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Roviditések jegyzéke

Acm- acetamidometil-

Ac,O ecetsavanhidrid

AcOH ecetsav

ACTH adrenokortikotrép hormon

BCR B-sejt receptor

BL Burkitt limfoma

Boc- terc-butiloxikarbonil-

Bzl- benzil-

C3 komplement komponens 3

CD cirkularis dikroizmus

CRF kortikotrdp felszabadulast segitd faktor (Corticotropin Releasing Factor)
DCC N,N’-diciklohexilkarbodiimid

DCM diklormetan

DIEA N-etildiizopropilamin

DMF N, N-dimetilformamid

DMSO dimetil-szulfoxid

DTT 1,4-ditio-DL-treitol

ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat

Erk extracelluldris szignalizacid szabalyozta kinaz

ESI-MS elektrospray ionizécios tomegspektrometria

FceRI high affinity IgE receptor

Fmoc- 9-fluorenilmetiloxikarbonil-

Gab Grb2 associated binder

HATU 7-aza-benztriazol-1-il-1,1,3,3-tetrametil-uronium hexafluoro-foszfat
HBTU O-(benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil-urénium hexafluoro-foszfat
HF hidrogén fluorid

HOAt 1-hidroxi-7-aza-benztriazol

HOBt 1-hidroxi-benztriazol

Ig immunglobulin
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Az aminosavak roviditésére az irodalomban haznalt egy- és harombetiis kddokat
alkalmaztam [1].



Bevezetés

Az el6zd évtized Oridsi teljesitménye, hogy meghatdroztdk az ember DNS-
allomanyanak elsddleges szerkezetét, a human genom nukleotidszekvencidjat (Human
Genom Program). A géneken tul viszont egy még bonyolultabb kapcsolatrendszerrel
rendelkezd vilag, a gének 4ltal kodolt fehérjék tartomanya kezdddik, amelyek kozvetlentil
vagy kozvetett mddon hatdrozzak meg egy szervezet felépitését és funkcidjat.

A sejtben a riboszomadkon lezajlo fehérjeszintézis utdn a fehérjemolekula sokféle
szerkezeti valtozason mehet keresztiil. Gyakran taldlkozunk a fehérjék aminosav
oldallancénak kiilonb6zd utdlagos — poszttranszlaciés — modosuldsaval, melynek soran a
fehérje molekula egy része, példaul a szignalszekvencia, a transzportért felelds régio,
propeptidek vagy a biologiai hatas kifejtését gatlo aminosavrészek (Met) lehasadhatnak.
A molekula szabad amino csoportjaira acetil- illetve metil csoportok is beépiilhetnek. A
hidroxilcsoportot tartalmazé aminosav oldallancokon (Ser, Thr, Tyr) foszforsav- vagy
zsirsavészterek vagy O-glikozidos kotésben szénhidratldncok (oligoszacharidok)
kapcsolddhatnak a polipeptidgerinchez. A fehérjék aszparagin aminosavat tartalmazé
oldallancdhoz N-glikozidos kotéssel szintén kiillonb6z0 oligoszacharid egységek
kapcsolddhatnak. A metalloproteinek valamilyen kationt tartalmaznak komplex kotésben,
amelynek az esetek nagy részében kozvetlen szerepe van a fehérjék funkciojanak
kialakitdsdban. Mai tuddsunk szerint tobb mint 300 kiilonb6z6 kémiai atalakulds mehet
végbe fehérjeszintézis utan a sejtben és ezek szoros Osszefiiggésben vannak a fehérje
biologiai funkciodjaval, illetve miikodésiik ki- és bekapcsolasaval.

A fehérjedllomany feltérképezése nagy erdvel zajlik napjainkban is. A detektalt és
bioldgiai hatassal ellatott fehérjék mukodésének megértését, szervezetben betoltott
funkciojuk teljesebb megismerését segiti a fehérjék modellezése kisebb peptidekkel. A
szerkezet-hatds Osszefiiggéseinek feldolgozasaval, értékelésével megismerhetéve valnak
a fehérjék aktivitdsdhoz sziikséges szerkezeti elemek. A  modellpeptidek,
fehérjeszakaszok, bioldgiailag aktiv peptidek, peptidomimetikumok kémiai kutatasadnak
egyik legfobb preparativ eszkéze a szilard fazisi peptidkémia. A szilard fazist

peptidszintézis bevezetése dta jelentds fejlodésen ment keresztiil, ugyanakkor vannak



olyan szekvencidk, amelyek eldallitasa rutin moddszerekkel sok nehézségbe iitkozik,

kiiléndsen a poszttranszlacios modositast tartalmazo biologiailag aktiv peptidek esetén.

Doktori munkam sordan olyan — tobbnyire modositott — szintetikus peptidek
eloallitasat tiiztem ki célul, amelyekkel molekularis szinten befolyasolhatok bizonyos
biologiai folyamatok, valamint a fehérjék konformdcios valtozasai tanulmanyozhatova

valnak.



1. Irodalmi hattér

1.1.  Szilard fazisu peptidszintézis
1.1.1. Attekintés

A peptidek szerkezete €s bioldgiai hatdsa kozotti Gsszefiiggések vizsgalataban du
Vigneaud oxitocin szintézise [2] egy mérfoldkd volt a XX. szdzad kozepén. A kezdeti
oldatfazisu peptidszintézis nagy id6- €s munkaigénye inditotta Merrifieldet a szilard
fazisu peptidszintézis elvének kidolgozasara [3] (Nobel-dij; 1984).

A szilard féazisa peptidszintézis soran az aminosavak egymashoz kapcsolasa
szilard, oldhatatlan hordozon, tgynevezett gyantan torténik, amelyre elsé lépésben a
peptid C-termindlisdn 1évo, N-termindlison védett aminosavat kapcsoljuk kovalens
kotéssel. A védocsoport eltdvolitdsa utdn a tovabbi védett aminosavakat ehhez a
hordozohoz kotott aminosavhoz kapcsoljuk, igy a névekvd peptid a szintézis végéig a
szilard hordozon marad. A modszer nagy elonye, hogy nincs sziikség lépésenkénti
tisztitdsra, mert a gyantdhoz kotott peptidet a szintézis folyaman egyszeriien, oldoszerrel
torténd mosasokkal lehet elvalasztani a kapcsoloreagensektol, valamint a feleslegben
alkalmazott aminosav-szarmazékoktdl. A szintézis igen kevés eszkozt igényel, mindossze
egy livegszlirdvel ellatott edényt. A mddszer lehetdséget ad az automatizaldsara is, hiszen
a szintézis azonos lépések ismétlddo ciklusabdl 4ll.

Hosszabb peptidek esetén eldfordul, hogy a hibds (hidnyos, vagy oldallanc-
véddcsoportot tartalmazd) peptid tulajdonsdgai csak kis mértékben kiilonboznek a
hibatlan peptidétél. A hagyomanyos preparativ tisztitdsi modszerekkel (kirazas,
kristalyositas, kromatografias eljarasok) ezen peptideket nem, vagy csak nagyon nehezen
lehet elvalasztani egymastol. Ezért érthetd, hogy a szilard fazisu peptidszintézist csak a
nagyhatékonysagu elvalasztastechnikai modszerek kifejlodése és elterjedése utan
kezdték széles korben hasznalni (pl. HPLC).

Annak ellenére, hogy a peptid szintetikus mddszerek oriasi fejlodésen mentek at,
vannak olyan szekvencidk, amelyek eloéallitdsa rutin modszerekkel sok nehézségbe
iitkozik. Az utobbi években tobb kutatdcsoport is beszdmolt a mikrohulldamu technika
alkalmazasaval végzett peptidszintézis hatékonysagardl [4-6]. Az 1j technoldgia

alkalmazésa a peptidkémidban nemcsak a reakciok gyorsasdgara lehet hatdssal, hanem a



termékosszetételt €s tisztasdgot is kedvezden befolydsolhatja.

A szilard fazisu peptidszintézis két legfontosabb alapmodszere koziil az egyik
esetben az a-aminocsoportokat z-butiloxikarbonil (Boc) csoporttal, mig a masik esetben
9-fluorenilmetiloxikarbonil (Fmoc) csoporttal védjiikk [7-8]. Ezen két mddszer koré
fejlodott ki nagyrészt a peptidkémia harom alappillérre: a szilard hordozok kémidja, az
oldallanc véddcsoportok kémidja, valamint a peptidkotést kialakité kapcsold reagensek
kémidja.

1.1.2. Szilard hordozok

A peptidkémidban a szilard hordozonak kiemelt szerep jut. A Merrifield altal
hasznalt sztirol-divinil-benzol kopolimer alapu gyantak ma is a legnépszertibbek kozé
tartoznak [3]. A modszer fejlodésével a hordozdk szama és fajtdja is folyamatosan nétt. A
hordozok dontd tobbsége alacsony keresztkotési foku gél tipust hordozd. Ezeknél a
gyantdknal kulcsfontossagu a jo duzzadasi tulajdonsag. Figyelembe véve a mechanikai
stabilitast és a minél magasabb duzzadasi értéket is, napjainkban altalanosan 1%-o0s
keresztkotésii kopolimereket hasznélnak.

Munkédm soran Fmoc-stratégianal Wang, TentaGel R RAM, TentaGel R PHB,
valamint Rink hordozét, Boc-stratégianal Merrifield, PAM, illetve MBHA hordozot
hasznaltam. A hordozdokrol valo savas hasitds utan a Wang, TentaGel R PHB, PAM,
illetve a Merrifield hordozd karboxil C-termindlis végzodést ad, mig a Rink-amid,

TentaGel R RAM, illetve az MBHA hordoz6 amid végzodést.

Merrifield gyanta
NH,

O@_\ MBHA gyanta
O :

OH
Wang gyanta Fmoc<
NH
00 -
HN o (l) O/
O-Xaa-Fmoc
PAM gyanta Rink gyanta

1. dbra: Egyes felhasznalt hordozé szerkezete



1.1.3. Oldallanc véddcsoportok

Két aminosav amino- és karboxilcsoportjanak megfeleld iranyt 6sszekapcsolasa
csak az egyéb reaktiv csoportok blokkoldsaval valosithato meg. A szilard fazisu
peptidszintézis soran, a melléktermékek keletkezésének elkertilése végett, az Osszes
trifunkciés aminosav oldallancat védeni kell. Olyan oldallanc-véddcsoportokat kell
haszndlni, amelyek a Boc-, illetve Fmoc-véddcsoport lehasitasakor nem, a peptidek
hordozérdl vald lehasitasakor viszont tavoznak a peptidrol. A szilard fazisu

peptidszintézisben két meghatarozé véddcsoport kombindcidt hasznalnak [9, 10], a

legaltalanosabban hasznélt oldallanc véddcsoportok listajat az 1. tdblazat foglalja Gssze.

1. tdblazat: Az altalanosan hasznélt aminosavak ¢és véddcsoportjaik

Aminosav Oldallanc Boc/Bzl Fmoc/fBu
funkcié védocsoport védbcsoport
2,2,4,6,7-pentametil-
Arginin Arg | R | guanidino tozil 2,3-dihidrobenzofuran-5-
szulfonil
Aszparagin Asn | N | karboxamid tritil
Aszparaginsav | Asp | D karboxil ciklohexil-észter terc-butil-észter
Cisztein Cys | C tiol 4-metil-benzil tritil
Glutamin Gln | Q | karboxamid tritil
Glutaminsav Glu | N karboxil ciklohexil-észter terc-butil-észter
Lizin Lys | K amino 2-klér-benziloxikarbonil terc-butiloxikarbonil
Hisztidin His | H| imidazol benziloxikarbonil tritil
Szerin Ser | S hidroxil benzil-éter terc-butil-éter
. . . 2-brém- o
Tirozin Tyr | Y hidroxil benziloxikarbonil terc-butil-éter
Treonin Thr | T hidroxil benzil-éter terc-butil-éter

1.1.4. A peptidkotés kialakitasanak mddszerei

Az aminosav-szarmazékok kapcsolasa a novekvo peptidszakaszhoz tobbféle
moédon torténhet. Elterjedten alkalmazzak az anhidrides (foleg oldatfazisban), aktiv
¢észteres, karbodiimides (V,N -diciklohexilkarbodiimid, ill. N, N -diizopropilkarbodiimid)
acilezést is [11]. Az anhidrid nem minden esetben stabil, tehat csak kozvetleniil a
kapcsolasi reakcid eldtt célszerli elkésziteni. A vegyes anhidridek alkalmazasa esetén az
anhidrid két iranyban lehetséges felnyilasa mellékreakcidhoz vezethet, de legtobb esetben
ennek mértéke elhanyagolhato.

Gyakran hasznéljak a védett aminosavak aktivalt észtereit, melyek daltaldban

stabil, kristadlyos vegyiiletek, igy elore elkészithetok ¢&s jol tarolhatok. A védett



aminosavak elektronvonzd csoportokkal szubsztitudlt fenilészterei 4ltaldban az
anhidrideknél lassabban reagalnak, de a pentafluor-fenil-észter [12], kiilondsen 1-hidroxi-
benztriazol (HOBt) jelenlétében a szimmetrikus anhidridhez hasonlé reaktivitdsu. Az
aminosavak 1-hidroxi-benztriazollal kialakitott aktiv észtereinek haszndlata is gyakori, az
észterkotést gyakran karbodiimid reagenssel alakitjak ki in situ, kozvetleniil a kapcsolas
elott, és izoldlas nélkiil hasznaljak fel, mert nem stabil. A HOBt helyett Carpino a
hatékonyabb kapcsolast lehetové tévd 1-hidroxi-7-azabenztriazolt (HOAt) javasolja az
aktiv észter kialakitasara [13].

A késobbiekben a benztriazol foszfonium- és uronium-szdrmazékaira terelodott a
figyelem, melyeknek altalaban hexafluoro-foszfat vagy tetrafluoro-borat séit hasznaljak:
O-(benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil-urébnium  hexafluoro-foszfat (HBTU), 7-aza-
benztriazol-1-il-1,1,3,3-tetrametil-uronium hexafluoro-foszfat (HATU). A kapcsolas
soran az aminosav benztriazol észtere, illetve aza-benztriazol-észtere az acilezd reagens.
Carpino és munkatarsai az aza-benztriazol alapu reagenseket taldltdk a
leghatékonyabbnak peptidszintézisben, az acilezési reakcio szomszédcsoport-részvétellel
megy végbe [14].

A kereskedelmi forgalomban megjelent legijabb kapcsoldreagensek az Oxyma
[etil-(hidroxi-imino)cianoacetat], illetve a hasonlo vazra épiil6 COMU [1-ciano-2-etoxi-
2-oxoetilidénaminooxi)-dimetilamino-morfolino-karbénium hexafluorofoszfat], melyek a

HOBY, illetve a HATU lehetséges helyettesei [15, 16].

\ N
HOBt on HOAt o Oxyma OH
©:N\ PF, (BF,) @N\N PF, 0 PF,
N/N N NN\ o7y SN
O%':‘\ O\(;*\ i\j\o .
7 NN o
HBTU (TBTU) HATU coMU | /

2. abra: Néhany kapcsoldszer szerkezete
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1.2. Poszttranszlaciéos modosulasok

A transzlacid sordn szintetizdlt fehérjelancok jelentds része tovabbi reakcidk
soran nyeri el végsO, biologiailag aktiv formdajat [17]. Ezeket a transzlaciot koveto,
fehérjelancot érintd reakcidkat Osszefoglaldoan poszttranszlacids modosuldsoknak
nevezzilkk, amelyeken mind a prokariota, mind az eukaridta sejtek fehérjéi
keresztiilmennek.

A moddosulasok egy része, példaul a szigndlszekvencidk lehasadédsa, az
elofehérjék proteolitikus hasitdsa nem igényel kofaktort. A mddosuldsok nagyobb része
azonban kofaktorigényes folyamat, a sorbol néhany folyamatot kiragadva: egyes fehérjék
szerin, treonin €s tirozin részei foszforildlddnak (kofaktorként ATP-t igényelve); tobb
véralvadasi faktor aszparaginsav €s glutaminsav részletei tovabbi karboxil csoportokkal
egésziilnek ki (kofaktorként K-vitamint igényelve); izomfehérjék és a citokrom C lizin
részletei metilalddhatnak (kofaktorként N-adenozil-metionint igényelve). A kollagének f6
szerkezetalkotoja a hidroxiprolin aszkorbinsavat igényld folyamat révén jut hozza
hidroxil csoportjdhoz. A glikoproteinek is poszttranszlaciés mddosuldsuk soran nyerik
szénhidrat oldallancukat. Tobb bakteridlis és eukariota fehérje igényel aktivitasahoz
kovalensen kotott prosztetikus csoportot. Ezen csoportok is a fehérjelanc riboszomarol
torténd tavozasa utan éplilnek be. Példaként emlithetjiik a kovalensen kotott biotint az
acetil-CoA karboxilaz esetében, valamint a hem csoportot a citokrom C esetében. Az
exportra keriilo fehérjékben gyakran alakulnak ki kovalens diszulfid kétések lanckozi €s
lancok kozotti cisztein részletek kozott nativ konformécidjuk kialakuldsakor. Az igy
kialakult diszulfid kotések segitenek a nativ fehérjeszerkezet megoOrzésében az

intracellularistol kiillonb6zo viszonyok kozott.

