T2) relaxaciés idejét csOkkenteni, igy
kontrasztndvekedést eredményeznek. A'Galenc koordinaciés helyéb altalaban nyolcat
egy kelatképé& ligandum donoratomjai, a fennmaradoé helyet pedig\@zmolekula foglalja
el. A koordinalt vizmolekula protonjai a paramagrsesentrum kozvetlen kézelében sokkal
gyorsabban relaxalnak. Ez a relaxacié-gyorsitoshatkoordinalt vizmolekulak gyors cseréje
révén az oldoszer-viz molekuldban is tapasztalhato.

Mind a CT, mind az MRI kontrasztanyagok szigoru é@meényeknek Kkell
megfeleljenek. Bejuttatasuk utan a test megialézeibe kell eljutniuk, és ott kontraszthatast
kifejtenilk. Ezutan a kontrasztanyagoknak teljekekell Urlilnilk a szervezetih, anélkuil,
hogy metabolizdlodtak volna. A komlexképtigandumok terapids célu felhasznalasanak
egyik jelenbs terilete a szervezetbe kerilt toxikus fémek @) vagy hosszl felezési
idejii radioaktiv izotépok (pl.2%Sr, 1*/Ce) szervezeth torténs kitriilésének élsegitése. A
nehézfémek kedvéten élettani hatasait és korlatozott kilrtlést&nydsen valtoztatja
meg, ha kelatkomplexeiket (DOTA, DTPA, N-karboximehisztidin stb.) (1. abrg
hasznaljuk, hiszen ezeknek a komplexeknek sokksdbki azin vivo kotédésik és igy a

toxicitasuk is.
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Az utébbi években nagyon sok tudomanyos kdzlemeéleni meg kulonbdzszintézis
stratégiakrol, a féemion-konjugalt peptidelédlitasa céljabdl, mint idealis diagnosztikai és
terqpias biomedicinek. A szintézisek soran kulodhimkrociklikus ligandumokat épitettek
be peptidekbe, mint példaul: DOTA, DTPA, NOTA, TKT72-76), ezek kozil is a DOTA
kulonos figyelmet kapott mivel nagyon sokféle fermal képez komlexet, kivételesen nagy

kotéaffinitassal és kinetikai stabilitassal. [77]
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3. Célkitiizés
3.1Fumitermorgin analdgok tervezése €s szintézise

A Kol32, Kol34, Kol43 FTC indol-diketopiperazin k&h legaktivabb képviséi
bizonyitottan potencidlis, nem toxikus ABCG2 inhilbok. Mindharom analég szerkezetében
eészter kotés van jelen amely kémiai é€s metaboligmempotbdl is instabilla teszi a
molekulakat. Annak érdekében, hogy ndveljem azbibdri specificitasat, kémiai valamint
metabolikus stabilitasat, olyan 0j fumitremorgirakigok szintézisét terveztem, melyekben az
észtert kotést, amid illetve alkil lancokkal hetgsitem. Tovabba céljaim kozo6tt szerepelt az
eléallitott célvegyuletek HPLC, MS és NMR karakter&sd, a specifitds és szerkezet-
aktivitds kozotti kapcsolatok vizsgalata vitro esszék segitségével valamint a Kol34

inhibitor szintézisein vivo bioldgiai vizsgalatok elvégzése érdekében.
3.2Modositott minifehérjék szintézise

Célom volt olyan TC5b variansokddlllitasa, melyek szerkezetvizsgalata kozelebb \ahet
Trp-kalitka minifehérje globalis stabilitasanak reegséhez, tovabba a TC5b D9 és R16
aminosavak kozott kialakulé séhid harmadlagos szeke gyakorolt stabilizalé hatasanak
feltérképezése.

3.3 Glikopeptidek szintézise

Az egyes glikopeptidek szintézise soran felmiengloblémak kikiiszobolésérdekében,
egy olyan kombinalt Fmoc/Boc szilard fazisu szirgégtratégia kidolgozasat terveztem,
melynek sordn Fmoc kémia alkalmazaséval, Boéesaporttal ellatott aszparagin, illetve
szerin szarmazékokat épitek be ugy, hogy a szsmsmrian a Boc védsoport eltavolitasara

egy enyhe, szelektiv Sn@&al tortérd védscsoport hasitasi modszert alkalmazok.
3.4 Radiofarmakonok készitéséhez prekurzordllétasa

Az Alzheimer korral kapcsolatos kutatasokat alapfite, olyan prekurzorok @llitasat
terveztem, amelyek a megfdletljarassal bejuttathatéak a kdzponti idegrenszés@agy
affinitassal kéddve az amiloid plakkokhoz leliete tennék a betegség korai diagnosztizalasat
a megfeled képalkotd eljaras segitségével. Célom volt egyamlyszintézis stratégia
kidolgozasa melynek soran, az amiloid plakkokhogynaffinitassal k&dé H-Lys-Leu-Pro-
Tyr-Phe-Asp-NH valamint H-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-Nhbeptidekbe [78] olyan molekulakat
épitek be, mint a kurkumin (6nmagaban isokiik az amiloid plakkokhoz), DOTA illetval-

karboximetil hisztidin (kelatkégzmolekulak).
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4. Kisérleti eredmények targyalasa
4. 1Fumitremorgin analégok tervezése és szintézise
4.1.1Fumitremorgin analogok ééllitasa szilard fazisu szintézissel

A fumitremorgin analégok az indol diketopiperaztkaloidok csaladjaba tartozo
vegyuletek, amelyek 1,4-dioxo-2,3,6,7,12,12a-hekapirazino[1'2":1,6]pirido[3,4-b]indol
alapvazat tartalmaznak?. abrg.

H o)

12. bra

A fumitremorgin analdgok szintézisének egyik kubrgbssagu lépése, a Pictet-
Spengler reakcidol@. abrg, ahol egy aldehid és egy aromas etilamin kondadgasoran
imin  képadik koztitermékként, melyen Kkeresztil megtérténilkz antramolekularis
gyiriizarédas. A reakcié alkalmazhat6 fenil-etilaminoR][pirrol-etilaminok [80], imidazol-
etilaminok [81] és indol-etilaminok [82] esetébean i

-H0 H*vagyA |
NH, “Y_NH NH

H\(O R“/ R

R

13. abraA Pictet-Spengler reakcié

Munkam el$§ részében, az Uj fumitremorgin analégok szintégm@n, szilard fazisu
stratégiat alkalmaztam. Az alapvaz fellépitéséémspnként végeztem, kiindulva a megtelel
aminosav altal funkcionalizalt gyantabdl, elvégarta Boc-Trp-OH aminosav kapcsolasat,
majd a védcsoport eltavolitasa utan, kilonlsoalifas és aromas aldehideket alkalmaztam a
Pictet-Spengler kondenzacidhoz. Az analégok szsgézoran alkalmazott reakcid Utal4

abra szemlélteti.
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14. abraReakci6 koriilményekt. 5 ekv. RCHO, 5ekv. TFA, RT, 16 ora,
2. HF/anizol/dimetilszulfidp-krezol 89/1.8/7.4/1.8 (viviviv), -5 °C, 45 perc.

O Ry
6 2 4  4a A I:' T %K\%/OH
&R
7 Ba N9 ’;‘H > O
8 H
s R
R, |

NH lll.al (1S,3S5,3'$ | lll.a2 (1S,3S,3'$ | 11l.a3 (1S,3S5,3'S | lll.a4 (1S,35,3'S
\/\/\H NH, lll.al (1R,3S,3'§ | Ill.a2 (1R,3S,3'S | Ill.a3 (1R,3S3'g | lll.a4 (1R,3S5,3'S
(0} lll.Lb1 (1S,3S,3'$ | ll.b2 (1S,3S5,3'$ | 111.b3 (1S,3S,3'$ | lll.b4 (1S,3S,3'$
Iiii/\)j\OH Hl.b1 (1R,3S,3'S | lll.b2 (1R,35,3'S | lll.b3 (1R,3S3'g | lll.b4 (1R,3S,3'S
\E/\H/OH lll.cl (1S,3S,3'$ | 1l.c2 (1S,3S,3'$ | 111.e3 (1S,3S,3'$ | lll.c4 (1S,3S,3'$
(0] ll.cl (1R,3S5,3'9 | Ill.c2 (1R,3S,3'9 | Ill.c3 (1R,3S3'S | lll.c4 (1R,3S,3'9
x%/\/\/NHz Il.d1 (1S,3S,3'$ | 111.d2 (1S,3S5,3'$ | 111.d3 (1S,3S,3'$ | 11l.d4 (1S,3S,3'$
l.d1 (1R,3S,3'9 | lll.d2 (1R,35,3'S | 1.3 (1R,3S3'g | lll.d4 (1R,3S,3'9

Merrifield gyantat hasznalva szilard hordozékeétgd éépésben négy kilonbéBoc

vedscsoporttal

hordozéra: Boc-Lys(2ClZ)-OH, Boc-Arg(Tos)-OH, BoduBOcHex)-OH, Boc-Asp(OcHex)-
OH, a kapcsoléasi reakciot KF jelenlétében végeztam.igy kapott gyantdk boritottsagat

Gizin teszt segitségével ell@iztem. [83] A tovabbiakban a Boc-wétkoport eltavolitdsa
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ellatott aminosavat kapcsoltam a kloimétinkcionalizalt polisztirol




TFA oldattal tortént, az ezt kb\iesemlegesitési reakciét pedig TEA oldattal végeztdind
a négy esetben kovetkezaminosavként Boc-Trp-OH-t kapcsoltam DCC kapcsos
jelenlétében, majd ezt kovette egy Ujabb Bocéeddport eltavolitas, amely dz termék
keletkezését eredményeziel( abrg.

A kovetked lepésben négy kilénbézaldehidet hasznaltam a Pictet-Spengler
kondenzaciohoz: acetaldehid, butiraldehid, prodabetad, valamint benzaldehid4. abrag 1.
tablaza). [84-87] A kondenzaciés reakcid a triptofan észés az aldehidek kozott
lejatszodhat nem savas apolaros kozegben (altaléisagitést igényel), valamint savas
k6zegben polaros olddszer jelenlétében, a reakehamizmusat &5. abraszemlélteti. [88]

A fumitremorgin analdégok éAllitasa soran a Pictet-Spengler kondenzéaciéhoz -{TTFA
alkalmaztam katalizatorként valamint a reakciot riin&orilmények kozott végeztem,

szobahomérsékleten, rekci®itleé ora (4. abrg.

15. abra

Utols6 Iépésként az aminosav-oldallanc de@sbportok eltavolitdsa, valamint a
gyantardl tortéé hasitas egy lépésben tortént: HF/anizol/dimetifgl/p-krezol eleggyel.
Mindegyik esetben mindkét diasztereonhér keletkezése megfigyellievolt (14. abra, 1.
tablaza). A szintézisek vegeztével adallitott fumitremorgin analégokrol készilt analdaik
HPLC kromatogrammok valamint az ESI-MS modszertségével elkészitett spektrumok
alatamasztottak a kivant termékek keletkezését.

A tovabbiakban a peptidek tetrahidsecarbolin oldallancanak meghosszabbitasa
Fmoc-védett aminosavval nem volt sikeres, sem kcr@&orilmények valtoztatasa, sem a
kilénb6d kapcsoloszerek alkalmazasa, melyek a korabbi lmala alapjan sztérikusan
gatolt kapcsolasok esetében eredményesnek bizaky@tP, TFFH, TCFH, HATU [89-

95] nem volt célravezét(16. abra, 2. tAblazat
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16. abraA szilard fazisu szintézis soran hasznalt kapcsaek

védett aminosav kapcsoloszer oldészer reakcio kimiyek

3 ekv. CIP NMP 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RT;

3 ekv. Fmoc-L-Ala-OH 3 ekv. CIP DMF 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RT;

3 ekv. CIP DCM 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RT;

3 ekv. TFFH DMF 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RT;

3 ekv. Fmoc-L-Ala-OH | 3 ekv. TCFH DMF 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RT;

3 ekv. HATU DMF 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RT;
3 ekv. TCFH vizm. DMF 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RTAr atm
3 ekv. Fmoc-L-Ala-OH 3 ekv. TCFH vizm. DCM 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RTAr atm
3 ekv. TCFH vizm. NMP | 6 ekv. DIPEA, 2x16h, RTAr atm

2. tAblazat

TCFH kapcsoloszer jelenlétében sikerutialitani a kivant terméket, de a kapcsolasi
reakcio nagyon kis mértékben jatszodott le, ablmesetben is, ha valtoztattam a reakcio
koérilményeket(2. tablazat) A tetrahidrop-karbolin szekunder amino funkciés csoportjanak
acilezése szilard fazisu szintézis sordn nem vhlaseg (7. abrgd, ezért a tovabbi

fumitremorgin analégok szintézise soran oldat fas&intézis strtégiat alkalmaztam.

17. dbra

29

0 Q
NH—Fmoc

7\



4.1.2Fumitremorgin analogok ééllitasa oldat fazisu szintézissel

Az (] fumitremorgin analégok szintézise az enango tiszta L-triptofan-metil-észter
(H-Trp-OMe) atalakitdsaval indult. A.1 fejezetben leirtakhoz hasonloan éel&pésben
elvégeztem a Pictet-Spengler kondenzacios reakooMaleraldehid (5 ekv.) segitségével,
TFA (5 ekv.) katalizator jelenlétében. Aigyizaroédas kdvetkeztében egy Uj kiralis centrum
alakult ki, ennek megfeléén minkét diasztereomer keletkezése megfigyéihelt a (1S,33,

a (IR,39 (18. abrg. Az igy eballitott vegyuletldl lehettség nyilt Gjabb fumitremorgin
analégok dlallitasara, ennek megfeteln a diketopiperazin @gyii kialakitdsa érdekében a
tetrahidrop-karbolin szarmazékkal tovabbi rekciokat végeztets’ 1épésben megtortént a
megfeleb aminosav kapcsolas, melyet egy Fmoc vagy Bo&agmport hasitas (a beépitett
aminosavtol fuggen) valamint egy intramolekularis @yizarodas kovetett. Kapcsolt
aminosavként harom Fmoc-vi@$oporttal valamint egy Boc-védsoporttal ellatott
aminosavat R;’) valasztottam: Fmoc-Homophe-OH, Fmoc-Nva-(5-phe®H#, Fmoc-
Dab(Boc)-OH valamint Boc- Nle-OHLB. 4br3.

Az aminosavak kapcsolasa TCFH (3 ekv.) kapcsotészgitségével tortént, DIPEA
(6 ekv.) jelenlétében, inert korilmeények kozott. &aminosav-maradékokR(') beépitése a
tetrahidrop-karbolin szarmazékokba minden esetben sikeresegtonént (8. abrg. A
reakciok lejatszodasat analitikai HPLC segitség&dgkettem, mind a négy esetben mindkét
diasztereoizomer keletkezése megfigyeihetit.

a (1S,3S) b (1s,35)
a (1R,3S) b (1R,3S)

H |
. H H
Rl-/’;lr,,_ L\II—AFmOC // 1“ i\,lHA,' %ﬁ]oc W
M © O -8oc ©

0 3 o o > o] s o
1b (1S,3S,2'S) 2b (1S,3S5,2'S) 3b(1S,3S,2'S) 4b (1S,3S,2'S)
1b (1R,3S,2'S) 2b (1R,3S,2'S) 3b(1R,3S,2'S) 4b (1R,35,2'S)

18. abraReakcio korilményekt. 5 ekv. (CH),CH-CH,-CHO, 5 ekv. TFA, DCM, RT, 16 6r&. 3 ekv. Fmoc-
aminosav, 3 ekv. TCFH, 6 ekv. DIPEA, DCM, RT, 1&,06Ar atm..
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A tovabbiakban db (1S,3S,2'$; 1b (1R,3S,2'S, 2b (1S,3S,2'S; 2b (1R,3S,2'9
valamint a3b (1S,3S5,2'$; 3b (1R,3S,2’g intermedierek esetében, a Fmoc-&&zbport
eltavolitasat és az ezt kogantramolekularis gigriizarast egy lépésben végeztem, piperidin
oldattal (9. &brg. A reakciok lejatszodasat ugyancsak analitikaiLBPsegitségével
kovettem, 30 perc elteltével a kiindulasi anyagetelatalakulasa, valamint a kivamat
(3S,6S,128 1c (BR,6R,12% 2c @S,6S,128 2c (3R,6R,12$ és 3c (3S,6S,128 3c
(3R,6R,12%termékek keletkezése volt megfigyelhét9. abrg.

1c (3S,6S,12aS)

1c (3S,6R,12aS)

2b (1S,35,2'S) 2c (3S,6S,12aS)
2b (1R,35,2'S) 2c (3S,6R,12aS)

19. abraReakcio korilményekt. és1’ 10% piperidin, DCM, RT, 30 perc.

A 3c 3S,6S,12§ 3c (3R,6R,12% koztitermekkel tovabbi reakcidkat végeztem, mivel
a beépitett aminosav Boc-oldallanc §ésbportjanak eltavolitdsa utan, lefstg nyilt a mar
szabad oldallancban léprimer amino csoport acilezésére. A Bocd@mbport eltavolitasat
TFA oldattal végeztem, majd hat kuloniboacilez reagenst (2 ekv.) hasznaltam az amid-
kotés kialakitasasra: benzoil-klorid, propionil#th pivaloil-klorid, izovaleril-klorid,
ecetsavanhidrid valamint kapronsa20( &brg. A reakciOkat bazis (TEA) jelenlétében
végeztem valaminta reakcidk lefolyaséat analitikai HPLC segitségéu@lettem és minden
egyes esetben mindkét diasztereomer keletkeésegyebkt volt (20. abrg.
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3b (1S,3S,2'S) 3¢ (3S,68,12a8)
3b (1R,3S,2'S) 3¢ (3S,6R,12aS)

-
N—-R,'
H 2
3e (3S,6S,12aS) 3d (3S,6S,72aS)
3e (3S,6R,12aS) 3d (3S,6R,12aS)
3e1(3S,6S,12aS) 3e2 (3S,6S,12aS) 3e3 (3S,6S,12aS) )‘\Q 3e5 (3S,6S,12a8) 3e6 (3S,6S,12aS)

3e1(3S,6R,12aS) 3e2(3S,6R,12aS) 33 (35,6R,12aS) 3e4 (3S,6S,12aS) 3e5(3S,6R,12aS)  3e6 (35,6R,12aS)
3ed (3S,6R,12aS)

20. dbraReakci6 koérilményekt. 10% piperidin, DCM, RT, 30 perg, 50% TFA, DCM, RT, 1 6ra3. 2 ekv.
acile®szer, 4 ekv. TEA, DCM, RT, 1 éra.

A 4b (1S,3S,2'S, 4b (1R,3S,2'S intermedier esetében a diketopiperazinirfy
kialakitasa két lépésben tortént: celepésben elvégeztem a Boc-tésoport eltvolitasat
TFA oldattal, ezt kovette az intramolekularistigizaras piperidin oldat segitségével. A

reakciok végeztével ebben az esetben is mindksteliaomer keletkezése megfigyetheblt

4d (3S,6S,12ap 4d (3S,6R,12aB(21. 4brg.
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5

4b (1S,3S,2'S) 4c¢ (18,3S,2'S)
4b (1R,3S,2'S) 4c¢ (1R,3S,2'S)

4d (3S,6S,12aS)
4d (3S,6R,12aS)

21. abraRekci6 kérilményeki. 50% TFA, DCM, RT, 1 éra?. 10% piperidin, DMF, RT, 30 perc.

A fumitremorgin analégok oldat fazisu szintéziseéds, a Pictet-Spengler reakciot
benzaldehid, illetve fenilacetaldehid segitségéseklvégeztem 22. abrg. Az analdgok
eléallitasa soran a tetrahidfekarbolin szekunder amino funkcidés csoportjanakeaésére
Fmoc-Glu(OtBu)-OH aminosavat hasznaltam ugyanaziézis stratégiat kovetve, mint az
el6zé analdgok esetében. Végtermékként pedig minkétbesetmindkét diasztereomert
sikeresen szintetizaltanic’ (3S,6S,12ap 1c'(3S,6R,12ay illetve 2c¢’ (3S,6S,12ap
2c'(3S,6R,12ap(22. abrg.

Az oldat fazisu szintézis stratégia segitségevilidott fumitremorgin analégokrol
készult analitikai HPLC kromatogramok, valamint &SI-MS maoddszer segitségével

elkészitett spektrumok, alatamasztottak a kivamékek keletkezését.
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O O (0]
H 5 H
5 ~ 6 4b  4a : ~ 6 4b  4a 5
| 9 O _1 1 2ls © 219 S
NH, . 9 L 4 NH . 1 N2 ,PINFFmoc
N 8a N7"9a 2 8a N 9a 3¥e)
H &8 H . o (N
) 3 ! 3
a' (1S,3S) b' (1S,3S,2'S)
a' (1R,3S) b' (1R,3S,2'S)
13
(0]
11 12 H
. 10 11a 11b : 2
v 1O A ks,
.
9 7a"N"6a & ?MO
1¢' (3S,6S,12aS)  2¢' (3S,6S,12aS) 8 H .
1¢' (3S,6R,12aS)  2¢' (3S,6R,12aS) Ry O o
c' (3S,6S,12aS)
¢' (3S,6R,12aS)

22. abra Reakcié korilményekl. 5 ekv. R'CHO, 5 ekv. TFA, DCM, RT, 16 6ra2. 3 ekv. Fmoc-
Glu(OtBu)xH0, 3 ekv. TCFH, 6 ekv. DIPEA, DCM, RT, 16 6ra, Amg, 3. 10% piperidin, DMF, RT, 30 perc.

4.1.3Ko0134 fumitremorgin analog szintézise

A 4.1.2fejezetben leirtak alapjan a Kol34 referens szisgégzintén oldat fazisban
tortént. Kiindulasi anyagként optikailag tiszta riptofan-metil-észtert (H-Trp-OMe)
hasznaltam. Elslépésben izovaleraldehiddel végeztem a Pictet@pemeakciot és &.1
fejezetben leirtakhoz hasonloan szintén TFA-t hasam katalizatorként. A dyizar6das
kovetkeztében egy Uj kiralis centrum alakult kinek megfelglen mindkét diasztereoizomer
keletkezése megfigyelRevolt. A tovabbiakban két Iépésben kialakitottardileetopiperazin
gyarit: el lépésben megtortént az aminosav kapcsolas, meggt intramolekularis
gyiriizarédas kovetett. Kapcsolt aminosavként Fmoc-GBIPOH aminosavat hasznaltam.
A kapcsolasi reakciot inert reakiokorilmények kdz@geztem, TCFH kapcsolbészerrel, bazis
jelenlétében 3. abrg. Az alkalmazott reakciokorilmények kozott a Fnvédett aminosav
beépitése sikeres volt, ebben az esetben is, midka&sztereoizomer keletkezése
megfigyelhed volt. Utolso Iépésként a Fmoc-uimoport eltavolitasat, valamint az ezt kévet
intramolekuléris g§rizarédast egy Iépésben végeztem, piperidin old#tetakcié analitikai
HPLC segitségével jol kovetlievolt, 30 perc elteltével megtortént a kiindulasyag teljes
atalakulasa, és a kivant termék keletkeZ3t abrg.

