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1. Irodalmi elé6zmények, célkitizés
1.1 Fumitremorgin anal0gok tervezése és szintézise

Az ABC transzporterek ABCG alcsaladjaba tartozé AZCfehérje a rakos
sejtek multidrog rezisztencidjdban szerepet jat&détranszporter, mely csupan
egyetlen transzmembranbdl és egy nukleotididiimeéniél all. Az ABCG2 az ATP
hidrolizise soran felszabadul6 energiat hasznaljasztratja koncentracio-gradienssel
szembeni transzportjahoz. Az egyik legjetesetbb transzporter — az MDR1 és az
MRP1 mellett — a tumorterapia soran fetiépezisztenciaban, amely febsl a
mitoxantron rezisztencia kialakulasaért a tumoekegn. Az ABCG2 (BCRP)
fehérjének szamos inhibitora ismert, ezek kozidkalst az FTC-t (fumitremorgin C)
azonositottdk, amely az indol alkaloidok csaladiargyik képvisalje. Az utébbi
idében tdbb kutatécsoport forditott hangsulyt () sfiecs €s alacsony toxicitasu
inhibitorok azonositasara: Kol32, Kol34, valaminGR120918, Gleevec stbl.(

abra).
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1.4braNéhany ABCG2 inhibitor

Munkdm soran céluliztem ki az irodalomban mér kozolt, észter-kotést
tartalmazo Kol34 (fumitremorgin analég) ABCG2 sfikas inhibitor eballitasat,
illetve U] konformaciosan gatolt peptidszarmazékdkimitremorgin analégok
szintézisét, annak érdekében, hogy noveljem azbitohi specificitasat, kémiai
valamint metabolikus stabilitasat. Tovabba célortt @@ 0j fumitremorgin analégok
analitikai jellemzése, biolégiai hatékonysaguk geata (h vitro gyogyszer-
transzporter kolcsonhatasok vizsgalatara alkalmatethnologiak segitségével)
illetve az eredeti Ko134 inhibitan vivo bioldgiai vizsgalata.

A potens, specifikus és alacsony toxicitasu inbiloknak jeleniségik lehet

az ABCG2-t eleve hordozd, illetve a szubsztratokiaedd ebzetes kezelés hatasara a



fehérjét expresszalé drog-rezisztens tumorok téjaipan. Emellett a fehérje gatlasa
eléseqiti a szubsztratként szekeplyogyszerek enteralis felszivodasat.

1.2 Moédositott minifehérjék szintézise

A minifehérjék olyan makromolekuldk, amelyek seggisvel jobban
megeértheiek a fehérje fel- és letekeredésének fontosabb séépévalamint
tanulmanyozhatdak kulonbézszerkezetstabilizalo hatasok. Ide tartoznak aoligin
€s soOhidak, a hidroféb vagy hidrofil kdlcsonhataselamint minden olyan
interakcié, amely a téralkat felvételében fontodiete Végeredményben ezen
kélcsdonhatasok feltérképezése segithétadiehérjék racionalis megtervezesét.

Munkam soran a TC5b minifehérje mddositott szarkeinék eballitasaval
foglalkoztam. Célul tztem ki olyan TC5b varidnsok d&lllitasat, melyek
szerkezetvizsgalata kdzelebb vihet a Trp-kalitkaif@hérje globdlis stabilitasdnak
megeértéséhez. Tovabba célunk volt még a TC5b DRES aminosavak kozott
kialakul6 so6hid harmadlagos szerkezetre gyakorotabilizald hatdsanak

feltérképezése.

1.3 Glikopeptidek szintézise

A szeénhidratok glikopeptidek, glikoproteinek és mgkkokonjugatumok
formajdban alapvét szerepet jatszanak a biologiai folyamatokban elsjtfni
receptorok, sejt-adhéziés molekuldk, immunglobWjnoszérumglikoproteinek,
hormonok és tumor antigének formajaban.