A poszttranszlacios mddosuldsok hatdsa fehérjék szerkezetére és természetben
betoltott szerepére régota a fehérjekutatds kozéppontjdban 4ll, azonban ennek
tanulmanyozasa szintetikus fehérjék segitségével sok nehézségbe {itkozik ha csak
méretitket €s jellegiiket tekintjiik is, ezért oly fontos a moddositott peptidek, mint

modositott minifehérjék szintézise.
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1.2.1. Diszulfid hidak a természetben és a szintetikus peptidkémiaban

A diszulfid hid kovalens kotés, mely két cisztein tiol csoportja kozott alakul ki. A
természetben csak ritkan alakulnak ki intracelluléaris fehérjékben. Ezen ritka esetekben is
legtobbszor egyes enzimek katalitikus, tranziens dallapotdban jonnek létre, vagy
enzimregulacids szerepet toltenek be. Az el6zdekkel ellentétben gyakran megtaldlhatdak
szekrécios fehérjékben, elengedhetetlenek a megfeleld struktira kialakuldsdhoz és
stabilizaljak a megfeleld szerkezetet. Egyenlotlen eloszldsuk az intra- €s extracelluldris
fehérjék kozott az eltérd redox viszonyokkal magyarazhato [18].

A diszulfid hidak kialakuldsa tulajdonképpen egy oxidacids folyamat. Az €16
szervezetekben zajlo diszulfid képzddés szigoruan katalizélt és ellendrzott folyamat,
amely a ,,diszulfid donor” (elektronakceptor) és a célfehérje (elektrondonor) kozti tiol-
diszulfid csere soran jon létre. Tehat ezen reakcidk soran nettd diszulfid kotések nem
képzoédnek €s nem bomlanak fel, egyszertien csak kicserélodnek, atvandorolnak két
tiolpar kozott.

Amig egy fehérje csak két cisztein tiolt tartalmaz, a kialakuld diszulfid hid csak
ezen két aminosavrészlet kozott johet 1étre. A harom vagy tobb cisztein tiolt tartalmazd
fehérjelancokban fennall a lehetdsége, hogy a diszulfid hid nem a megfeleld ciszteinek
kozott alakul ki. Ezen hibasan kialakult diszulfid koétések elektron transzfert nem kivano
atrendez6dés sordn izomerizalodhatnak, felvéve a helyes konformaciot.

A diszulfid hidak evolucidsan konzervalt szerkezeti motivumok. Sok bioldgiailag
aktiv peptid ¢és protein (hormonok, enzimek, novekedési faktorok, toxinok,
immunglobulinok) t6bb diszulfid hid altal stabilizalt szerkezettel rendelkezik, ezek
lehetnek intra- vagy intermolekularisak. A szintetikus peptidkémia egyik régi kihivasanak
szamit ezen cisztein-tartalmi peptidek szintézise, fOként a tobbszords, regioszelektiv
diszulfid hidak kialakitasandl felmeriildé nehézségek miatt (pl. egy 3 diszulfid hidat
tartalmazo molekulanal 75 izomer keletkezhet - 15 egy, 45 két, illetve 15 harom diszulfid
hidat tartalmazo izomer) [19, 20].

A fobb szintézisstratégiak [21] igy 6sszegezhetdek:

1) 1épésenkénti regioszelektiv cisztein parositasok;

il) konvergens stratégidk, amelyek kombinaljdk a kisebb cisztein tartalmu

szarmazekok statisztikus oxidaciojat a regioszelektiv diszulfid képzéssel;
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i11) ,,oxidativ folding”;
1v) szelenocisztein segitségével irdnyitott diszulfid hidak kialakitdsa.

A peptidkémidban leginkabb hasznalt tiol véddcsoportokat a 2. tdblazat mutatja be [22].

2. tablazat: Néhany tiol véddcsoport

Véddicsoport Szerkezet Stabilitas Eltavolitas
4-metilbenzil (Meb) e, TFA, Ag(D), HF (0 °C), TI(IID),
@J bazis, RSCI | Ph,SO/MeSiCl;
4-metoxibenzil (Mob) S, TFA, 1, HF (0 °C), Ag(D),
O@J bézis, RSCI Hg(ID), TI(IID),
/ Ph,SO/MeSiCl;
terc-butil (1Bu) TFA, HF (20 °C), Hg(1I), RSC1
% HF (0 °C), Ph,SO/MeSiCls
bazis
acetamidometil (Acm) (0] TFA, HF L, Ag(D), Hg(I), T1(I1D),
(részben), Ph,SO/MeSiCl;, RSCI
)J\H/\f bézis, RSCI
terc-butil-szulfenil ""}»% HF RSH, Bu;P, (HOOC-CH,-
(StBu) %s CH,);P
3-nitro-2-piridil- N S bazis, RSH, Bu;P, (HOOC-CH,-
szulfenil (Npys) i | x‘f nukleofilok CH,);P
A
NO,
trifenil-metil (Trt) bazis, hig TFA/gyokfogd, I, TI(IID),
O nukleofilok Ag(I), Hg(II), RSCI
4-metoxitritil (Mmt) bazis, hig TFA/gyokfogo, I, TI(II),
O nukleofilok Ag(1), Hg(II)
aVanY
/
9-fluorenilmetil (Fm) O HF, I, bazis
9H-xanten-9-il (Xan) — bazis, hig TFA/gyokfogo, I, TI(IIT)
l J\ l! nukleofilok
®)

A modszerek mindegyike megkoveteli a linedris szekvencia szintézisét szilard

fazison, amelyhez elengedhetetlen a megfeleld véddcsoport-séma eldzetes megvalasztasa.
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Az oxidécio torténhet a szildrd hordozén vagy oldatban, a legéltalanosabban az oldat
fazisu oxidaciot hasznaljak.

A regioszelektiv mdodszert altalaban egy vagy két, maximalisan harom intra- vagy
intermolekularis diszulfid hidat tartalmazé molekuldk esetén hasznaljak [23, 24], hiszen
meglehetdsen nagy kémiai kontrollt igényel a folyamat, nagyon alacsony a szintézis
hatasfoka, alkalmazasa azonban elengedhetetlen heterodimerek szintézisénél [25-27].

A véddcsoportok nagy szama ellenére, kevés teljesiti az ortogonalitds
kovetelményeit ami az altalanos szintézis stratégidkat (Boc/Bzl, Fmoc/fBu), a kdlcsonos
szelektivitast illeti. A legtobb tiol-véddcsoport savérzékenysége eleve kizarja a Boc/Bzl
kémiat, igy kombinatorikus szempontbdl mindenképpen a Fmoc/tBu kémia enged
nagyobb variacios lehetdségeket. A moddszer hatranya, hogy az ismétlddd piperidines
kezelések komoly mellékreakcidkhoz vezethetnek, mint a racemizacié vagy B-elimindcio.

A legéltalanosabban haszndlt mddszer az ,oxidativ folding” (a molekula
térszerkezetének oxidacids reakcioval torténd kialakitasa). Ez azt feltételezi, hogy ha
biztositjuk a megfeleld reakciokoriilményeket: peptid-koncentracid, oxidaloszer, pH,
homérséklet, a megfeleld vizes/szerves oldoszer-, akkor kiaknazhatjuk a
peptidszekvencidban kodolt felcsavarodasi informdciokat €s ezzel elérhetjik a nativ
szekvencidhoz hasonl6 szerkezetet. A modszer viszonylag egyszeriinek tekinthetd, hiszen
csak egyfajta tiol véddcsoportra van sziikségiink, a felcsavarodas elérhetd a
reakciokoriilmények sokszinii valtoztatasaval [28-31].

A leggyakrabban bdzikus pufferben feloldjdk a linearis peptidet és levegdn
kevertetik. Oxidaldszer hozzdadasaval gyorsithato a folyamat, igy altalaban redox puffert,
dimetil-szulfoxidot [32], kalium hexa-cianoferratot(Ill) vagy jodot [33] hasznalnak. A
legujabb oxidald kozegek kozé tartoznak a kiillonbozé C2-, illetve C4-szubsztitualt
imidazolinium tartalmd ionos oldatok [34] (pl. [C2mim][OAc]), valamint a szilard

hordozéra kétott oxidalészerek, mint példul a Clear-ox — gyanta [35].

A cisztein gazdag peptidek szintézisére nincs altalanosan alkalmazhaté modszer,
azonban a Iétezd stratégidk valamelyikének megfeleldé optimalizalasaval szép

eredmények érhetdek el.
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1.2.2. Fehérje foszforilacio és foszfopeptid kémia

A sejtélettani  folyamatok egyik legéltalanosabb és egyben legfontosabb
reverzibilis szabalyozasi modja a fehérje-foszforilacié folyamata [36]. Emlds sejteken
végzett >*P foszforizotopos vizsgalatok alapjan a cellularis fehérjék mintegy harmadanal
jellemzd ez a transzlacidt kovetd kovalens modositds. A kinazok 4altal katalizalt
foszforilacio, illetve az ellentétes szerepli foszfatdzok 4ltal irdnyitott defoszforilacid
Iényeges szerepet jatszik a novekedes €s differenciacid szabdlyozéasaban, a sejtciklus, az
alakvaltozds, a metabolizmus, az apoptozis, a transzkripcio kontrolljdban és az
intracellularis jelatvitel szabalyozasaban [37].

A fehérjék foszforilacioja tilnyomo tobbségében a szerin é€s treonin aminosavak
oldallancain torténik. A tirozin foszforilacidja minddssze néhany szazalékot tesz ki a
teljes fehérje-foszforilacids mintazatban, szerepe mégis kiemelt jelentdséggel bir, ugyanis
mintegy tiz szdzalékos eltérés a normal, egyensulyi értéktdl elegendd lehet a sejt
rosszindulatu transzformdcidjanak a meginditasaban, illetve egyéb kdéros mitkddés
kialakitasaban.

A szintetikus foszfopeptidek felhasznalhatok foszforilacid vagy defoszforilacio
hatdsdra végbemend esetleges konformécios valtozasok tanulmanyozasara, illetve az
egyes foszforilacios folyamatokban résztvevo kinazok ismeretében kozelebb keriilhetiink
az immunrendszer miikodésének megértéséhez. Mégis csak az 1980-as években jelentek
meg az elsdé kozlemények ilyen szarmazékok eldallitasardl. Ennek oka részben a foszfat
beépités problémadiban, részben a foszfopeptid szintézis soran fellépd mellékreakcidkban
keresendd.

A foszfopeptidek szintézisére két fo stratégia ismeretes: a ,,synthon” €s a globalis
moddszer [38, 39]. A ,synthon” megkdozelités lényege, hogy a peptidlancba a kész
foszforilalt aminosavat épitjilk be. A globalis modszernél az oldallanc véddcsoport
nélkiili Ser/Thr/Tyr-t tartalmazé kész peptidet utolag foszforildljuk [40]. A globalis
modszer egyik modositott valtozata is ismeretes, amely tulajdonképpen 6tvozi a két
stratégia lényegét és tapasztalataink szerint a legjobb eredménnyel is alkalmazhato: az Gn.
,online” mddszer - Iényege, hogy a Ser/Thr/Tyr-t oldallanc véddcsoport nélkiil épitjiik be
¢s a beépités utan kozvetleniil alakitjuk ki a foszfatésztert. Ez altalaban két 1épésben

torténik: az elso a foszfitilalas vagy foszfonalds és ezt koveti egy oxidacios 1épés [41].
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Az elméletileg szoba johetd reagensek koziil a foszfokloridat modszer jo
eredményt ad szerint vagy treonint tartalmazd peptideknél, de tirozinnal nem. A
polifoszforsav jo eredménnyel képez foszfat-észtert, de tirozinbol csak megemelt
homérsékleten, amely koriilmények kozott a peptidkotés nem stabil. Foszforilalt
synthonok eldallitasara viszont ez alkalmazhatdo modszer. A kapott védetlen foszforsavat
tartalmazo vegyiilet felhasznalhatosdga azonban mellékreakcidk miatt korldtozott. A
szerin, ill. treonin tulajdonképpen joval konnyebben foszforilalodik, mint a tirozin, de a
fosztat beépitést kovetden végzett véddcsoport eltavolitdsok soran a védett foszfatcsoport
peptidek szintézisére a III vegyértékli foszfor megfeleld szarmazékai, a foszforamiditek
tlinnek szinte kizarolag alkalmasnak. Sajnos a foszforamiditek szintézise gyakran
nehézkes, €rzékenyek oxidaciora, valamint bomlékonyak is [41, 42]. A H-foszfonatokat
(foszforsav monoésztereket) mar régdta ismerik a nukleinsav kémidban. A H-foszfonatok
a foszforamiditekhez hasonld reaktivitdssal rendelkeznek [43, 44]. A kapcsolas utan
kapott H-foszfonat oxidacidja a megfeleld, részlegesen védett peptidfoszfat-észterhez
vezet. E reagens elOnyei: lényegesen stabilabb, kevésbé érzékeny nedvességre ill.

oxidaciora [45].
1.3.  Stresszmechanizmus és a CRF csalad peptidjei a stresszvalaszban

Az €16 szervezet sajatossaga, hogy képes valtozassal reagalni a koérnyezetébol,
illetve a sajat biologiai rendszerébdl érkezd kihivasokra. Ezek a kiilsd fizikai és szocidlis
tér, vagy belsd élettani paraméter megvaltozasat jelentik. Lehetnek az egyed szaméra
pozitivak vagy negativak, de mindenképp fontosak ¢&s homeosztatikus, illetve
viselkedéses valaszt igényelnek. A valasz tobbnyire Osszetett, tobb szervrendszert
magaba foglalo reakcio.

Bar a kiilonféle sztresszorok eltérd szenzoros és feldolgozd rendszereket
mozgositanak az agyban, minden esetben elérik a stresszvalasz ,,végs6 kozos utjat”
jelentd hipofizeotrop parvocelluldris neuronokat a hipotalamusz paraventrikularis
magjaban. Ez a sejtcsoport szabalyozott moddon kortikotropin felszabadité hormont
(CRH) és vazopresszint juttat az agyalapi mirigy portalis keringésébe, ezzel fokozza az
adenohipofizis ACTH-elvalasztasat és végsd soron a mellékvesekéreg gliikkokortikoid

felszabadulasat [46].
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Az emldsok tobbségében a CRH, masképpen CRF- kortikotropin felszabadito
faktor, az elsddleges ACTH-szekretagdog anyag [47]. A CRF 41 aminosavbol allo
egylancu polipeptid, amely egy hosszabb prekurzor molekuldbdl, 196 aminosav
hosszusagi pre-pro-CRF-bol enzimatikusan hasitodik ki. Az utobbi években tovéabbi
harom neuropeptidet fedeztek fel, amelyek mintegy 45%-0s szekvenciaegyezést
mutatnak a CRF-ral: az urokortin I (Ucn 1), urokortin II (Ucn 2) és urokortin III (Ucn 3)
[48, 49]. Az eddigi vizsgalatok két receptort azonositottak, amelyek felelések a CRF
biologiai hatdsaiért. Mindkét CRF-receptor serkentd G-proteinhez kapcsolt
membranfehérje, amely az adenilét-ciklaz-cAMP-PKA szigndltranszdukcids utvonalat
hasznalja a célsejtben.

Az 1. tipusit CRF-receptor (CRF-R1) nagy affinitassal koti a CRF-t. Elsdsorban
az adenohipofizis kortikotrdp sejtjein talalhatd, de az agy szamos teriiletén kimutathatd
[50]. A CRF hatasat a CRF-R1 receptoron keresztiil fejti ki, aktivdlja az ACTH-
mellékvesekéreg rendszert és fokozza a mellékvesekéreg kortikoszteroid szekrécidjat,
ugyanakkor felelds a stressz-aktivalasahoz kapcsolddo szorongds (anxiogenitas) hatasaért
is. A CRF-RI1 tehat a stressz mechanizmus aktivalasat kozvetiti €és anxiogén. A CRF-
hatds szabdalyozasanak extracelluldris tényezdje az un. CRF-k6té fehérje (CRF-Binding
Protein). Affinitdsa a CRF irant egy nagysagrenddel nagyobb, mint a CRF-R1-nek. A
kotéfehérje csokkenti a CRF elérhetdségét a receptora szdmara, ugyanakkor az agyi
extracellularis CRF-koto kapacitas novelése (pl. kronikus stressz soran) egy lehetséges
kiegyenlitd valasz, amely csokkentheti a CRF-receptorok deszenzitizacidjat.

Szamos kisérletes €s klinikai megfigyelés szol amellett, hogy a CRF-rendszer
zavara hozzajarul néhany pszichiatriai korkép (pl. depresszio, szorongasos betegségek)
kialakuldsahoz.