A oldat fazisu szintézis végeztével adadlitott Kol34 fumitremorgin analogrol
készilt analitikai HPLC kromatogram, valamint azlH¥85 modszer segitségével elkészitett

spektrum alatamasztottak a kivant termék keletlkzeés
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Kol34 (35,68,12aS)
Kol34 (3S,6R,12aS)

23. dbraReakci6 koérilményekt. 5 ekv. (CH),CH-CH,-CHO, 5 ekv. TFA, DCM, RT, 16 6r&, 3 ekv. Fmoc-
Glu(OtBu)-OH, 3 ekv. TCFH, 6 ekv. DIPEA, DCM, RT6 bra, Ar atm.3. 10% piperidin, DCM, RT, 30 perc

4.1.4 Konformaci6 igazolasa

Az elodllitott diasztereomerek szerkezetének azonositdstR spektroszkopiai
mérések segitségével tortént. 382 vegyilet'H NMR spektrumaban 2.84 és 3.36 ppm
értékeknél egy dupla dublett jelentkezett, a H-4 pwtonnak kdszonhietn, 11.8 és 15.5 Hz
valamint 5.1 és 15.6 csatolasi allando értékekkaliaszereomerek geometridit a H-12 dupla
dublett csatolasi allanddk valamint a Noesy spekbran megfigyelt H-12 és H-12a anellacios
proton illetve a H-12 és CKH-CH-(CHg), kozotti kereszt-csatolasok jelenlétének
segitségével hataroztuk meg. A H-12a anellacid®prorili cisz-transz elhehelyezkedésnek
koszbnhaten a H-12 dupla dublett egy nagy és egy kdzepdslasaallandbval rendelkezett.

A kialakitott () kiralitds centrum sztereokémigdD NMR NOESY meérések
segitségével allapitottuk meg.3&2vegyllet NOESY mérései soran a H-12 és CHHCH-
(CHs)2 csoportok jelei kozoétt keresztcsatoldsokat azootisitk, ugyanakkor 2.84 ppm-nél a
H-12 proton és a CH anellaciés proton k6zott neth kdlcsbnhatas megfigyelhemi az S

konfiguréacié kialakulasat igazolta.
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24. abra.A kialakult g kiralis centrum lehetséges keresz#tolasai a Noesy spektrumban

4.1.5 Bioldgiai vizsgéalati eredmények

4.1.5.1Az ABC transzporterek vizsgalatara alkalmas tesziszerek

Szamosin vitro, in vivo és ex vivo rendszer all rendelkezésinkre az ABC
transzporterek és a kulonkbz gydgyszermolekuldk, toxikus komponensek kozotti
kolcsbnhatas vizsgalatara. A korai gyogyszerfefesgoran etssorban az in vitro modszerek
kerllnek ebtérbe, hiszen ezek alkalmasak arra, hogy viszonyieg idé alatt tobb szaz, akar
tobb ezer molekula adott transzporterrel vald kilbatasat prediktaljak. Az adott molekula
szervezeten bellli sorsarél, ADME (abszorpcio, aliszi6, metabolizmus, exkrécid)
tulajdonsagairdl, valamint ezekben a folyamatokdam\BC transzporterek szerefiécsak a
joval korlatozotabban kivitelzh&tin vivo vizsgélatok adhatnak felvilagositast. Az in vivo
kisérletekhez hasonléan az ex vivo modellek, ugyramizolalt perfuzidés vékonybél, maj,
vese vagy agy is fontos informaciét ad a gydégyseetelszivodasarol, eloszlasarol,
eliminacigjardl és kivalasztasarol, ugyanakkor #atkisérletekkel 6sszehasonlitva jobban
kontrollalhatéak. [96,97,98,99]

In vitro modszerek

Alapjaban véve az in vitro rendszerek két tipusdbmboztetjik meg: a vizsgélatok
torténhetnek az adott transzportet stabilan vagyziensen expresszalo sejtekkel, vagy pedig
a kivant ABC fehérjét kifejez sejtekldl készilt membran preparatumokon. A maddszer
alapulhat az ATP hirdolizisének, vagy pedig a szinbs transzportjanak a mérésén, ez
esetben vizsgélhatjuk kdzvetlenlil az adott molelMBC fehérje altali transzportjat vagy
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pedig egy jol ismert, Un. Riporter subsztrat trgasgara vald hatasat. Azalbi médszer a

gyogyszerjeldlt és drog transzporter kozotti kordsdtas jellemzésére, az utdbbi pedig az

inhibitor molekuladk detektalasara alkalmas.

3. tablazatAz in vitro gyogyszer-transzporter kdlcsénhatasok vizsgalat&esdmazott esszék

Alkalmas teszt

transzporter fehérje

kifejezésére alkalmas

jeldletlen vegyiilet

fluxusa

. 3 Esszé tipusa Transzporter . Az esszébl .
In vitro esszé . ) . ’ "Riporter” i | vegyuletek
» sejt/membran alapu tipusa | szarmaztathato "
fajtak i szubsztrat ) L (permeabilitas
esszé efflux/uptake informé&ciok, adatok »
alapjan)
) | sejt alapu indirekt- i . » magas vagy
Calcein esszé L 3 efflux fluoreszcens festé iginterakcio
gatlasi esszé kozepes
i sejt alapu indirekt- | ICs0 gyOgyszer- magas vagy
Hoechst esszé Lo i efflux fluoreszcens festé 3 . » i
gatlasi esszé gyogyszer interakcio kozepes
fluoreszcens
. L o ) alacsony vagy
Uptake sejt alapu indirekt- festék, izotéppal ICso gyOgyszer- B
Lo i uptake . 3 ) » kozepes
transzport esszé gatlasi esszé jelolt vegydlet, gyogyszer interakcio o
L . permeabilitasi
jeldletlen vegyiilet
alacsony
permeabilitasu:
fluoreszcens .
. _ ) . L i direct VT
Vezikuléris membran alapu festék, izotéppal ICso gyogyszer-
. g | efflux - ) . |~ magas vagy
transzport esszé | indirekt-gatlasi esszé jelolt cpd, gyogyszer interakcié B
0zepes
jeldletlen vegylilet o
permeabilitasu:
indirekt VT
EGso, I1Cso
) . fluoreszcens megkulonbdztethét
membran alapu L
ATPaz esszé o festék, izotéppal hogy a tesztanyag magas vagy
o aktivalasi és gatlasi efflux L . » N
(aktivalas/gatlas) i jelolt vegyllet, szubsztratja vagy kdzepes
esszé
jeloletlen vegyiilet| inhibitora a vizsgalt
transzporternek
immortalizalt
sejtvonalak, fluoreszcens L
. ) i I permeabilitas és a
Monolayer efflux transzfektalt barrier efflux és festék, izotoppal B i alacsony vagy
. . tesztvegyllet nettd
esszé sejtek, egy vagy tobl uptake jelolt cpd, kozepes

37




Az esszékbl szarmaztathato informacio:

a. A Calcein és Hoechst esszgetében az g azt a drogrezisztenciat jelenti, amely a
referencia szubsztrathoz vagy gatloszerhez (Kolld&est 50%-kal gatolja a festék
(CalceinAM/Hoechst) kipumpdélasat a séjtb

b. Az ATPaz esszésetében, az Egaktivitasi teszt esetén, a tesztelt molekula hatiasa
tortérd aktivitas novekedés 50%-ahoz tartozé drogkonceidtrgelenti, valamint az 16
gatlasi teszt esetében, azt a drogkoncentracidlyab®%-kal gatolja az ismert szubsztrattal
aktivalt transzportert.

c. Az Uptake és Vezikularis transzport essmetében 1§ azt a drogrezisztenciat
jelenti, amely 50%-kal gatolja az ismert szubszta@tszportjat a sejt/vezikula belsejébe.
transzporter csokkenti, az inhibitorok vagy koldsétdk pedig visszaallitiak azonos szintre a
szUbi sejtvonalhoz képest az ABC fehérjét expresszéjteldben. Sok esetben fluoreszcens
szubsztratokat alkalmaznak. Mas esetekben, mira pHloechst 33342 és a pheophorbid A az
ABCG2 esetében, vagy a Calcein-AM az ABCB1 és ABG@&S&tén, egy nem fluoreszcens
prekuzort adnak a sejtekhez, amely a sejten bélik fluoreszcenssé. Annak kdszontest,
hogy csak viszonylag kevés molekula fluoreszcems,aemaodszert is alsorban indirekt

mérésekre alkalmazzak.

4 5.1.2ABCG2 inhibitor aktivitas

Az (] elballitott vegyuletek inhibitor aktivitas méréséreddbst esszét alkalmaztunk.
kotédve fluoreszcenssé valik. A fluoreszcens jel naggsa DNS-hez kdtott festék
mennyiségével egyenesen aranyos. A Hoechst 338d2=ratja az ABCG2 transzporternek,
igy azok a sejtek, amelyek expresszaljak az ABC&pimpaljak a festéket. A transzporter
inhibitorai géatoljdk a Hoechst kipumpélasat a <#jtta transzporter szubsztratjai pedig
kompeticidéba léphetnek vele. Mindkét esetben aadetlularis koncentraciéo novekszik, ami
a fluoreszcens jel ndvekedését eredmeényezi. Azédgasitelezéséhez alkalmazhaté human
szelektalt sejtvonal, illetve barmely sejtvonal ynehagas szinten fejezi ki az ABCG2
fehérjét. MCF7MX sejtek magas szinten fejezik kiABCG2 fehérjét, ennek megfetein a
biologiai vizsgalatok soran a fent emlitett MCF7Ms¢jtvonalat valamint kontrolként az
MCF7 sejteket hasznaltuk. Ko134-et mint pozitiv tkkoh alkalmaztuk és méar 1 uM Kol134
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esetén 100%-0s gatlas tapasztaltunk. Az Uj analéget€ében a vizsgéalatok soran 1 uM — 10
HMM-o0s koncentracio tartomanyt alkalmaztunk.

A vizsgalatok soran a triciklusos analogdla- Illd ) nem mutattak aktivitast. A
tetraciklusos szarmazékolc (35,6S,12ay 2c¢ (B,6S,12ay 3el B8S,6S,12ap 3e2
(3S,6S,12ap 3e4 8S,6S,12af 3e5 8S,6S,12ap 3e6 8S,6S,12ap 4d (3S,6S,12ak
valamint a diasztereomer elegy®& (3S,6S,12af 1c¢’ (3S,6R,12a§ 2¢’ (3S,6S,12af 2¢’
(3S,6R,12a¥ gatld hatasa Osszehasonlithaté volt a Kol34-4l téblazat Az Osszes
sztereokémiailag tiszta vegyule&S,6S,12aSkonfiguracioval rendelkezett, a megfélel
diasztereomer parjaik ped8e6 @S,6R,12apabszolut konfiguracioval, melyek kozul3a6
(3S,6R,12a¥kivételével egyik sem mutatott aktivitast.

A tovabbiakban meghataroztuk az egyes diasztereetegyek 1Gy értékeit illetve
azon analégok I értékeit melyek potencialis ABCG2 gatlast mutattak 1c (35,6S,12ah
2c (35,6S,12ap 3e2 B8S,6S,12ap 3e5 B8S,6S,12ap 3e6 B8S,6S,12apés4d (3S,6S,12ap
vegyuletek 1G, értékei nanomoléaris tartomanyban médbkt voltak, valamint azlc’
(35,6S,12af 1c’ (3S,6R,12a) 2¢’ (3S,6S,12af 2¢’ (3S,6R,12a¥ydiasztereomer elegyek
aktivithsa kozel megegyezett a Kol34-el. Be2 (3S,6S,12af 3e5 BS,6S,12af 3e6
(3S,6S,12ap analogok kozil melyek a3e2 @S,6R,12ay 3e5 BS,6R,12ay 3eb6
(3S,6r,12a$ vegyuletek diasztereomer parjai, csak3a5 @S,6S,12ap eredményezett
elfogadhat6é gatlast, annak ellenére, hogy 18-szkibdnbség volt a 3S,6S,12aS [3e5
(3S,6S,12a] illetve 3S,6S,12aS[3e5 @3S,6S,12a8 diaszetereomerelCsg értékei kozott
(0.40 uM és 7.04 uM).

4.5.1.3Géatlas specificitas

Az inibitorok specificitisanak meghatarozasa értek¢ Calcein festék esszét
alkalmaztunk, melynek soran teszteltik az anald§BKB1 és ABCCL1 inhibitor aktivitasat.

A Calcein-AM egy nem fluoreszcens prekurzora a ridsacens Calceinnek, illetve
szubsztratja mind az ABCB1 mind az ABCC1-nek.

Vizsgaltuk azlc (35,6S,12a¥§ 2c (F5,6S,12a}h 3e2 8S,6S,12a% 3e4 8S,6S,12ap
3e5 @3S,6S,12ap 3e6 B8S,6S,12af 4d (3S,6S,12ap analdgokat, melyek nanomolar
ertékekkel rendelkeztek, akc’ (3S,6S,12ay 1c’ (3S,6R,12ay 2c¢’ (3S,6S,12ap 2c
(3S,6R,12aydiasztereomer elegyeket, valaminBe2 @S,6R,12a} 3e5 B8S,6R,12a} 3e6
(3S,6R,12a¥vegylleteket. Bed @S,6S,12apanaldég mutatta a leghatékonyabb specificitast
(19-szeres az ABCCl-re és 62-szeres ABCBl-re). &ggend, hogy minden egyes
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vegyulet nagyon hasonlé értékeket mutatott az AB@B1ABCC1l-re nézve4( tablazat,
25.abrg Az egyetlen kivétel 8e2 BS,6R,12apvegylilet volt, amely 8-szor jobban gatolta
az ABCC1-et mint az ABCB1-et (33.4 és 4.1 uM). {ablaza} Még jelenésebb, hogy az
ABCG2 gatlas esetében tapasztalt sztereospedcHi@@,6S,12aSa 3S,6R,12aSszemben)
teljes meértékben hianyzott az ABCBL1 illetve ABCCittlgs esetében. Tovabb&%,6R,12aS
konfiguracidju vegyuletek nem mutattak specifikiddl@st az ABCG-re nézve az ABCB1 és
ABCCl1l-el szemben. A varakozasoknak megéar| a2c’ (3S,6S,12af 2¢’ (3S,6R,12ap
racemat nem mutatott specificitast az ABCG2-re BCRB1 és ABCC1-el szemben, 3.0, 2.75,
3.35 UM IG értékekkel. 25.abrg

A Kol134-el kapcsolatom vivo biologiai vizsgalatok folyamatban vannak.

4 .5.1.4Toxicitas és reverz aktivitas

A 3e2 (@S,6S,12ap analdg jelertts specificitast mutatott az ABCB1 és ABCC1
szemben. Az ABCB1-el szemben legkisebb potencidugitd (1Gy 33.4 uM) vegylletek,
amelyek az ABCG2-t szubmikromolekularis s§Cértekek mellett gatoltdk tovabbi
vizsgalatoknak vetettik ald. Az SN-38-al (P388BCR¥jtekben az irinotecan”
aktivmetabolitia) szembeni reverz ABCG2 kozvetitgétlas vizsgalata soran ae2
(3S,6S,12apanalég &Kol34-el megegyed hatast fejtet ki, 1 pM-o0s koncentracional mindkét
vegydulet teljesen megforditotta az irinotekannainszeni gatlast26.abra B, anélkil, hogy
barmilyen hatast gyakorolt volna a P388 sejtekB®.gbra D. Ugyanakkor a3e2
(3S,6S,12apanaldg kevesbé toxikusnak bizonyult a Kol134-el smsmMRC-5 sejtekben 2-
szer magasabb Egértéket mutatva a Kol34-el szemben (96.55 uM €k144M). (27.abra)
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Molekula szam ABCG2 gatlas ABCG2 gatlas  ABCB1 gatla ABCC1 gatlas
Vegytlet 10 uM (%) 1Go (UM) ICsp (UM) 1Cs0 (UM)
1¢(3S,6S,12aS 118 0,05 0,75 0,82
2c(3S,6S,12aS 113 0,06 0,84 0,92
3e168,6R,12a)S 0 >100 >100 86
3e1(3S,6S,123S 113 1,8 - 83,48
3e43S,6R,12aS) 7 - 40,3 37,6
3e43S,6S,12aS) 131 0,41 334 4,1
3e33S,6R,12aS) 1 - - -
3e33S,6S,12aS) 59 24,7 >100 52,3
3e43S,6R,12aS) 4 150 28,85 33,63
3e43S,6S,12aS) 110 0,14 8,74 2,66
3e53S,6R,12aS) 101 7,4 28,6 42,87
3eH3S,6S,12aS) 121 0,4 13,1 12,1
3eq3S,6R,12aS) 42 16,07 0,99 1,34
3eq3S,6S,12aS) 117 0,14 2,58 0,88
4d(3S,6S,12aS) 110 0,32 8,38 6,21
103'(83?52?1212123)8; 88 5,50 1,79 2,9
Zcé(g’%g?éljg)s; 96 3,00 2,75 3,53
Kol34 111 0,06 2,04 5,51
Ko143 118 0,06 8,74 9,13
4. tablazat
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27.abra

4.2 Modositott minifehérjék szintézise

Munkam el§ részében olyan TC5b analdgokat allitottard mlelyek alkalmasak
lehetnek annak vizsgalatara, hogy a TC5b minifébén jelenléd Asp9-Arg16 séhid milyen
meértékben jarul hozza a minifehérje szerkezeténekatis stabilitasahoz, illetve a fehérje
feltekeredéséhez.

Korabbi Hudaky és mts. altal végzett kisérletekdsobebizonyosodott, hogy az
eredeti TC5b fehérjenek a 9. pozicibban metilénshasbitott valtozata (Asp9GIu9)
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térszerkezetileg stabilabb. [100] A €8B00- — (CH,),-COO- mutansban a soéhid

optimalisabb, térszerkezete akar G®n is jol jellemezhét csupan egyetlen téralkattal

(héstabilabb minifehérje28. abrg. A TC5b_D9E mutansban a sohid egyik karja egy
metiléncsoporttal meg lett hosszabbitva, minek H®d@mében kedvébb hidroféb

kélcsdnhatas alakult ki a glutaminsav oldallanca églrofob mag kozott.

28. abraA TC5b_D9E (TC6b) térszerkezetének stabilitasa

A sohid-optimalt TC5b_D9E (NLYIQWLEGGPSS®PPPS) mutanst alapul véve
eléallitottam ennek a fehérjének néhany variansat: br ©®N
(NLYIQWLK NGGPSS®PPPS), TC5b_R16A (NLYIQWLRGGPSS@PPPS),
TC5b_D9N_R16A (NLYIQWLKNGGPSS@PPPS), TC5b_D9S (NLYIQWLBGGPSS®
PPPS), TC5b_R16hR (NLYIQWLBGGPSS®GRPPPS) (hR, homo-arginin, az arginin
metilén-hosszabbitott valtozata), TC5b_D9AaD R1B6KH YIQWLK AaDGGPSS&PPPS)
(AaD, adipinsav, a glutaminsav metilén-hosszabbitaltozata).

A minifehérjék szintézisét manualisan, szilard $azszintézis stratégiaval végeztem,
Fmoc-kémia alkalmazaséaval. Az elkészilt peptide&nggrél tortéd hasitasa TFA oldattal
tortént. A szintézisek végeztével azéalitott minifehérjékél készilt analitikai HPLC
kromatogramok, valamint az ESI-MS modszer segitssdgidkészitett spektrumok igazoltak a
kivant termékek keletkezés@9( abrg.
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29. abraNéhany tisztitott TC5b varians analitikai HPLC kmatogramja. HPLC koérilmények: oldészerek (A)
0,05 M NH,OAc, valamint (B) 60% ACN/0,05 M N¥DAc, 8-23% 15 min (B) lineéaris gradiens, aramlasi
sebesség 1 ml/min, Phenomenex LunparbC18 300A

Arra kerestik a valaszt, hogy milyen mértékben tlelegy metilén-csoport
»,mozgatasaval” finoman hangolni egy mediekdlcsonhatast. A séhid szerepére abbdl is
lehet kévetkeztetni, hogy ha az nincs jelen a szatben, ez kétféleképpen éthet a séhid
mutaciojaval (TC5b_D9S, TC5b_D9N), valamint savagiknények kdzotti vizsgalatokkal.

Az elvégzett vizsgdlatok alapjan a Trp-kalitka sifgninem egy izolalt stabilizald
szerkezeti elem, de egy eléggé fontos integrafterésrendezett struktiranak. A megvizsgalt
mutansok esetében a stabilizalé tendencidk haroetifiqus, ugyanakkor egymashoz
kapcsolddd kolcsbnhatasok segitségével jellemézhetlektrosztatikus, hélix-stabilizald
(QxxxY) és hidroféb (az Argléminosav —(Ch)s— oldalldnca valamint Trp9 aminosav indol
gyirije kozott). A vizsgalt mutaciok alapjan az Argdriiinosav —(Chs— oldallanc maradek
haldzati kdlcsbnhatasa sokkal fontosabb, mint egpativ toltés Asp9/GIu9 és egy pozitiv
toltédi guanidin csoport kozotti. A so6hid mutacidja (TCBBS, TC5b_D9N) kevésbé
drasztikus mint az Argl6 aminosav hidrofob oldatmak megsziintetése (TC5b_R16A).

Az elallitott TC5b variansokrol savas (28pH < 3,2) és semleges korulmények
kozott készilt BHH' NMR mérésekdl (T= 280 K), valamint a kozeli és tavoli ECD
(elektronikus cirkularis dikroizmus) spektroszkomiagitségével meghatarozott masodlagos
szerkezetbeli valtozasok adataibol kidertlt, hoggene minifehérjék gombolyodasa
(unfolding) nem egy kétallapotu folyamat, (mint &eidigh [101] és mts., illetve Streicher
[102] és mts. allitottak) hanem annal sokkal boulgabb (mint azt Mok és mts., [103] illetve
Ahmed és mts. [104] feltételezték).

A széles Bmérsékleti tartoméanyban (6 T < 85 °C) végzett ECD olvadasi gorbek,
savas NMR vizsgalatok és a CCA+ eredmények (,Coraxstraint Algorithm” a cirkularis

dikroizmus spektrumok elemzésére szolgalo progyfadb-107] alapjan kijelenthetjik, hogy
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a tipikus Trp-kalitka olvadasa egy bonyolult folyatnamely minimum egy intermedieren
keresztil jatszodik le és vezet a stabil szerkelgeéséhez.