Napjainkban a glikozilalt peptidek szintézise ayikdegnagyobb kihivas a
peptidkémidban, kiléndsen azon glikopeptidek esetélamelyek oligoszacharid
egységet tartalmaznak. Ezt részben a szénhidrakiflitasi problémai, masrészt az
0sszekapcsolas nehézseégei, illetve a glikopeptigleiékenysége okozza. Kéb f
stratégia ismeretes a glikopeptidekoadlitasara: a synthon vagy mas néven
Iépésenkénti (stepwise) eljaras, amikor a glikerilinosav szarmazék é&fkbként
szolgdl a szilard fazisu peptid szintézis soratgnamt a konvergens modszer, amikor
a szukséges szénhidratlanc és a peptid szintégyseastol fliggetlendl térténik, majd
legvégul megvalosul a peptid glikozilaciéja. Mindkéddszer megvalodsithato szilard
illetve folyadék fazisban.

Munk&m sorén céluliztem ki egy olyan kombinalt Fmoc/Boc szilard fazisu

szintézis stratégia kidolgozasat, melynek soran d-ké@mia alkalmazéasaval, Boc-



vedscsoporttal ellatott aszparagin illetve szerin szmékokat épitek be ugy, hogy a
szintézis soran a Boc vé&wkoport eltavolitasara egy Uj, irodalomban leighenés

szelektiv SnGldal torté védscsoport hasitasi moédszert alkalmazok.

1.4 Radiofarmakonok készitéséhez prekurzorok é&dllitasa

Az Alzheimer korra jellem& hogy az agyban az idegsejteket elpusztitd koros
fehérje-lerakddasok, ugynevezett amiloid plakkoletk@znek, amelyek az Amiloifl-
(AB) 1-42 peptid kéros felhalmozodésai. Az Alzheimértkfosleg az amiloid
prekurzor protein (APP) és a presenilinek mutaaiézik eb, melyek hatasara az
APP-BI nagy mennyiséfy igen kdnnyen aggregalédd neurotoxikus peptid ez
Az B-amiloid polipeptid lancdhoz kulonbézipusu vegyilletek kapcsolédnak ionos-
vagy masodlagos kotésekkel. Az ilyen vegylletek akadalyozzak a peptidlanc
aggregaciojat, igy alkalmasak lehetnek az Alzheikder kezelésére. Ezeket az
anyagokat 6sszefoglaldé névgrszerkezetromboloknak nevezzik pl.: a kongd voros
és néhanyB-amiloid fragmens: LPFFD, LPYFD, RVVIAstb.. Szamos kdzlemény
sziletett azzal kapcsolatosan, hogy a kurkunfin §brg in vivo és in vitro
kisérletekben kozvetlenil Kidik a kisebb p-amiloid szarmazékokhoz,

megakadalyozva ezzel az aggregaciot és a fibtakigasat.
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2. abra

Célul tiztem ki olyan prekurzorok &hllitasat, amelyek bejuttathatoak a
ko6zponti idegrenszerbe és nagy affinitassabéde az amiloid plakkokhoz letiaté
tennék a betegség korai diagnosztizalasat a mégledpalkotd eljaras segitségével.
Célom volt egy olyan szintézis stratégia kidolgezémelynek sordn az amiloid
plakkokhoz nagy affinitadssal kidé H-Lys-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-Nivalamint H-
Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-Nkpeptidekbe olyan molekulakat épitek be, mint a ko,
DOTA (3. abrg), illetve azN-karboximetil hisztidin.
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3. abra

2. Kisérleti eredmények targyalasa
2.1 Fumitremorgin analdgok tervezése és szintézise

A Kol34 (fumitremorgin analég) specificitasdanak égzelektivitdsanak
novelése érdekében Uj fumitremorgin analdgokat eldem és szintetizaltam.
Munkam soran szilard- és tobblépéses oldat fazsiézis stratégiak segitségével Uj
fumitremorgin analégokat allitottam ¢el illetve egy hatékony, egysien
kivitelezhet oldat fazisu szintézis stratégiat dolgoztam kiradalombdl mar ismert
Ko134 inhibitor eballitasara. A Kol34 szintézise soran sikeresenziewi az RP-
HPLC kromatografiat a normal fazisuval. AlkalmaamRP-HPLC kromatografiat a
szintézisek soran keletkézliasztereomerek elvalasztasat sikeresen meg\atasit,
eléallitva ezaltal diasztereomer-tiszta fumitremorgimralégokat.