A 2. tipusu CRF-receptor (CRF-R2) kisebb affinitast mutat a CRF irant, mint a
CRF-R1, ugyanakkor nagy affinitdssal koti az urokortinokat. CRF-R2-t legnagyobb
stirliségben a lateralis szeptum, a BNST (bed nucleus stria terminalis) €s az amigdala
kortikalis magjaban mutattak ki. Az Ucn 1 mindkét receptorhoz, az Ucn 2 tébbnyire a
CRF-R2-hoz, mig az Ucn3 kizarolagosan a CRF-R2-hoz kotédik. A CRF-R2
bizonyitottan anxiolitikus (szorongéasoldo) hatast fejt ki fliggden a tesztelés idejétol és

képes visszaszoritani a CRF-R1 stimulalasat [51].
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Az Ucn3 egy 38 aminosavbol allo peptid, mely a hipotalamuszban és az
amigdaldban fordul eld nagyobb mennyiségben és specifikus ligandumja a CRF-R2-nak.
Az Ucn3-CRF-R2 fokozza a szerotonin (5-HT) kidramlasat a bazolateralis amigdalabdl,
erdteljesen fokozza a depresszios tesztben az antidepresszids aktivitast, ami arra a
kovetkeztetésre vezetett, hogy a CRF-R2 aktivdlas az endogén szerotonin kidramlds
fokozasan keresztiil fejtheti ki hatasat [52]. Tehat barmely gydgyszer amely képes
szelektiven serkenteni a CRF-R2 miikodését, potencidlisan anxiolitikus hatdst,
ellenkezdleg: a CRF-R2 antagonistdk félelmi és depressziv magatartdsi reakcidt képesek

kivaltani.

Doktori munkam soran Ucn 3, valamint ezen szekvencia célzott roviditésével
kapott fragmensei, illetve analdgjai keriiltek tervezésre, eldallitasra és tesztelésre, mint

potencialis farmakonok depresszio €s szorongas kezelésében.
1.4. Orexinek a komplex energetikai szabalyozasban

Az orexinek képzddése a laterdlis hipotalamuszban torténik, receptorai az egész
agyban megtaldlhatoak. Az elmult évek szamos vizsgalata bizonyitotta az orexineknek a
szervezetben betoltott fontos szerepét [53]. Hatdssal vannak: az alvas-ébrenlétre, a
testhdmérsékletre, az étvagyra, az energiahdztartdsra, a neuroendokrin rendszer
milkodésére, az ¢éberség fenntartdsdra taplalkozds kozben, az urindlis és
gasztrointesztinalis funkcidkra. Mindossze 10-20000 sejt képes ezt a specialis molekulat
termelni. Az orexin sejtek elpusztuldsa feltehetleg autoimmun eredetti lehet.

A két leginkabb tanulmanyozott teriilet: az orexin hatdsa az alvasra, valamint az
étvagyra [54, 55]. Megfigyelték, hogy orexin adagolasra az éberség tartama, mértéke no,
a 2. stddiumu alvas mennyisége csokken, a REM alvas (gyors szemmozgasokkal jard
alvas) mennyisége csokken. Ezeket a hatdsokat az orexin a bazalis eldagyban és az
agytorzsben levd receptorain keresztiil fejti ki. Az orexinek: direkt étvagykeltok,
mozgasfokozdk; az orexin expressziot fokozza az ¢éhezés és a hipoglikémia; az orexin
receptor antagonistak gatoljak a taplalékfelvételt; az orexin knock-out egerek

¢tvagytalanok.
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Doktori munkam soran a két diszulfid hiddal stabilizalt orexin A szintézisének
optimalizalasat tliztem ki célul, hogy allatkisérletekben (patkanyban) az orexin hatdsat

vizsgaljuk a vizanyagcserére €s a vazopresszin kivalasztasra.
1.5. Az immunvalasz kialakulasa

Az embert megtamadd idegen anyagok — antigének, szervezetbe jutdsuk utidn a
természetes immunrendszer elemeivel taldlkoznak eldszér. Az ilyenkor azonnal
miikédésbe 1€épd pusztitdo mechanizmusokban egyrészt kiillonbozd sejtek — koztik
makrofagok, természetes Olosejtek €s hizdsejtek —, masrészt kiillonbozod oldékony
faktorok — a komplementrendszer, citokinek, antibakterialis fehérjék — vesznek részt. E
velesziiletett funkciok gyors aktivalddasa azt eredményezi, hogy a kdros anyagok jelentds
része rovid idon beliil elpusztul, igy nem indulhat meg korlatlan elszaporoddsuk. Emellett
a nagyon fontos funkcié mellett a természetes immunitas elemeinek dontd szerepiik van
az adaptiv immunvalasz meginditasdban, iranyanak meghatarozasaban is. Ezt a funkciot
elsdsorban a makrofagok és a nyulvanyos, un. dendritikus sejtek kozvetitik, de a tobbi
tényezd (komplementrendszer, hizdsejtek, természetes 610-(NK)-sejtek stb.) szerepe sem
elhanyagolhatd. A makrofagok és a dendritikus sejtek elsddleges szerepe a korokozd
felvételét kovetden az idegen struktira finom részleteinek bemutatdsa az adaptiv
immunrendszer kulcsszereploi, a limfocitdk szamadra. Ez utobbi sejtek aktivalodasa vezet
el a nagymértékli fajlagossdgot és immunologiai memoriat is biztositd adaptiv
immunvalasz kialakulasahoz [56].

A szerzett immunitds kulcsszerepldi a T- és B-limfocitak, valamint azok termékei:
az ellenanyagok ¢és limfokinek. Az antigén-felismerd receptorral rendelkezd limfocitak
két fo tipusa ismert: az un. B- és T-sejtek. Az adaptiv immunvaélasz beinditasa e sejtek,
koziiliik is elsdsorban a T-limfocitdk egy csoportjdnak, az Un. segité T-sejteknek az
aktivaloddsa nélkiil nem torténik meg. Ehhez azonban feltétleniil sziikség van a
természetes immunrendszer sejtjeire, mindenekel6tt az un. hivatdsos antigén-prezentald
sejtek koz¢ tartozd dendritikus sejtekre €s a makrofagokra, amelyek képesek bemutatni az
altaluk felismert, majd bekebelezés utdn lebontott idegen anyag bizonyos részeit a
megfeleld fajlagossagu receptort hordozo T-sejt szamdra. Ezt az Uin. antigén-bemutatasi
folyamatot koveti az eredetileg csak kis szdmban jelenlevd fajlagos T-sejtek klondlis

osztodasa, majd hatékony effektorsejtekké valo differencidlddasa.
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A természetes immunrendszer azonban nem csak az adaptiv immunvalasz
beinditasdban jatszik elengedhetetlen szerepet. Az idegen anyagok szervezetbdl valod
eltavolitdsdhoz ismét feltétleniil sziikség van a makrofagokra, granulocitdkra, valamint a
szamos enzim kaszkddjat magdba foglaldé Un. komplementrendszerre. Fontos meg-
jegyezni, hogy a nagyfoku fajlagossagot és immunoldgiai memoridt biztosité adaptiv
rendszer nem miikodhet a természetes immunrendszer elemei nélkiil, a ketté egymadsra
éplilve, 6sszefonddva tartja fenn a magasabb rendliek immun-homeosztazisat.

Annak érdekében, hogy minél jobban megértsiikk immunrendszeriink miikodését, nagyon
fontos megismerni azokat a tényezoket €s mechanizmusokat, amely a két rendszer kozotti

kapcsolat kialakitdsdban szerepet jatszanak.

Doktori munkdm sordn a két rendszer kozotti kiillonbozo jelatviteli folyamatokra
szelektiven hato szintetikus peptidek eldallitasa volt a cél, amelyek szelektivitdsuk révén
kilonb6z6 immunoldgiai betegségekre hatd gyogyszerkészitmények fejlesztésének

alapjat képezhetik.
1.5.1. A Kvl.3 ioncsatorna szerepe az immunvalasz szabalyozasaban

Az adaptiv immunrendszer sejtjeinek zomét a T- és B-limfocitak alkotjak. Ezen
sejtek legfobb jellemzdéje, hogy antigéneket fajlagosan felismerni képes receptorokat
hordoznak a felsziniikon. Az antigénnel kozvetve (T-sejt) vagy kozvetleniil (B-sejt)
kolcsonhatasba keriild sejtek aktivalodnak. Az aktivalodas eredményeképpen a sejtek
osztddnak, majd effektor sejtekke €s hosszu életii emlékezosejtekké differencialddnak. A
T-sejt receptor (TCR/CD3 komplex) stimuldciojat kovetéen a limfocitdk akkor is
osztodnak, ha a kezdeti stimulust megsziintetjikk [57]. Egy jelatviteli kaszkad kezdddik
ekkor, melynek része az intracellularis Ca®" koncentraci6 ([Ca*'];) megemelkedése, majd
aktivacioval 0sszefiiggd gének irddnak at, s végiil a T-sejtek proliferacidjaval végzodik.
A limfocitak Kv1.3 (fesziiltségfiiggd K') csatornajanak felfedezésével egy idében deriilt
ki, hogy ezek a csatorndk kozponti szerepet jatszanak a T-sejtek aktivaciojanak és
rdban, Ca”" aktivalt K*) csatornakkal egyiitt a Kv1.3 csatornak dontden meghatarozzak a
T-sejtek membranpotencidljat, s ezen keresztlil a sejtek aktivacidjaban kulcsszerepet

jatszé Ca®" jelatvitelt [59, 60] (3. dbra).
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3. abra: A Kvl1.3 és IKCal csatornak szerepe a T-sejt receptor jelatvitelében

A Kv1.3 ioncsatorna négy egymdashoz nem kovalensen kapcsolodd alegységbol
all (tetramer), melyek elrendezodése megkozelitdleg szimmetrikus az egylittesen
létrehozott porus koriil. Az alegységek kb. 500 aminosavat tartalmaznak, minden egyes
alegység 6 a membrant teljes egészében atérd helikalis transzmembran szegmensbdl all
(S1-S6), ezekhez és az Oket 6sszekotd intra- €s extracelluldris hurkokhoz meghatarozott
funkciok tartoznak. Az S5 és S6 domének kozotti extracellularis hurkok, valamint az S6
szegmensek egyes részei egyiittesen alkotjak a K'-csatorna porusat, melyen keresztiil a
K" atjut a plazmamembranon. A csatorna ugyanezen régioja felelds a Kv1.3 csatorndk
szamos peptid és kis-molekula gatloszerének kotéséért. A pérusrégio tartalmazza a K
szelektivitast biztositd kiilonosen konzervativ szelektivitasi filter (GYGD) szekvenciat is.
A membranpotencial valtozésait a csatorna fesziiltségszenzora érzékeli, melyet a
tobbszordsen pozitivan toltott S4 hélixek, ill. a nettd negativ t6ltést hordozo S3 hélixek
kozosen alkotnak. A fesziiltségszenzor membranpotencial-fliggd elmozduldsa a csatorna
aktivacios kapujanak megnyilasdhoz vezet. Az aktivacios kaput magit a csatorna
citoszolikus bejaratanal az S6 hélixek keresztezddése hozza létre.

Fesziiltségfiiggd jellegébdl addddan a Kvl.3 csatorna fizioldgias funkcidja a
membranpotencidl és a Ca*-jelatvitel szabalyozasa. Ez az ioncsatorna az immunrendszer
¢s a kozponti idegrendszer jellemzd fesziiltségfliggd ioncsatorndja, de fellelhetd az
agyban, a tiidoben, hasnyalmirigy Langerhans szigetekben, a timuszban, a Iépben, a
nyirokcsomoban, a fibroblasztokban, B- és T-limfocitdkban, az eld(progenitor)-B-
sejtekben, a mandulaban, makrofagokban, mikroglidkban, oligodendrocitakban, oszteo-

klasztokban, vérlemezkékben és a herében is.
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Ma mar szamos kisérlet bizonyitja, hogy a T sejt aktivacidhoz sziikséges Ca”" jel
létrehozésdban kulcsszerepet betolté K™ csatorndk gatldsdn keresztiil a T sejtek
proliferacioja in vitro és in vivo is géatolhat6 [57, 61].

Strukturalisan nagyon kiilonb6z6 nem peptid tipust vegyliletekr6l bizonyosodott
be, hogy gatolni képesek a limfocitdk Kv1.3 csatorndit. Ezen vegyiiletek (pl. 4-
aminopiridin, trietilamin, progeszteron, melatonin) koétddési mechanizmusukat ¢és
kotohelyeiket illetden is igen sokszinliek. A gatloszer csoport k6zds neve ennek
megfelelden ,,kis-molekula” inhibitor. A klasszikus nem peptid tipusu csatornablokkolok
mikro-, illetve millimoldris koncentracidban gatoltdk a Kv1.3 csatorndkat.

A Kv1.3 csatornablokkoldk masik csoportjaba a peptid tipust toxinok tartoznak.

Ezek mar pico-, illetve nanomolaris koncentracidban is képesek hatni [62].

1.5.1.1. Skorpioméregbdl szarmazé peptid toxinok mint szelektiv Kv1.3 ioncsatorna gatlo

szerek

A skorpiéméregbél izolalt K csatorna toxinok 30-40 vagy 60-70 aminosavbol
allnak, mindegyikiik rendelkezik egy a-hélixszel €s két B-reddvel, melyeket 3 vagy 4
diszulfid hid stabilizal. Altalanos szerkezeti tulajdonsaguk még a nagy affinitéssal kotodo
toxinoknak az un. ,,esszencialis diad”, amely egy lizinbdl €s egy tole kilenc pozicioval C-
termindlis irdnyban elhelyezkedd aromds aminosavbol all. A toxinok hasonld 3
dimenzids szerkezete miatt a centrdlis lizin és az aromds aminosav o szénatomja
egymastol néhany Angstrom tdvolsagra van a molekula azon felszinén, mely az
ioncsatornak extracellularis pdrusa felé tekint. Az aromds aminosav azonban nem tlinik
szlikségesnek a hatékony gatlashoz, de annal inkabb a kiilonbozod csatornatipusok kozotti
szelektivitashoz, mint pl. a Kv1.2 és Kvl1.3 kozott. Ezzel szemben a diad lizin
aminosavjanak pozitiv toltésti oldallanca, amely a blokkolas soran a K'-csatorna
szelektivitasi filterébe nyulik bele, nagyon fontos a nagy affinitasu gatlashoz [62].

Mindemellett a toxin €s a csatorna kozotti hosszan tartd dsszekapcesolodas tobb
ponton torténd, kiilonb6z6é mechanizmusokon keresztiili kolcsonhatast igényel. Harom
alapvetd mechanizmus jarulhat hozzéd a toxin-csatorna kolcsonhatdshoz. Az egyik ezek
koziil az tin. hosszu tavu elektrosztatikus kdlesonhatds, ami a tobbszordsen pozitiv toltésii

toxin és a csatorna extracellularis bejaratanak negativ toltései kozott ébrednek. A masik, a

22



pozitiv toltésti didd lizin szempontjabol 1ényeges kolcsonhatds a rovid tavu, specifikus
elektrosztatikus kolcsonhatds, és végiil az oldalldncok kozotti sztérikus kolcsonhatés.
Nagyon valoszinii az is, hogy egy toxinnak a kiilonb6zd csatornak kozotti szelektivitasat
az hatdrozza meg, hogy mennyire kiillonboznek a toxin-csatorna kontaktust létrehozo
pontok és a kovetkezményes fizikokémiai kolcsonhatdsok. A nagy szelektivitds igen
fontos abban az esetben, ha a toxint, vagy annak szdrmazékat a jovoben terdpias célokra
szeretnék haszndlni egy adott sejttipus specidlis funkcidjanak modositdsan keresztiil.
Ugyanakkor a majdani terdpia mellékhatdsanak minimalizdldsa miatt is fontos a nagy

szelektivitds, hogy mas ioncsatorna tipusra a toxin ne fejtsen ki hatast.

Doktori munkam olyan skorpidtoxinok, valamint ezen toxinok pontmutéaciokkal
l1étrehozott szintetikus valtozatainak szintézisét célozza, amelyek novelt specificitdsu
gatloszerei lehetnek a Kv1.3 ioncsatorndknak, tehdt potencidlisan alkalmasak arra, hogy
alkalmazasukkal a Tgy sejtek szaporoddsat gatolva bizonyos autoimmun betegségek
elérehaladasat gatoljuk, ugyanakkor a szervezet korokozokkal szembeni védekezo-

képességét megtartsuk.
1.5.2. C3akomplement eredetli peptidek az immunvalasz szabalyozdsdban

Szamos idegen anyag vagy kérokozo a szervezetbe jutva képes azonnal aktivalni
a testfolyadékokban jelen 1évé komplementrendszert. Ennek eredményeként olyan
biologiailag aktiv molekuldk keletkeznek, amelyek a kiilonb6zd sejtekhez kotddve dontd
mddon befolydsoljadk azok miikodését. A komplementrendszer a természetes
immunrendszer egyik fontos eleme, de emellett nélkiilozhetetlen az adaptiv immunvélasz
minden fazisdban, mivel részt vesz immunfolyamatok meginditasaban, szabdlyozasaban,
majd az effektor-fazisban is, vagyis a korokozok, antigének ¢és idegen anyagok
eltakaritdsa soran. Kulcsszerepe van ezekben a folyamatokban a C3-as komplement-
komponensnek, amely "kettds kotodésre" képes. Ugyanis azzal a kiilonleges
tulajdonsaggal rendelkezik, hogy az aktivalo felszinre - igy egyes korokozdk és tumor-
sejtek membranjara, tovabba antigén-ellenanyag komplexekhez - kovalens modon
kotédik, majd ezt kovetden kiilonbozd sejtek un. C3-receptoraival képes kapcsolatba
Iépni [63]. E kotddés eredményeként szamos nagyon fontos bioldgiai funkcié valosul

meg. Kimutattdk, hogy ezek a komplement-kozvetitett kolcsonhatdsok az immunvalasz
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kialakuldsara tobb pontban dontéen hatnak: igy befolydsoljdk az antigén-bemutatas
folyamatat, a T- illetve a B-limfocitdk aktivalasat, valamint az ellenanyag-termelést.
Igazoltdk, hogy az antigén-bemutatd sejthez kovalensen kotddd C3-fragmentumok
jelentdsen fokozzak az antigén-specifikus T-limfocitdk felszaporodasat, igy az adaptiv
immunvalaszt. E folyamatban a C3 "kettds kotddése" alapvetd szerepet jatszik, ugyanis
az antigén-bemutato sejthez kovalensen k6tddd C3-fragmentumok az aktivalt T-sejteken
megjelend C3-receptorokkal kolcsonhatasba 1épve erdsitik a két sejt  kozotti
kolcsonhatast.