Korabbi kutatasok szerint sok globularis fehérjénak egy masodik térszerkezete,
amely fonal alaku aggregatum, vagy ,amiloid” sz€mint az Alzheimer-kér esetében). llyen
aggregaciot figyeltek meg a TC5b_DIN és tovabbizfitalt mutansok esetében
(megvéltozott a térszerkezep-redsve), tehat aggregacios tulajdonségai alapjdn a Tc5b
kival6 modellje lehet aAlzheimerkérismérvért feléls aggregatumoknak. Munkdm masodik
részében olyan TC5b mutansokat Aallitottand, ehmelyek alkalmasak lehetnek, mint
referensek a mar foszfatalt analdgokkal kapcsolattmssgalatok soran: TC5b_D9Q
(NLYIQWLK QGGPSS®PPPS), TC5b S14E  (NLYIQWLBGGPE  GRPPPS),
TC5b_S14Q (NLYIQWLKNGGPSQGRPPPS), TC5b S20E(NLYIQWLKGGPSS®RPPP
E), TC5b_S20Q (NLYIQWLKNGGPSS®PPR)). A minifehérjék szintézise, tisztitasa az

elébbiekben leirt médon tortént.
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7501
1000~ 7.92 e84
7.71
7504 500-]

1000
1]

o
8
Absz.
Ab

2504

. . . . . .
0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15
1dé (perc) 1dé (perc) 1dé (perc)

30. &braNéhany tisztitott TC5b varians analitikai HPLC keiogramja. HPLC adatok: olddszerek (A) 0,05 M
NH4OAc, valamint (B) 60% ACN/0,05 M NMDAc, 8-23% 15 min (B) linearis gradiens, araml&iesség 1
ml/min, Phenomenex Lunaibn C18 300A

A szintézisek végeztével az éallitott minifehérjékél készult analitikai HPLC
kromatogrammok valamint az ESI-MS modszer segitadgdkészitett spektrumok igazoltak
a kivant termékek keletkezés@0( abrg. A szintetizalt TC5b minifehérjékkel kapcsolatos

vizsgéalatok folyamatban vannak.
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4.3 Glikopeptidek szintézise

4.3.1N-glikopeptidek szintézise

Munkam soran egy Uj szintézis stratégiat dolgozkhnmelynek soran a glikopeptidek
szintézise egy kombindlt Fmoc/Boc szintézis stiatégvén valésult meg ugy, hogy az
aminosavak beépitése Fmoc szintézis stratégianadlizaisaval tortént, viszont a cukorrész
beépitésére Boc-vedetett glikozilalt aminosav sazékokat alkalmaztam. A szintézis soran
a Boc-védcsoport eltavolitasa egy Uj szelektiv §ésbport hasitasi médszerrel tortént, SnCl
segitségével. [108]

Az aszparaginon glikozilalt peptidek szintéziséredellnek kivalasztott hexapeptid a
TC5b minifehérje 7-12 fragmense NLYIQWD*GGP RPPPS, ahol ,*” a glikozilacio
helyét jel6li [109] (kordbban mar szintetizaltuk teljes minifehérjét és maddositott
szarmazéka# .2, glikozilalt TC5b muténst is éallitottunk,galaktozil aszparaginnal, a célbdl,
hogy a glikozilacio térszerkezeti hatasait vizagd)j

Az N-glikopeptidek szintézise Fmoc kémia alkalmazasawihk amid MBHA
gyantan tortént. Bkzetes kisérleteim soran mas Fmoc kémiaban altakdlkaimazott: Wang,
2-klortritil klorid valamint Rink amid gyantdk nerbizonyultak megfeléinek, mivel az
SnCl-dal tortérd védscsoport hasitas kdvetkeztében a peptid-gyanta kdgiits hasadasa
volt megfigyelhed, kivéve a Rink amid MBHAJL. abrg gyanta esetében.

31. dbraRink amid MBHA gyanta

Az N-glikopeptidek szintézise sordn Boc-védett glikéizil mono- di- illetve
triszacharid egységeket tartalmazo aszparagin székokat épitettem b8Z. 4brg.
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32. abraA szintézis soran beépitett GICNA&EN)]Asn, GIcNAcB1-4)GIcNAcB1-N)]Asn, [Manf1-
4)GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn szarmazékok

A szintézisek soran a peptidek elsarom aminosavat Fmoc-kémia alkalmazéséaval
Rink amid MBHA gyantara kotottem, majd megtérténBac-védett glikozilalt aszparagin
szarmazeékok beépitése, ezt kovette a Bodesaport eltavolitasa 0,2M Sn{IDCM oldattal,
végll az utols6 két aminosav kapcsolasa szinténcHw@mia alkalmazaséaval tortént. A
peptidek gyantarél torténhasitdsa TFA oldattal tortént. A kombinalt szigéstratégia
alkalmazasaval sikeresens@llitottam a kivant Leu-Lys-[GICNA@GQL-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-
NH,, Leu-Lys-[GIcNAcB1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH, Leu-Lys-[Man314)Glc
NAc(B1-4)GIcNAcB1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH glikopeptideket, kikiiszébolve a di- illetve
triszacharid egységeket tartalmazé glikopeptidekéien a cukorrész hasadasabdél szarmazo
melléktermekek keletkezését. A szintézisek végettée eballitott vegylletekdl készilt
analitikai HPLC kromatogramok, valamint az ESI-M®megspetrometrias modszer
segitségével elkészitett spektrumok is igazolt&kvant termékek keletkezését (33., 34., 35.
abra). A nyers peptidek tisztitasat PhenomenexteludiOu C18 300A (250x15.00 mm)
preparativ oszlopon végeztem, (A) 0,1% TFA valaniB)t 80% ACN/ 0,1 TFA eluenseket

hasznalva, 40-60% (B) linearis gradienssel, 4 nmi/anamlasi sebességgel, 220 nm-en.
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33. abra Az analitikai HPLC kromatogramja, valamint ESI-M$e&truma a tisztitott Leu-Lys-
[GIcNACc(B1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH peptidnek. HPLC kirdlmények: oldészerek (A) 0,1%AT (B) 80%
ACN/0,1% TFA; 8-23% 15 min (B) lineéaris gradiensailasi sebesség 1 ml/min, Phenomenex Lupm %18

300A
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34. &bra Az analitikai HPLC kromatogramja, valamint ESI-M®e&truma a tisztitott Leu-Lys-
[GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH peptidnek. HPLC koérilmények: oldészerek (A) 0,1%
TFA; (B) 80% ACN/0,1% TFA; 5-20% 15 min (B) lineargradiens, aramlasi sebesség 1 ml/min, Phenomenex

Luna 5um C18 300A
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35. abra Az analitikai HPLC kromatogramja, valamint ESI-M$e&truma a tisztitott Leu-Lys-
[Man(B14)GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH peptidnek. HPLC kérilmények: oldoszerek (A)
0,1% TFA; (B) 80% ACN/0,1% TFA; 5-20% 15 min (B)ndéaris gradiens, aramlasi sebesség 1 ml/min,
Phenomenex Lunajim C18 300A

4.3.20-glikopeptidek szintézise

Az SnCl-al tortérd szelektiv Boc végktsoport hasitasi médsze@-glikopeptidek
esetében is szerettem volna alkalmazni, ennek me&gfa modellként kivalasztottam az
aggrecan fehérje egy fragmenSMEDIS*GLPSGamely a fehérje legésebben glikozilezett
régiéjabol szarmazo repetitiv szekvencia (,*” akghilacié helyét jeldli). [110] Az aggrecan
a porc-allomany egyiksf makromolekularis komponense, amely a reumatoiaritist egyik
lehetséges autoantigénje. A H-Gly-Val-Glu-Asp-D&H p1-O)]Ser-Gly-Leu-Pro-Ser(Bzl)-
Gly-NH; peptid esetében ugyanazt a szintézis stratégidinadiztam, mint az N-glikopeptidek
esetében azzal a kulénbséggel, hogy ebben az esetbenem kellett a glikozilalt szerin
szarmazék hidroxil csoportjait, valamint a peptidbtalalhaté trifunkciés aminosavak
oldallancait.

A korabbiO-glikopeptidek eballitdsaval kapcsolatos kisérleteink soran Fmauézis
stratégia alkalmazasavalSer-Bzl, Ser(Xil)-Bz, Glu-, Asp-ODmalkB6. abrg védscsoport
kombinacié bizonyult a legoptimalisabbnak, ennek gfakelben az O-glikopeptid
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eléallitasanal ugyanezt a w&soport kombinaciot alkalmaztam. A szintézise soBmT

védscsoporttal ellatott glikozilalt szerin szarmazékdi. 4brg épitettem be.

i P /©/\ BzO 0 Frioc
” MOH
BzO OBz
0 o]
36. AbraDmab védcsoport 37. dbraBoc-Ser[Xil(OBzy]-OH

A peptid el$ 6t aminosavat a Fmoc kémia alkalmazasaval Rinkd amBHA
polimerre kotottem, ezt kdvette a Boc Gédoporttal ellatott glikozil szerin  szarmazék
beépitése, majd a Boc isoport eltavolitasa 0,2M SnfIDCM oldattal, végul az utolsé
négy aminosav kapcsolasa szintén Fmoc kémia adlzdedval tortént. A szintézis
végeztével eltavolitottam az ODmab Hésoportot 2% hidrazin-hidrat/DMF eleggyel, majd
lehasitottam a peptidet a gyantarél 5%40OHFA oldattal, legvegul pedig megtortént a Bz
vedscsoport eltavolitasa 20% hidrazin-hidrat/MeOH dialat A szintézis végeztével a
glikopeptid6l  készult analitikai HPLC  kromatogram, valamint azZ&ESI-MS
tomegspektrometrids modszer segitségével elkészipektrum alatamasztottdk a kivant
termeék keletkezéséB@. abrg. A nyers peptid tisztitasat Phenomenex Jupiter @08 300A
(250x15.00 mm) preparativ oszlopon vegeztem, (AYOTFA valamint (B) 80% ACN/ 0,1
TFA eluenseket hasznalva, 40-60% (B) lineéaris gnasbel, 4 ml/min aramlasi sebességgel,

220 nm-en.

19100407¢50_100407112455 #158-162 RT: 297-3.13 AV:5 NL:427E4
T4 cESIms 4999250001

626,38

300+ 9.21

. 200+

Absz

100+

10 15 20
1dé (perc)

38. abraAz analitikai RP-HPLC kromatogramja valamint ESI-Mfektruma a nyers H-Gly-Val-Glu-
Asp-lle-Ser(Xil)-Gly-Leu-Pro-Ser(Bzl)-Gly-Nkpeptidnek. HPLC kérilmények: olddszerek (A) 0,1%AT (B)
80% ACN/ 0,1% TFA; 20-100% 20 min (B) linearis giexts, aramlasi sebesség 1 ml/min, Phenomenex Luna 5
um C18 300A
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4.4 Radiofarmakonok készitéséhez prekurzoréklétasa

A prekurzorok eléllitasdnak els Iépéseként szintetizaltam az amiloid plakkokhoz
korabbi vizsgalatok szerint nagy affinitassalddét H-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-NH,, valamint
a H-Lys-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-NH, peptideket, Fmoc szilard fazisu szintézist alkawvaaz
Munkdm soran egy olyan stratégiat dolgoztam ki,yntehetivé teszi ezen peptidekhez a
kurkumin (6nmagéaban is kiitik az amiloid plakkokhoz), DOTA és-karboximetil hisztidin
(nagyon O kelatkég® molekulak beépitését. &etes kisérleteket végeztem, melynelé els
lépéseként a kurkumin fenolrészének hidroxilcsg@brtalkileztem kalium-karbonat
jelenlétében, bromecetsav-etil-észtert hasznakiteabszerként 89. abrg. A reakcié soran
mind a mono-, mind pedig a bisz-alkilezett termélketikezése megfigyelkevolt, abban az
esetben is, ha fél ekvivalens alkibszert hasznaltam a reakcié soran. Mivel a monealkit
szarmazeékkal szerettem volna tovabbi reakciokagzmdig ezért megprobalkoztam a termékek
magas nyomasu oszlopkromatografias elvalasztasdal.elvalasztast hexan:i-propanol
eleggyel végeztem, 5 atm. nyomason. A mono- illdétigz-alkilezett termékek elvalasztdsa
sikeren megvalosult. A kovetk&zlépésben elvégeztem az észter lugos hidrolizlegt,
lépésben, etiként NaOH segitségével, majd kisavanyitottam aatotdl FA-val 89. abr3.

A kovetked l|épésben a mar szabad hidroxilcsoportot tartalm&mdkumin
szarmazékot szerettem volna hozzakapcsolni a mac Fematégia segitségével elkészitett,
gyantan léé peptidhez. Az éhllitott intermedier szilard fazishoz valo kapcsalaviszont

nem valosult meg, ezért egy Uj modszert dolgoztaf8% abrg.
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39. dbraReakcio korilményekt. 0,5 ekv. KCOs;, DMF, 2 6ra, 50 °Q2. NaOH, HO, RT, 20 perc3. TFA, pH
=2, RT,4.3 ekv. DCC, DCM, RT, 2 éra.

Tovabbi kisérleteim soran, él#pésként Fmoc stratégia segitségével elkésyitatiy
gyantan &% peptidhez, brém-ecetsavat kapcsoltam, ezzel parhogan a kurkumint kalium-
karbonattal reagéltattam, elkészitve ezaltal a kmik K-séjat, majd az elkészilt K-sot
hozzaadtam a gyantahot)( abrg. A kdvetked Iépésben lehasitottam a terméket a gyantarol
TFA oldat segitségével. A szintézis végeztével ekymzorrol készilt analitikai HPLC
kromatogram, valamint ESI-MS tdmegspektrometriasdsaér segitségével elkészitett
spektrum alapjan, megallapitottam a kivant ternal&tkezését.

Munkam masodik részében beépitettem a kurkumintangmazé peptidbe a DOTA
molekulat ¢1. abrg. A lizin oldallancanak aminocsoportjahoz hozzasatam a terc-butil
védscsoportokkal védett DOTA-t, HOAt, valamint HBTU legwlészerek jelenlétében. A
reakciot oldatban végeztem és lejatszdédasa amaltiPLC segitségével jol kdvetletolt.
Utolsé Iépésként eltavolitottam a DOTA hidroxilcedyain lev6 terc-butil védcsoportokat
TFA oldat segitségével, a reakcio lefolyasat smimtédlat fazisban végeztem és analitikai

HPLC segitségével kdvettem.
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40. abraRekcio6 kérilményekl. 5 ekv. DCC, DMF, RT, 3 6r&. K,COs;, DMF, 50 °C, 3 éra3. DMF, RT, 16

Ora.

A tovabbiakban a fenti sikeres moddszert alkalmamzntén Fmoc startégia
segitségével &éllitottam a megfelél gyantan 1€ peptidet, majd hozzakapcsoltam a brom-
ecetsavat, tovabba as-karboximetil hisztidint DCC kapcsoloszer jelenksé @2. abrg,
sikeresen @dllitva ezaltal egy Gjabb prekurzort.

A szintézisek végeztével az éallitott prekurzorokrol készilt analitikai HPLC
kromatogrammok, valamint az ESI-MS tomegspektroideimodszer segitsegével elkészitett
spektrumok aldtdmasztottak a kivant termékek kertkét43., 44., 45. abra

A prekurzorok elallitasara megfelélszintézist sikertlt kidolgoznom, melynek soran
sikeresen beépitettem a KLPYFD, illetve LPYFD pagitbe a kurkumin, DOTAN-

karboximetil hisztidin molekulakat, az anyagok bigiki vizsgalata folyamatban van.
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41. dbraReakcio korilményekl. 5:95 (viv %) HO/TFA, RT, 2 6ra2. 1 ekv. DOTA, 1 ekv. HOAt, 1 ekv.
HBTU, vizm. DMF, RT, 6 6ra3. 60:40:10 (v/v/v %) TFA/DCM/HO, RT, 10 o6ra.
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42. abraReakcié korilményekt. DMF, RT, 3 6ra2. 3 ekv. DCC, DCM, RT, 72 6r8, 02:08:90 (v/v/v %)
anizol/DMS/HF, -5°C, 10 éra.
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43. abraAz analitikai RP-HPLC kromatogramja és ESI-MS spaikita a tisztitott kurkumint tartalmazo
A prekurzornak. HPLC adatok: oldoszerek (A) 0,1% TFB) 80% ACN/ 0,1% TFA; 60-75% 15 min (B)

lineéris gradiens, aramlasi sebesség 1 ml/min, &henex Jupiter 10m C18 300A
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44, adbraAz analitikai RP-HPLC kromatogramja, valamint ESBEMpektruma a tisztitott kurkumint,
valamint DOTA-t tartalmaz® prekurzornak. HPLC adatok: olddszerek (A) 0,1% THB) 80% ACN/ 0,1%
TFA; 40-55% 15 min (B) linearis gradiens, aramEsbesség 1 ml/min, Phenomenex Jupiteurhi@C18 300A
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45. abra Az analitikai RP-HPLC kromatogramja, valamint ESBMspektruma a tisztitott N-
karboximetil hisztidint tartalmaz€ prekurzornak. HPLC adatok: oldészerek (A) 0,1% TFB) 80% ACN/
0,1% TFA; 60-75% 15 min (B) lineéris gradiens, d@snsebesség 1 ml/min, Phenomenex Jupitexrd@18
300A
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5. Altalanos kisérleti rész

A kisérletekben felhasznalt vegyszereket a kowétkégeksl szereztik be:
a) kapcsoldszerek: BACHEM, Iris Biotech GmbH,;
b) aldehidek, sav-kloridok, savanhidridek, bazisokATFluka, Sigma Aldrich;
c) aminosavak: Reanal, Chemimpex, Orpegen;
d) L-triptofan-metilészter*HCI: ChemIimpex;
e) oldoszerek: Sigma Aldrich, Promochem, Alfa Aesaerbk;
f) gyantak: Senn Chemicals, Varian, BioMatrix Inc.;

A tisztitott anyagok analitikai RP-HPLC eli@ését valamint a reakciok kovetését
Agilent 1100, Agilent 1200 készulékek segitségéégleztem.

RP-HPLC kromatografias tisztitasokat Knauer (Knguempa 64, UV-VIS detektor
64). Shimadzu (LC-10AD Shimadzu pumpa, SPD-20A @Skirn UV-VIS detektor),
Shimadzu (LC-20AD Shimadzu pumpa, SPD-20A Shimad¥wVIS detektor) készilékeken
végeztem.

A tomegspektrumok Finningan TSQ 7000 készulékkedzuktek ESI ionizacios
technikaval.

A fumitremorgin analdégok szintézise soran, egyestedden, a reakciok lefutasat
vékonyréteg kromatogréfiaval is kovettem, Kieselg@l(Merck) 0,2 mm vastagsagu lapokat
hasznalva. A fumitremorgin analégokbandéaromas részeknek koszonkert az anyagok
detektalasara 200-400 nm-ig tejedV-lampat alkalmaztam és hataroztam meg az R
értékeket. Az Rértékeket a kovetkézolddszerekben hataroztam meg: (A) EtOAc:hexan
(10:90 viv%), (B) EtOAc:DCM (20:80 v/v%). A folyalkromatogréfias elvalasztasokat
BUCHI (BUCHI C-615 pumpa, BUCHI C-601 vezéylkésziilék segitségével végeztem,
boroszilikat 3.3 tipust oszlopok segitségével, 80040 mm szemcseméieszilikagélt
(Merck) hasznélva.

Az NMR spektrumok felvétele BrukerAvance Il 600skélékkel tortént 298K-en
(*H: 600,2 MHz, *3C: 150,05 MHz). A mérésekhez hasznalt deuteralbsddr dimetil-
szulfoxid (DMSO-d) volt. A spektrumok leirasanal felhasznalt rovédéak: d: dublett; s:
szingulett; dd: dupla dublett; t: triplett; €s multiplett. A kémiai eltolodasok ppm értékben
vannak megadva, viszonyitva egy lBettandardhoz, tetrametilszilanhoz (TMS), valamint a
csatolasi értékek (J) Hz-ben.
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6. Részletes kisérleti rész

6.1 Fumitremorgin analdégok tervezése és szintézise

A nyers fumitremorgin analdgok tisztitasat Phenoemedupiter 10p C18 300A
(250x15 mm) preparativ oszlopon végeztem, (A) OTERA valamint (B) 80% ACN/ 0.1 TFA
eluenseket hasznalva, 4 ml/min aramlasi sebess&¥ygEhm-en.

A reakciok lejatszodasanak kovetése Phenomenex BupaCl8 300A oszlopon
tortént, (A) 0.1% TFA; (B) 80% ACN/ 0.1% TFA eluaket hasznalva, 1 ml/min aramlasi

sebességgel, 278 nm-en.

6.1.1A lll.al (1S,3S,3'9, lll.al (1R,3S,3'S; lll.a2 (1S,3S,3'S, lll.a2 (1R,3S,3'S;
Ill.a3 (1S,3S,3'9, 11l.a3 (1R,3S,3'S; lll.a4 (1S,3S,3'S, Ill.a4 (1R,3S,3'S fumitremorgin

analdgok szilard fazisu szintézise

Boc-Arg(Tos)-Merrifield (2,00 mmol, 4,00 g, boritedg: 0,50 mmol/g) gyantat
hasznaltam kiindulasi anyagként. &lepésben a Boc-védsoport eltavolitasa érdekében,
hozzdadtam a gyantdhoz TFA/DCM oldatot (2x10 mly506) oldatot és 5 illetve 25 percen
at kevertettem. Ezutan kimostam a gyantat: DCM @3xi), MeOH (3x10 ml), DCM (3x10
ml) oldoszerekkel, semlegesitettem TEA/DCM (2x10Q &© v/v%) oldattal, majd Ujbol
kimostam a gyantat a fent emlitett médon. A kévaeikaminosav kapcsolas érdekében
feloldottam Boc-L-Trp-OH (6,00 mmol, 1,82 g) amiawat és DCC (6,00 mmol, 1,23 g)
kapcsoldszert DCM-ban (10 ml), hozzadntéttem a thteor és 3 6ran at kevertettem. A
kapcsolasi reakcid utan kimostam a gyantat: DCML(Bml), MeOH (3x10 ml), DCM (3x10
ml) olddszerekkel, majd mintat vettem és ninhidasezttel ellefiriztem a kapcsolasi reakciot.
Negativ teszteredmény utan, a Bocd@sbport hasitdsa érdekében hozzaadtam a gyantahoz
kétszer TFA/DCM (2x10 ml, 50 v/v%) oldatot és Sqelletve 25 percen at kevertettem, ezt
kévetben kimostam a gyantat: DCM (3x10 ml), MeOH (3x10),mDCM (3x10 ml)
oldészerekkel. A kovetkézlépésben négyfelé osztottam a gyantat és mindgg esetben
kulonbo® aldehideket hasznaltam a Pictet-Spengler kondétmx Hozzaadtam kulon-
kulén mind a négy gyantahoz TFA/DCM (10 ml, 10 vjvétdatot, majd pedig az élgész
gyantahoz hozzaadtam acetaldehidet (5,00 mmol,r8l280 ekv.), a masodik rész gyantahoz
propionaldehidet (5,00 mmol, 0,36 ml, 10 ekv.),anhadik rész gyantdhoz butiraldehidet
(0,45 ml, 5 mmol, 10 ekv.) és végul a negyedik gantahoz benzaldehidet (0,52 ml, 5,00
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mmol, 10 ekv.). 16 6ra elteltével a gyantakat kitaos DCM (4x10 ml), MeOH (4x10 ml),
DCM (4x10 ml) oldoszerekkel.