Munkém el$ részében a szilard fazisu szintézisek soran adegptietrahidro-
B-karbolin oldallancanak meghosszabbitasa Fmoc-védetinosavval nem volt
sikeres, sem a reakcidé korilmények valtoztatasa, sekilonboé kapcsoldszerek
alkalmazasa CIP, TFFH, TCFH, HATU nem volt célratézA tetrahidrop-karbolin
szekunder aminjanak acilezése szilard fazisu ssmoran nem valdsult meg, ezért
ugy dontéttem, hogy megprobalkozom a fumitremorgiralogok oldatban tortén
eléallitasaval. Az oldat fazisu szintézisek sorannzo€- illetve Boc-védcsoporttal
ellatott aminosavak beépitése sikeresen megt(fé&fH kapcsoldszer segitségével,
bazis jelenlétében és inert korilmények kdzott).

Szilard és tobblépéses oldat fazisu szintézistégfidk segitségével Uj
fumitremorgin analégokat allitottam ¢el illetve egy hatékony, egysien
kivitelezhet oldat fazisu szintézis stratégiat dolgoztam kiradalombdl mar ismert
Ko134 inhibitor eballitasara. A Kol34 szintézise soran sikeresenzievt a HPLC
kromatografias modszert a normal fazisuval folyadkéamatografiaval. A HPLC

kromatografias modszert segitségével, a szintézsekn keletkez diasztereomerek
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elvalasztasat sikeresen megvaldsitottamjaléiva ezaltal diasztereomer tiszta
fumitremorgin analégokat.

Az FTC-Ko csaldd képvisél megfeleb kiindulasi pontnak bizonyultak,
mivel jelents specifitast tanusitottak a biologiai vizsgalasakan. Vizsgalataink
soran bebizonyosodott, hogy az FTC tipusu diketrpgin gyiriis vaz szerkezete
nélkil6zhetetlen az aktivitas szempontjabdl, medlla-llld triciklusos molekulak
vizsgalataink soran nem tanusitottak aktivitast g¢thst esszé). Masréékrazon
vegylletek amelyek tartalmaztak a diketopiperazytirigs szerkezetet aktivnak
bizonyultak, abban az esetben3® 6S, 12a&onfiguracioval rendelkeztek. &etes
vizsgalatokat alapul véve 8S, 6R, l1l2aSkonfiguracioju vegyuletek inaktivhak
bizonyultak a varakozasoknak megfékn, kivéve a 3e53S, 6R, 12aSmolekulat
amely részleges aktivitast tanusitott. Viszont & &S, 6S,128Sdisztereomer par
110-szer hatékonyabb IC50 értékeket tanusitott 7(16M és 0,14 uM).
Megjegyzend, hogy az ABCG2 gatldas esetében tapasztalt szelekti
sztereospecificitas teljesen hianyzott az ABCB1&CE1 gatlas esetén. Az a tény,
hogy a 6-0s helyzetben l&vkonfiguracio 6nmagaban specificitast adott az ABEG2
nek az ABCBL illetve ABCC1-el szemben, még nemHKé#dlve.

A Kol134-el kapcsolatos in vivo biologiai vizsgahtfolyamatban vannak.
2.2 Médositott minifehérjék szintézise

Munkam el$ részében olyan TC5b analdgokat allitottan® ehelyek
alkalmasak lehetnek annak vizsgalatara, hogy a Taibidehérjében jelenlévAsp9-
Argl6 sohid milyen mértékben jarul hozza a minifghézerkezetének globalis
stabilitdsdhoz, illetve a fehérje feltekeredésékezabbiHudaky és mtsaltal végzett
kisérletek soran bebizonyosodott, hogy az eredébbTfehérjének a 9. poziciéban

metilén hosszabbitott valtozata (Asp&Iu9) térszerkezetileg stabilabb.