Az allergias reakcidk egyik legfontosabb effektorsejtje a hizosejt, amelyet az IgE-
tipusu ellenanyagot megkoto receptorok (FceRI) allergének altali keresztkotése aktival. E
folyamat eredményeként a sejtek granulumainak tartalma a kornyezetbe iiriil, és az
allergias reakciok jellegzetes tiineteit (tiisszogés, viszketés, bor-pir, stb.) okozza. Ha
azonban a komplement-eredetli peptid a sejtekhez kotddik, ez a folyamat gatolt, €s nem
szabadulnak ki a sejtbol a tulérzékenységi reakciot eldidézd anyagok (pl. a hisztamin)
[64].

Kutatocsoportunk az ELTE Immunoldgiai Tanszékével egyiittmiikodésben mar
korabban kimutatta, hogy a komplement rendszerb6l szarmazo C3a peptid gatolja a
mukodza tipusu hizosejtek IgE kozvetitett aktivaciojat, degranulacidjat (4. abra). A gatlo

hatds létrejottében az 56-64-es szekvencia szerepe dontd [65, 66].
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4. abra: A C3a9 szekvencia altali bizonyitott gatlasi pontok ()

Doktori munkdm soran a C3a-eredeti C3a9 peptid dimer szarmazékainak
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szintézise volt a cél, annak a feltételezésnek az igazoldsara miszerint az allergids reakciok

gatldsa a szekvencia kozott kialakuld diszulfid hidakkal képzett dimereknek koszonheto.
1.5.3. A Gabl adapter fehérje szerepe a B sejtek jelatviteli szabalyozdsaban

Az immunsejtek antigénfelismerd receptoraikon keresztiil ismerik fel a
kérokozdkat, a szervezet szamdara idegen anyagot, ami elinditja a sejtaktivalodashoz
vezeto jelatviteli folyamatot. A receptorok ligandum felismerését a sejten beliil szdmos
enzim, koztiik kindzok, foszfatazok, foszfolipadzok aktivalodasa koveti. A jelatvitel soran
fehérjehaldzatok 1épnek kolcsonhatdsba, enzimek aktivalodasa és inaktivalodasa, sejten
beliili- és membranfehérjék atrendezddése megy végbe, és az egymadsra £piild,
kaszkadszerlien bekovetkezett események végén a transzkripcios faktorok aktivalodasa
kovetkeztében génatirdsi folyamatok kezdddnek el a sejtmagban.

Az adapter fehérjék rendkiviil fontos szerepet toltenek be a kiilonb6zd stimulusok
hatdsara aktivalodd jelpalydk szabalyozasdban, illetve a jel amplifikdcidjaban. Olyan
enzimatikusan inaktiv fehérjék, amelyek a felsziniikon taldlhatd tirozinon foszforilalt
peptidszekvenciai, illetve prolinban gazdag régioi segitségével kiilonbozé — SH2, PTB,
SH3 — domén tartalmi enzimeket, illetve tovabbi adapter fehérjéket gyiijtenek egy
multimolekuléris jelatviteli komplexbe [67]. Tehat a jelatviteli halozatban szerepld
kilonbozd enzimek €s azok szubsztratjainak térbeli lokalizacidjat szabalyozva az egyes
jelpalydk integraldsaban van szereplik. Az un. scaffolding adapter fehérjék sajatsaga,
hogy rendelkeznek egy sejtmembranhoz kapcsold PH doménnel, illetve valamilyen
zsirsav-oldallanccal, ami altal képesek a jelatviteli fehérjéket a membran asszocialt
receptorok kozelébe toborozni.

A scaffolding adapter fehérjék kozé soroljuk a Gabl (Grb2 associated binderl)
fehérjét [68]. A ligand altali receptor keresztkotést kovetden a Gabl szdmos tirozinjan
foszforilalodik. A foszfotirozin tartalmu motivumokhoz SH2 doménnel rendelkezo
fehérjék asszocidlédnak, mint példaul az SHP2 tirozin foszfatdz [69] és a
foszfatidilinozitol-3-kindz (PI3-K) [70]. A Gabl/SHP2 kapcsolat Iényeges szerepet
jatszik a sejtnovekedés szabalyozasdban, mig a PI3-K-nak a tulélési €s proliferacids
szignalokban van nélkiilozhetetlen szerepe [71, 72]. A Gabl/SHP2 ¢és a Gabl/PI3-K
fehérje kolcsonhatdsok (5. abra) ebbdl kifolydlag a tumor terapids kutatasok kiemelt

célpontjaiva valhatnak.
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5. dbra: A Gabl/2 fehérjék molekularis kolcsonhatésai
Doktori munkdm soran olyan, az SH2 doménekkel interakcidba 1€pd, szintetikus
foszfopeptidek szintézise volt a cél, amelyek gatolhatjdk a fehérje-fehérje kapcsolatok

kialakuldsat, befolyasolva ezaltal a jelatviteli folyamatok kimenetelét.

1.6. Mozgékony fehérje térszerkezeti elemek konformacios egyensulyanak

vizsgalata B-modellpeptidek és minifehérjék segitségével

A fehérjék feltekeredése, valamint az azzal egyensulyban 1évé kitekeredési
Iépések kritikus pontjai a makromolekuldk szabalyozasdnak ¢€s izgalmas példai a
biologiai aktivitds kontrolldlasanak. Az egyre jobban megismert konformacids vagy
»aggregacids” betegségek kozos jellemvondsa a hibdsan vagy részlegesen feltekeredett
fehérjék aggregacioja. JO példa erre az Alzheimer- és a Parkinson-koér, melyben a
kitekeredett fehérjék — kikeriilve a sejt véddé mechanizmusa alél — oldhatatlan plakkokat
képeznek a sejtben illetve sejtkozi térben. Az Un. amiloid tipusu betegségekben
alapvetden hasonld szerkezetliek az aggregatumokat felépité amiloid szalak;
torzsszerkezetiik B-red6zott rétegekbdl formalddik, amelynek szalai gyakran merdlegesek
az amiloid szal fotengelyére. Normalis koriilmények kozott a dajkafehérjék és a
,molekularis chaperonok™ mas szabalyozé rendszerekkel egyiitt rendkiviil hatékonyak a
potencialisan toxikus gocok ¢€s prefibrillaris aggregatumok semlegesitésében. A védekezo
mechanizmus sériilése, a chaperonok ¢és mas sejtszervecskék helytelen viselkedése
hozzéjarulhat a fehérjék kitekeredéséhez és az aggregacios betegségek kialakulasahoz.

Ahhoz, hogy hatékonyan kiizdhessiink ezen betegségek ellen, fontos, hogy

megértsiik a fehérje feltekeredés atomi szintli mechanizmusat, s ehhez elengedhetetlen a

26



peptidek, illetve fehérjék konformacids egyensulyanak kvantitativ vizsgéalata. Ennek

eszkozei az Un. minifehérjék vagy modellpeptidek.

E munka keretei kozt hdromszala B-red6zott réteg térszerkezetli minifehérjék
(Betanova), B-hajtiikanyar térszerkezetli polipeptidek (SETE-peptidek), valamint a TcSb

minifehérje néhany foszfo- és glikoanaldgjanak konformécids egyensulyat vizsgaltuk.
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2. Célkituzések

Doktori munkam soran az alabbi célokat tuztem Kki:

e A stresszvalasz szabalyozdsdban hatékonyan résztvevd urokortin 3 (Ucn 3)
neuropeptid, valamint ezen peptid célzott roviditésével kapott fragmenseinek eldallitasa a
molekula antidepresszans és szorongascsokkentd hataséért felelds aktiv centrumanak

lokalizalasa céljabdl és ezen fragmensek tesztelése hatastani vizsgalatokban.

e Az Ucn 3 hatésaért felelos aktiv centrum alapjan olyan analogok tervezése <&s
szintézise, amelyek megorzik, esetlegesen javitjak a hosszabb szekvencia antidepresszans
€s szorongascsOkkentd hatasat, valamint farmakokinetikai szempontbdl eldnydsebb
tulajdonsagokkal rendelkeznek, vagyis potencidlis farmakonokként szerepelhetnek

depresszid és szorongas kezelésében.

e Az orexin A neuropeptid szintézisének optimalizalasa, valamint vizsgalata a
vizanyagcserére és a vazopresszin kivalasztasra patkanyban.

e A természetes és adaptiv immunrendszer jelatviteli folyamataiban szelektiven hatd
szintetikus peptidek eldallitdsa, amelyek kiilonb6zé immunoldgiai betegségekre hatd

gyogyszerkészitmények fejlesztésének alapjat képezhetik:

oA Mexikoban honos Anuroctonus phaiodactylus-bol izolalt anuroctoxin, illetve a
Brazilidban honos Tityus cambridgei-bodl izolalt Tc32 skorpidtoxinok nativ

szekvenciainak szintézise, amelyek potencialis Kv1.3 ioncsatorna gatld szerek.

o A szintetizalt nativ szekvencidk alapjan pontmutéciokkal olyan Kv1.3 ioncsatorna gatld
szerek szintézise ¢és vizsgalata, amelyek nagyobb szelektivitdsuak és hatékony

immunszuppressziv hatdst gydgyszerkészitmények alapjaul szolgalhatnak.

oA C3a eredeti C3a9 szimmetrikus dimer szintézise annak a feltételezésnek az
igazoldsdra, hogy az allergids reakcidok kialakuldsdnak gatlasaért a C3a9 peptid
intermolekuldris diszulfid hidakkal stabilizalt dimer formdja a felelos.

oGabl eredetli foszfopeptidek, illetve ezen peptidek moddositott szekvencidinak
eloallitdsa, biotinildlasa, valamint sejtpermedbilis hordozd peptidhez vald kapcsoldsa,

majd a B-sejtek jelatviteli folyamataiban bet6ltott szerepének vizsgalata.

28



¢ B-modellpeptidek (SETE-peptidek) és minifehérjék (Betanova, Tc5b) szintézise ¢&s

konformaciods egyensulyi vizsgalata.
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3. Eredmények és megvitatasuk

3.1.  Stresszvalasz szabalyozas a CRF csaladba tartozo Ucn 3 eredetii szintetikus

peptidekkel

Az urokortin 3 egy 38 aminosavbdl all6 peptid, amelynek szekvencidjat és az elso
5, 6, 7 vagy 8 aminosav elhagyasaval kapott hosszi, maximum 30 aminosavat tartalmazé
fragmenseit, valamint mindezek aminosav helyettesitéseket tartalmazd szarmazékait mar
kordbban leirtdk [73]. Mind a természetes, mind az aminosav helyettesitéseket tartalmazo
szarmazékokat és fragmentumokat az alabbi kdrélettani allapotok kezelésére alkalmaztak:
laz, étvagyproblémdk, vaszkuldris problémak, gasztrointesztindlis rendellenességek,
szivbetegségek, stressz, szorongdas, alacsony glukagon szekrécid, migrénes fejfajas és
diabetes mellitus. Kordbbi kutatdmunkank sordn azt taldltuk, hogy az urokortin 3
alkalmas lehet arra, hogy megkiséreljiink beldle antidepresszans és szorongascsokkentd

hatdsu anyagokat fejleszteni [74, 75].
3.1.1. Antidepresszans €s szorongascsokkentd hatdsu Ucn 3 €s fragmenseinek eldallitasa
¢s vizsgalata

Az Ucn 3 alapu gydgyszerfejlesztés elso 1épéseként a neuropeptid antidepresszans
¢s anxiolitikus hatasaért felelds aktiv centruménak lokalizaldsa volt az elsddleges cél.
Az altalam eldéallitott Ucn 3 és rovidebb fragmenseinek szekvencidjat a 3. tablazat

mutatja be.

3. tablazat: Az Ucn 3 és rovidebb fragmenseinek szekvenciai

Kod Amin'osavak Szekvencia
szama

Ucn 3 38 FTLSLDVPTNIMNLLFNIAKAKNLRAQAAANAHLMAQI-NH,
Ucn 3 (18-38) 21 IAKAKNLRAQAAANAHLMAQI-NH,
Ucn 3 (19-27) 11 AKAKNLRAQ-NH,

Ucn 3 (28-38) 9 AAANAHLMAQI-NH,
Ucn 3 (34-38) 5 LMAQI-NH,
Ucn 3 (36-38) 3 AQI-NH,
Ucn 3 (34-36) 3 LMA-NH,
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Az Ucn 3, valamint ezen szekvencia fragmenseinek eldallitdsat manudlis szilard
fazisu peptidszintézis modszerével valositottam meg. A peptideket MBHA hordozon
épitettem fel Boc/Bzl stratégia alkalmazasdval. A szintézisben haszndlt Boc-védett
aminosav  szdrmazékok hidrogén-fluoriddal hasithaté oldallanc  véddcsoporttal
rendelkeztek. A Boc/Bzl-stratégianal az N-termindlis Boc véddcsoportot trifluorecetsav/
diklérmetan elegyével hasitottam le, ezt kdvetden mostam és semlegesitettem a gyantat
kapcsolés eldtt. A kapcsoldshoz 3-3 ekv. mennyiségben hasznaltam a védett aminosav
szarmazeékokat, DCC-t és HOBt-t. A kapcsolast kdvetd mosasi 1épések (DCM, MeOH)
utdn ninhidrin teszttel ellendriztem a kapcsolds sikerességét. A kész peptideket a
gyantardl folyékony hidrogén-fluoriddal hasitottam le, gyokfogoként anizolt, dimetil-
szulfidot és p-krezolt hasznaltam. A kapott nyers peptideket szemipreparativ RP-HPLC-
vel tisztitottam meg, majd a tiszta termékeket analitikailag jellemeztem retencids idejiik

¢s molekulatomegiik alapjan (4. tablazat).

4. tablazat: Az Ucn 3 és rovidebb fragmenseinek analitikai paraméterei

Kéd Analitikai HPLC tr Moo M,,,érj+

gradiens (perc) (IM+H]")
Ucn 3 43-58 (%B); 15 perc 9.34 4173.0 4174
Ucn 3 (18-38) 43-58 (%B); 15 perc 8.00 2203.6 2204
Ucn 3 (19-27) 40-60 (%B); 20 perc 10.55 998.2 999
Ucn 3 (28-38) 10-30 (%B); 20 perc 6.88 1109.3 1110
Ucn 3 (34-38) 28-42 (%B); 15 perc 7.65 573.7 574
Ucn 3 (36-38) 10-25 (%B); 15 perc 7.99 3324 333
Ucn 3 (34-36) 10-25 (%B); 15 perc 9.21 329.4 330

" Retencids idd meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Luna 5pm C18(2)
100A; 250x4.60 mm; 4ramlési sebesség: 1.0 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/0.1% TFA)

. MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatdmeg meghatarozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A hatéstani vizsgalatokat a szegedi AOK Korélettani Intézetében végezték. A
kisérletekhez Wistar him patkdnyokat vagy CFPL him egereket hasznaltak. A kisérleti
allatokba altatdsban az oldalsé agykamraba kaniilt épitettek be és legalabb 6t nap
elteltével kezdték a vizsgdlatokat. A vegyiileteket steril desztillalt vizben oldottdk és 2 pl
dozistérfogatban adagoltak. A legmagasabb koncentracio 2 pg/ul volt. Az anxiolitikus
hatas vizsgalata keresztlabirintus (EPM, elevated-plus-maze test) teszttel tortént. A teszt

lényege, hogy mérhetd az éllat tartozkodasi ideje egy jol definialt labirintus nyitott
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karjaban, mely szamara félelmet provokal. Az eredményeket a nyitott kar/(nyitott + zart
kar) szazalékaban fejezziik ki. Az antidepresszans hatds vizsgalatdra az er6ltetett uszds
teszt (FST, forced swimming test) mddositott valtozatat alkalmaztak. A tesztben mérhetd
az allatok maszasi ideje, az uszasi id0 és a mozdulatlansagi id6 egy 25°C homérséklett
vizzel teli tiveghengerben.

Az eredmények statisztikai értékelése variancia analizissel tortént és az ezt kovetd
paronkénti 6sszehasonlitdsokhoz Tukey tesztet alkalmaztak.

Az Ucn 3 ¢és rovidebb fragmensei hatastani vizsgalatainak eredményeit a 6-9. 4brak

mutatjak.