Az analégok gyantardl vald lehasitasa HF-al tortgmbkfogdk jelenlétében. Minden
egyes esetben hozzaadtam a gyantahoz (1,00 g) K@#@anl) valamint anizolt (0,40 ml),
dimetil-szulfidot (1,60 ml), p-krezolt (0,40 ml),ajd 60 percen at, -5°C-on kevertettem. 45
perc eltelte utdn a gyantardl leparoltam a HF-ajdndietil-éterrel (3x30 ml) mostam. Az
analégok leoldasa a gyantardl ACN-el (10 ml) €©+¢l (50 ml) tortént. Ezt kdvette az oldat
liofilizadlasa. Az eballitott fumitremorgin analdgok analitikai paramreié az 5. tablazat

tartalmazza.

5. tablazatAz elgéllitott fumitremorgin analégok analitikai paranméte

M+H]*
. , [ ] Analitikai tr(perc) Mhyers Mhiszta
Vegyulet kod MS (ESI) HPLC (a tisztitott analég analitika © ©
m/zmért gradiens HPLC retenciés ideje) g g
Il.al (15,35,3‘5 25-45 % (B) trinar (183,33 = 8,78
387 0,19 0,032
Ill.al (lR,3S,3’3 20 perc tRia1 (1R,3S, 3§ = 9,11
lll.a2 (1S,35,3'$ 15-30 % (B) trinaz (1s3s,35 = 9,31
401 0,12 0,025
Il.a2 (1R,3S,3’3 15 perc tRIILaZ(lR,SS, 33 = 10,16
Ill.a3 (1S,35,3'$ 20-30 % (B) trinas (18,35, 35 = 6,13
415 0,22 0,040
11l.a3 (1R,3S,3’3 10 perc tRIIIa3(lR,3S, 33 = 6,46
lll.a4 (1S,3S,3'$ 35-45 % (B) trinas (1835, 35 = 8,11
449 0,18 0,027
11l.a4 (1R,3S,3’3 15 perc tRIII,a4(lR,3S, 33 = 8,48
6.1.2 A llLbl (1S,35,3'9, lilbl (1R,3S,3S; ILb2 (1S,35,3'9, IIl.b2

(1R,3S,3'S; 11.b3 (1S,3S,3'9, l1.b3 (1R,3S,3'S: lll.b4 (1S,3S,3'S, lll.b4 (1R,3S,3'S

fumitremorgin analégok szilard fazisu szintézise

Boc-Glu(OcHex)-Merrifield (2,22 g, 2,00 mmol, batisag: 0,9 mmol/g) gyantat
hasznaltam kiinduldsi anyagként. Az anal6gok szisét a6.1.1 fejezetben leirtak alapjan
véegeztem el. Az éhllitott fumitremorgin analdégok analitikai paraméieé a 6. tablazat

tartalmazza.
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6. tAblazatAz eliallitott fumitremorgin anal6gok analitikai paranéte

[M+H]* Analitikai ts (perc) m m
. nyers iszta
Vegyilet MS (ESI) HPLC (a tisztitott analég RP- © ©
m/zmért gradiens HPLC retenciés ideje) g 9
ll.b1 (18,353 25-40 % (B) trinb1 (15,38, 35 = 8,74
360 0,18 0,033
l.b1 (1R,35,3'9 15 perc trRiLb1 (1R3s, 35 = 9,29
l.b2 (1S,35,3'% 15-30 % (B) trib2 (15,38, 33 = D,66
374 0,19 0,028
l.b2 (1R,35,3'9 15 perc trinbz (1R 3s, 33 = 6,04
l.b3 (1S,35,3'% 25-40 % (B) trib3 (15,38, 33 = 8,02
388 0,23 0,048
l.b3 (1R,35,3'9 15 perc trinbs (1R3s, 33 = 8,66
l.b4 (18,353 35-45 % (B) trRiba (15,38, 35 = 8,51
422 0,19 0,027
l.b4 (1R,35,3'9 15 perc trRinb4 (1R3s, 33 = 8,67

6.1.3Alll.cl (1S,3S,3'9, lll.cl (1R,3S,3'G; lll.c2 (1S,3S,3'9, lll.c2 (1R,3S,3'S;
[1l.c3 (1S,3S,3'9, Ill.c3 (1R,3S,3'S; lll.c4 (1S,3S,3'9, lll.c4 (1R,3S,3'g fumitremorgin

analégok szilard fazisu szintézise

Boc-Asp(OcHex)-Merrifield (3,00 g, 2.00 mmol, botisag: 0,66 mmol/g) gyantat
hasznaltam kiinduldsi anyagként. Az analégok szisét a6.1.1 fejezetben leirtak alapjan

végeztem el. Az é#llitott fumitremorgin analdégok analitikai paraméie a 7. tablazat

tartalmazza.

7. tablazatAz elséllitott fumitremorgin analégok analitikai paranéte

[M+H] + Analitikai tR (perc) m my
N ) hyers iszta
Vegyuletkod | MS (ESI HPLC (a tisztitott analég RP- @ @
mizmért gradiens HPLC retencids ideje) 9 9
ll.c1 (18,3539 17-32 % (B) trinct (15,38, 35 = 9,10
346 0,19 0,035
ll.cl (1R,35,3'9 15 perc tRile1 (1R3s,35 = 9,76
l.c2 (15,353 15-30 % (B) trincz (15,38, 35 = 7,03
360 0,17 0,022
l.c2 (1R,35,3'9 15 perc tRincz (1r3s, 33= 7,44
l.c3 (15,353 28-38 % (B) trRinc3 (15,35, 35 = 6,18
374 0,29 0,052
l.c3 (1R,35,3'9 10 perc trRies (1R 35, 35— 6,40
ll.c4 (15,353 35-45 % (B) trinca (15,38, 35 = 8,09
408 0,15 0,021
Ill.c4 (1R,38,3’3 15 perc tRIca (1R38,3$— 8,11
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6.1.4 A Ill.dl (1S,3S,3'3, Ill.dl (1R,3S,3S; Ill.d2 (1S,3S,3'3, IlIl.d2
(1R,3S,3'S; 111.d3 (1S,3S,3'9, 11.d3 (1R,3S,3'S: l1l.d4 (1S,3S,3'S, IIl.d4 (1R,3S,3'S

fumitremorgin analdgok szilard fazisu szintézise

Boc-Lys(2ClZ)-Merrifield (3,23 g, 2,00 mmol, borftsag: 0,61 mmol/g) gyantat
hasznaltam kiinduldsi anyagként. Az analégok szisét a6.1.1 fejezetben leirtak alapjan
végeztem el. Az éhllitott analdgok analitikai paramétereiBatablazatartalmazza.

8. tablazatAz elallitott fumitremorgin anal6gok analitikai paranéte

[M+H]™ Analitikai tr (perc)
. Mayers my
Vegyulet MS (ESI) HPLC (a tisztitott analég RP- © ©
m/zmért gradiens HPLC retenciés ideje) 9 9
l.d1(1S,35,3'$ 17-32 % (B) | trudi(isz3s, 35 = 8,28
359 0,27 0,045
l.d1(1R,35,3'9 15 perc trRind1 (1R3s, 33 = 8,72
l.d2 (1S,35,3'$ 15-30 % (B) | trundz(1sss 33 = 8,49
373 0,29 0,038
.d2 (1R,35,3'9 15 perc trid2 (1R 3s, 35 = 8,99
l.d3 (18,35,3' 24-34 % (B) | truas(1sss 3= 5,33
387 0,22 0,041
.d3 (1R,35,3'9 10 perc trRinds (1r3s, 33 = 5,67
ll.d4 (1S,35,3'$ 35-45% (B) | trutas(1s3s, 35 = 8,22
421 0,26 0,050
l.d4 (1R,35,3'9 15 perc trind4 (1r3s, 33 = 8,70

6.1.5Az 1c (3S,6S,12af 1c @BS,6R,12ay 2c (3S,6S,12af 2c @S,6R,12ay 4d
(3S,6S,12af 4d 3S,6R,12a§ 3el @S,6S,12af 3el 8S,6R,12ap 3e2 BS,6S,12af 3e2
(3S,6R,12ay 3e3 @S,6S,12ap 3e3 BS,6R,12ap 3e4 (3S,6S,12af 3e4 B8S,6R,12af
3e5 @S,6S,12af 3e5 B8S,6R,12af 3e6 @BS,6S,12af 3e6 B8S,6R,12ap fumitremorgin

analégok oldat fazisu szintézise

L-triptofan-metilészterxHCI-ot (15 mmol, 3,83 g) Mzban (150 ml) szuszpendaltam,
majd natrium-hidrogénkarbonat oldattal (3x150 ml) In/v%) és telitett séoldattal
extrahaltam (2x150 ml). Az igy kapott szerves fasaritottam (NgQy), sirtem, majd
acetonitrillel szarazra péaroltam. A kapott L-trif@o-metilésztert (11 mmol, 2,54 @)
feloldottam DCM-ban (200 ml), majd hozzaadtam izexeldehidet (55 mmol, 5,92 ml, 5
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ekv.) valamint trifluorecetsavat (4,23 ml, 55 mmof ekv.). A reakcioelegyet
szobalbmeérsékleten, 16 o0ran at kevertettem. A reakéidajarta utan az elegyet szarazra
paroltam, EtOAc-ban (500 ml) oldottam, majd az kgpott elegyet extrahaltam natrium-
hidrogénszulfattal (3x100 ml, 10 m/v%), natrium+loigénkarbonattal (3x100 ml, 10 m/v%)
es vegul telitett sooldattal (2x100 ml). Az igy &Hpszerves fazist szaritottam @S&y),
szirtem, majd vakuumbeparld segitségével szarazrdtadroVékonyréteg kromatografias
modszer segitségével megallapithatd volt, hogyirdkidanyag jelerits része elreagalt a
kivant termék keletkezése kézben, a hasznalt elbexsén:EtOAc (10 v/v%). A reakid
analitikai HPLC segitségével is jol kovethatolt. A keletkezett koztitermél (1S,39, a
(1R,39 tomege: 2,12 g, retencios idejeatasss = 10,28; k a ar35= 10,74, 20-100%-ig (B)
20 perces lineéris gradienssel, MS (BSh/z mért 287 ([M + H]).

A kovetked lepésben négyfelé osztottam @Z1S,39, a (LR,39 terméket €s negy

kulonbo® védett aminosavval reagaltattam.

6.1.5.1Az 1c 3S,6S,12a} 1c BS,6R,12apfumitremorgin analdg szintézise

Egy lombikba kimértema (1S,39, a (IR,39 nyersterméket (0,53 g, 1,85 mmol),
feloldottam frissen desztillalt DCM-ban (50 ml),zzdadtam DIPEA-t (11,10 mmol, 1,90 ml,
6 ekv.), majd az elegyet 30 percen keresztil ikériilmények kozott kevertettem, Ar
atmoszféra alatt. Ezzel parhuzamosan kimértem Hmdomophe-OH aminosavat (5,55
mmol, 2,22 g, 3 ekv.), valamint TCFH kapcsol6sZ&tb5 mmol, 1,55 g), ezen anyagokat
szintén feloldottam frissen desztillalt DCM-ban {&0), majd a 30 perc &hktivalas elteltével
hozzaadtam a lombikban I&v elegyhez. A reakciét 10 6ran at kevertettem
szobalbmeérsékleten, Ar atmoszféra alatt. A reakciot aikalit RP-HPLC-n kovettem, a
reakcioid elérehaladtaval jol kovethét volt a kiindulasi anyag elreagalasa és ezzel
egyidben a kivant termék keletkezése. A reakcio lejatda az elegyet DCM-nal higitottam
(100 ml), majd kalium-hidrogénszulfat oldattal (301 ml, 10 m/v%), natrium-
hidrogénkarbonat oldattal (3x150 ml), majd teliteftoldattal extrahaltam (2x150 ml). A
kapott szerves fazist szaritottam ¢N@), sZirtem, majd vakuumbeparlé segitségével
szarazra paroltam. A keletkezett nyers koztitermieé1S,3S,2'$, 1b (1R,3S,2'§ tdmege:
0,62 g. A kovetkez |épésben megtisztitottam db (1S,3S,2'$, 1b (AR,3S,2'S nyers
koztiterméket (2x0,12 g) és a tisztitott diasztereo keveréket hasznéltam fel a tovabbi
reakciohoz. A tisztitast 40-100%-ig (B) 60 perbesaris gradienssel végeztem. A tisztitott
intermedierlb (1S,3S,2’'$, 1b (IR,3S,2'S tdmege: 0,068 g, retencios idejeifus s 2g =
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24,91; &k 1paras2s = 25,21, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis gradiehddS (EST): m/z
mért 669 ([M + H]).

A kovetked Iépésben a Fmoc-védsoport eltavolitasat valamint az intramolekuléris
gyiriizarédast egy lépésben végeztem, piperidin/DCM tadéto v/vde). A reakcidt szintén
analitikai RP-HPLC-n kovettem és a kiindulasi anyatinése utan (30 perc) a reakcio
elegyet ecetsavval kisavanyitottam (pH = 4), maggpdvoltam és feloldottam ACNBD
elegyben (5 ml, 20 viv%), ezt koveh Gjabb tisztitast végeztem, 30-90%-ig (B) 6Ceer
linearis gradienssel. A tisztitas soran Bz (3S,6S,12ap valamint azlc (3S,6R,12ay
diasztereoizomer fumitremorgin analdégokat sikereskdlasztottam. A tisztitott analégok
tomege: 0,052 dc (3S,6S,12ap 0,030 glc (3S,6R,12ap retencios idejertic @s,6s,12a5=
7,28; R1c @s6s12a5= 7,86, 70-85%-ig (B) 15 perces linearis gradieh9dS (EST): m/z mért
415 (M + H]).

6.1.5.2A 2¢ (3S,6S,12a% 2¢ BS,6R,12apfumitremorgin analdg szintézise

Egy lombikba kimértema (1S,39, a (LR,39 nyersterméket (1,85 mmol, 0,53 @),
majd a kapcsolasi reakciot, valamint a reakcio digjdzasat a6.1.5.1 fejezetben leirtak
alapjan végeztem, azzal a kilonbséggel, hogy elazeresetben kapcsolt aminosavként
Fmoc-L-Nva-(5-phenyl)-OH-t hasznaltam (5,55 mmg@B®g, 3 ekv.).

A 2b (1S,3S,2'$, 2b (1R,3S,2’S nyers koztitermék tomege: 0,460rgtencios ideje
tr 2b as 352’5 = 22,75; &k 2b aRr3s,25 = 22,98, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis grasisel,
MS (ESI): m/z mért 683 ([M + H]). A kovetkezlépésben &b (1S,3S,2'$, 2b (1R,3S,2'9
nyers koztiterméket megtisztitottam (2x0,12 g) édisatitott diasztereomer keveréket
hasznaltam fel a tovabbi reakciohoz.

A tisztitas 40-100%-ig (B) 60 perces linearis geadsel tortéent. A tisztitott
diasztereomer keveréb (1S,3S,2'S, 2b (1R,3S,2'S tdmege: 0,052 g.

A kovetked l1épésben a Fmoc-védsoport eltavolitdsat, valamint az intramolekularis
gyirizarast szintén &.1.5.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, majd a fgloimst
koveen Ujabb tisztitast végeztem, 30-60%-ig (B) 6Qeedinearis gradienssel. A tisztitas
soran &c 3S,6S,12a}f valamint a2¢ 3S,6R,12apdiasztereomer fumitremorgin analégokat
sikeresen elvalasztottam. A tisztitott analégokeaden 0,045 @c (3S,6S,12a¥f 0,037 g2c
(3S,6R,12a} retencios idejerbe gs6s12a8= 7,85; koc gs6r12a5= 7,97, 70-85%-ig (B), 15
perces linearis gradienssel, MS (BSin/z mért 429 ([M + H]).
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6.1.5.3Az 3el @S,6S,12af 3el1BS,6R,12aB 3e2 BS,6S,12a% 3e2 8S,6R,12aB
3e3 (3S,6S,12a) 3e3 BS,6R,12ay 3e4 3S,6S,12af5 3e4 8S,6R,12ay5 3e5 @S,6S,12ap
3e5 BS,6R,12aB 3e6 3S,6S,12a) 3e6 BS,6R,12a¥fumitremorgin analdg szintézise

Egy lombikba szintén kimértemn (1S,39, a (LR,39 nyersterméket (1,85 mmol, 0,53
g), majd a kapcsolasi reakciét, valamint a reakeldolgozasat &.1.5.1fejezetben leirtak
alapjan végeztem, ebben az esetben kapcsolt amk@dga Fmoc-L-Dab(Boc)-OH-t
hasznaltam (5,55 mmol, 2,44 g, 3 ekv.).

A 3b (1S,3S,2'g, 3b (1R,3S,2'g nyers koztitermék tomege: 0,64rgtencios idejert
3b as3s29 = 23.45; kap ar3s,29 = 24.18, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis grasisel, MS
(ESI): m/z mért 708 (M + H]). A3b (1S,3S,2'S, 3b (IR,3S,2'S nyers koztiterméket
megtisztitottam és a tisztitott diasztereomer ki&ketrhasznaltam fel a tovabbi reakciohoz. A
tisztitas 40-100%-ig (B) 60 perces linearis grastseh tortént. A tisztitott diasztereomer
keverék3b (1S,3S,2'$, 3b (1R,3S,2'S tbmege: 0,330 g.

A kovetked lépésben a Fmoc-védsoport eltavolitasat, valamint az intramolekularis
gyirtizarédast szintén &.1.5.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem. A keletkeBstt
(3S,6S,12a¥p 3c BR,6S,12apkoztitermék (diasztereomer keverék) tomege: 0,28tgncios
ideje & 3¢ @s6s12a8= 15,47; k 3c @r6s,12a3 = 16,08 , 20-100%-ig (B) 20 perces linearis
gradienssel, MS (ESt m/z mért 454 ([M + H)).

A tovabbiakban az oldallancban &vBoc-védcsoport eltavolitas érdekében
hozzaadtam a bepéarolt anyaghoz TFA/DCM oldatot (55 v/v%), reakcio id 1 ora. A
reakcio lejatszédaséat szintén analitikai HPLC-néktam. A3d (1S,3S,2'S, 3d (1R,3S,2'S
koztitermék (diasztereomer keverék) tomege: 0,2@tgncios idejertsq (s 35,23 = 9,40; k34
ra3s.2g = 10,13, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis grasel, MS (ES): m/z mért 354
(M + H]).

A 3d (1S,3S,2'$, 3d (1R,3S,2'S nyers koztiterméket beparoltam, feloldottam
ACN/HO elegyben (50 ml, 20v/v%), majd egy Ujabb tisstikévetkezett. A tisztitds 40-
80%-ig (B) 60 perces linearis gradienssel tort@ntisztitott intermedield (1S,3S,2'Sg, 3d
(1R,3S,2'9 tbmege: 0,09 g. Az utolso lépéstan(1S,3S,2’$, 3d (IR,3S,2'S intermediert
hatfelé osztottam és hat kulonioaciledszerrel reagaltattam. Mindegyik esetben azonos
reakciokorilmények kozott végeztem az acilezéskaiég a tisztitott 3d (1S,3S,2’$, 3d
(1R,3S,2'g koztitermeéket (0,042 mmol, 0,014 g), feloldottar@Nd-ban (5 ml), hozzdadtam
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TEA-t (0,168 mmol, 23,28 ul, 4 ekv.), majd 30 perdn hozzaadtam az elegyekhez az
acilezszert:
a. propionsav-kloridot (0,084 mmol, 7,33 pl, 2 ekv.)
pivalinsav-kloridot (0,084 mmol, 10,44 ul, 2 ekv.)
ecetsavanhidridet (0,084 mmol, 8,40 ul, 2 ekv.)
benzoil-kloridot (0,084 mmol, 8,43 ul, 2 ekv.)
izovaleril-kloridot (0,084 mmol, 10,33 pul, 2 ekv.)
kaprilsavat (0,084 mmol, 13,31 pl, 2 ekv.)

A reakciokat analitikai RP-HPLC-n kovettem, 1 Ordteleevel a reakciokat

-~ ® oo T

kisavanyitottam (pH = 5), beparoltam és feloldottah®CN/H,O elegyben (5 ml, 10 v/v%),
majd liofilizaltam. A keletkezett diasztereomer kedkeket megtisztitottam. A tisztitas
preparativ HPLC-n tortént, 40-80%-ig (B) 80 perdewaris gradienssel. Az @&llitott
fumitremorgin3el @S,6S,12a} 3e13S,6R,12ay 3e2 3S,6S,12af 3e2 BS,6R,12a§ 3e3
(3S,6S,12a) 3e3 B8S,6R,12ay 3e4 3S,6S,12a% 3e4 8S,6R,12a§ 3e5 @S,6S,12af 3e5
(3S,6R,12ay 3e6 BS,6S,12af 3e6 B8S,6R,12a¥ analdgok analitikai paramétereit 8z
tablazattartalmazza.