A sohid-optimalt TC5b_D9E (NLYIQWLEGGPSS®PPPS) mutanst alapul
véve ebdllitottam ennek a minifehérjének néhany variansaiCsb DON
(NLYIQWLK NGGPSS®PPPS), TC5b_R16A (NLYIQWLRGGPSS@PPPS),
TC5b_D9N_R16A (NLYIQWLKNGGPSS@PPPS), TC5b_D9S (NLYIQWLEBGG
PSS®RPPPS), TC5b_R16hR (NLYIQWLBGGPSS®RPPPS) (hR, homo-arginin,
az arginin metilén-hosszabbitott valtozata), TC50AEBD R16K
(NLYIQWLK AaDGGPSS®&PPPS) (AaD, adipinsav, a glutaminsav metilén-



hosszabbitott valtozata). A minifehérjék szintézis@anualisan, szilard fazisu
szintézis stratégiaval végeztem, Fmoc-kémia alkaheaval.

Arra kerestik a vélaszt, hogy milyen mértékben tledgy metilén-csoport
.,mozgatdsaval’ finoman hangolni egy megiékolcsbnhatast. A sohid szerepére
abbdl is lehet kdvetkeztetni, hogy ha az nincjeleszerkezetben, ez eléihatsohid
mutaciojaval (TC5b_D9S, TC5b_D9N), valamint savaérikmények kozotti
vizsgalatokkal.

Az elvégzett vizsgalatok alapjan a Trp-kalitka sifdni nem egy izolalt
stabilizalo szerkezeti elem, de egy eléggé fontowgralt része a rendezett
struktaranak. A megvizsgalt mutansok esetében hiligdd tendenciak harom
specifikus ugyanakkor egymashoz kapcsolédd kolasidsiok segitségével
jellemezhetk: elektrosztatikus, hélix-stabilizaldé (QxxxY) ésidiofob (Argl6
aminosav —(Ch)s— oldallanca valamint Trp6 aminosav indolugije kozo6tt). A
vizsgalt mutaciok alapjan az ArgEéninosav —(Ch)s— oldallanc maradék halozati
kolcsdnhatasa sokkal fontosabb, mint egy negattett Asp9/GIlu9 és egy pozitiv
toltédi guanidin csoport kozoétti. A séhid mutacidéja (TCBBS, TC5b_D9N)
kevésbé drasztikus mint az Argl6 aminosav hidraddallancanak megszintetése
(TC5b_R16A).

Az elbéllitott TC5b variansokrdl savas (X8H < 3,2) és semleges (6s5pH
< 7,1) korilmények kozott késziltHH' NMR mérésekdl (T = 280 K), valamint a
kozeli és tavoli ECD (elektronikus cirkularis dikzmus) spektroszkopia segitségével
meghatarozott masodlagos szerkezetbeli valtozasakai@ol kiderllt, hogy ezen
minifehérjék gombolyodésa (unfolding) nem egy képita folyamat, hanem annal
sokkal bonyolultabb.

A széles Bmérsékleti tartomanyban 6 T < 85 °C) végzett ECD olvadasi
gorbék, savas NMR vizsgalatok és a CCA+ eredménjaian kijelenthetjuk, hogy
a tipikus Trp-kalitka olvadasa egy bonyolult folyatn amely minimum egy
intermedieren keresztil jatszodik le és vezetlailsstaerkezet eléréséhez.