200
180
160
140
120 ES *

100

time (sec)

80

60 4

40 4

20 4

control (117)  Urocortin 3 Urocortin 3 Urocortin3  Urocortin 3 Urocortin 3 Urocortin 3 Urocortin 3
0,5ug/2 ul (18-38) (19-27) (28-38) (34-38) (36-38) (34-36)

(34) 025ug2ul  0,13ug2ul  0,13ug2ul  0,06ug2ul  0,03ug2ul  0,03ug?2 ul
24 an (1 an 25 (12)

6. abra: Az Ucn 3 és fragmenseinek hatdsa az immobilitasra a modositott FST-ben
(P<0.05 vs. Control, P: valészinliség, N: tesztelt allatok szama)

50

w0 + % *

w
S

time (sec)

)
S

0 TR L - |
control (117) ~ Urocortin 3 Urocortin 3 Urocortin 3 Urocortin 3 Urocortin 3 Urocortin 3 Urocortin 3
0,5ug/2 ul (18-38) (1927 (28-38) (34-38) (36-38) (34-36)
(G4 0.25ug/2 ul (24) 0,13ug’2 ul (17) 0,13ug/2 ul (1) 0,06ug’2 ul (1) 0,03ug/2 ul (25) 0,03ug’2 ul (12)

7. abra: Az Ucn 3 és fragmenseinek hatdsa az uszasi idore a mddositott FST-ben
(P<0.05 vs. Control, P: valdszintiség, N: tesztelt allatok szama)
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control (117)  Urocortin3  Urocortin3  Urocortin3  Urocortin3  Urocortin3  Urocortin 3 Urocortin 3
0,5ug/2 ul (18-38) 1927 (28-38) (34-38) (36-38) (34-36)
(34) 025ug/2ul  013ug2ul  013ug2ul  0,06ug2ul  003ug2ul  0,03ug2ul
4 an an an 5 )

8. abra: Az Ucn 3 és fragmenseinek hatdsa a maszasra a modositott FST-ben
(P<0.05 vs. Control, P: valoszinliség, N: tesztelt allatok szama)

60 - O time spent in open arms

£ entries to open arms

50 4

40 q

30 4

20 4

time spent in and entries in open arms (open/total %)

control Ucn 3 Ucn 318-38  Ucn 319-27 Ucn 3 28-38 Ucn 334-38  Ucn336-38  Ucn 3 34-36

(N=54) 120x10-4  LI3x10-4  130x10-4  117x10-4  104x10-4  091x10-4  0.90x10-4
pmol /2 pl pmol /2 pl pmol /2 pl pmol /2 pl pmol /2 pl pmol /2 pl pmol /2 pl
(N=15) (N=15) (N=6) (N=16) (N=5) (N=5) (N=10)

9. abra: Az Ucn 3 és fragmenseinek hatasa az EPM tesztben
(P<0.05 vs. Control, P: valoszinliség, N: tesztelt allatok szama)

Azt taladltuk, hogy az urokortin 3 C-termindlisan elhelyezkedd Ala-Gln-Ile-NH,
(peptidkdd: AQI) tripeptid megdrzi a hosszabb Ucn 3 antidepresszans és szorongas-
csokkent6 hatdsat, ez a tripeptid a felelds a molekula ezen hataséért. A tovabbiakban ezt a

tripeptidet hasznaltam modositott szarmazékok tervezésének alapjaul.

3.1.2. Antidepresszans ¢&s szorongdscsokkentd hatdsu Ucn 3 analogok tervezése,
eloallitasa és vizsgalata

"o

A tervezett és eloallitott mddositdsok (10. dbra) soran tobb mint 20, nagyobb
részben peptidomimetikum szarmazékat készitettem el az Ucn 3 (36-38) fragmensnek ¢€s

ezek tobbségének bioldgiai vizsgalatara is sor keriilt.
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10. dbra: Az Ucn 3 (36-38), AQI tripeptid analogok szerkezete

A 2-10 analogok eldallitasa MBHA hordozon tortént az Ucn 3 és fragmenseinél

mar leirt mdédon. A D-aminosavak beépitésénél a hagyomanyos szildrd fazisu

peptidszintézis modszerei alkalmazhatoak, beépitésiik nem igényli a reakciokoriilmények

megvaltoztatdsat. Az 1 analdg szintézise annyiban tér el az el6bbiektdl, hogy szintézise

Merrifield polimeren tortént a C-termindlisan szabad karboxil kialalakitdsa miatt. Az els6

aminosav polimerhez vald kapcsolasa ebben az esetben kalium sé formajaban lehetséges.
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A peptidlancok felépitéséhez végig 3-3 ekv. mennyiségli Boc-aminosav szarmazékot,
DCC-t és HOBt-t hasznaltam. A peptidek gyantardl vald hasitdsa folyékony hidrogén-
fluoriddal tortént mindegyik esetben, gyokfogdként anizolt, dimetil-szulfidot és p-krezolt
hasznédltam. A nyers peptidek tisztitdsa szemipreparativ RP-HPLC-vel tortént és a tiszta
szarmazékokat minden esetben analitikailag jellemeztem retencids idejiik ¢és
molekulatomegiik alapjan (5. tablazat).

Az 5 analdog szintézise annyiban tér el az eldézdekben leirtaktol, hogy a peptid N-
terminalis aminosavat acetileztem. Az acetilezési reakcidhoz a szabad amino csoportot
ecetsavanhidrid dikldrmetan oldatdval kezeltem. A reakcid sikerességét ninhidrin

prébaval kovettem.

5. tablazat: Az 1-10 analdgok analitikai jellemzdi

Analitikai HPLC . Monere
Kod gradiens tr (perc) Maztmion (IM+H]")
1 13-28 (%B); 15 perc 5.85 330.3 331
2 7-22 (%B); 15 perc 7.52 329.4 330
3 0-15 (%B); 15 perc 7.52 315.3 316
4 5-20 (%B); 15 perc 6.81 315.3 316
5 7-22 (%B); 15 perc 7.95 300.3 301
6 6-21 (%B); 15 perc 5.84 315.5 316
7 9-24 (%B); 15 perc 7.95 358.4 359
8 8-23 (%B); 15 perc 7.65 329.1 330
9 10-25 (%B); 15 perc 6.65 329.4 330
10 8-23 (%B); 15 perc 6.41 329.4 330

" Retenci6s idd meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Jupiter 10pm C18
300A; 250x4.60 mm; aramlasi sebesség: 1.2 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/0.1% TFA)

. MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatdmeg meghatarozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A 11-13 analégok szintézise oldatfazisban tortént a megfeleld Boc-védett L- vagy
D-glutaminsavbol kiindulva. A C-termindlis izobutil amin kapcsolasdhoz a vegyes
anhidrides modszert valasztottam, 1.1 ekv. kloérhangyasav-izobutil észtert és DIEA-t
hasznalva. A 12-13 analogok esetében az N-terminalis Boc-véddcsoport TFA-val torténd
eltavolitdsa utan, acetileztem a szabad aminocsoportot ecetsavanhidriddel. A kész 11-13
analdgokat szemipreparativ HPLC-vel tisztitottam ¢&s analitikailag jellemeztem retencios

idejiik és molekulatomegiik alapjan (6. tablazat).
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Az urea-peptidek szintézisére azért keriilt sor, mert ezek a szarmazékok mint
peptidomimetikumok, Iényegesen kedvezOobb farmakokinetikai tulajdonsdgokkal
rendelkeznek a peptidekhez képest, mint példaul a felszivdodas, toxicitds, merevebb a
szerkezetiik és nagyobb a metabolikus stabilitasuk.

Az aszimmetrikus karbamidok szintézise a megfeleld izociandt és primer amin
reakcidjaval lehetséges [76, 77]. Az aminosav észterek vagy peptid észterek hidroklorid
s0jabdl nyert izocidnatok szintézise a megfeleld amino komponens toluolban torténd
refluxaltatdsaval lehetséges melybe foszgén gazt buborékoltatunk tobb d6ran keresztiil
vagy hasznalhatjuk a Nowick és tarsai altal tokéletesitett mddszert [78], mely egy
kétfazist rendszert javasol, egyrészt a toluolban oldott foszgént, masrészt a natrium
karbonat vizes oldatit vagy piridint foloslegben. Ujabban a ,,z6ld kémid”-ra vald
tekintettel a foszgént a kevésbé szennyez6 trifoszgén [bis(triklérmetil)karbondt] valtotta
fel. Egy masik lehetséges szintézisut az aktiv karbamdatokon keresztiil valosulhat meg,
amelyek egy kovetkezd 1épésben a szabad aminnal reagédlnak uredt eredményezve. A
leggyakrabban hasznalt karbamatok a 2,4,6-triklor-fenil karbamat és a p-nitro-fenil
karbamat. A legujabb szintézisstratégidk leginkabb a Curtius és a Hoffmann
atrendez6désen alapulnak [79, 80].

Az 4ltalam vdlasztott mddszer lényege, hogy a gyantdra kotott Fmoc-védett
aminosav trimetilklorszilannal (MeSiCl;) egy 1épésben alakithatd &t izocianattd, majd ezt
a megfelel6 aminnal reagéltatva urea-peptideket kapunk [81, 82]. A hidantoin képzddés,
mint lehetséges mellékreakcid, a megfeleld oldoszer, valamint szekunder amin

hasznélatdval teljes mértékben elkeriilhetd. A szintézis modszert a 11. dbra mutatja be.
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11. abra: Az urea-peptidek altalanos szintézismddszere és az eldallitott Ucn 3 (36-38) urea-analdgok
szerkezete

A 14a-e analdgok eldallitdsa manualis szilard fazist peptidszintézis modszerével
tortént MBHA hordozon egy kombindlt Fmoc/Boc stratégiaval. A peptidlancot Boc-
kémidval épitettem fel a glutaminig, amely Fmoc-védett N-termindlisat egy lépésben
alakitottam izocianattd 10 ekv. MeSiCl; és 20 ekv. trietilamin jelenlétében. A keletkezo
izocianat-intermedier nem stabil, ezért in situ reagaltattam a megfeleld bazis 10 (v/v%)-
os oldataval. Az altalam tervezett Ucn 3 (36-38) urea-analdgok (14a-e) esetén bazisként
propilamint, izopropilamint, piperidint, piperazint és 1-fenil-piperazint hasznaltam. A
kész urea-peptideket a gyantarol folyékony hidrogén-fluoriddal hasitottam le,
szemipreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam és analitikailag jellemeztem retencids idejiik

¢s molekulatomegiik alapjan (6. tablazat).

6. tablazat: Az Ucn 3 (36-38) 11-14e analogjainak analitikai jellemz6i

YT T

Kod Analgllt:( (;lel:sPLC tR* (perc) Mzsmitott ([I\D,/;Ii_rfr)
11 30-45 (%B); 15 perc 6.97 301.4 302
12 10-25 (%B); 15 perc 6.37 243.3 244
13 16-31 (%B); 15 perc 6.61 243.3 244
14a 26-41 (%B); 15 perc 9.01 343.4 344
14b 23-38 (%B); 15 perc 7.74 343.4 344
14c 23-38 (%B); 15 perc 8.04 369.4 370
14d 20-35 (%B); 15 perc 8.92 370.4 371
14e 20-35 (%B); 15 perc 7.79 446.5 447

" Retenci6s idd meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Luna 5pm C18(2)
100A; 250x4.60 mm; aramlési sebesség: 1.0 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/0.1% TFA)

T: MS (ESI"): m/z; monoizotopos molekulatsmeg meghatarozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

Az urea tipusu peptidomimetikumokon kiviil az azapeptidek rendelkeznek
farmakokinetikai szempontbdl elényos tulajdonsdgokkal, példaul a peptidekhez képest
sokkal inkabb ellendllnak a hidrolizisnek (mind a kémiai, mind az enzimatikus
hidrolizisnek), ezért aktivitds, hatds szempontjabol a bioldgiailag aktiv peptideknél

értékesebb analdgokra lelhetiink benniik. Az azapeptidek sajatsaga, hogy a peptidgerinc
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modosul, hiszen az a-szénatom kicserélédik egy N-atomra. Epitokovei az
azaaminosavak, szintézisiik és beépitésiik a peptidlancba a hidrazin- és a peptidkémia
kombinacidjat feltételezi [83, 84].

Altalaban egy hidrazidot reagiltatnak egy aktivalt ,karbonil donorral”, a
peptidlanc hosszabbitdsdhoz a hagyomanyos peptidkémiai kapcsoloszereket hasznaljak.
A mddszert a beépitendd azaaminosav milyensége és a peptidlancban elfoglalt helye

hatdrozza meg [83]. Az azapeptidek szintézisének lehetdségeit a 12. abra foglalja dssze.
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12. dbra: Azapeptidek szintézisének lehetdségei
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Maga az azaaminosav szarmazékok eldallitasara legaltalanosabban alkalmazott
séma (13. &bra) a védett karbazatokbol indul ki, mint példdul a Boc-hidrazid (a). A
szabad amino csoport monoalkildldsdra olyan karbonil komponenssel (b) reagaltatjak,
amely mdr tartalmazza a megfelel6 aminosav oldallancot. Hidrazont (¢) képez, amely

ezutan hidrazinna (d) redukalhato.

R? R2

NH,  R!” "R? RIJ\\N,NHBoc redukcié RIJ\N,NHBOC

BocHN~

a c d

13. abra: A védett hidrazid derivatizélasa

A masodik karbonil csoport kialakitdsa (kiegészitve az azaaminosav szerkezetet)
torténhet alkil vagy aril kloroformattal, ez esetben egy észter keletkezik, vagy
izocianattal, amikor egy amid keletkezik.

Az Ucn 3 (36-38) alapu 15a-c, illetve 16 peptidomimetikumoknal (7. tablazat)

azaglutamin vagy a N-en glutamin oldallancot tartalmazo épitékdvekre volt sziikség.

7. tablazat: A 15a-c, valamint a 16 analdg analitikai jellemzoi

Analitikai HPLC tr Mpére
K()d Mszzimitott +
gradiens (perec) (IM+H]")
15a 33-48 (%B); 15 perc 7.33 300.4 301
15b 5-25 (%B); 20 perc 9.89 259.3 260
15¢ 8-23 (%B); 15 perc 7.19 330.3 331
16 36-51 (%B); 15 perc 8.87 303.3 304

" Retencids idd meghatérozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Jupiter 10pm C18
300A; 250x4.60 mm; aramlasi sebesség: 1.2 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/0.1% TFA)

. MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatdmeg meghatarozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

Az azaglutamin szintézise a fenti 4bran leirt szintézis GUton nem vezetett
eredményre, a sziikséges aldehid: R! = CH,CONH,, R? = H lenne, de ennek eldallitdsa
rengeteg problémdba {itkdzott. Végiil Le Berre és tarsai éltal leirt szintézis uttal [85]
sikertilt eléallitani a N-en glutamin oldallancot tartalmazd épitdkdveket egy aza-Michael
addicioval, melynek egyik partnere az akrilamid, a masik a megfelelé amin vagy Boc-
védett hidrazid. A 17, 18, 20 épitdkovek szintézisét Michael addicidval a 14. abra mutatja
be.
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14. dbra: A 17, 18, 20 épitdkovek szintézise

A 17-18 ¢épitdkovek szintézis€hez ekv. mennyiségli n-butilamint, ill. Boc-
hidrazidot, valamint akrilamidot hasznédltam. A reakcidt vékony rétegen kovettem, a
termékeket kristalyositassal tisztitottam.

A 20 épitokd szintéziséhez elsd 1épésben kialakitjuk a ferc-butiloxikarbonil-L-
alanil-hidrazidot vegyes anhidrides mddszerrel a Boc-L-Ala-OH ¢s hidrazin reakciojaval,
majd egy aza-Michael addicidban reagaltatjuk ekv. mennyiségti akrilamiddal.

Az azaglutamint vagy N-en glutamin oldalldncot tartalmazé peptidomimetikumok

szintézise torténhet szilard fazison (15a-c) vagy oldat fazisban (16) [86, 87].

H
i. 20% piperidin/DMF _N (0)
O ii. bis(2,4-dinitrofenil)karbonat (0} Ry
FmocHN N-metilmorfolin —C= NH,
QO o=c=n A -Q
H DMF H DMF

H,N__O H,N__O
\? g 0 o TFA \/I; u 9
N_ _N N_ _N
- N RS NH

e oo
o] o]

15

HN_ O HN._O
NN .N N 2 .
g NH, H,N \[( NH, E A NH,
6] 0 0
15a 15b 15¢

15. dbra: A 15a-c analdgok el6allitasa és szerkezete

H,N._O
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A 15a-c analdgok eléallitdsat Rink amid hordozon végeztem Fmoc-kémidval. A
gyantara  kotott  izoleucin  szabad amino  csoportjat  aktivaltam  bis(2,4-
dinitrofenil)karbonattal (21) N-metilmorfolin jelenlétében és igy kapcsoltam a N-en
glutamin oldallancot tartalmazo épitokoveket (17, 18, 20). A kész analdgokat a gyantarol
90 (v/v%) TFA/viz elegyével hasitottam le, szemipreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam és
analitikailag jellemeztem retencios idejiik és molekulatomegiik alapjan (7. tablazat). A
szintézis menetét, valamint az igy eldallitott analdgok szerkezetét a 15. dbra mutatja be.