3e2 8S,6S,12a5'H NMR (DMSO-dg)  0.76 (d,J = 6.6 Hz, 3H, ib), 0.94 (d) = 6.5 Hz,
3H, ib), 1.08 (s, 9H, tb), 1.50-1.42 (m, 1H, ib)54 (ddd,J = 13.1, 8.6, 4.6 Hz, 1H,ib), 1.61
(ddd,J = 13.1, 8.7, 4.5 Hz, 1H, ib), 1.82 (dt= 13.5, 6.2 Hz, 1H, B,-CH,-NH), 2.07 (dt,J

= 13.2, 7.2 Hz, 1H, 8,-CH,-NH), 2.84 (ddJ = 15.5, 11.8 Hz, 1H, H-12), 3.17 (dt= 13.1,
5.6 Hz, 1H, CH-CH,-NH), 3.30 (dtJ =13.2, 7.1 Hz, 1H, CHCH,-NH), 3.36 (ddJ = 15.6,
5.1 Hz, 1H, H-12), 4.00 (1 =5.7 Hz, 1H, H-3), 4.15 (ddl, = 11.7, 4.9 Hz, 1H, H-12a), 5.36
(dd,J = 8.5, 4.5 Hz, 1H, H-6), 7.01 3,= 7.1 Hz, 1H, H-10),7.09-7.06 (m, 1H, H-9), 7.36 (d,
J =8.0 Hz, 1H, H-8), 7.53 (dd} = 9.8, 6.7 Hz, 2H, H-11, CHCH,-NH), 8.32 (s, 1H, H-2),
11.10 (s, 1H, H-7)2*C NMR (DMSO«s) & C:21.8, 22.6, 24.2, 24.6, 27.9, 30.3, 36.0, 46.1,
50.6, 52.2, 55.7, 105.8, 111.8, 118.2, 119.2, 1218.3, 135.5, 136.2, 169.8, 170.2

3e3 @S,6S,12ap'H NMR (DMSO-ds)  0.76 (d,J = 6.6 Hz, 3H, ib), 0.93 (d) = 6.5 Hz,
3H, ib), 1.50-1.42 (m, 1H, ib), 1.54 (dd#i= 13.1, 8.6, 4.6 Hz, 1H, ib), 1.60 (dddi= 13.1,
8.6, 4.5 Hz, 1H, ib), 1.84-1.75 (m, 4HH&CH,-NH, Me), 2.05 (tdJ = 13.7, 6.9 Hz, 1H,
CH,-CHx-NH), 2.84 (dd,J = 15.5, 11.8 Hz, 1H, H-12), 3.17-3.11 (m, 1HA£CH>-NH),
3.29 (td,J = 13.4, 6.7 Hz, 1H, 8,-CH,-NH), 3.36 (ddJ = 15.6, 5.1 Hz, 1H, H-12), 4.01 @,

= 5.6 Hz, 1H, H-3), 4.14 (ddl = 11.7, 4.9 Hz, 1H, H-12a), 5.36 (d#i= 8.5, 4.5 Hz, 1H, H-
6), 7.01 (ddJ = 10.9, 3.9 Hz, 1H, H-10), 7.09-7.05 (m, 1H, H-98&(d,) = 8.0 Hz, 1H, H-
8), 7.54 (dJ = 7.8 Hz, 1H, H-11), 7.86 (1] = 5.4 Hz, 1H, CH-CH,-NH), 8.37 (s, 1H, H-2),
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11.09 (s, 1H, H-7)*C NMR (DMSOds)  21.3, 22.1, 22.6, 23.7, 24.1, 29.7, 35.2, 45.7,50
51.5, 55.2, 105.3, 111.4, 117.7, 118.7, 120.8,8,2%5.0, 135.7, 169.1, 169.1, 169.7

3e3 8S,6R,12a$H NMR (DMSOdg) 6 0.92 (d,J = 6.1 Hz, 3H, ib), 1.06 (d) = 5.8 Hz,
3H, ib), 1.66-1.58 (m, 2H, ib, ig-CH,-NH), 1.74-1.67 (m, 1H, ib), 1.77 (s, 3H, Me), 1.90
1.82 (m, 2H, ib), 2.76 (dd] = 14.8, 12.2 Hz, 1H, H-12), 3.12-3.05 (m, 1H{£LCH,-NH),
3.25-3.18 (m, 2H, H,-CH,-NH, H-12), 4.00-3.95 (m, 1H, H-3), 4.32 (dii= 11.9, 4.3 Hz,
1H, H-12a), 5.75 (dd] = 11.6, 2.8 Hz, 1H, H-6), 6.98 (,= 7.4 Hz, 1H, H-10), 7.07 (1] =
7.5 Hz, 1H, H-9), 7.32 (d] = 8.1 Hz, 1H, H-8), 7.42 (d] = 7.8 Hz, 1H, H-11), 7.86 (] =
5.7 Hz, 1H, CH-CH,-NH), 8.42 (d,J = 2.8 Hz, 1H, H-2), 11.02 (s, 1HH-3¢ NMR
(DMSO-dg) & 22.4, 23.0, 23.9, 25.1, 27.9, 35.3, 36.3, 39.67,3%9.9, 40.0, 40.1, 40.3, 40.4,
42.7, 47.7, 52.3, 52.9, 105.2, 111.6, 118.3, 11922.6, 126.5, 134.8, 136.4, 165.8, 167.0,
170.1

3e4 8S,6S,12a5H NMR (DMSO-dg)  0.75 (d,J = 6.5 Hz, 3H, ib), 0.94 (d) = 6.4 Hz,
3H, ib), 1.51-1.41 (m, 1H, ib), 1.58-1.51 (m, 1H),i1.64-1.58 (m, 1H, ib), 2.01-1.93 (m, 1H,
CH2-CHx-NH), 2.25-2.18 (m, 1H, B»-CH»-NH), 2.86 (dd,J = 15.3, 11.9 Hz, 1H, H-12),
3.37 (ddJ = 15.6, 4.9 Hz, 1H, H-12), 3.44 (td,= 12.8, 6.3 Hz, 1H, B,-CH,-NH), 3.54 (td,
J=13.0, 6.6 Hz, 1H, 8,-CH,-NH), 4.11 (t,J = 5.4 Hz, 1H, H-3), 4.18 (dd), = 11.6, 4.8 Hz,
1H, H-12a), 5.38 (dd) = 8.3, 4.3 Hz, 1H, H-6), 7.01 (§, = 7.4 Hz, 1H, H-10), 7.07 (] =
7.4 Hz, 1H, H-9), 7.36 (dl = 8.0 Hz, 1H, H-8), 7.45 (] = 7.5 Hz, 2H, Ar), 7.51 (t) = 7.2
Hz, 1H, Ar), 7.54 (dJ = 7.8 Hz, 1H, H-11), 7.86 (dl = 7.5 Hz, 2H, Ar), 8.42 (s, 1H, H-2),
8.51 (t,J = 5.0 Hz, 1H,CH-CH,-NH), 11.10 (s, 1H, H-7)**C NMR (DMSO4dg) 5 21.8, 22.5,
24.2, 24.6, 30.1, 36.5, 39.6, 39.7, 39.9, 40.0],440.3, 46.2, 50.6, 52.1, 55.7, 105.8, 111.9,
118.3,119.2, 121.3, 126.3, 127.7, 128.7, 131.5,01335.5, 136.2, 166.7, 169.8, 170.3.
3e4 8S,6R,12a8'H NMR (DMSO-dg) § 0.92 (d,J = 6.1 Hz, 3H,ib), 1.06 (d] = 5.8 Hz, 3H,
ib), 1.67-1.59 (m, 2H, ib, B»-CH,-NH), 1.90-1.83 (m, 2H, ib), 2.05-1.97 (m, 1H, iB)82
(dd,J = 14.8, 12.3 Hz, 1H, H-12), 3.23 (dd= 15.2, 4.2 Hz, 1H, H-12), 3.46-3.33 (m, 2H,
CH-CHx-NH), 4.06-4.03 (m, 1H, H-3), 4.35 (dd= 11.9, 4.3 Hz, 1H, H-12a), 5.76 (dii=
11.3, 2.8 Hz, 1H, H-6), 6.98 (,= 7.4 Hz, 1H, H-10), 7.07 (] = 7.5 Hz, 1H, H-9), 7.32 (d,
J = 8.1 Hz, 1H, H-8), 7.45-7.39 (m, 3H, Ph), 7.49)(t 7.4 Hz, 1H, H-11), 7.78 (d = 7.3
Hz, 2H, Ph), 8.46 () = 5.6 Hz, 1H, CH-CH,-NH), 8.51 (d,J = 2.8 Hz, 1H, H-2), 11.01 (s,
1H, H-7); *C NMR (DMSO4g) & 13C: 22.0, 23.4, 24.6, 27.4, 35.7, 39.1, 39.24,399.5,
39.7, 39.8, 39.9, 42.3, 47.2, 51.9, 52.6, 104.1,1,1117.8, 118.7, 121.1, 126.1, 127.1, 128.2,
131.1, 134.2, 134.3, 135.9, 165.4, 166.5, 166.6
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9. tablazatAz eldallitott fumitremorgin anal6gok analitikai paranétie

[IM+H]T | Analitikai tr (perc)
" ’ Mhyers M
Vegyiilet kod | Ms (ESI) HPLC (a tisztitott analog RP- @) (9)
m/zmért gradiens HPLC retenciés ideje) g ’
3el @8S,6S,12ap 356 60-70% (B) | trseiesss,12a5= 4,21 0,025 M gscs ” AN
ol 05 6 122 10 perc trae1 gs R 12a5= 4,61 ’ Mk 3e1 @s,6R, 1225~ 0,0026
P o 66-76% (B) tr 302 @565 12a5= 5,21 0,032 Mt 3e2 gs 65,12a5= 0,0014
2o2 65 67 1205 10 perc trac2 s 6R1205= 5,36 ’ Mk 3e2 gs,6R, 12a5= 0,0041
3e3 8S,6S,12ap 387 P205% (B) | framesssazm= 414 | o | Maesosssizp= 00025
2o 05 6 122 10 perc traes gs R 12a5= 4,25 ' Mk 3e3 @s,6R,12a5= 0,0036
3e4 8S,6S,12ap 421 0575% (B) | frsesgsssiz= 5L | o)) | Miaesosssizap= 00045
3e4 BS,6R,12ap 10 perc R 3e4 @S,6R, 12a5= D, 71 , Moot gs0n 225" 0,0042
2e5 05.65.1208 . 53-68% (B) tR 205 @565, 1225= 8,35 0,038 M 3¢5 gs,65,12a5= 0,0029
2ot 05 61 1205 10 perc tR 3e5 s.6R.12a5= 8,56 Mk 35 gs,6R, 12a5= 0,0057
706 05.65.1908 - 70-80% (B) tR 306 @565, 12a5= 5,51 0,054 M 3e6 g5 65,12a5= 0,0034
2o6 05,61 1205 10 perc tR 366 65.6R 12a5= 5,86 Mk 3e6 gs,6R, 12a5= 0,0036

6.1.5.4A 4d (3S,6S,12a% 4d (3S,6R,12apfumitremorgin analdg szintézise

Egy lombikba kimértema (1S,33, a (LR,39 nyersterméket (1,85 mmol, 0,53 g,),
majd a kapcsolasi reakciot, valamint a reakcio digjdzasat szintén &.1.5.1 fejezetben
leirtak alapjan végeztem, aminosavként Boc-L-NHK-iChasznaltam (5,55 mmol, 1,28 g, 3
ekv.).

A 4b (1S,3S,2'$, 4b (1R,3S,2'g nyers koztitermék (diasztereomer keverék) tomege:
0,25 g, retencios idej@dp as3s2s= 21,13; kab ar3s,2g= 21,41, 20-100%-ig (B) 20 perces
linearis gradienssel, MS (E$1 m/z mért 500 ([M + H)).

A kovetked lépésben az oldallanchan ¢éBoc-védcsoport eltdvolitas érdekében
hozzdadtamtb (1S,3S,2’$, 4b (LR,3S,2’S nyers koztitermékhez TFA/DCM oldatot (5 ml,
50 viv%), reakci6 ideje 1 oOra. A reakcio lejatszatészintén analitikai HPLC-n kdvettem és
a reakcio drehaladtaval j6l megfigyelh&t/olt a kivant termék keletkezése.

A kapott4dc (1S,3S,2'S9, 4c (LR,3S,2'S termék tdmege: 0,14 g, retencids idegjact
as3s2s = 15,03; k 4c ar3s2s = 15,23, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis grasteh MS
(ESI): m/z mért 708 ([M + H]).
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A kovetkez lépésben szintén a nyerstermékkel indultam tovahegeztem az
intramolekuléris gigriizarast piperidin/DCM oldattal (5 ml, 10 v/v%). Aakeiot szintén
analitikai HPLC-n kovettem és a kiindulasi anyagaalasa utan (30 perc), a reakcidelegyet
ecetsavval kisavanyitottam (pH = 4), majd bepamolés feloldottam ACN/BD elegyben (5
ml, 20 v/v%), ezt kdvéen Ujabb tisztitast vegeztem 30-90%-ig (B) 60 @erbinearis
gradienssel. A tisztitas soramd (3S,6S,12a¥f valamint a4d (3R,6S,12a¥ diasztereomer
fumitremorgin analégokat sikeresen elvélasztottagyrmestdl. A tisztitott analdégokdd
(3S,6S,12af 4d(3R,6S,12aptomege:0,0056 g4d (3S,6S,12af 0,0047 HAd(3R,6S,12a§
retencios idejertad @s 6s,12a5= 6,82; kad @r6s,12a5= 7,13, 70-80%-ig (B) 10 perces linearis
gradienssel, MS (ESt m/z mért 500 ([M + H]).

6.1.6 Az 1c'(3S,6S,12a% 1C'(3R,6S,12a% 2c'(3S,6S,12a% 2C'(3R,6S,12a%

fumitremorgin analégok oldat fazisu szintézise

Kiindulasi anyagként szintén L-triptofan-metilés?HCl-ot hasznaltam (15 mmol,
3,83 g) és &.1.5fejezetben leirtakhoz hasonloan felszabaditot@@bsl. Az igy kapott L-
triptofan-metilésztert (10 mmol, 2,20 g) kettéosizim, €s mindkét esetben feloldottam
DCM-ban (100 ml). A tovabbiakban a Pictet-Spengbakciohoz két kilonbézaldehidet
alkalmaztam benzaldehidet (2,96 ml, 25 mmol), vatanfenilacetaldehidet (2,80 ml, 25
mmol). A reakciét valamint a reakcid feldolgozas#ét6.1.5 fejezetben leirtak alapjan
végeztem, és mindkét esetben minkét diasztereoraktkkzése megfigyelketvolt. A
keletkezett1a'(1S,39, 1a'(1R,39 (diasztereomer keverék) koztitermék tomege: 0,80 g
retencios idejertiapissg = 10,016; & 1aar,3g = 10,587, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis
gradienssel, MS (ESt m/z mért 307 (M + H]), valamint ®2a’(1S,39, 2a'(1R,39
koztitermék (diasztereomer keverék) tdmege: 0,9Petgncios idejertraaszg = 10,10; &
2a1r39 = 10,55, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis grasseh MS (ESI): m/z mért 321 (M
+ H]).

A kovetked lépésben ala’(1S,39, 1la'(1R,39 (1,12 mmol, 0,80 g) valamint a
2a'(1S,39, 2a'(1R,39 (1,26 mmol, 0,92 g) nyers koztitermékekhemoc-L-Glu(OtBu)-
OHxH,O aminosavat kapcsoltam (3,36 mmol, 1,48 g, 3 dletve 3,78 mmol, 1,67 g, 3
ekv.). A kapcsolasi reakcié, a Fmoc $édoport hasitas valamint az intramolekularis
gyirizar6das.1.5.1fejezetben leirtak alapjan.

A kapcsolasi reakcio utani nyers termékek tomeges5 0g 1b’(1S,3S,2'S,
1b'(1R,3S,2'g, 0,72 g2b’(1S,3S,2'3, 2b'(1R,3S,2'g, retencids idejertiy(1s,3s2g = 23,28;
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trib(1r,35,29 = 23,77 valamintdop(isss,2s = 24,09; k 2p(1r 35,23 = 24,42, 20-161 100%-ig (B)
20 perces linearis gradienssey'(1S,3S,2'S, 1b'(1R,3S,2'S MS (ESI): m/z mért 714 ([M
+ H]), 2b’(1S,3S,2’9, 2b’'(1R,3S,2'§ MS (ESI): m/z mért 728 ([M + H]).

Az intramolekularis gfrtizarodast kovét nyers termékek retencids ideje: az
1¢’(3S,6S,12af 1¢'(3R,6S,12apanalogok esetébdn 1c@3ses,12a5= 15,14; & 1¢(3R 65,1228 =
15,67, valamint 2¢'(3S,6S,12a§ 2¢’(3R,6S,12apanalégok esetében s ss 6s,12a5= 16,14;
tr 2c(3r65,12a5= 16,80, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis gradiehsA nyers termékeket 40-
80%-ig 80 perces linearis gradienssel tisztitottaeg.

Az elédllitott fumitremorgin 1¢’(3S,6S,12a) 1c’(3R,6S,12ay 2c¢’(3S,6S,12af
2c¢’(3R,6S,12a¥yanaldégok analitikai paramétereit az 10. tablazslraazza.

10. tadblazatAz elsallitott fumitremorgin analdgok analitikai parantéte

[M+H] + Analitikai tR (perc) mnyers m
Vegylletkod | Ms (ESI) HPLC (a tisztitott analég RP- © @

mizmért gradiens HPLC retencids ideje) 9 9
1c'(3S,6S,12ap 460 85-100% (B) | tr 1c(3s6s,12a5= 5,49 0.25 Mk 1c(as 61205 0,015
1C'(3R,6S,12a$ 15 perc tR 1c‘(3R,68,12a5: 5,67 ’ my 10*(3R,65,1235: 0,023
20'(35,65,1235 474 65-80 % (B) tr 2c'(3S,6S,12a5— 6,88 0.32 Mt 2¢'(35,6S,12a5— 0,018
2c¢'(3R,6S,12ap 15 perc tr2c(3R 65,12a5= 7,79 ’ Mt 20:3R 65,125~ 0,032

6.1.7 Kol34referens oldat fazisu szintézise

L-triptofan-metilészter*HCI-ot (15 mmol, 3,83 g) DEban (150 ml) szuszpendaltam,
majd natrium-hidrogénkarbonat oldattal (3x150 mbg telitett sooldattal (2x150 ml)
extrahdltam. Az igy kapott szerves fazist szadtot{NaSQy), sairtem, majd acetonitriles
bepérlassal szaritottam. Azoeb 1épésidl kapott L-triptofan-metilésztert (11 mmol, 2,54 Q)
feloldottam DCM-ban (200 ml), majd hozzaadtam izexaeldehidet (55 mmol, 5,92 ml, 5
ekv.), valamint TFA-t (55 mmol, 4,237 ml, 5 ekvA).reakcidéelegyet szob&mérsékleten 16
oran at kevertettem. A reakcididejarta utan az elegyet szarazra paroltam, EtCé\c-b
oldottam (500 ml), majd az elegyet rendre natriudrégénszulfattal (3x100 ml, 10 m/v%),
natrium-hidrogénkarbonattal (3x100 ml, 10 m/v%)w&gul telitett sooldattal (2x100 ml)

extrahaltam. Az igy kapott szerves fazist szadit{NaSQO,), sdirtem, majd vakuumbeparld
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segitségével széarazra paroltam. Vékonyréteg-krayrafias modszer segitségével
megéllapithat6 volt, hogy a kiinduldbanyag tulnyomégze elreagélt a kivant diasztereomer
keverék keletkezése kdzben, a hasznalt eluens nite@c (10:90 v/iv%). A reakcio
analitikai HPLC segitségével is jol kovetheblt. A keletkezett koztitermek tbmege: 2,12 g,
retenciés ideje rlrizomer) = 10,28; keizomeny = 10,74, 20-100%-ig (B) 20 perces linearis
gradienssel, MS (ESt m/z mért 287 ([M + H]).

A kovetked lépésben (7,40 mmol, 2,12 g) nyerstermékkel imahlttovabb,
feloldottam frissen desztillalt DCM-ban (250 ml)ajd hozzaadtam DIPEA-t (44,4 mmol,
7,55 ml, 6 ekv.). Az elegyet 30 percen keresztiekiettem, inert kérilmények kozott (Ar
atmoszféra alatt). Ezzel parhuzamosan kimértemnaétéhez képest Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH
aminosavat (22,2 mmol, 9,84 g, 3 ekv.), valaminFHCkapcsoldszert (22,2 mmol, 6,22 g, 3
ekv.), ezen anyagokat szintén feloldottam frissesztillalt DCM-ban (250 ml), majd a 30
perc ebaktivalas elteltével hozzaadtam a lombikbarélegyhez. A reakciot 10 oran at Ar
atmoszféra alatt kevertettem, szobmakérsékleten. A reakciét analitikai RP-HPLC-n
kovettem, a reakcio & elésrehaladtaval jol kdvethétvolt a kiinduldsi jeleriis részének
elreagalasa és ezzel egiten a kivant termék keletkezése. A nyerstermélksttbaecomer
keverék) retencios idejertizomen = 23,64; ke.izomen = 24,53, 20-100%-ig (B) 20 perces
linearis gradienssel, MS (E$I m/z mért 694 ([M + H]. A reakcio lejarta utan elegyet
higitottam DCM-nal (100 ml), majd k&lium-hidrogéoKat oldattal (3x250 ml, 10 m/v%), ezt
kéveten natrium-hidrogénkarbonat oldattal (3x250 ml, /%), majd telitett soéoldattal
(2x250 ml) extrahaltam. A kapott szerves fazistrisatiam (NaSQ,), sZirtem, majd
vakuumbepérld segitségével szarazra paroltam. étkedett nyers koztitermék tomege: 8,95
g. A kovetked lépésben ayers intermediert megtisztitottam és a tisztidodsztereoizomer
keveréket hasznaltam fel a tovabbi reakciohoz. umifremorgin analégok HPLC
korilmények kozotti rossz oldhatosaga miatt valaman tisztitandé termék megnovelt
mennyisége miatt a tisztitdst (ACN/BI elegyében kisebb mennyiségeknél megoldhato volt a
preparativ. HPLC-vel tortén tisztitas) hexan:EtOAc olddszerekkel, magasnyomasu
oszlopkromatografia segitségével végeztem (BUCHLkEKk, 5 bar nyomason). A kapott
4,23 g koztitermék tisztasadgat analitikai HPLC wssgjével is ellefriztem. Az
oszlopkromatografia soran sikeresen elvalasztottamizomereket egymastol és csak az
(S,S,9 izomert haszndltam a tovdbbiakban. A kovetkézpésben a Fmoc-védsoport
eltavolitdsat, valamint az intramolekularis tgizarédast egy I|épésben végeztem,
piperidin/DCM oldattal (10:90 v/v%). A reakciot srén analitikai HPLC-n kdvettem és a

kiindulasi anyag teljes elreagalasa utan (30 percgakcidelegyet ecetsavval kisavanyitottam
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pH = 4, majd beparoltam. Ezt kbvette egy Ujabbasalomatografias tisztitas azbbiekben
leirt médon, DCM:EtOAc oldészerekkel. A kapott 0,§X0134 (S,S,3 analdg tisztasagat
mind vékonyrétegkromatografias maodszerrel mind geahalitikai HPLC segitségével is
ellendriztem, retencids i trvizomeny= 10,34; ke.izomen= 10,62, 20-100%-ig (B) 20 perces
linearis gradienssel. Ko134 fumitremorgin analdgrol készilt ESI-MS spektrunigazolta a
kivant termék keletkezését, MS (ESIm/z mért 440 ([M + H].