Korabbi kutatasok szerint sok globularis fehériénen egy masodik
térszerkezete, amely fonal alaki aggregatum, vagmwyilpid” szefi. (mint az
Alzheimer-kor esetében). llyen aggregaciot figyelteeg a TC5b_D9N és tovabbi
foszfatalt mutdnsok esetében (megvaltozott a tékszet— B-reddvé). Aggregacios
tulajdonsagai alapjan a TC5b kivalé modellje ledeflzheimerkérismervert feldls

aggregatumoknak. Munkam masodik részében olyan Tashnsokat allitottam &|
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amelyek alkalmasak lehetnek, mint referensek a nu@zfatalt analdégokkal
kapcsolatos vizsgalatok soran: TC5b_D9Q (NLYIQWQGGPSS®&PPPS),
TC5b_S14E (NLYIQWLKDGGPEGRPPPS), TC5b_S14Q (NLYIQWLNGGP)
GRPPPS), TCbb_S20E (NLYIQWLKG GPSS®PPH), TC5b_S20Q
(NLYIQWLK NGGPSS@®PPR)). A szintetizalt TC5b minifehérjékkel kapcsolatos

vizsgalatok folyamatban vannak.

2.3 Glikopeptidek szintézise

Munkam soran egy Uj szintézis stratégiat dolgoztdmmelynek soran a
glikopeptidek szintézise egy kombinalt Fmoc/Bomsziis stratégia révén valosult
meg ugy, hogy az aminosavak beépitése Fmoc sangdmtégia alkalmazaséaval
tortént, viszont a cukorrész beépitésére Boc-védglikozilalt aminosav
szarmazeékokat alkalmaztam. A szintézis soran av@dgesoport eltavolitasa egy U
szelektiv védcsoport hasitasi modszerrel tortént, Sreelgitségével.

Az aszparaginon glikozilalt peptidek szintéziséredellnek kivalasztott
hexapeptid a Tc5b minifehérje 7-12 fragmense NLYIQM*GGP RPPPS, ahol
.5 a glikozilacio helyét jeldli. Az N-glikopeptidek szintézise Fmoc kémia
alkalmazasaval, Rink amid MBHA gyantan tortentéZetes kisérleteim soran mas
Fmoc kémiaban altaldban alkalmazott: Wang, 2-ktdrkiorid valamint Rink amid
gyantdk nem bizonyultak megfeleek, mivel az SnGidal tortéd védscsoport
hasitas kovetkeztében a peptid-gyanta kozotti kbsadasa volt megfigyelldet
kivéve a Rink amid MBHA gyanta esetében.

Az N-glikopeptidek szintézise soran Boc-védett glikélzimono- di- illetve
triszacharid egységeket tartalmazo aszparagin székokat épitettem bd.(abrg).
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4. abraA szintézis soran beépit@icNAc(p1-N)]Asn, GIcNAc(B1-4)GIcNAcB1-N)]Asn, [Man(p1-
4)GIcNAc(p1-4)GIcNAc(B1-N)]Asn szarmazékok



A szintézisek soran a peptidek d&lsharom aminosavat Fmoc-kémia
alkalmazasaval Rink amid MBHA gyantara kotottemjchmraegtoértént a Boc-védett
glikozilalt aszparagin szarmazékok beépitése, eiavetke a Boc-védtsoport
eltavolitdsa 0,2M Sn@DCM oldattal, véglul az utols6 két aminosav kapaésal
szintén Fmoc-kémia alkalmazasaval tortént. A peptigyantarél tortéh hasitasa
TFA oldattal tortént.

A kombinalt szintézis stratégia alkalmazasavalregen alallitottam a kivant
Leu-Lys-[GIcNAcB1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH, Leu-Lys-[GIcNAc(B1-4)GIcNAc(
1-N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH illetve a Leu-Lys-[Man§14)GIcNAc@1-4)GIcNAc@B1-
N)]Asn-Gly-Gly-Pro-NH glikopeptideket, kikliszobolve a di- illetve trisherid
egyseégeket tartalmazd glikopeptidek esetében arago hasadasabdl szarmazo
melléktermeékek keletkezését.