Az aktivdldshoz hasznalt bis(2,4-dinitrofenil)karbondtot (21) az irodalombol

ismert difenil-karbonat nitralasaval allitottam elo [88] (16. abra).

NO, NO,

HNO; cc.
DI s X
i) 50-55°C, 1h
o O ii) rt, 90 h O,N o O NO,
21

16. dbra: A bis(2,4-dinitrofenil)karbonat szintézise

A 16 analdg szintézisét oldat fazisban végeztem a 3-(terc-butiloxikarbonil-
hidrazino)propansavamidbdl (18) kiindulva. Az acilezési reakcidhoz klorhangyasav-
izobutil észtert hasznéltam trietilamin jelenlétében (17. abra). A kész terméket

szemipreparativ HPLC-vel tisztitottam, analitikai jellemzését a 7. tablazat foglalja 6ssze.

0 H,N._O
CI)L()Y \Q
O

BocNH Et;N .N o
\N/\)J\ NH, . BocHN \”/
H 0
16

17. abra: A 16 analog szintézise
Az Ucn 3 analogok bioldgiai vizsgalata folyamatban van. Az eddigi eredmények

alapjan elmondhatd, hogy némelyek akar oralis adagolasra is alkalmasnak bizonyultak.
3.2. Orexinek hatasa a vizanyagcserére, a vazopresszin kivalasztasra

Két orexin neuropeptidet azonositottak: az orexin A- és orexin B-t [53]. Az orexin
A egy erdsen konzervalt szerkezettel rendelkez6 neuropeptid, amelyet 33 aminosav épit
fel, szerkezetét két intermolekularis diszulfid hid stabilizélja (18. dabra). Endogén
ligandumként erdsen kotddik a heptahelikalis G-proteinhez kapcsolt OX1 és OX2

receptorokhoz. Az orexin B egy 28 aminosavas peptid, 46%-ban mutat hasonldsdgot az
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orexin A-val — ez tobbnyire a C-terminalis részre korlatozodik. A két peptid ugyanabbdl a
130 aminosavas prekurzorbdl szarmazik, a prepro-orexinbdl, azonban funkcidjuk eltérd.
Laboratériumunkban korabban eldallitottak az orexin B-t (RSGPPGLQGRLQRL
LQASGNHAAGILTM). Munkam sordn az orexin A szintézisét végeztem azzal a céllal,
hogy az orexinek hatdsat vizsgaljuk a vizanyagcserére in vivo, a vazopresszin

kivalasztasra in vitro koriilmények kozott.

18. dbra: Az Orexin A szalagdiagramja

Az orexin A kémiai szintézise az irodalombdl ismert, S6// és Beck-Sickinger
szelektiv Cys parositasokat alkalmaztak [89] Acm és Trt tiol véddcsoportokkal, azonban
ez a modszer anyag- ¢és iddigényesnek bizonyult, ezért az Orexin A eldallitdsara
optimalizéltam a legegyszerlibb modszert, az ,,oxidativ folding”-ot.

A linedris orexin A (kéd: <EPTL) elballitasa Rink amid-ChemMatrix® hordozén
tortént CEM mikrohulldmu peptidszintetizatoron. Az automata peptidszintetizator a
Fmoc/fBu-stratégiat alkalmaz. A szintézis soran felhasznalt Fmoc-aminosav szdrmazékok
TFA-ra érzékeny oldallanc véddcsoportokat tartalmaztak, a Fmoc véddcsoport hasitdsa
20  (v/v%)-os piperidin/dimetilformamid elegyével torténik. Az  N-termindlis
piroglutaminsavat véddcsoport nélkiil épitettem be. Az aminosavak kapcsolasahoz 4-4
ekv. HATU és HOAt elegyét hasznaltam DIEA jelenlétében. A kész peptidet a gyantarol
TFA/viz/DTT/TIS 83:10:5:2 (v/v/m/v) aranyu elegyével hasitottam le.

A szintézis protokoll optimalizalasahoz meghataroztam a szekvencia aggregaciora
hajlamos pontjait a Peptide Companion program segitségével, igy dontéttem el, hogy az
aminosavakat egyszeri vagy dupla kapcsolasokkal épitsem be. A peptidet eloszor egy 0.1
mmol-os mennyiségben szintetizaltam, igy deriilt ki, hogy a Cys és His kapcsoldsara a
gyart6 altal ajanlott 50°C-os kapcsolasi homérséklet nagyon magas, az ajanlott kapcsolasi

iddk viszont nagyon rovidek. A peptid hasitds utdn is nagyon érzékenynek bizonyult,
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szobahOmérsékleten levegd hatdsara rovid 1do alatt elindultak a ciklizalasi folyamatok,
egy izomer keveréket eredményezve. Ezért tértem 4t a 0.5 mmol-os szintézis soran a
hosszabb kapcsolési idokre és az alacsonyabb kapcsoldsi homérsékletre (35°C), valamint
hasitas utdn a szabad oldallancokkal rendelkez6 peptidet azonnal savanyitottam (bazikus
kortilmények kozott gyorsabb az oxidéacio) és liofilizaltam. Az optimalizalt CEM
szintézisprotokollt a 25. tablazat (1d. 5.2 fejezet) foglalja Gssze.

Az ,oxidativ folding” kisérletekhez a nyers linedris peptid kis részleteit
hasznaltam. A kisérletek soran valtoztattam a peptidkoncentracidt: 0.5 mg/ml, 1 mg/ml; a
reakciokozeget: viz, ammodnium-acetat puffer (pH 6.5, pH 7.5), glikokoll-NaOH pufter
(pH 8.9), Tris-HCI puffer (pH 8.4), valamint az oxidaldszert: levegd, jod, dimetil-
szulfoxid, redox puffer (cisztein/cisztin), Clear-ox = gyanta. A reakciéelegybél 5, majd 30
percenként mintat vettem, ezt esetenként 10 (v/v%)-os ecetsavval savanyitottam é&s
analitikai RP-HPLC-re injektdltam, majd az oszloprdl elualédd csiucsokat ESI-MS-el
ellendriztem.

A nativ izomer azonositdsa a kereskedelemben kaphatd orexin A-val torténd
kromatografias Osszehasonlitds révén tortént. A kisérletek soran kiillonbozo ciklizalt
izomerek eltérd aranyu keverékét kaptam. A jodos ciklizalds harom izomer kozel egyenld
aranyu keverékét, a levegén Gly-NaOH (pH 8.9) pufferben végzett oxidacié két izomer
kozel egyenld aranyu keverékét eredményezte. A tobbségében nativ izomert a DMSO-
dal, a redox pufferben, valamint a Clear-ox gyantaval végzett oxidacié eredményezte

kozel hasonld aranyban (19. 4bra).

pH 7.5 (NH,0A¢) PH 6.5 (NH;0Ac)
pH 8.9 (Gly-NaOH) Clear-ox™ 10% (v/v) DMSO
24n 2h 2h
1004 5004 * 600+ N
*
* . 400
N 3 " 3
o -
g 50 < 250 * g KK
200+
0 . ) 0 T 1 0 T 1
5 10 15 5 10 15 5 10 15
1dé (perc) 1dé (perc) 1d6 (perc)

19. 4bra: Néhany ciklizalasi kisérlet kromatogramja (: ciklizalt izomer)

. . r rr . r r r ™ r 3 r ”
Az orexin A nagyobb mennyiségli izolalasiara a Clear-ox gyantdval torténd

ciklizalast valasztottam, mert ezzel a moddszerrel teljes mértékben elkeriilhetok a
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kromatografias tisztitast zavar6 tényezok, mint a maradék oxidaldszer vagy a hasznalt

puffer sotartalma.

A Clear-ox" gyanta tulajdonképpen egy szilard hordozéhoz kapcsolt oxidéloszer,

a ciklizadldas mechanizmusat a 20. &bra mutatja be. Az oxidaldszer szintéziséhez

tulajdonképpen egy amid végli hordozdra kotik a Lys-t €s hozzékapcsoljak az aminosav

két szabad aminocsoportjdhoz az 5,5’-ditiobis(nitrobenzoesav)-at.
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20. abra: Ciklizalas Clear-ox = gyantéval

A hordoz6 nagy eldnye, hogy a ciklizalds végén regeneralhato, rendkiviil enyhe

kortilmények kozott hasznalhatd, a nehezen oldddo peptidek esetén acetonitrilt is

adhatunk a reakcidelegyhez, valamint az oxidacid végén a folosleg egyszerl szliréssel

eltavolithato.

A keletkez6 nyers ciklizalt terméket szemipreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam,

az izolalt orexin A-t kromatografidsan és tomegspektrometridsan jellemeztem (8.

tablazat, 21. 4bra).

8. tablazat: A linearis és ciklizalt neuropeptid analitikai paraméterei

AnalHPLC | 3" Monért’
Kéd Szekvencia Mimitott .
gradiens (perc) ([M+H]")
35-55 (%B);
<EPTL | <EPLDCCRQKTCSCRLYELLHGAGNHAAGILTL-NH, 20 9.42 3565.1 3566
perc
Orexin 37-52 (%B);
<EPLDCCRQKTCSCRLYELLHGAGNHAAGILTL-NH, 6.36 3561.1 3562
A L 1 20 perc

" Retenci6s idd meghatarozasa Agilent 1200 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Jupiter 10pm C18
300A; 250x4.60 mm; aramlasi sebesség: 1.2 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%

acetonitril/20% viz/ 0.1% TFA)

. MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatémeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.
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21. abra: A tisztitott Orexin A kromatogramja és ESI-MS spektruma

A biologiai vizsgéalatok soran Laszlo és munkatarsai megallapitottdk, hogy az
orexin A-t kozvetleniil agykamrdba adva (intracerebroventrikuldris, i.c.v.) fokozddik a
patkanyok taplalék- és vizfelvétele, nd a vizeletiiritésiik. Intraperitonidlis (i.p.) bejutdst
kovetden ezek a véltozdsok nem mutathatéak ki. A szérum vazopresszin szintet
radioimmunoessz¢ (RIA) segitségével mérték; 10, 30 ill. 90 pg orexin A i.c.v. adagolas
utdin nem talaltak eltérést a vazopresszin koncentracioban. Az adatok alapjan
feltételezhetd, hogy a polidipszia ill. a poliuria a vazopresszin rendszertdl fiiggetleniil jon
1étre.

Eloézetes vizsgalatok sordn [90] kimutattdk, hogy a Gdlfi és munkatarsai éltal
kidolgozott izolalt neurohipofizis sejtkultura feliiluszo médiumaban az inkubaciot kovetd
14-16. napon jelentds vazopresszin kivalasztas torténik. Bazalis koriilmények kozott 107
1910 mol/dm’® orexin A ill. orexin B hatasira a neurohipofizis sejtkultira feliiliszo
médiumaban vazopresszin szint valtozast nem észleltek.

Laszlo és munkatarsai tobb  kozleményben beszamoltak arrdl, hogy a
monoaminerg vegyiiletek (adrenalin, noradrenalin, dopamin, hisztamin, szerotonin)
novelik a neurohipofizis sejtkultura feliilisz6 médiumdban a vazopresszin kivalasztast
[91, 92]. A monoaminerg vegyiiletek vazopresszin szekrécidé fokozo hatdsa mérséklodik
10" mol/dm? orexin A ill. orexin B el6zetes bejuttatasaval. Legkifejezettebb csokkenést a
noradrenalin, ill. a hisztamin adagolas eldtt alkalmazott orexin A és B idézett el6. Nem
észleltek véltozast a nem specifikus kivalasztast fokozé K bejuttatdsa elétt alkalmazott

orexin A ¢s B hatasara. Az in vitro vizsgalatok eredményei felvetik azt a lehetdséget,
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hogy a vazopresszin szekréciot noveld anyagok (allapotok) hatdsanak orexin okozta

mérséklése szerepet jatszhat a polidipszia, poliuria kifejlodésében.
3.3.  Szelektiv Kv1.3 ioncsatorna gatlé szerek eléallitasa és vizsgalata

Az Anuroctonus phaiodactylus-bol izoldlt anuroctoxin, illetve a Tityus
cambridgei-bdl izolalt Tc32 skorpid toxinok nagymértékii szelektivitast mutatnak
bioldgiai vizsgéalatokban a Kv1.3 ioncsatorna irant. Célul tliztiik ki eldallitasukat, majd
esetlegesen pontmutacidkkal nagyobb szelektivitdsu mddositott valtozataiknak
szintézisét.

3.3.1. A nativ anuroctoxin eldallitasa és bioldgiai vizsgalata

Az anuroctoxin (AnTx) a Mexikoban honos Anuroctonus phaiodactylus
skorpiobdl izolalt 35 aminosavbdl all6 peptid, melyet 4 diszulfid hid stabilizal. A skorpio
toxinok a-KTx 6-0s altipusdhoz tartozik és bizonyitottan szelektiven blokkolja a human T
limfocitak Kv1.3 ioncsatornait az IKCal ioncsatornakhoz viszonyitva. Mindkét csatorna
fontos, de eltérd szerepet jatszik a T limfocitdk aktivalasdban. Az anuroctoxin 3D
szerkezetébdl megallapithatdo, hogy hasonldan a ChTx-hez, a csatorndhoz valo
kotddésben fontos szerepet jatszo két aminosav (K23, F32) megfeleld térbeli

orientacioban van, azaz az anuroctoxin esetén kialakul az ,,esszencialis diad”.

22. abra: Az anuroctoxin szalagdiagramja (bal) €s az Anuroctonus phaiodactylus skorpio, amelybol
izolaltak a toxint (jobb)

Panyi és tdarsai mar kordbban azonositottdk a skorpiobol izolalt toxint, mint
hatékony Kvl.3 csatorna gatloszert [93]. Az AnTx szelektivitasat vizsgaltak tobb
ioncsatornan (23. &bra) és megallapitottak, hogy 730 pM-os disszocidcios allanddval

gatolja a Kv1.3 csatornat. Bar tobb K csatornan hatastalan volt az AnTx, a Kv1.3 mellett
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az ideg- ¢s izomsejtekben megtalalhaté Kv1.2 csatornat is gatolta kisebb affinitassal (K4

= 6 nM), igy a szelektivitasi kritériumnak nem felelt meg.

1.0 -
0.8
0.6 -
0.4 1

0.2

Remaining current fraction

0.0 -

channel type

23. abra: Az AnTx szelektivitasi vizsgalatanak eredménye. Az dbran 10 nM AnTx jelenlétében szamitott
megmaradé aramhanyadok lathatéak a Kv1.3, IKCal, Shaker IR, rKv2.1, mKv1.2 és hKv1.2 csatornak
esetében. A megmaradd aramhanyadot a toxin jelenlétében, valamint kontroll kériilmények kozott mért
csucsaramok hanyadosaként szamitottak. Minden esetben négy fiiggetlen mérést végeztek, az eredményt
atlag = SEM formaban adtak meg.

Ezek alapjan célul tliztik ki az AnTx szelektivitdsanak javitdsat az affinitas
megtartasa, vagy akar tovabbi javitdsa mellett. Ennek elsé 1€pése volt a nativ izomer
eléallitasa szintetikus médon.

A linedris AnTx (kéd: <EKCK) eldallitasat manudlis szilard fazisu peptidszintézis
modszerével valdsitottam meg Boc-Lys(2C1Z)-PAM hordozon Boc/Bzl-stratégiaval. A
felhasznalt aminosavak mindegyike hidrogén-fluoridra érzékeny oldallanc véddcsoporttal
rendelkezett. Az N-termindlis piroglutaminsavat oldalldnc véddcsoport nélkiil épitettem
be. A kapcsolasokhoz 3-3 ekv. Boc aminosav szarmazékot, DCC-t és HOBt-t hasznaltam.
A kész peptidet a gyantarol folyékony hidrogén-fluoriddal hasitottam le, gyokfogdként
anizolt, dimetil-szulfidot, p-krezolt €s DTT-t hasznaltam.