6.2 Modositott minifehérjék szintézise

A munkam soran ééllitott TC5b minifehérje analdégok szintézisét manudlis
szilardfazisu szintézissel végeztem, Fmoc-kémiaalalizasaval. A szilard hordozéként
Fmoc-Ser(tBu)-Wang gyantat (0,25 mmol, 0,59 g, tbtdgag: 0,42 mmol/g), Fmoc-
Glu(OtBu)-Wang gyantat (0,25 mmol, 0,75 g, borgatt: 0,33 mmol/g), valamint Fmoc-
GIn(Trt)-Wang gyantat (0,25 mmol, 0,70 g, boritdgs 0,35 mmol/g) hasznaltam. Az
eléallitott TC5b analdgok szekvencigjat, valamint #ikali paramétereit all. tablazat
tartalmazza.

A nyers peptidek tisztitasat Phenomenex Jupiten1018 300A (250x15.00 mm)
preparativ oszlopon végeztem. A peptidek tisztithibdvast jelentett ezért az altalaban
alkalmazott (A) 0,1% TFA, valamint (B) 80% ACN/ OJFA eluensek helyett, (A) 0,05 M
NH4OAc, valamint (B) 60% ACN/0,05 M NMDAc eluenseket hasznaltam (2 ml/min

aramlasi sebességgel, 220 nm-en, 20-50% (B), G@pdinearis gradienssel).

6.2.1A TC5b_9D R16hRpeptid szintézise

TC5b_9D R16hR (NLYIQWLK DGGPSSGHar-PPPS-OH) peptid szintézise soran
Fmoc-Ser(tBu)-Wang gyantat (0,25 mmol, 0,59 g,tbttdag: 0,42 mmol/g) hasznéltam, amit
elézetesen DMF-ben (20 ml) duzzasztottam, majd DMFR¥festam (10 ml). Efslépésben a
Fmoc-védcsoport eltavolitasa érdekében, hozzaadtam a dgy@ntdEA/DCM oldatot (2x10
ml, 10:90 v/v%) és 5, illetve 15 percen at kevéetet Ezutan kimostam a gyantat: DMF
(3x10 ml), MeOH (3x10 ml) és DMF (3x10 ml) olddszkkel. A kbvetked aminosav
kapcsolasa érdekében feloldottam Fmoc-Pro-OfxH0,75 mmol, 0,266 g, 3 ekv.)
aminosavat, valamint DCC kapcsolészert (0,75 mradlb4 g, ekv.) DFM-ben (10 ml),
hozzaontoéttem a gyantahoz és 3 oran at keverteiekapcsolasi reakcio utan kimostam a

gyantat a fent emlitett mdédon, majd mintat vettem néinhidrin-teszttel ellgiriztem a
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kapcsolasi reakciot. Negativ teszteredmény utaibiFmoc-véécsoport hasitast végeztem a
mar emlitett médon. A peptidlanc épitéséhez fel@stovabbi aminosavak:
-Fmoc-Pro-OH (0,75 mmol, 0,28 g, 3 ekv.);

-Fmoc-Har(Pmc)-OH (0,75 mmol, 0,50 g, 3 ekv);

-Fmoc-Gly-OH (0,75 mmol, 0,22 g, 3 ekv.);

-Fmoc-Ser(tBu)-OH (0,75 mmol, 0,28 g, 3 ekv.);

-Fmoc-Asp(OtBu)-OH (0,75 mmol, 0,30 g, 3 ekv.);

-Fmoc-Lys(Boc)-OH (0,75 mmol, 0,35 g, 3 ekv.);

-Fmoc-Leu-OH (0,75 mmol, 0,26 g, 3 ekv.);

-Fmoc-Trp-OH (0,75 mmol, 0,31 g, 3 ekv.);

-Fmoc-GIn(Trt)-OH (0,75 mmol, 0,45 g, 3 ekv.);

-Fmoc-lle-OH (0,75 mmol, 0,26 g, 3 ekv.);

-Fmoc-Tyr-OH (0,75 mmol, 0,34 g, 3 ekv.);

-Fmoc-Asn-OH (0,75 mmol, 0,44 g, 3 ekv.);

Az aminosavakat az @&biekben leirt médon kapcsoltam, szintén 3 érasdalpsi
id6t alkalmazva. A szintézis végeztével kimostam anggtaDMF (3x10 ml), MeOH (3x10
ml), DMF (3x10 ml) oldészerekkel, majd végul egyalilp Fmoc-védcsoport hasitast
végeztem a fentiekben leirt médon. A Fmoc-hasitas a gyantat Ujra kimostam DMF (3x10
ml), MeOH (3x10 ml), DMF (3x10 ml), MeOH (3x10 nd)ddészerekkel majd szaritottam.

A peptid gyantardl valo lehasitasa érdekében 1,09agtahoz hozzaadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT3%, 0,30 g). 3 dra eltelte utan
leparoltam az olddszert a gyantarol vdkuumbep&tptségével, majd a keletkezett peptidet
éterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a

gyantarol ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. kbvette az oldat liofilizalasa.

6.2.2A TC5b_R16A peptid szintézise

A TC5b_R16A (NLYIQWLK DGGPSS@PPPS-OH) peptid szintézise @.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént azzal a kiloggeé hogy aTC5b minifehérje R16
aminosavat alaninra (A) cseréltem, ennek medfeteh szintézis soran (0,75 mmol, 0,23 g, 3
ekv.) Fmoc-Ala-OH aminosavat épitettem be a peoticll16-0s pozicibjaba. Az aminosavak
kapcsolasat &.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 d@pcsolasi it
alkalmazva. A szintézis végeztével kimostam a gytabMF (3x10 ml), MeOH (3x10 ml),

DMF (3x10 ml), oldészerekkel, majd végul egy Ujdainoc-védcsoport hasitast végeztem.
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A Fmoc-hasitas utan a gyantéat Gjra kimostam DMHAQ3xl), MeOH (3x10 ml), DMF (3x10
ml), MeOH (3x10 ml) oldészerekkel, majd széaritottam

A peptid gyantardl val6 lehasitasa érdekében 1,89agtahoz hozzdadtam,®tTFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT3%, 0,30 g). 3 dra eltelte utan
leparoltam az olddszert a gyantardl vakuumbepatptségével, majd a keletkezett peptidet
éterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Edivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid tomege: 0,45 g.

6.2.3A TC5b_D9N_R16Apeptid szintézise

A TC5b-R16A (NLYIQWLK NGGPSS@PPPS-OH) peptid szintézise @.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént azzal a kilégheEe hogy aTC5b minifehérje D9
aminosavat aszparaginra (N) valamint R16 aminosalahinra (A) cseréltem, ennek
megfeleben Fmoc-Asn-OH (0,75 mmol, 0,44 g, 3 ekv.) és Fal:cOH (0,75 mmol, 0,23
g, 3 ekv.) aminosavakat épitettem be a 9-es és J®ricioba. Az aminosavak kapcsolasat a
6.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 d&a@pcsolasi it alkalmazva. A
szintézis végeztével kimostam a gyantat DMF (3x1)0) MeOH (3x10 ml), DMF (3x10 ml),
oldészerekkel, majd végul egy Ujabb Fmocé@sbport hasitast végeztem. A Fmoc-hasitas
utan a gyantat djra kimostam DMF (3x10 ml), MeOH1@ ml), DMF (3x10 ml), MeOH
(3x10 ml) oldoszerekkel, majd szaritottam.

A peptid gyantardl val6 lehasitasa érdekében 1,8%agtahoz hozzdadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT2%, 0,30 g). 3 Ora eltelte utén
leparoltam az olddszert a gyantardl vakuumbepatptségével, majd a keletkezett peptidet
eterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Edivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid totmege: 0,37 g.

6.2.4A TC5b-D9AaD_R16K peptid szintézise

A TC5b-D9AaD_R16K (NLYIQWLK AaDGGPSS®& PPPS-OH) peptid szintézise a
6.2.1 fejezetben leirtak alapjan tortént azzal a kiléghel, hogy alC5b minifehérje D9
aminosavat adipinsavra (AaD) valamint R16 aminoséizénre (K) cseréltem. A szintézis

soran Fmoc-Aad(OtBu)-OH (0,75 mmol, 0,32 g, 3 gks. Fmoc-Lys(Boc)-OH (0,75 mmol,
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0,35 g, 3 ekv.) aminosavakat épitettem be a 9-ed6égs pozicidba. Az aminosavak
kapcsolasat &.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 d@pcsolasi it
alkalmazva. A szintézis végeztével kimostam a gyabMF (3x10 ml), MeOH (3x10 ml),
DMF (3x10 ml) oldoszerekkel, majd végul egy Ujabhde-védcsoport hasitast végeztem. A
Fmoc-hasitas utan a gyantat djra kimostam DMF (3x1)) MeOH (3x10 ml), DMF (3x10
ml), MeOH (3x10 ml) oldészerekkel, majd széaritottam

A peptid gyantardl val6 lehasitasa érdekében 1,8%agtahoz hozzdadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTTR%, 0,30 g). 3 dra eltelte utan
leparoltam az olddszert a gyantardl vakuumbepatptségével, majd a keletkezett peptidet
éterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Edivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid tomege: 0,42 g.

6.2.5A TC5b_D9E peptid szintézise

A TC5b_D9E (NLYIQWLKEGGPSS®PPPS-OH) peptid szintézise 6.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént azzal a kilégheEe hogy aTC5b minifehérje D9
aminosavat glutaminsavra (E) cseréltem, ennek ra@¢ém Fmoc-Glu(OtBu)-OH (0,75
mmol, 0,33 g, 3 ekv.) aminosavat épitettem be ankids pozicibba. Az aminosavak
kapcsolasat &.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 d@pcsolasi it
alkalmazva. A szintézis végeztével kimostam a gtabMF (3x10 ml), MeOH (3x10 ml),
DMF (3x10 mlolddszerekkel, majd végul egy Ujabb Emédicsoport hasitast végeztem. A
Fmoc-hasitas utan a gyantat Gjra kimostam DMF (3xl)) MeOH (3x10 ml), DMF (3x10
ml), MeOH (3x10 ml) oldészerekkel, majd szaritottam

A peptid gyantardl valo lehasitasa érdekében 1,09agtahoz hozzaadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT%, 0,30 g). 3 Ora eltelte utén
leparoltam az olddszert a gyantarol vdkuumbep&tptségével, majd a keletkezett peptidet
eterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Edivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid tomege: 0,29 g.
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6.2.6 A TC5b_DO9N peptid szintézise

A TC5b_DIN (NLYIQWLK NGGPSS®PPPS-OH) peptid szintézise 6.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént azzal a kuléghsee hogy aTC5b minifehérje D9
aminosavat aszparaginra (N) cseréltem, ennek nedggal Fmoc-Asn-OH (0,75 mmol, 0,44
g, 3 ekv.) aminosavat épitettem be a 9-es pozicidaaaminosavak kapcsolasatéa?.1
fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 kafesolasi idt alkalmazva. A szintézis
veégeztével kimostam a gyantat DMF (3x10 ml), MeOBk10 ml), DMF (3x10 ml)
oldészerekkel, majd végul egy Ujabb Fmocda@sbport hasitast végeztem. A Fmoc-hasitas
utdn a gyantét Gjra kimostam DMF (3x10 ml), MeOK1@ ml), DMF (3x10 ml), MeOH
(3x10 ml) oldbszerekkel, majd szaritottam.

A peptid gyantardl valo lehasitasa érdekében 1,8%agtahoz hozzdadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT3%, 0,30 g). 3 dra eltelte utan
leparoltam az olddszert a gyantarol vdkuumbep&tptségével, majd a keletkezett peptidet
éterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Eivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid tomege: 0,31 g.

6.2.7A TC5b_D9Speptid szintézise

A TC5b_D9S (NLYIQWLK SGGPSS®PPPS-OH) peptid szintézise &.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént azzal a kulégheEé hogy aTC5b minifehérje D9
aminosavat szerinre (S) cseréltem, ennek megérieFmoc-Ser(tBu)-OH (0,75 mmol, 0,28
g, 3 ekv.) aminosavat épitettem be a 9-es pozicidzaaminosavak kapcsolasat6a?.1
fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 kefpesolasi it alkalmazva. A szintézis
végeztével kimostam a gyantat DMF (3x10 ml), MeOBk10 ml), DMF (3x10 ml)
oldészerekkel, majd végul egy Ujabb Fmocé@sbport hasitast végeztem. A Fmoc-hasitas
utan a gyantat djra kimostam DMF (3x10 ml), MeOHK1@ ml), DMF (3x10 ml), MeOH
(3x10 ml) oldoszerekkel, majd szaritottam.

A peptid gyantardl valo lehasitasa érdekében 1,8%agtahoz hozzaadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT%, 0,30 g). 3 Ora eltelte utén
leparoltam az olddszert a gyantarol vdkuumbep&tptségével, majd a keletkezett peptidet

eterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
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gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Edivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid totmege: 0,35 g.

6.2.8A TC5b-D9Q peptid szintézise

A TC5b-D9Q (NLYIQWLK QGGPSS®PPPS-OH) peptid szintézise szintér2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént ebben az esetbdiC5b minifehérje D9 aminosavét
glutaminra (Q) cseréltem, ennek megiéel a szintézis soran Fmoc-GIn(Trt)-OH (0,75
mmol, 0,33 g, 3 ekv.) aminosavat épitettem be a Pezicidba. Az aminosavak kapcsolasat a
6.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 d&a@pcsolasi it alkalmazva. A
szintézis végeztével kimostam a gyantat DMF (3x1)) keOH (3x10 ml), DMF (3x10 ml)
oldészerekkel, majd végul egy Ujabb Fmocda@sbport hasitast végeztem. A Fmoc-hasitas
utan a gyantat djra kimostam DMF (3x10 ml), MeOH1@ ml), DMF (3x10 ml), MeOH
(3x10 ml) oldbszerekkel, majd szaritottam.

A peptid gyantardl val6 lehasitasa érdekében 1,8%agtahoz hozzdadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTTR%, 0,30 g). 3 dra eltelte utan
leparoltam az olddszert a gyantardl vakuumbepatptségével, majd a keletkezett peptidet
éterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Edivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid témege: 0,36 g.

6.2.9A TC5b-S20Epeptid szintézise

A TC5b-S20E (NLYIQWLK DGGPSSGAPPP-OH) peptid szintézise &.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént, ebben az esetimront (0,25 mmol) Fmoc-Glu(OtBu)-
Wang gyantat (0,25 mmol, 0,75 g, boritottsag: 0,38fol/g) hasznaltam. ATC5b
minifehérje S20 aminosavat glutaminsavra (E) csarélennek megfeléén a szintézis soran
Fmoc-Glu(OtBu)-OH (0,75 mmol, 0,33 g, 3 ekv.) ansagat epitettem be a 20-as pozicidba.
Az aminosavak kapcsolaséat @2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén % ora
kapcsolasi idt alkalmazva. A szintézis végeztével kimostam anggaDMF (3x10 ml),
MeOH (3x10 ml), DMF (3x10 ml) oldészerekkel, majdgill egy Ujabb Fmoc-védsoport
hasitast végeztem. A Fmoc-hasitas utan a gyanttkijpostam DMF (3x10 ml), MeOH
(3x10 ml), DMF (3x10 ml), MeOH (3x10 ml) oldoszekek, majd szaritottam.
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A peptid gyantardl valo lehasitasa érdekében 1,8%agtahoz hozzaadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT2%, 0,30 g). 3 Ora eltelte utén
leparoltam az olddszert a gyantarol vdkuumbep&tptségével, majd a keletkezett peptidet
eterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Eivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid tomege: 0,27 g.

6.2.10A TC5b-S20Qpeptid szintézise

A TC5b-S20Q (NLYIQWLK DGGPSSGAPPR-OH) peptid szintézise &.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént ebben az esetisgont Fmoc-GIn(Trt)-Wang gyantat (0,25
mmol, 0,70 g, boritottsag: 0,357 mmol/g) hasznaltAnrTC5b minifehérje S20 aminosavat
glutaminra Q) cseréltem, ennek megfegleh a szintézis soran Fmoc-GIn(Trt)-OH (0,75
mmol, 0,33 g, 3 ekv.) aminosavat épitettem be azdsispozicioba. Az aminosavak
kapcsolasat &6.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 d@pcsolasi it
alkalmazva. A szintézis végeztével kimostam a gtabMF (3x10 ml), MeOH (3x10 ml),
DMF (3x10 ml) oldoszerekkel, majd végul egy Ujabhde-védcsoport hasitast végeztem. A
Fmoc-hasitas utan a gyantat Gjra kimostam DMF (3xl)) MeOH (3x10 ml), DMF (3x10
ml), MeOH (3x10 ml) oldészerekkel, majd széaritottam

A peptid gyantardl valo lehasitasa érdekében 1,8%agtahoz hozzdadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT%, 0,30 g). 3 dra eltelte utan
leparoltam az olddszert a gyantarol vdkuumbep&tptségével, majd a keletkezett peptidet
éterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Edivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid tomege: 0,34 g.

6.2.11A TC5b-S14Epeptid szintézise

A TC5b-S14E (NLYIQWLK DGGPEGAPPFRS-OH) peptid szintézise &.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént ebben az eseth@®5b minifehérje S14 aminosavat
glutaminsavraK) cseréltem, ennek megfaleh a szintézis soran Fmoc-Glu(OtBu)-OH (0,75
mmol, 0,33 g, 3 ekv.) aminosavat épitettem be aslgezicidoba. Az aminosavak kapcsolasat
a 6.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 @&apcsolasi 6t alkalmazva. A
szintézis végeztével kimostam a gyantat DMF (3x1)Q MeOH (3x10 ml), DMF (3x10 ml)
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oldészerekkel, majd végul egy Ujabb Fmocda@sbport hasitast végeztem. A Fmoc-hasitas
utdn a gyantét Gjra kimostam DMF (3x10 ml), MeOK1@ ml), DMF (3x10 ml), MeOH
(3x10 ml) oldbszerekkel, majd szaritottam.

A peptid gyantardl valo lehasitasa érdekében 1,0%agtahoz hozzaadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT3%, 0,30 g). 3 dra eltelte utan
leparoltam az olddszert a gyantarol vdkuumbep&tptségével, majd a keletkezett peptidet
éterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Eivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid témege: 0,36 g.

6.2.12A TC5b-S14Qpeptid szintézise

A TC5b-S14E (NLYIQWLK DGGPSQGAPPRS-OH) peptid szintézise &6.2.1
fejezetben leirtak alapjan tortént ebben az esethd@®5b minifehérje S14 aminosavat
glutaminra Q) cseréltem, ennek megfeleh a szintézis soran Fmoc-L-GIn(Trt)-OH (0,75
mmol, 0,33 g, 3 ekv.) aminosavat épitettem be aslpezicioba. Az aminosavak kapcsolasat
a 6.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztem, szintén 3 @&apcsolasi 6t alkalmazva. A
szintézis végeztével kimostam a gyantat DMF (3x1)) keOH (3x10 ml), DMF (3x10 ml)
oldészerekkel, majd végul egy Ujabb Fmocé@sbport hasitast végeztem. A Fmoc-hasitas
utan a gyantat djra kimostam DMF (3x10 ml), MeOH1@ ml), DMF (3x10 ml), MeOH
(3x10 ml) oldoszerekkel, majd szaritottam.

A peptid gyantardl val6 lehasitasa érdekében 1,8%agtahoz hozzdadtam Gt TFA
(5 ml 5:95 v/v%) oldatot, amely tartalmazott DTT%, 0,30 g). 3 Ora eltelte utén
leparoltam az olddszert a gyantardl vakuumbepatptségével, majd a keletkezett peptidet
eterrel kicsaptam, leégem, végul dietil-éterrel (3x30 ml) mostam. A pdpteoldasa a
gyantarél ACN (3 ml) és vizzel (30 ml) tortént. Edivette az oldat liofilizalasa. A kapott
nyers peptid totmege: 0,29 g.
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11. tablaza®rz eliallitott modositott TC5b analégok szekvenciajarédiikai paraméterei

[M+H]" tR (min)
Neév Szekvencia MS (ESI) | (atsztitott anyagok RP-
mizmért HPLC retenciss ideje)
TC5b-9D_R15hR NLYIQWLKOGGPSSGHar-PPPS-OH 2185 6,14
TC5b-R16A NLYIQWLKDGGPSS®@PPPS-OH 2086 6,45
TC5b_D9N_R16A NLYIQWLKNGGPSS®@PPPS-OH 2084 7,07
TC5b-D9AaD_R16K NLYIQWLKAaDGGPSS® PPPS-OH 2170 7,61
TC5b-D9E NLYIQWLKEGGPSSGRPPPS-OH 2184 9,26
TC5b_D9N NLYIQWLKNGGPSS®PPPS-OH 2169 7,17
TC5b_D9S NLYIQWLKSGGPSS®PPPS-OH 2142 8,54
TC5b-D9Q NLYIQWLKQGGPSS®PPPS-OH 2184 7,71
TC5b-S14E NLYIQWLKDGGPEGRPPPS-OH 2213 7,07
TC5b-S14Q NLYIQWLKDGGPS)GRPPPS-OH 2212 8,74
TC5b-S20E NLYIQWLKDGGPSS®PPHE-OH 2113 7,10
TC5b-S20Q NLYIQWLKDGGPSS®PPRQ-OH 2212 8,84

6.3 Glikopeptidek szintézise

6.3.1A Leu-Lys-[GIcNAc(B1-N)]JAsn-Gly-Gly-Pro-NH , szilard fazisu szintézise

Rink amid-MBHAgyantat (0,24 mmol, 0,30 g, boritottsag: 0,42 mg)d20 ml DMF-
ben (20 ml) duzzasztottam majd szintén DMF-el nmastax10 ml). El§ |épésben a Fmoc-
vedscsoport eltavolitasa érdekében, hozzdadtam a dy@ntaEA/DCM (2x10 ml, 10:90
vIv%) oldatot és 5, illetve 15 percen at kevertatt&zutan kimostam a gyantat: DMF (3x10
ml), MeOH (3x10 ml), DMF (3x10 ml) oldoszerekkel.eds5 aminosav kapcsolas érdekében
feloldottam Ne-Fmoc-Pro-OHH,0 (0,72 mmol, 0,25 g, 3 ekv.) aminosavat, valaminEM®
(0,72 mmol, 0,14 g, 3 ekv.) kapcsoloszert DFM-bEh fl), majd hozzadntéttem a gyantahoz
és 3 oran at kevertettem. A kapcsolasi reakci6 kitawstam a gyantat a fent emlitett modon,
majd mintdt vettem és ninhidrin-teszttel eidatem a kapcsolasi reakciot. Negativ
teszteredmény utan, Gjabb Fmoc-&¢€sbport hasitast végeztem a mar emlitett médon. A
peptidlanc épitéséhez a kovetkelgpésben Fmoc-Gly-OH (0,72 mmol, 0,21 g, 3 ekv.)
aminosavat kapcsoltam, szintén DCC (0,72 mmol, §,14ekv.) kapcsoloszer jelenléteben.