Az SnCl-al tortérd szelektiv Boc védcsoport hasitasi moédszei®-
glikopeptidek esetében is szerettem volna alkalm@&zmek megfelélen modellként
kivalasztottam az aggrecan fehérje egy fragmei@&¢EDIS*GLPSG amely a
fehérje legefsebben glikozilezett régiojabdl szarmazod repetitiekvencia (,*" a
glikozilacio helyét jeldli). A H-Gly-Val-Glu-Asp-k-[Xil(p1-O)]Ser-Gly-Leu-Pro-
Ser(Bzl)-Gly-NH peptid esetében ugyanazt a szintézis stratégiatnadiztam, mint
az N-glikopeptidek esetében azzal a kulonbséggel, hedmpen az esetben védenem
kellett a glikozilalt szerin szarmazék hidroxilcsopait valamint a peptidben talalhatéd
trifunkcios aminosavak oldallancait.

A korabbi O-glikopeptidek edallitasaval kapcsolatos kisérleteink soran Fmoc
szintézis stratégia alkalmazasavaéea-Bzl, Ser(Xil)-Bz, Glu-, Asp-ODmab (5.abra
védscsoport kombinacié bizonyult a legoptimalisabbnaknek megfeléen azO-
glikopeptid eballitAsanal ugyanezt a wézboport kombinaciot alkalmaztam. A
szintézise soran Boc végsoporttal ellatott glikozilalt szerin szarmazékdbc-
Ser[Xil(OBz)3]-OH (6.4brg épitettem be. A szintézis soran ugyanazt a gfiédté
kovettem, mint aaN-glikopeptidek esetében azzal a kilonbséggel, fogyintézis
végeztével eltavolitottam az ODmab $ésoportot hidrazin-hidrat eleggyel, majd
lehasitottam a peptidet a gyantarol TFA oldattagvegul pedig megtortént a Bz

vedscsoport eltavolitasa hidrazin-hidrat oldattal.
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A fentiekben leirtN- illetve O- glikopeptidek esetében sikeresen kidolgoztam
egy Uj kombindlt szintézis stratégiat, mely Iéhét teszi Boc-védett glikozilalt

aminosav szarmazekok beépitését Fmoc stratégalirakva.

2.4 Radiofarmakonok készitéséhez prekurzorok ééllitasa

Munkdm sordn egy kombinalt szilard és oldat fazgmintézis stratégia
segitségeével, korabbi vizsgalatok szerint az anhilpiakkokhoz nagy affinitassal
kotédd H-Lys-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-NH valamint H-Leu-Pro-Tyr-Phe-Asp-NH
peptidekbe sikeresen beépitettem a kurkumin, DO$AN-karboximetil hisztidin
molekuléakat.

Vizsgaltam a fent emlitett prekurzorokééllitasat, oldat és szilard fazisu
szintézis stratégiat alkalmazva. Munkdm soran akumm fenolrészének
hidroxilcsoportjat bromecetsav etil-észterrel akiem. Az dlallitott intermedier
beépitése soran probléma merilt fel, ezért egyiatéexzis stratégiat dolgoztam Ki.
Els6 lépésként szilard fazisu szintézis stratégia ségével — Fmoc kémiat
alkalmazva — szintetizéltam az LPYFD illetve KLPYHRi2ptideket, majd szilard
fazison hozzakapcsoltam minkét peptidhez a broreacat. Az elkészitett brom-
acetil KLPYFD-peptidhez hozzakapcsoltam a kurkumintajd oldat fazisban
1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraecetda\DOTA) acileztem. Ugyanezt
a szintézis stratégiat sikeresen alkalmaztam-&arboximetil hisztidin beépitésére is,
melynek soran szintén az elkészult brom-acetil LBXfeptidhez kapcsoltam a-
karboximetil hisztidint.

Tobblépéses szilard és oldat fazisu szintéziglselesen dlallitottam a kivant
prekurzorokat, ezen anyagok biologiai vizsgalatiyaimatban van. Ugyanakkor Uj

prekurzorok tervezeése, valamint Up&litasi stratégiak kidolgozasa van folyamatban.
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