A linedris anuroctoxin ciklizaldsdhoz ,,oxidativ folding”-ot haszndltam. Az
oxidacié optimalizdlasdhoz probareakciokat végeztem a nyers linedris peptid kis
mennyiségeivel. A reakciokban valtoztattam a peptidkoncentracidt (0.5 mg/ml vagy 1
mg/ml), az oldat pH-jat (6.5-8.7), valamint az oxidaldszert (levegd, DMSO, redox puffer:

cisztein/cisztin).
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400+ pH 6.5 (NH,0A¢)

10% (v/v) DMSO
pH 8.9 (Gly-NaOH) 3n
pH 8.4 (Tris-HCl) 400+ 24h *
Cys/Cys-Cys (4 mM/ 2 mM)
Th * .
400~ 3
* Z 2004
2
< 2001
N
K
2 200
0] T T 1
10 15 20
0 T T 1 1dd (perc)
5 10 15 20
0 T T ! .
5 10 15 20 146 (perc)
1d6 (perc)

24. 4bra: Néhany ciklizalasi kisérlet kromatogramja (" ciklizalt izomer)

A feltekeredési kisérletek mindegyike kozel azonos mértékben egyetlen
foterméket eredményezett. A leggyorsabb atalakulds redox pufferben tortént, de a

legszelektivebb modszernek a 10 (v/v%) DMSO bizonyult ammonium-acetat pufferben

(pH 6.5).
9. tablazat: A linedris és a ciklizalt anuroctoxin analitikai jellemz6i
Kéd Szek . tR* M MmértT
6 zekvencia -
(perc) szamitott ([M+H]+)

<EKCK <EKECTGPQHCTNFCRKNKCTHGKCMNRKCKCFNCK-OH 12.43 4108.8 4109

Anuroctoxin [ I | I
<EKE(ETGPQHCTNFCRKNKCTHGK?MNRKCKCFNCK—OH 9.22 4100.8 4101
(AnTx) | |

" Retencids idd meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Jupiter 5um C18(2)
100A; 250x4.60 mm; aramlasi sebesség: 1.2 ml/perc; gradiens: 10-30% (B); 20 perc; eluensek: A-Eluens:
0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80% acetonitril/20% viz/0.1% TFA)

T MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatdmeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A toxin izoladlasdhoz a legegyszeribb mddszert, a bazikus pufferben levegén
torténd oxidacidt valasztottam, mert igy nem keriil az elegybe a kromatografias

elvalasztast esetlegesen zavard tényezd. A tisztitott toxin analitikai jellemzoit a 9.

tablazat és a 25. abra foglalja 6ssze.
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25. abra: A tisztitott anuroctoxin kromatogramja és ESI-MS spektruma
Az altalam szintetizalt izomer akkor tekintheté a nativ izomerrel azonosnak, ha
elektrofizioldgiai tulajdonsagai megegyeznek a természetes peptid tulajdonsdgaival. A

megfeleld regioszelektivitast igazold kisérleteket a 26. dbra mutatja be.

? z KV1.2
A < 1.0 2 15 4
) E control £ control
[
3 o5 and wash £ 104 and wash
- . 7]
g 0.5nM % 51 10 nM
E 0.0 AnTx $ AnTx
£ o :
0 5 10 15 50 100 150 200
Time (ms) Time (ms)
B) _ 5 -
< 800 - I
= control c ,] control
g 600 - and wash £ . and wash
5 5 31
o
— 400 A ©
3 0.3 nM = 27 20 ;M
(3]
& 200 AnTx s 11 nix
° S
£ 01 s 0
5 10 15 0 50 100 150 200
Time (ms) Time (ms)

26. abra: A természetes (A) €s a szintetikus (B) anuroctoxin tulajdonsagai megegyeznek. A reprezentativ
aramgorbék a toxin adésa eldtti (kontroll), AnTx-nal t6rténd blokkolas utani €s a toxinmentes
extracellularis oldat ujboli perfuzidja (kimosas) utan mért K~ aramokat mutatjak az egyensulyi allapot
beallta utan. Az aramokat periférias T-limfocitan mértiik -120 mV-os tartofesziiltség mellett, +50 mV
tesztimpulzust alkalmazva. A tesztimpulzusok k6zott 40 s telt el.

3.3.2. Novelt szelektivitasi anuroctoxin mutdnsok eldallitasa és biologiai vizsgalata

Ahhoz, hogy egy toxin potencidlisan terdpids felhasznaldsra keriilhessen igen

Iényeges, hogy lehetdleg egy, a célsejt megfeleld funkcidjaban szerepet jatszo
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csatornafajtat gatoljon a tobbi csatorna mitkodésének befolyasolasa nélkiil.

Az in vivo (patkdny modell) kisérletek alapjan Sclerosis Multiplex
neurodegenerativ betegségben szenvedo betegek vérébol, illetve a kdzponti idegrendszeri
karosodas helyén is sikeriilt kimutatni a Kv1.3"#"IKCal"" csatorna fenotipussal
rendelkezd, kronikusan aktivalt Tgy sejteket. A varakozasnak megfeleléen a Kv1.3 nagy
affinitast gatloszerei a Tgy sejtek osztddasat specifikusan gatoltdk, mig a Kvl.3
blokkolés 4ltal medialt proliferacid gatlas aldl a nyugvo és centrdlis memoria T-sejtek az
IKCal csatorndk fokozott expresszidjaval mentesiilnek. Igy a Kv1.3 szelektiv inhibitorai
ezen in vitro kisérletek alapjan specifikus immunszupresszidt okozhatnak.

Célunk volt tehat a toxin szelektivitdsanak novelése a Kv1.3 csatorna irdnt a
Kvl.2 csatorndhoz képest. Ezt ugy értiik el, hogy a toxin szekvencidjaban célzott
helyeken aminosav-cseréket végeztiink. A mutidciok helyének é&s természetének
megtervezéséhez Panyi és munkatarsai az irodalombdl €s a debreceni kollégak sajat
eredményeibdl ismert toxinok szekvenciajat €s szelektivitdsat dsszehasonlitd analizisét

végezték el [94] (10. tablazat).

10. tablazat: A K" csatorna blokkold toxinok szekvenciaja és szelektivitasa

Peptide K ratio K4 (nM)
name 1234567890123456789012345678901234567890 Kv1.2/Kvl.3 Kvl.2 Kvl.3
maurotoxin VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNA-KCINKSCKCYGC 2e-4 0.7 3300
CoTX1 AVCVYRT-CDKDCKRR-GYRSG-KCINNACKCYPY 0.005 27 5300
Pi4 IEATIRCGGSRDCYRPCQKRTGCPNA-KCINKTCKCYGCS <8e-7 0.008 >10000
Pil LVKCRGTSDCGRPCQOQTGCPNS-KCINRMCKCYGC 0.09 1 11
Css20-3 IFINVKCSSPQQCLKPCKAAFGISAGGKCINGKCKCYP 0.2 1.5 7.2
Noxiustoxin TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN 2 2 1
Hongotoxin-1 TVIDVKCTSPKQCLPPCKAQFGIRAGAKCMNGKCKCYPH 1.9 0.17 0.09
ChTX EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRG-KCMNKKCRCYS 5.4 14 2.6
anuroctoxin ZKECTGPQHCTNEFCRKN-KCTHG-KCMNRKCKCENCK 9 6 0.7
OSK1 GVIINVKCKISRQCLEPCKKA-GMRFG-KCMNGKCHCTPK 386 54 0.014
OSK1-20 GVIINVKCKISRQCLEPCKDA-GMRFG-KCMNGKCHCTPK 2108 78 0.037
KTX GVEINVKCSGSPQCLKPCKDA-GMRFG-KCMNRKCHCTPK >1538 >1000 0.65

K16->D16  N17-A17 F32-T32

A modositott toxin szekvencidiban megmaradtak a toxin és a csatorna kozotti

kolcsonhatasban részt vevo aminosavak (27. abra).
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27. abra: Az anuroctoxin szalagdiagramja kiemelve az ,esszencidlis didd” aminosavait (bal) és a toxin
Kv1.3 ioncsatornara vetitett képe (jobb)

Az altalam szintetizalt anuroctoxin analdégokat a 11. tablazat foglalja 6ssze.

11. tablazat: A moddositott anuroctoxin szekvenciak

Kod Szekvencia
) | | 1|
Anuroctoxin (AnTx) <EKE(IjTGPQH?TNFCRKNKCTHGK(IZMNRKCIKCFNCK-OH
| | 1|
AnTx F32T <EKEFTGPQH|CTNFCRKNKCTHGK?MNRK(IEKCTNCK-OH
| |
AnTx F32T, K16D <EKEFTGPQHCTNFCRDNKCTHGK(IJMNRKCKCTNCK—OH
|
AnTx F32T, N17A <EKEICTGPQH|CTNFCRKAKCTHGKICMNRKCKCTNCK—OH
|
| | 1
AnTx F32T, K16D, N17A <EKECTGPQHCTNFCRDAKCTHGKCMNRKCKCTNCK-OH
| |
| | 1
AnTx F32T, K16D, N17A, <E1AAAN AAANKEICTGPQH|CTNFCRDAKCTHGKICMNRK(IjKCTNCK-OH

A pontmutacidkkal létrehozott anuroctoxin analdgok mindegyike Fmoc/tBu-
stratégidaval késziilt TentaGel R PHB hordozon CEM mikrohulldma peptid
szintetizatoron. A peptidlanc felépitéséhez hasznalt aminosavak mindegyike TFA-ra
érzékeny oldallanc véddcsoportot tartalmazott. Az N-termindlis piroglutamint
véddcsoport nélkiil épitettem be. Az aminosavak kapcsolasahoz 4-4 ekv. Fmoc-aminosav

szarmazékot, HBTU-t és HOBt-t hasznaltam. A Fmoc-védett aminosavszarmazékokrdl a
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Fmoc véddcsoportot 20 (v/v%)-os piperidin/DMF elegyével hasitjuk le. Az optimalizalt
CEM protokollt a 26. tablazat (1d. 5.4. fejezet) foglalja 6ssze. A peptideket a hordozdrdl
TFA/viz/DTT/TIS 83:10:5:2 aranyu elegyével hasitottam.

Az analogok oxidaldsara a nativ izomernél is hasznalt ,,oxidativ folding”
koriilményeit hasznaltam: bazikus Gly-NaOH pufferben (pH 8.7) oxidéaltam levegdn a
nyers linedris peptideket. A ciklizalt termékeket szemipreparativ RP-HPLC-vel
tisztitottam, analitikai jellemzésiiket retencios idejiik és molekulatomegiik mérésével

végeztem (12. tablazat).

12. tdblazat: Az anuroctoxin mutansok analitikai paraméterei

Analitikai HPLC tr Mg’
Kod Mszz’\mitott +
gradiens (% B) (perc) (IM+H]")
AnTx F32T 10-25 (%B); 15 perc 8.58 4036.7 4037
AnTx F32T, K16D 10-25 (%B); 15 perc 8.46 4024.6 4025
AnTx F32T, N17A 10-25 (%B); 15 perc 10.92 3999.7 4000
AnTx F32T, K16D, N17A 10-30 (%B); 20 perc 11.73 3981.5 3982
AnTx F32T, K16D, N17A, <E1AAAN 10-30(%B); 20 perc 8.08 4197.8 4198

" Retenci6s idd meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Luna 5pm C18(2)
100A; 250x4.60 mm; aramlési sebesség: 1.0 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/0.1% TFA)

T MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatémeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

Az elkésziilt AnTx analdgok koziil az elsd harom keriilt tesztelésre, a tobbi
biologiai vizsgalata még folyamatban van.

Mindhdrom toxin (AnTx F32T, AnTx F32T Kl16D, AnTx F32T NI17A)
szelektivitdsa dramaian javult a vad-tipusthoz képest, ugyanakkor a Kvl.3 iranti

affinitasuk kis mértékben csokkent (28. dbra).

1.0 1
c 1.0 1
0 o
E 0.8 2
4] S 0.8 1
:é s ..E == Kv1.3
g - § 0.6 - = Kv1.2
3 5 — Kv1.1

] o _—

2 o4 e wr 2 0.4 IKCat
§ ® K16D ‘=

0.2 1 v N17A K]
& A F32T § 024

(4
0.0 T T T 7
0.01 0.1 1 10 100 0.0

. . WT K16D N17A F32T
toxin concentration (nM)

28. dbra: A K’ csatorna gatlas dézisfliggése (bal) és a toxinok szelektivitasi vizsgalatanak eredménye (jobb)
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A legjobb tulajdonsagu toxin (AnTx F32T N17A) 1 nM-os koncentracioban a
Kv1.3 csatorndk mintegy 50%-at gatolta, mig a Kvl.2 csatorndkon még 100 nM-os

koncentracidban sem volt mérhetd hatasa (29. abra).

Kv1.3 Kvl.2
Vvi.
E 2.5 | E
e 201 £ 1.0
§ 15 - E /' 100 nM sAnTx N17A
(3]
: 1.0 1 nM sAnTx N17A = 0.5 1
3 8
2 05 o
2 £ 0.0
2 0.0 1
5 10 15 50 100 150 200
Time (ms) Time (ms)

29. abra: A leghatasosabbnak bizonyult AnTx F32T N17A elektrofizioldgiai tulajdonsagai

A tovabbiakban az eléallitott mutdns toxinok bioldgiai vizsgalata a cél, hiszen a
tripla meg a tobbszorés mutansok remélhetdleg mind affinitdsban, mind szelektivitdsban

feltilmuljak a nativ toxint és a potencidlis terapias felhasznalds lehetdségét kinaljak.

3.3.3. Tc32 skorpio toxin izomerek eldallitasa

A Tc32 peptid toxin a Brazilidban honos Tityus cambridgei skorpiobol izolalt 35
aminosavbdl 4llé toxin, melyet 3 diszulfid hid stabilizdl. A rendkiviili felépitésének
koszonhetoen, a skorpid toxinok o-KTx 18.1 altipusdnak egyetlen képviseldje és
kisérletekben bizonyitottan szelektiven blokkolja a humén T limfocitdk Kv1.3 csatornait
a Shaker B tipussal szemben. Osszehasonlitva az eddig ismert peptid toxinokkal,
szekvencigjaban két meglepd kiilonbség is szembedtlik: hidnyzik a pozitivan toltott
aminosav a referencianak szdmitdo Charybdotoxin 27-es pozicioban levd Lys-jéhez
képest, valamint a szekvencia egyaltalan nem tartalmaz aromas aminosavat. A Tc32
jellemzésének legmeglepObb eredménye taldn, hogy nem tartalmazza a Kv csatornak
blokkolasanak elofeltételeként tartott ,,eszencialis diad”-ot. A molekula 3D modellezése
arra vilagitott ra, hogy a pozitiv t6ltésli lizin helyén ebben a toxinban a hidrofil S24

talalhatd, valamint a hidrofob aminosav helyén a pozitiv toltésti K34 van [95].

53



30. abra: A Tc32 szalagdiagramja (bal) és a Tityus cambridgei skorpid, amelyb6l izolaltak a toxint (jobb)
3.3.3.1. ,,Oxidativ folding” kisérletek

A linearis Tc32 (kéd: TGKA) peptid szintézisére Boc-Ala-PAM hordozot
alkalmaztam manudlis szilard fazisa peptidszintézis modszerével Boc/Bzl-stratégidval. A
felhasznalt aminosavak mindegyike hidrogén-fluoridra érzékeny oldallanc véddcsoporttal
rendelkezett. Ennek megfeleléen a ciszteinek oldalldnca 4-metilbenzil csoporttal volt
védve. A kapcsolasok soran 3-3 ekv. mennyiségben haszndltam a Boc-aminosav
szarmazekokat, a DCC-t és HOBt-t. A peptidet a gyantarol folyékony hidrogén-fluoriddal
hasitottam le, gyokfogoként anizolt, dimetil-szulfidot, p-krezolt és DTT-t hasznéltam.

13. tablazat: A linedris és ciklizalt Tc32 szekvencidi és tomegspektrometriai adatai

Kod Szekvencia Mzimont

TGKA TGPQTTCQAAMCEAGCKGLGKSMESCQGDTCKCKA-OH 3528.0
[ ]

Te32 TGPQTTCIQAAM?EAGCKGLGKSMESﬁIQGDTCIKCKA-OH 3522.0

A ciklizélési kisérletekhez a nyers linearis peptid kis részleteit hasznaltam. Az
oxidacios reakciok sordn a kovetkezd reakcid paramétereket valtoztattam: a
peptidkoncentraciot: 0.5 mg/ml vagy 1 mg/ml; a reakcidkozeget: viz, ecetsav oldat (pH
2.7), ammonium-acetat puffer (pH 6.5, valamint pH 7.5), glikokoll-NaOH pufter (pH 8.7,
9.5, 10), valamint Tris-HCI puffer (pH 8.4); az oxidaldszert: levegd, jod, DMSO, redox
puffer (cisztein/cisztin), Clear-ox  gyanta, valamint denaturans hozzaadasaval (8
mol/dm® guanidin-HCl) is probalkoztam. A reakcidelegybél 5, majd 30 percenként mintét
vettem, ezt esetenként 10 (v/v%)-os ecetsavval savanyitottam és analitikai RP-HPLC-re

injektaltam. Az oszloprol eludlodé csucsokat ESI-MS-el ellendriztem.
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31. dbra: Néhany ciklizalési kisérlet kromatogramja (*: ciklizalt izomer)

A kisérletek soran minden esetben egy tobbségi izomer jelent meg (31. dbra),
ennek izoldldsa megtortént (kod: Tc32 I). Analitikai jellemzését kromatografidsan és
tomegspektrometridsan végeztem (14. tablazat), azonban bioldgia mérések igazoltak,
hogy nem a megfelelé regioszelektivitast izomer keletkezett. A Clear-ox — gyantaval
torténd oxidacid sordn izoldlhaté mennyiségben megjelenik egy masodik izomer is (kod:

Tc32 1), azonban, mint bioldgiai mérésekbdl kideriilt, ez sem azonos a nativ toxinnal.

Tehat a nativ Tc32 eldallitdsa ,,oxidativ folding”-gal nem volt sikeres, az oxidacio

regioszelektivitdsanak novelése sziikséges.