A Boc-védett [GIcNAcf1-N)]JAsn aminosav kapcsoladsoédl a gyantat kimostam
MeOH (3x10 ml) és DCM (3x10 ml) old6szerekkel. Apkaolas soran Boc-védett glikozilalt
aminosav szarmazékot (0,48 mmol, 0,30 g, 2 ekvg@CD(0,48 mmol, 0,09 g, 2 ekv.),
valamint HOBt (0,48 mmol, 0,06 g, 2 ekv.) kapcsakreket feloldottam DCM/DMF (10 ml
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50:50 v/v%) elegyben, kapcsolasi reakcid ideje i&. & reakcid lejarta utdn a gyantat
kimostam DMF (3x10 ml), MeOH (3x10 ml), DMF (3x10l)noldészerekkel, ezt kbvette a
Boc védicsoport hasitas, melyhez elkészitettem 8a€l, oldatot (SnCYDCM, 20 ml 2:88
viv%), majd hozzadntbttem a gyantahoz, reakéi@d perc. A reakcid lejatszodasat a gyanta
piros szineddése jelezte. A reakci6 lejarta utan a gyantabktaim DMF (4x10 ml), MeOH
(4x10 ml), DCM (4x10 ml), DMF (4x10 ml) oldészeraik ezt egy semlegesités kovetett
TEA/DCM oldattal (2x10 ml 10:90 v/v%) reakciédidb perc illetve 15 perc, majd Ujbadl
kimostam a gyantat DMF (4x10 ml), MeOH (4x10 mIMPB (4x10 ml) oldészerekkel.

Az utolso két aminosav kapcsolasa szintén Fmoc &étkialmazéasaval tortént, a fent
emlitett modon. A peptidlanc épitéséhez felhaszioéthbbi két aminosav: M-Fmoc-Ne-
Boc-Lys (0,72 mmol, 0,33 g, 3 ekv.), NFmoc-LeuH,O (0,72 mmol, 0,17 g, 3 ekv.).

Az aminosavakat az @biekben leirt médon kapcsoltam, szintén 3 oragsalpsi
id6t alkalmazva. A szintézis végeztével kimostam angytaDMF (4x10 ml), MeOH (4x10
ml), DMF (4x10 ml) oldészerekkel, majd végil egyalilp Fmoc-védcsoport hasitast
végeztem.

A peptid gyantardl valo lehasitasa érdekében atgppaa hozzaadtam ,B:TFA (5
ml 5:95 v/v%) oldatot, 3 oOra eltelte utan lepanwitaz oldészert a gyantarol vakuumbeparlo
segitségével, majd a keletkezett peptidet éteriedaptam, ledtem, végul dietil-éterrel
mostam (3x30 ml). A peptid leoldasa a gyantar6l AG&N3 ml ) és HO-el (30 ml) tértént.

Ezt kdvette az oldat liofilizalasa, a nyers pepdichege: 0,35 g.

6.3.2 A Leu-Lys-[GIcNAc(p1-4)GIcNAc(B1-N)JAsn-Gly-Gly-Pro-NH, szilard fazisu

szintézise

Az Leu-Lys-[GIcNAc1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH  glikopeptid
szintézise ®.3.1fejeztben leirtak alapjan tortént azzal a kiiléghsg hogy ebben az esetben
Boc-védett glikozilalt [GICNAd§1-4)GIcNAcPB1-N)]Asn aminosav szarmazékot (0,48 mmol,
0,30 g, 2 ekv.) épitettem be, a nyers peptid tomega g.

6.3.3 A Leu-Lys-[Man(p14)GIcNAc(B1-4)GIcNAc@B1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH, szilard

fazisu szintézise

Az Leu-Lys-[Man31-4)GIcNAcB1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH gliko-
peptid szintézise szinténtal.1fejezetben leirtak alapjan tortént, viszont ebheesetben sor
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kerllt a Boc-védett glikozilalt [MaB-4)GIcNAc@B1-4)GIcNAcB1-N)]JAsn aminosav
szarmazék (0,48 mmol, 0,38 g, 2 ekv.) beépitéaséngers peptid tomege: 0,29 g.

6.3.4 A H-Gly-Val-Glu-Asp-lle-Ser(Xil)-Gly-Leu-Pro-Ser(Bzl) -Gly-NH, peptid szilard

fazisu szintézise

Az O-glikopeptid szintézise szintén @.3.1 fejezetben leirtak alapjan tortént. A
szintézis soran a kovetkieaminosavakat, valamint Boc-védett glikozilalt szeszarmazékot
épitettem be:

-Fmoc-Gly-OH (0,72 mmol, 0,21 g 3 ekv.)
-Fmoc-Ser(Bzl)-OH (0,72 mmol, 0,30 g, 3 ekv.)
-Fmoc-Pro-OH (0,72 mmol, 0,25 g, 3 ekv.)
-Fmoc-Leu-OH (0,72 mmol, 0,25 g, 3 ekv.)
-Boc-Ser[Xil(Bz)3]-OH (0,72 mmol, 0,46 g, 3 ekv.)
-Fmoc-lle-OH (0,72 mmol, 0,25 g, 3 ekv.)
-Fmoc-Asp(ODmab)-OH (0,72 mmol, 0,48 g, 3 ekv.)
-Fmoc-Glu(ODmab)-OH (0,72 mmol, 0,49 g, 3 ekv.)
-Fmoc-Vval-OH (0,72 mmol, 0,24 g, 3 ekv.)

A szintézis végeztével a Fmoc-hasitast késet megtortént az ODmab-\&boport
hasitas hidrazin-hidrat/DMF (2x10 ml 5:95 v/iv%) atiichl, reakciéid 2x10 perc, ezutan
kimostam a gyantat DMF (4x10 ml), MeOH (4x10 mI)CHM (4x10 ml), DMF (4x10 ml)
oldészerekkel, majd megtdortént a glikopeptid gyasitaald lehasitasa, valamint a reakcio
elegy feldolgozasa szintén6a3.1fejezetbernieirt médon. Utolsé Iépésként elvégeztem a Bz
vedscsoport eltavolitasat: a mar liofilizalt nyers pdpez hozzdadtam hidrazin hidrat/MeOH
(10 ml 20:80 v/v%) oldatot, reakciot analitikai RARLC-n kdvettem, reakcidédl ora. A
reakcid elegyet beparoltam vakuumbeparld segitedgéajd feloldottam KD/ ACN (30 ml
10:90 v/v%) elegyével és liofilizaltam, a nyers pepomege: 0,31 g.

6.4 Radiofarmakonok készitéséhez prekurzoréklétasa

Tenta gél gyantat (0,60 mmol, 3,15 g, boritotts@yl8 mmol/g) DMF-ben
duzzasztottam (20 ml), majd kimostam DMF-el (3x10.mM elss aminosav kapcsolasa
erdekében, feloldottam Fmoc-Asp(OtBu)-OH aminosaila80 mmol, 0,73 g, 3 ekv.),
valamint DCC (1,80 mmol, 0,36 g, 3 ekv.) kapcspéis DFM-ben (10 ml), hozzadntottem a
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gyantdhoz és 3 oran at kevertettem. A kapcsolaicré utan kimostam a gyantat 3x10 ml
DMF (4x10 ml), MeOH (4x10 ml), DMF (4x10 ml) oldészkkel, majd mintat vettem és
ninhidrin-teszttel ellefriztem a kapcsolasi reakcidét. Negativ teszteredmeétén, Ujabb
Fmoc-védcsoport hasitast végeztem a mar emlitett modon. eftigianc épitéséhez
felhasznalt tovabbi aminosavak:

-Fmoc-Phe-OH (1,80 mmol, 0,69 g, 3 ekv.)

-Fmoc-Tyr-OH (1,80 mmol, 0,82 g, 3 ekv.)

-Fmoc-Pro-OH (1,80 mmol, 0,63 g, 3 ekv.)

-Fmoc-Leu-OH (1,80 mmol, 0,63 g, 3 ekv.)

-Fmoc-Lys(Boc)-OH (1,80 mmol, 0,84 g, 3 ekv.)

Az aminosavakat az @biekben leirt médon kapcsoltam, szintén 3 érassalpsi
id6t alkalmazva, majd kimostam a gyantat DMF (4x10, iigOH (4x10 ml), DMF (4x10
ml) olddészerekkel, majd végul egy Ujabb Fmocéesbport hasitast végeztem. Ezutan
kovetkezett a brém-ecetsav kapcsolasa (1,80 mn@g g, 3 ekv.), melyet szintén a fenti
kapcsolasi eljaras alapjan végeztem DCC kapcsaigaiemlétében. A kapcsolas lejarta utan
kimostam a gyantat DMF (4x10 ml), MeOH (4x10 mICHM (4x10 ml), DMF (4x10 ml)
oldészerekkel. A kovetkézlépésben hozzakapcsoltam a gyantad |geptidhez a kurkumin
K-séjat, amit ebzbleg elkészitettem: kurkuminhoz (1,8 mmol, 0,66 ggk¥.) hozzaadtam
abszolutizalt DMF-t (10 ml), majd hozzdadtam kalikarbonétot (1,8 mmol, 0,24 g, 3 ekv.),
majd 2 6éran at kevertettem 5{C-on, ezutdn pedig hozzaontéttem a gyantahoz. &6 or
kevertetés utan kimostam a gyantat ACN (2x10 migQW (2x10 ml), DMF (2x10 ml),
DCM (2x10 ml) oldbszerekkel. A peptidszarmazéek gaedl tortéd hasitasa FO/TFA (20
ml 10:90 v/v%) oldattal tortént, hasitasbid ora. A hasitas utan a reakcio elegyet beparoltam
vakuumbeparlo segitségével, majd éterrel kicsaptaaigdottam AcOH/HO (10 ml 20:80
vIiv%) eleggyel, majd liofilizaltam. A kapott nyeesinéket (0,52 g) megtisztitottam 45-70%-
ig 50 perc alatt tortén linearis gradienssel, melynek eredményeképpen §,1Bzta A
prekurzort kaptam, MS (ESl m/z mért 1189 ([M + H]).

A kovetked léepésben a DOTA molekula beépitésének céljabolrkuknint mar
tartalmazo tiszta peptidszarmazékkal (0,05 mmo059, g) indultam tovabb, melyet
feloldottam DMF-ben (4 ml), majd hozzaadtam DOT@®05 mmol, 0,028 g, 1 ekv.), HOAt
(0,05 mmol, 0,0068 g, 1 ekv.), valamint HBTU (0,®8nol, 0,019 g) kapcsoldszereket. A
reakciot analitikai HPLC segitségével kovettem,iindkilasi anyag elreagalasa utan (3 6ra
elteltével) a reakcio elegyet beparoltam és étéroslaptam, AcOH/ED (30 ml 20:80 v/v%)

eleggyel oldottam le, ezt kdvette az oldat lio&lasa. A kapott nyers intermedier témege:
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0,060 g. Utolso Iépésben lehasitottam a DOTA-rdéra-butil védcsoportokat, HO/TFA
(10:90 v/v%) oldattal, reakciot szintén analitik?LC segitségével kovettem, 5 éra elteltével
a reakciot leallitottam és a fentiekben leirt féddaasi eljarast Gjra megismételtem. A
nyersterméket megtisztitottam 40-100%-ig 60 peatt &brterd linearis gradienssel, melynek
eredményeképpen 0,013 g tisBt@rekurzort kaptam, MS (ESI m/z mért 1744 (M + H]).

Az eldbbiekben leirt szintézis stratégiat kovetvéadiitottam az LPYFD-gyantan 1év
peptidet, majd szintén hozzakapcsoltam a broém-aecats A kovetked |épésben pedig a
kurkumin molekulahoz hasonléan beépitettdrkarboximetil hisztidint (0,6 mmol, 0,27 g, 1
ekv.). A peptid gyantarol torténhasitasa, valamint a peptid szarmazeék feldolgogaisaen
az ebbbiekben leirt modon tortént. A nyerstermék tome@e82 g. A nyersterméket
megtisztitottam 40-70%-ig 60 perc alatt tofénlineéris gradienssel, melynek
eredményeképpen 0,074 g tis@xgprekurzort kaptam, MS (ESI m/z mért 848 ([M + H]).
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7. Osszefoglalas

7.1 Fumitremorgin analdgok tervezése és szintézise

Az ABC transzporterek ABCG alcsaladjaba tartozOCAR fehérje a rakos sejtek
multidrog rezisztenciajdban szerepet jatszd félszporter, mely csupan egyetlen
transzmembranbdl és egy nukleotidkdioménlisél all. Az ABCG2 az ATP hidrolizise soran
felszabadulé6 energiat haszndlja szubsztratia kdrémé-gradienssel szembeni
transzportjahoz. Az egyik legjeléisebb transzporter — az MDR1 és az MRP1 mellett — a
tumorterapia soran fellép rezisztenciaban, amely felsl a mitoxantron rezisztencia
kialakulaséaért a tumorsejtekben.

Az ABCG2 (BCRP) fehérjének szamos inhibitora ismezek kozil eléként az FTC-

t (fumitremorgin C) azonositottak (izolalagsspergillus fumigatusbaktérium térzsekd
tortént), amely az indol alkaloidok csaladjanak ikgsepvisebje, mivel azonbanin vivo
neurotoxikus, egy sor Ujabb FTC-tipusu indol-diképerazin szarmazékot szintetizaltak. A
leghatasosabbak ezen analdgok kozil a Kol32, K&k34 Kol43 vegylletek voltakd.(
abra), melyekin vivo egér kisérletekben potencialis, nem toxikus ABCGIibitoroknak
bizonyultak, azonban mindharom komponens tartale@gz észter kotést, mely kémiai és
metabolikus szempontbdl instabilla teszi a vegykiet.

Annak érdekében, hogy noveljem az inhibitor stedshit, specificitasat és
szelektivitasat, Uj fumitremorgin analdégokat teteez és szintetizaltam.

Munkam el$ részében a szilard fazisu szintézisek soran aidedptetrahidrg3-
karbolin oldalldncdnak meghosszabbitdsa Fmoc-védeitiosavval nem volt sikeres, sem a
reakcio korulmeények valtoztatasa, sem a kulotda@pcsoloszerek alkalmazasa: CIP, TFFH,
TCFH, HATU nem volt célravezét A tetrahidrop-karbolin szekunder aminjanak acilezése
szilard fazisu szintézis soran nem valosult meértamy dontéttem, hogy megprobalkozom a
fumitremorgin anal6gok oldatban torteeloallitdsaval. Az oldat fazisu szintézisek soran a
Fmoc- illetve Boc-védcsoporttal ellatott aminosavak beépitése sikeresegtortént (TCFH
kapcsoloszer segitségével, bazis jelenlétébereéskioriimények kozott).

Szilard és tobblépéses oldat fazisu szintéziségfiat segitségével Uj fumitremorgin
analdgokat allitottam &] illetve egy hatékony, egysZen kivitelezhet oldat fazisu szintézis
stratégiat dolgoztam ki az irodalombdl méar ismedlB4 inhibitor ebéllitdsara. A Kol34
szintézise soran sikeresen oOtvoztem a HPLC kromaiag modszert a normal fazisuval

folyadék kromatografiaval. A HPLC kromatografias depert segitségével, a szintézisek
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soran keletkez diasztereomerek elvalasztasat sikeresen megwaitésit eballitva ezaltal
diasztereomer tiszta fumitremorgin analégokat.

Az  FTC-Ko csalad képvisé@l megfeleb kiindulasi pontnak bizonyultak, mivel
jelents specifitast tanusitottak a biologiai vizsgalasakan.p5. abrg Vizsgalataink soran
bebizonyosodott, hogy az FTC tipusu diketopiperggiiriis vaz szerkezete nélkilozhetetlen
az aktivitas szempontjabdl, mivel a llla-llld tkiusos molekulak vizsgélataink soran nem
tanusitottak aktivitast (Hoechst essz€). Maséészzon vegyiletek amelyek tartalmaztak a
diketopiperazin giris szerkezetet aktivnak bizonyultak, abban az eséib8&S, 6S, 12aS
konfiguraciéval rendelkeztek2%. abrg Elézetes vizsgalatokat alapul véve3s, 6R, 12aS
konfiguraciéju vegyuletek inaktivnak bizonyultakvarakozasoknak megfet&n, kivéve a
3e5 @S, 6R, 12aSmolekulat amely részleges aktivitast tanusitdiszont a 3e53S, 6S,
12a§ disztereomer par 110-szer hatékonyablad@ékeket tanusitott (16,7 uM és 0,14 uM).

Megjegyzend, hogyaz ABCG2 gatlas esetében tapasztalt szelektivespecificitas
teljesen hianyzott az ABCB1és ABCC1 gatlas eset@h. abrg Az a tény, hogy a 6-0s
helyzetben |&§ konfiguracid 6nmagaban specificitast adott az ARG®k az ABCB1 illetve
ABCC1-el szemben, még nem lett kdzblve.

A Kol134-el kapcsolatos in vivo biologiai vizsgaltimlyamatban vannak.

7.2 Mdbdositott minifehérjék szintézise

A minifehérjék olyan makromolekulak, amelyek seggisvel jobban megértliek a
fehérje fel- és letekeredésének fontosabb lépé&stamint tanulméanyozhatéak kilonkitz
szerkezetstabilizadlo hatdsok. Ide tartoznak a bigloés sohidak, a hidroféb vagy hidrofil
kélcsbonhatasok, valamint minden olyan interakcraely a téralkat felvételében fontos lehet.
Végeredményben ezen koélcsdnhatasok feltérképezégitheti eb a fehérjék racionalis
megtervezését.

Munkam el§ részében olyan TC5b analdgokat allitottard mlelyek alkalmasak
lehetnek annak vizsgalatara, hogy a TC5b minifébén jelenléd Asp9-Arg16 séhid milyen
meértékben jarul hozza a minifehérje szerkezeténekatis stabilitasahoz, illetve a fehérje
feltekeredéséhez. Korabbi Hudaky és mts. altal ettgzisérletek soran bebizonyosodott,
hogy az eredeti TC5b fehériének a 9. pozicidban ilénethosszabbitott valtozata
(Asp9—Glu9) térszerkezetileg stabilabb.

A sohid-optimalt TC5b_D9E (NLYIQWLEGGPSS®PPPS) mutanst alapul véve

eléallitottam ennek a minifehérjének néhany variansat:TC5b_D9N
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(NLYIQWLK NGGPSS®PPPS), TC5b_R16A (NLYIQWLRGGPSS@PPPS),
TC5b_D9N_R16A (NLYIQWLKNGGPSS@PPPS), TC5b_D9S (NLYIQWLBGGPSS®
PPPS), TC5b_R16hR (NLYIQWLBGGPSS®GRPPPS) (hR, homo-arginin, az arginin
metilén-hosszabbitott valtozata), TC5b_D9AaD R1B6KH. YIQWLK AaDGGPSS&PPPS)
(AaD, adipinsav, a glutaminsav metilén-hosszabbitéltozata). A minifehérjek szintézisét
manudlisan, szilard fazisu szintézis stratégiadgevtem, Fmoc-kémia alkalmazasaval. Az
elkészilt peptidek gyantardl tort€hasitasa TFA oldattal tortént.

Arra kerestik a valaszt, hogy milyen mértékben tlelegy metilén-csoport
»,mozgatasaval” finoman hangolni egy mediékdlcsonhatast. A séhid szerepére abbdl is
lehet kovetkeztetni, hogy ha az nincs jelen a szatben, ez elériieta s6hid mutéciojaval
(TC5b_D9S, TC5b_D9N) valamint savas koriiményekokidzizsgalatokkal.

Az elvégzett vizsgalatok alapjan a Trp-kalitka sijgninem egy izolalt stabilizalo
szerkezeti elem, de egy eléggé fontos integraterésrendezett struktiranak. A megvizsgalt
mutadnsok esetében a stabilizalé tendencidk haroetifius ugyanakkor egyméashoz
kapcsolddd kolcsbnhatasok segitségével jellemézhetlektrosztatikus, hélix-stabilizald
(QxxxY) és hidrofob (az Argléminosav —(Ch)s— oldallanca valamint Trp6 aminosav indol
gyirije kozott). A vizsgalt mutaciok alapjan az Argdriiinosav —(ChHs— oldallanc maradek
halozati kdlcsdnhatasa sokkal fontosabb, mint ezpativ toltés Asp9/GIu9 és egy pozitiv
toltédi guanidin csoport kozotti. A soéhid mutacidja (TCBBS, TC5b _D9N) kevésbé
drasztikus, mint az Arg16 aminosav hidroféb oldat@nak megszintetése (TC5b_R16A).

Az elballitott TC5b variansokrol savas (X8pH < 3,2) és semleges (6s5pH < 7,1)
kériilmények kozott készilt+H' NMR mérésekdl (T= 280 K) valamint a kozeli- és tavoli
ECD (elektronikus cirkularis dikroizmus) spektrodpia segitségével meghatarozott
masodlagos szerkezetbeli valtozasok adataibol ®iderhogy ezen minifehérjék
gombolyodasa (unfolding) nem egy kétallapotu foigh hanem annal sokkal bonyolultabb.

A széles Bmérsékleti tartoméanyban (6 T < 85 °C) végzett ECD olvadasi gorbek,
savas NMR vizsgalatok és a CCA+ eredmények aldgjélenthetjik, hogy a tipikus Trp-
kalitka olvadasa egy bonyolult folyamat, amely miom egy intermedieren keresztil
jatszodik le és vezet a stabil szerkezet eléréséhez

Korabbi kutatasok szerint sok globularis fehérijenak egy masodik térszerkezete,
amely fonal alaku aggregatum, vagy ,amiloid” sz€mint az Alzheimer-kér esetében). llyen
aggregaciot figyeltek meg a TC5b_D9N és tovabbéstitett foszfatalt mutansok esetében
(megvaltozott a térszerkezet B-redsve). Aggregacios tulajdonsagai alapjan a TC5b kival

modellje lehet azAlzheimer kérismérveért feléls aggregatumoknak. Munkdm masodik
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részében olyan TC5b mutansokat Aallitottand, ehmelyek alkalmasak lehetnek, mint
referensek a mar foszfatalt analdgokkal kapcsolatmsgalatok soran: TC5b_D9Q
(NLYIQWLK QGGPSS®PPPS), TC5b_S14E  (NLYIQWLBGGPE  GRPPPS),
TC5b_S14Q (NLYIQWLKNGGPSQGRPPPS), TC5b_S20E(NLYIQWLKG
GPSS®RPPHE), TC5b_S20Q (NLYIQWLKNGGPSS®PPR)). A szintetizalt TC5b
minifehérjékkel kapcsolatos vizsgalatok folyamatlannak.

7.3 Glikopeptidek szintézise

Napjainkban a glikozildlt peptidek &lllitasa az egyik legnagyobb kihivas a
peptidkémidban, kilénésen azon glikopeptidek esetébmelyek oligoszacharid egységet
tartalmaznak. Ezt részben a szénhidratré&allghsi problémai, masrészt az 6sszekapcsolas
nehézseégei, illetve a glikopeptidek érzékenysége ok

El6zetes kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy &/BBb szintézis stratégia
korlatozottan alkalmazhaté glikopeptidekédlitasara, mivel komplexN-glikopeptidek
esetében di- és triszacharid egységeket tartalnmaadellpeptideknél azO-glikozidok
hasadasa volt megfigyelldet O-glikopeptidek esetében pedig kulonBoz TFA
koncentracidkra ap-glikozidos kotés seérilt. Az irodalomban leirtak@hn a Fmoc-védett
glikozilalt aszparagin és szerin szarmazékok melffeepitkdveknek bizonyultak a
szilardfazisu szintézis soran. Egyes esetekbemnisz Boc-védcsoporttal ellatott glikozilalt
aminosav épdkovek eballitasa egyszébben megoldhatd, mint a Fmoc-éédoportokkal
védetteke.

Munkam soran egy Uj szintézis stratégiat dolgoztamelynek soran a glikopeptidek
szintézise egy kombindlt Fmoc/Boc szintézis stiatggvén valdsult meg ugy, hogy az
aminosavak beépitése Fmoc szintézis stratégiansdizalsaval tortént, viszont a cukorrész
beépitésére Boc-védett glikozilalt aminosav szaékekat alkalmaztam. A szintézis soran a
Boc-védicsoport eltavolitdsa egy U] szelektiv §ésbport hasitasi médszerrel tértént, SnCl
segitsegével.

Az aszparaginon glikozilalt peptidek szintéziséredellnek kivalasztott hexapeptid a
Tc5b minifehérje 7-12 fragmense NLYIQWD*GGP RPPPS, ahol ,*” a glikozilacié helyét
jeloli. Az N-glikopeptidek szintézise Fmoc kémi&kalmazasaval, Rink amid MBHA gyantan
tortént. Ebzetes kisérleteim soran mas Fmoc kémiaban &ltalabedmazott: Wang, 2-

klortritil klorid valamint Rink amid gyantak nemzmnyultak megfeléinek, mivel az SnGi
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dal tortérd védicsoport hasitas kdvetkeztében a peptid-gyanta kdaites hasadasa volt
megfigyelhed, kivéve a Rink amid MBHA gyanta esetében.

Az N-glikopeptidek szintézise soran Boc-védett gfikalt mono-, di-, illetve
triszacharid egységeket tartalmazé aszparagin széhkokat épitettem beSIcNAc(pl-
N)]JAsn, GIcNAc(B1-4)GIcNAc(@B1-N)]JAsn, [Man(p1l-4)GIcNAcB1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn.

A szintézisek soran a peptidek elsarom aminosavat Fmoc-kémia alkalmazéaséaval
Rink amid MBHA gyantara kotottem, majd megtorténBac-védett glikozilalt aszparagin
szarmazeékok beépitése, ezt kovette a Boéesaport eltavolitasa 0,2M SnIDCM oldattal,
vegul az utols6 két aminosav kapcsolasa szinténcHwé@mia alkalmazasaval tortént. A
peptidek gyantardl tortérhasitdsa TFA oldattal tortént.

A kombindlt szintézis stratégia alkalmazésaval reigen elallitottam a kivant Leu-
Lys-[GIcNAc(B1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH,  Leu-Lys-[GIcNAcf1-4)GIcNAcB1-N)]Asn-
Gly-Gly-Pro-NH,, Leu-Lys-[Man314)GIcNAc(1-4)GIcNAcB1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH
glikopeptideket, kikiiszobolve a di-, illetve triskarid egységeket tartalmazo glikopeptidek
esetében a cukorrész hasadasabol szarmazo meliéked keletkezéseét.

Az SnCl-dal tortérd szelektiv Boc végtsoport hasitasi moédszeti-glikopeptidek
esetében is szerettem volna alkalmazni, ennek me&gfa modellként kivalasztottam az
aggrecan fehérje egy fragmen&&tEDIS*GLPSG amely a fehérje legésebben glikozilezett
régiojabdél szarmazo repetitiv szekvencia (,*” akglilacié helyét jeldli). A H-Gly-Val-Glu-
Asp-lle-[Xil(p1-O)]Ser-Gly-Leu-Pro-Ser(Bzl)-Gly-NHpeptid esetében ugyanazt a szintézis
stratégiat alkalmaztam mint az N-glikopeptidek éseh azzal a kulonbséggel, hogy ebben az
esetben védenem Kkellett a glikozilalt szerin szaékahidroxilcsoportjait valamint a
peptidben talalhato trifunkciés aminosavak oldaikin

A korabbiO-glikopeptidek eballitdsaval kapcsolatos kisérleteink soran Fmauézis
stratégia alkalmazasavalSer-Bzl, Ser(Xil)-Bz, Glu-, Asp-ODmabkeédscsoport kombinacio
bizonyult a legoptimalisabbnak, ennek megfial azO-glikopeptid eballitasanal ugyanezt a
védscsoport kombinéciét alkalmaztam. A szintézise soBwoc veédcsoporttal ellatott
glikozilalt szerin szarmazéekdBoc-Ser[Xil(OBz)s]-OH épitettem be. A szintézis soran
ugyanazt a stratégiat kévettem, mintNrglikopeptidek esetében azzal a kilénbséggel, hogy
a szintézis végeztével eltavolitottam az ODmakbegaoportot hidrazin-hidrat eleggyel, majd
lehasitottam a peptidet a gyantardl TFA oldatedyvEgul pedig megtortént a Bz wédoport
eltavolitasa hidrazin-hidrat oldattal.
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A fentiekben leirtN- illetve O- glikopeptidek esetében sikeresen kidolgoztam (ggy
kombinalt szintézis stratégiat, mely lehe¥ teszi Boc-védett glikozilalt aminosav
szarmazékok beépitését Fmoc stratégiat alkalmazva.

7.4 Radiofarmakonok készitéséhez prekurzoréklétasa

Az Alzheimer korra jellemd, hogy az agyban az idegsejteket elpusztitd kaoérfe-
lerakédasok, ugynevezett amiloid plakkok keletké&zremelyek az Amiloid3 (ApB) 1-42
peptid koros felhalmozddasai. Az Alzheimer-kd@itety az amiloid prekurzor protein (APP) és
a presenilinek mutécioi idézik &gl melyek hatdsara az APBlbnagy mennyiség igen
kénnyen aggregalodd neurotoxikus peptid Kéllz Az B-amiloid polipeptid lancéahoz
kulonbo® tipusu vegyiletek kapcsoldédnak ionos- vagy magodlakotesekkel. Az ilyen
vegyuletek megakadalyozzak a peptidlanc aggregdcidpy alkalmasak lehetnek az
Alzheimer-kor kezelésére. Ezeket az anyagokat fsgaéd névenp-szerkezetromboloknak
nevezzuk pl.: a kong6 vorés és néhagmiloid fragmens: LPFFD, LPYFD, RVVIA, stb.
Szamos kozlemény sziletett azzal kapcsolatosany hBogurkuminin vivo €s in vitro
kisérletekben kozvetlendl Kiitik a kiseblB-amiloid szarmazéekokhoz, megakadalyozva ezzel
az aggregaciot és a fibril kialakulasat.

Munkam sordn egy kombindlt szilard illetve oldatziééi szintézis stratégia
segitségével, korabbi vizsgalatok szerint az achifdakkokhoz nagy affinitassal Ko H-
Lys-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-Npvalamint H-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-NHbeptidekbe sikeresen
beépitettem a kurkumin (6nmagaban isékik az amiloid plakkokhoz), DOTA, illetvé\-
karboximetil hisztidin molekulékat (kelatk&pmolekulak).

Vizsgaltam a fent emlitett prekurzorolééllitasat, oldat illetve szilard fazisu szintézis
stratégiat alkalmazva. Munkam soran a kurkumin Iiésaének hidroxilcsoportjat
brémecetsav etil-észterrel alkileztem. Aalitott intermedier beépitése soran probléma
merUlt fel, ezért egy 0] szintézis stratégiat datgm ki. EI$ Iépésként szilard fazisu szintézis
stratégia segitségével — Fmoc kémiat alkalmazwantesizaltam az LPYFD illetve KLPYFD
peptideket, majd szilard fazison hozzakapcsoltamdiket peptidhez a bromecetsavat. Az
elkészitett brom-acetil peptidhez hozzakapcsoltakur&umint, majd a kapott szarmazékot
oldat fazisban DOTA-val acileztem. Ugyanezt a szi# stratégiat sikeresen alkalmaztam az
N-karboximetil hisztidin beépitésére is, melynek &orszintén az elkészult brom-acetil

peptidhez kapcsoltam &karboximetil hisztidint.
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Tobblépéses szilard és oldat fazisu szintézisdedresen dlallitottam a kivant
prekurzorokat, ezen anyagok biologiai vizsgalatdyaimatban van. Ugyanakkor U
prekurzorok tervezése, valamint Gj&litasi stratégiak kidolgozdsa van folyamatban.

8. Summary

8.1 Design and synthesis of new fumitremorgin analogues

The human ABCG2 protein belongs to the ABCG sublfaofi ABC transporters. The
members of this subfamily are ABC half-transportéingey contain only one ABC and one
transmembrane domain.

ABCG?2 protein (placenta-specific ABC transportetorantrone resistance-associated
protein/breast cancer resistance protein) has kksmified recently as a candidate protein
responsible for cancer multidrog resistance. Ther @xpression of ABCG2 was found in
several drug-selected cell lines and in tumorcasugs of patients. The activity of the human
ABCG2 was suggested to be the major cellular defemschanism against the cytotoxic drug,
mitoxantrone, also several other drugs have bedinated as potential substrates of this drug
pump.

The first ABCG2 specific reversal agent was the otgxin fumitremorgin C (FTC)
isolated fromAspergillus fumigatesAs this compound a member of a group of indole
alkaloids, is a specific, selective inhibitor of ethbreast cancer resistance protein
(BCRP/ABCG2). As this compound is neurotoxic inojiva focused library of FTC-type
indolyl-diketopiperazines was synthetised. The npusent members of the library Kol32,
Kol134, and the analog Ko143 that was added latareprto be potent and non-toxic ABCG2
inhibitors in vivo in mice. However, all three cooynds harbor an ester linkage and,
therefore, are chemically and metabolically un&tabl

To improve the specificity and selectivity of inlidr while eliminating the potential
for toxicity, we have designed and synthesizedva class of FTC analogues using solid and
solution phase synthesis strategy. To prepare rHaggentities of Kol34 (published in
literature) forin vivo studies, we have developed a straightforward dhdemt solution
phase synthesis strategy for the preparation of3damhhibitor, using both RP-HPLC and
column chromatography.

First we applied the solid phase synthesis stratigythe preparation of new

fumitremorgin analogues. In solid phase, the eltogaof the peptide chain with a Fmoc-

91



protected amino acid to the tetrahydira@arboline’s secondary nitrogen wasn’t successful
under various reaction conditions, even with thesnpotent coupling reagents: TCFH, TFFH,
CIP, HATU. Therefore we decided to synthesize fuenitorgin analogues in solution phase.
In solution phase incorporation of the Fmoc- and-Bmtected amino acids was successful
using TCFH coupling reagent.

The FTC-Ko family proved to be a good starting paimce these compounds displayed
significant specificity that was confirmed in tlstudy (Fig 25.).

Our data show that the FTC type diketo-piperazing structure is essential for activity as
tricyclic analogues llla-llld showed no activity e Hoechst assay. On the other hand,
compounds that pereserved the diketo-piperazimgestiructure were all active provided they
had a3S, 6S, 12a8onfiguration (Fig 25.). Based on previous data, tbmpounds witl3S,
6R, 12aSconfiguration were inactive as expectxtept perhaps the partially active 3e5
(3S,6R,12a5 But even in that case 3e85,6S,12aSthe diastereoisomeric pair was more
than 110-fold more potent with ¢ values of 16.7 uM and 0.14 pM respectively.
Remarkably, stereospecificit3$, 6S, 12aS vs 3S, 6R, 12aerved in ABCG2 inhibition
was completely absent in inhibition of ABCB1 and @81 (Fig 25.). Moreover, the
compounds witl8S, 6R, 12a8onfiguration did not exhibit ABCG2 specificity avABCB1
and ABCCL. The fact that configuration at posit®mlone confers specificity for ABCG2
over ABCB1 and ABCC1 has not been described befidris. specificity confined to a single
chiral center is quite unexpected considering thmevipsly described broad substrate

specificity of these ABC transporteiheKo134 in vivo biological analysis are in progress.

8.2 Synthesis of modified miniproteins

Understanding the mechanism behind proteiding, which is one of the most
fundamental biochemical process, is proved to bhallenging task. Miniproteins represent
simple and useful model systems in order to stundy dtructural determinants of protein
folding and stability. Miniproteins are adequate dals to investigate various protein-
structure modifying effects such as temperature, githt mutation(s), H-bonds, salt bridges,
molecular packing, etc.. TC5b, a 20-residue Trpecpptein is one of the smallest of such
models with a stable 3D fold, understanding thbikta and folding of globular proteins.

Hudaky et al. designed a new variant of TC6b, diffenly by a methylene group from
TC5b. Tc6b exhibits enhanced heat stability andped@ stable fold at physiological

temperature.
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Based on this salt bridge optimized model system S5bI©9E
(NLYIQWLK EGGPSS®PPPS) new miniprotein analogues were synthesizE€&bTDIN
(NLYIQWLK NGGPSS®PPPS), TC5b_R16A (NLYIQWLRGGPSS®PPPS),
TC5b_D9N_R16A (NLYIQWLKNGGPSS@PPPS), TC5b_D9S (NLYIQWLBGGPSS®
PPPS), TC5b_R16hR (NLYIQWLBGGPSSGRPPPS), TC5b_D9AaD_R16K
(NLYIQWLK AaDGGPSS®&PPPS). The peptides were synthesized by solid-pgkakaique
utilizing Fmoc-chemistry.

In order to monitor the structure stabilizing factd the salt bridge Asp9-Argl6, the
new TC5b mutants were studied at two different pH&0 and ~7,0), over a wide range of
temperature relevant for proteins (89 < 85°C). Secondary structural changes recorded by
ECD data were jointly analyzed and quantified by deconvolution program CCA+. In order
to locate structural differences at an atomic léwehe fully folded states, high resolutior-H
H* NMR studies were completed (T= 280 K) both at rey6,5< pH < 3,2) and acidic (2,8
pH < 3,2) pH conditions. With the above model minipnageand tools in hand, our aim was
to evaluate the role of salt bridge on protein ftiability.

During the structural analysis, we found that tak: sridge of the Trp-cage scaffold is
not an isolated structure stabilizing element lagher an integrated part of the foldamer. In
case of the examined mutants the observed staltditgiencies can be understand by
considering three specific, but coupled interadioglectrostatic, helix-stabilizing (QxxxY)
and hydrophobic [of the —(Cht— arm of Argl6 with the indole ring of Trp6]. Based the
herein reported mutation studies it seems thaintieeaction network of the —(CGht— arm of
Argl6 residue is of higher importance, than the operative between the negatively charged
Asp9/Glu9 and the positively charged guanidine grolhe elimination of one of the salt
bridge forming partner (TC5b_D9S, TC5b_DO9N) is lésastic than the elimination of the
hydrophobic arm of Argl6 (TC5b_R16A).

The deconvolution of ECD spectra and the analy$ithe acidic NMR spectra
revealed that the melting scenario of the Trp-dageot a simple two-state mechanism but
rather a more comlex process with at least onenredier state.

Protein aggregation and misfolding of proteins banlinked to the origin of many
conformational diseases which can be either gemetgpontaneous. The proteins involved
can either have an unstructured or lineal unfofdech such as in Alzheimer's and Parkinson's
disease or Type Il Diabetes, or can be globulaowsig a folded 3D-structure. Protein
aggregation is a major importance in biomedicinet ¥ is not well understand. In the

framework of our research project on the structarallysis of TC5b analogues we observed
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aggregation in case of TC5b_D9N and other TC5b pihmylated mutants. Consequently,
TC5b structure can serve as a good model for AtebEs aggregates. Based on our previous
studies new TC5b analogues were synthesized fotheurstructural investigations:
TC5b_D9Q (NLYIQWLKQGGPSS®PPPS), TC5b_S14E (NLYIQWLBGGPE
GRPPPS), TC5b_S14Q (NLYIQWLKGGPS)GRPPPS), TC5b_S20E(NLYIQWLKG
GPSS®PPHE), TC5b_S20Q (NLYIQWLKGGPSS®PPR)).

8.3 Synthesis of glycopeptides

The rational preparation of the glycosylated pegsids still one of the most
challenging tasks of peptide chemistry especidityose having oligosaccharide moieties.

For the preparation of glycopeptides a mixed Fmoc/Bolid-phase synthesis strategy
was applied by using a new, mild and selective @sarotecting agent.

According to literature the Fmoc-protected glycassti asparagine and serine
derivatives proved to be suitable building blocks the solid-phase peptide synthesis. In
some cases the preparation of Boc-protected gljatesl amino acid building blocks are
more convenient than the Fmoc protected ones.

For the incorporation of the Boc-protected glycassti amino acid derivatives in the
model peptides selective Boc deprotecting agefiMjrchloride was used. The glycopeptides
were synthesized using Fmoc chemistry on a TFAvelela Rink-amide MBHA resin.
According to our investigations other resins comiparsed in Fmoc chemistry (Rink amide,
2-chlorotrityl resin, Wang resin) showed leakagéhef peptide from the resin during cleavage
with tin(1V) chloride, except the Rink-amide MBHA.

As model peptides we used a shorter fragment off'thecage miniprotein (Leu-Lys-
Asn*-Gly-Gly-Pro) and an aggrecan fragment, frone tmost glycosylated region of the
protein (Gly-Val-Glu-Asp-lle-Ser*-Gly-Leu-Pro-Serig. (Where * is site of glycosylation).

For the synthesis of Leu-Lys-[GIcNAX-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-Nh,Leu-Lys-
[GICNAC(B1-4)GIcNAc  (1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH,  Leu-Lys-[Man@14)GIcNAc(1-
4)GIcNACc(31-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH Rink amide-MBHA resin was applied. As building
blocks Ng-Boc-protected glycosylated asparagine derivativesre used: GICNAc(B1-
N)]JAsn, GIcNAc(p1-4)GIcNAc(@B1-N)]Asn, [Man(p1l-4)GIcNAcB1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn.

The first 3 amino acids were incorporated using €stoategy. After coupling of Boc-

protected glycosylated aspartic acid derivativies,resin was treated twice with 0.2 M SpCl
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giving the resin a red colour due to complex foiorawith SnCl. Coupling of the last two
amino acid was performed using Fmoc chemistry.

The synthesis strategy of H-Gly-Val-Glu-Asp-lle-[f1-O)]Ser-Gly-Leu-Pro-
Ser(Bzl)-Gly-NH, was the same as in caseNsfjlycopeptides in exception that in this case
the peptide contains a glycosylated serin derieatiith three unprotected hydroxyl
functional groups and several trifunctional amirada, which side chains must be protected
during the synthesis. Based on our earlier resetrehSer-Bzl, Ser(Xil)-Bz, Glu-, Asp-
ODmabprotecting group combination was suitable for theppration of this glycopeptide.
As building block N,a-Boc-protected serin derivativBoc-Ser[Xil(OBz);]-OH was used.
Dmab-deprotection was made with a solution of hgithehydrate, on resin. BEeprotection
was made in solution-phase with hydrazine-hydrate.

In summary we found a convenient solid-phase swih&rategy for the preparation
of the above glycosylated-hexapeptide conjugatbave developed a strategy that combines
the Fmoc and Boc SPPS approaches for the prepamitid- and O-glycopeptides in high
purity and reasonable yield, using Spflr Boc deprotection, which leaves the acid seresit

glycosidic bonds intact.

8.4 Synthesis of precursors for radiopharmacon préipara

Alzheimer's disease is characterized by the preseffizamyloid fibril formation. The
inhibition of this peptide accumulation may be ayantion method for Alzheimer's disease.
Beta-sheet breakers constitute a new class of dhagsare designed to specifically bind
amyloid-beta peptide and block and/or reversedbisormal conformational change. Several
classes of molecules have been reported to inpibinyloid fibril formation for example:
Congo Red, some short fragments of thg @®RVVIA, LPFFD, LPYFD), curcumin (the
phenolic yellow curry pigment curcumin directly s smallp-amyloid species to block
aggregation and fibril formatioinm vitro andin vivo).

For the preparation of the precursors, amyloid ideptimics LPYFD, KLPYFD,
curcumin, DOTA andN-carboxymethyl-histidin were chosen. In the frameaf our project
on the synthesis of precursors in solution phasenglic hidroxyl group of the curcumin was
alkylated with ethyl-bromoacetat. The resultingotumin derivative was then used to create a
curcumin-peptide, but incorporation wasn’t sucaassf

Therefore we decided to modify the strategy foritterporation of curcumin in the

model peptide by using a new mixed solution anddsphase synthesis strategy. First the
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short fragments of thB-amyloid peptide LPYFD and KLPYFD were synthesizednually
using Fmoc peptide synthesis protocols. Hencefdstbmo-acetyl KLPYFD-peptide was
used for coupling with curcumin (in solid phasegrthcurcumin-peptide was acylated with
DOTA in solution phase. For the incorporation Mfcarmoxymethyl histidin the same
synthesis strategy was used, as well the syntleeimemo-acetyl LPYFD-peptide was used
for coupling withN-carmoxymethyl histidin.

In summary, we found a convenient strategy for fheparation of the above
precursors, using a combined solid and solutions@hsynthesis. With this combined
technique incorporation of the curcumin, DOTA amdtcarboxymethyl-histidin was

successful. Analysis concerning the new biologacaivity are in progress.
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