14. tablazat: Az izolalt Tc32 izomerek analitikai jellemzdi

Kéd tg (perc) Muere ((M+H]
Tc321 10.87 3523
Tc32 11 7.56 3523
Tc32 111 7.82 3523
Tce32 IV 9.90 3523
Tce32 V 8.22 3523
Te 32 VI 9.70 3523

" Retenci6s id6 meghatarozasa Agilent 1200 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Jupiter 4um Proteo
C18 90A; 250x4.60 mm; dramlési sebesség: 1.0 ml/perc; gradiens: 20-35% (B); eluensek: A-Eluens: 0.1%
TFA/viz; B-Eluens: 80% acetonitril/20% viz/0.1% TFA)

. MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatémeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.
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3.3.3.2. Konvergens szintézis kisérletek

A konvergens szintézis 6tvozi a regioszelektiv cisztein pdrositds modszerét az
»oxidativ folding”-gal, eldnye, hogy nem igényel mindegyik cisztein parnak szelektiv
véddcsoportot. A Tc32 esetében a hat cisztein koziil egy cisztein part a nativ izomerbdl
rendre szelektiv véddcsoporttal lattam el, 6sszezartam az elsé diszulfid hidat és ezutan a
tobbi négy szabad tiolt az ,oxidativ folding” modszerével oxidaltam. A Cys-ek
oldallancanak védelmére Trt és Acm véddcsoportokat haszndltam. Az dltalam szintetizalt

védett linedris Tc32 szekvencidkat a 15. tablazat foglalja ossze.

15 tablazat: A szintetizalt védett linearis Tc32 szekvenciak

Kod Szekvencia

TGKA-C' 13 _Aem | TGPQTTCQAAMC(Acm)EAGC(Acm)KGLGKSMESCQGDTC(Acm)KC(Acm)KA-OH

TGKA-C""**¥_Acm | TGPQTTC(Acm)QAAMCEAGC(Acm)KGLGKSMESC(Acm)QGDTCKC(Acm)KA-OH

TGKA-C""?*_Acm | TGPQTTC(Acm)QAAMC(Acm)EAGCKGLGKSMESC(Acm)QGDTC(Acm)KCKA-OH

A TGKA-C'*'313_Acm és TGKA-C™'***F_Acm peptideket Boc-Ala-PAM
hordozén Aéllitottam el6 manudlis Boc-kémidval. A peptidek kodjaban jelolt
aminosavakon kiviil a felhasznalt aminosav szarmazékok mindegyike hidrogén-fluoridra
hasadé oldallanc véddcsoporttal rendelkezett. A kapcsolashoz 3-3 ekv. Boc aminosav
szarmazékot, DCC-t és HOBt-t hasznaltam. A kész peptideket a gyantardl folyékony HF-
dal hasitottam le, gyokfogoként anizolt, dimetil-szulfidot, p-krezolt és DTT-t hasznaltam.

A TGKA-C™'***!_Acm szintézise Fmoc-Ala-Wang polimeren tortént CEM
mikrohulldamu peptidszintetizatorral. A felhasznalt Fmoc-aminosav szarmazékok, kivéve
a C"'*%°! aminosavait, TFA-ra érzékenyek oldallanc véddcsoportokat tartalmaztak. Az
aminosavak kapcsolasdhoz 4-4 ekv. HBTU és HOBt elegyét haszndltam DIEA
jelenlétében. A kész peptidet a gyantardl TFA/viz/DTT/TIS 83:10:5:2 (v/v/m/v) aranya
elegyével hasitottam le.

Az optimalizalt CEM protokollt a 27. tablazat (1d. 5.5.2 fejezet) foglalja 6ssze. A
Cys kapcsolasahoz a gyarto altal ajanlott 50°C-os aktivalast hasznaltam. A teljesebb
kapcsolasok biztositasara végig dupla kapcsolasokat alkalmaztam.

Hasitads utan a szabad tiol csoportok oxiddldsara probareakciokat végeztem a

nyers linearis peptid kis részleteivel. A Clear-ox  gyanta hasznalata ujbdl elénydsebbnek
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bizonyult a levegon torténd oxidacidhoz képest, ugyanis 4 ora alatt a linearis peptid teljes
atalakuldsa elérhetd. Az Acm csoport eltdvolitdsa és a keletkezd szabad tiol csoportok
Osszezarasa egy 1épésben torténik. A ciklizaldshoz jodot hasznaltam 10 ekv. menyiségben
(2.5 ekv. mindegyik Cys-re szamolva) kiilonb6zd kozegekben: ecetsav/viz 4:1 (v/v) és
metanol/viz 8:2 (v/v) aranyu elegyében. A reakcido metanol/viz elegyében gyorsabban
lejatszodott, ezért ezt a mddszert valasztottam a tovabbiakban. Az oxid4cioban hasznalt
jod feleslege egyszerii diklormetanba vagy kloroformba torténd atradzassal eltavolithato.
Az optimalizalt mddszerekkel a ciklizdldst megismételtem nagyobb
mennyiségben mindegyik lineéris peptiddel. Mindhdrom ciklizalds mds és mds tobbségi
izomert eredményezett, ezek izoldldsa megtortént (lasd 14. tdblazat: Tc32 III, Tc32 1V,
Tc32 V), azonban bioldgiai mérésekben ugyanugy inaktivnak bizonyultak, mint az els6

két izolalt termék.

3.3.3.3. Tc32 izomerek elddllitdsa a 1épésenkénti regioszelektiv cisztein parositdsok

modszerével

Hérom diszulfid hid kialakitasa ezzel a modszerrel meglehetdsen nagy kémiai
kontrollt igényel, a modszer mésik nagy hatranya, hogy a Cys véddcsoportok nagy szama
ellenére kevés teljesiti az ortogonalitas kovetelményét az altalanosan alkalmazott peptid
szintézis stratégidk mellett. A Fmoc-kémia ebbdl a szempontbdl tobb lehetdséget biztosit.
A ciklizalt termék kinyerésének végso hatasfoka minden esetben rendkiviil alacsony.

A Tc32 nativ izomerjének szintézisére valasztott ortogonalis Cys véddcsoportok: StBu,

Trt és Acm.

16. tablazat: A szelektiven védett linearis Tc32 (kod: TGKA-C'°-Acm, C'**-S/Bu) szekvencija

Kod Szekvencia
TGKA-C"**-Acm,
NG TGPQTTC(Acm)QAAMCEAGC(StBu)KGLGKSMESC(Acm)QGDTCKC(StBu)KA-OH
~>_S¢tBu

A TGKA-C"*°-Acm, C'®?-SfBu peptid szintézise Wang polimeren tortént
manualis szilard fazisu Fmoc//Bu-stratégiaval. A felhasznalt aminosavak, a C’2°-Acm és
C'%*_S/Bu aminosavakat kivéve, TFA-ra érzékeny oldallanc védécsoportokkal voltak
ellatva. A kapcsolashoz 3-3 ekv. Fmoc-aminosav szarmazékot, DCC-t és HOBt-t

hasznaltam.
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Az eredeti elgondolés szerint az StBu véddcsoport hasitdsa €s a felszabaduld tiol
csoportok kapcsolésa lett volna az els6 1épés. Ezt még a szilard hordozon szerettem volna
kivitelezni, de a véddcsoport lehasitdsa nem sikertilt. Az SfBu véddcsoport lehasitdsara az
irodalomban ko6zolt modszerek tobbségét kiprobaltam [20 (v/v%) B-merkaptoetanol 0.1
M NMM/DMF oldatdban, 60 °C-ra melegitve, stb]. Az SfBu véddcsoport eltavolitasi
sikertelenségét gyantdn ugyancsak irodalmi adatok tdmasztjak ald, azzal a magyarazattal,
hogy a véddcsoport hasitasi hatékonysaga nagyon fiigg a peptid hosszatol és aminosav-
szekvencigjatdl. EzErt a kovetkezokben lehasitottam a peptidet a gyantarol TFA/viz/DTT
92:5:3 (v/v/m) elegyével, szabadda téve az eredetileg Trt-el védett 12-es és 31-es Cys
oldallancokat.

A szabad tiol csoportok Osszezdrasara probareakciokat végeztem a nyers linedris
peptid kis részleteivel. A reakcidelegybol 5, 10 majd 30 percenként mintdt vettem,
esetenként 10 (v/v%)-os ecetsavval savanyitottam és analitikai HPLC-re injektaltam, az
elualodo csucsokat ESI-MS-el ellendriztem.

A peptidet 0.5 mg/ml koncentracioban hasznaltam a szabad tiolok jobb
hozzéaférhetdsége miatt. A kisérletek sordn kiilonb6z6 pH-ji kozegeket, oxidaldszerként a
levegd oxigénjét, illetve Clear-ox  gyantat hasznaltam. A keletkez termékek
tomegspektrometrias azonositdsa alapjan megallapitottam, hogy bazikus koézegben nem
stabil a terc-butil-szulfenil csoport, hiszen mar az elsd 5-10 percben pH 7.5-10 kozott
teljes mértékben lehasad, ezért az elsd diszulfid hid 6sszezaraséat savas pH-ju ammonium-
acetat pufferben (pH 6.5) végeztem Clear-ox — gyantival. A kovetkezé védécsoport
eltavolitdshoz az igy Osszezart terméket haszndltam. Az SsBu csoport hasitdsa és a
keletkezd tiol csoportok Osszezarasa a leghatékonyabban enyhén bazikus ammoénium-
acetat pufferben (pH 7.5) 5 ekv. Cys jelenlétében valosult meg. Az Acm csoport hasitdsa
elott a mar két diszulfid hidat tartalmazo peptidet megtisztitottam szemipreparativ HPLC-
n. A harmadik diszulfid hid kialakitdsara az elézoekben mar kiprobalt modszert
alkalmaztam: az Acm eltavolitasat joddal végeztem metanol/viz 8:2 (v/v) elegyében. Az
oxidaloszer feleslegét diklormetanba torténd atrazdssal tavolitottam el. Az oxidacid
termékét kromatografidsan tisztitottam és analitikai HPLC ¢és ESI-MS segitségével

jellemeztem.
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A regioszelektiv cisztein parositdsok modszerével izolalt fotermék a legelsd
izomerrel (Tc32 I) azonos. Ezzel a modszerrel izoldltam egy hatodik izomert is (Tc32
VI), azonban ez is inaktivnak bizonyult bioldgiai vizsgalatokban. Az alkalmazott
mddszer soran izomerek megjelenését az okozhatta, hogy a 2. 1épésben oxidaloszerként a
szabad tiol csoporttal rendelkezd Cys-t haszndltam, ami a diszulfid hidak keveredését
okozhatta. A lehetséges ciklizalt izomerek szdma ennél a 1épésnél 3, ebbdl izolaltunk
kettdt, de fennall a lehetdsége annak, hogy a nativ izomert nem sikertilt izolalni.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy az StBu véddcsoport nem teljesitette az
ortogonalitds feltételeit. A kisérletek alapjan — a kiilonb6z6 szintézisek féterméke mindig
egyazon izomert eredményezte, mely nem azonos a nativ izomerrel — felmertil a diszulfid
hidak helyének meghatdrozasi pontossdga. A tovabbiakban tervezziik ujabb ortogonalis
véddcsoport kombinacio kiprobalasat a regioszelektiv cisztein parositasok modszerével a

fenti feltételezésiink igazolasara.

3.4.  Allergias reakcié kialakuldsianak gatlasa C3a-eredetii C3a9 dimerekkel

Ismert, hogy az allergének (példaul hazi poratkdbodl, virdgporbdl, kiillénbozo
ételekbol szarmazd fehérjék) foként IgE tipusu ellenanyagok kozvetitésével valtjak ki a
tulérzékenységi reakciot, melyben a nagy affinitdsu IgE-receptorok (az FceRI)
keresztkotése dontd fontossagi. A folyamat mechanizmusat vizsgalva bebizonyosodott,
hogy a C3a peptid, illetve annak kiilonb6z6 szintetikusan eldallitott szarmazékai oly
moddon gétoljak az allergias reakcio kialakuldsat, hogy a hizosejt aktivaciojat kozvetitd
IgE-kotd receptorokhoz kapcsolddva megakaddlyozzdk e sejtmembran molekuldk
aggregacidjat, illetve az ennek hatdsara megindul6 aktivéacios folyamatokat.

Munkacsoportunk az ELTE Immunoldgiai Tanszékével egytittmiikodésben mar
koradbban feltérképezte, hogy a C3a molekuldnak mely része felelds a gatlasért. Az
azonositott aminosav-szekvencia alapjan a C3a7 (CCNYITELR), mely a C3a természetes
szekvencigja, egy modositott szarmazékat a C3a9-et (DCCNYITR) jelolte ki aktiv
centrumnak [65].

Bioldgiai vizsgélatokban a C3a9 szekvencia a kereskedelmi forgalomban kaphatd
antihisztaminokkal 6sszemérhetd gatlast mutatott (32. abra). A felhasznalt anyagok:

Dexamethason, Natrium kromoglikat és Hydrokortizon voltak
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32. abra: Kereskedelmi forgalomban kaphatd anti-allergikumok hatdsa human bazofil sejtek
aktivacidjara

A gatlo hatasban aktivnak tartott C3a9 szekvencia feltételezhetden
intermolekuldris diszulfid hidakkal stabilizalt formdja a felel6s. Ennek bizonyitdsara a
szimmetrikus dimer szekvenciat allitottam eld.

A C3a9 szekvencidjaban két szabad tiol csoport is taldlhatd, igy dimer képzésre
tobbféleképpen is lehetdség nyilik. A tiol csoportok véletlenszerli 6sszezarasaval vegyes
dimerek, egy kémiailag iranyitott folyamatban a kivant izomerek keletkezhetnek.

A C3a9 szimmetrikus dimer szintézisére regioszelektiv cisztein parositasokat

alkalmaztam (33. abra).

Acm

| ?cm
DFCNYITR'NHz DCCNYITR-NH, DF(ENYITR-NHZ
NH,OAc
Npys puffer (pH 8.5) |S I /ecetsav |S |S
—_— > —_ =
SH S SS
| | |
: DCCNYITR-NH, DCCNYITR-NH,
DC|CNYITR NH, I
Acm Acm

33. abra: A C3a9 szimmetrikus dimer eldallitasa

A peptidek eldallitasat manudlis szildrd fazisti peptidszintézis modszerével
valositottam meg, a Boc/Bzl-stratégiat alkalmazva MBHA hordozén. A felhasznalt
aminosavak oldallancai hidrogén-fluoridra érzékeny véddcsoportok voltak, kivéve az A-
lanc C*-Npys, illetve C*-Acm, valamint a B-lanc C*-Acm aminosavat, mely aminosavak
védocsoportjainak 1épésenkénti eltavolitasa ¢és a keletkezd szabad tiol csoportok

Osszeoxidalasa biztositotta a szelektiv intermolekularis diszulfid-hidak kialakitasat.
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17. tablazat: A szintetizalt A- és B-lanc, valamint a C3a9 szimmetrikus dimer szekvenciai és analitikai

paraméterei
Analitikai .
tR IVImértT
Kod Szekvencia HPLC M, smitott .
(perc) (IM+H]")
gradiens
DC(Npys)C(Acm)NYITR- 5-80 (%B);
A-lanc (Npye)Cd ) (6B) 12.68 | 12113 1212
NH, 25 perc
5-80 (%B);
B-lanc DCC(Acm)NYITR-NH, 9.82 1057.2 1058
25 perc
C3a9 szimm. 19-34 (%B);
(DCCNYITR-NH,), 8.02 1968.2 1969
dimer [(DCTR),] 15 perc

" Retencios idd meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Luna 5pm C18(2)
100A; 250x4.60 mm; 4ramlési sebesség: 1.0 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/0.1% TFA)

. MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatémeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A védett peptidek gyantardl valo hasitdsa utdn az elsd 1épésben ammonium-acetat
pufferben (pH 8.5) tiolizissel zartam Gssze a két lancot a C?-aminosavakon keresztiil,
majd a keletkezd nyers terméket tisztitas nélkiil hasznaltam fel a kovetkezd 1épésben. A
reakcioelegybdl 15 percenként mintat vettem, 10 (v/v%)-os ecetsavval savanyitottam és
analitikai HPLC-re injektaltam, majd az eludlodd csucsokat ESI-MS-el ellendriztem. A
reakcié 1 6ra alatt jatszodott le teljes mértékben. A két lanc C’-Acm csoportjanak
eltdvolitasa és a keletkezd szabad tiol csoportok dsszekapcsoldsa egy 1épésben tortént 50
(v/v%)-os ecetsav vizes oldataban jod jelenlétében. Ennél a 1épésnél kulcsfontossagl volt
a peptidkoncentracid mértéke, hiszen mellékreakcid sordn nem kivant tetramerek vagy
egy¢b oligomerek is keletkezhetnek. Ennek elkeriilésére 0.5 mg/ml koncentracioban
alkalmaztam a peptidet. A jodolizis 2 dra alatt jatszddott le teljes mértékben. A f6losleges
jodot diklormetannal tavolitottam el a reakcidelegybdl. A nyers terméket szemipreparativ

RP-HPLC-n tisztitottam.

2500 1500+ 400
2000 A-line B-linc dimer
1000
5 1500 3 3 200
2 2
< < <
1000 500
500
0 0
0 r T T T T 1 T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15

1dd (perc) 1dd (perc) 1d5 (perc)

34. éabra: A felhasznalt nyers A- és B-lanc, valamint a tisztitott (DCTR), szimmetrikus dimer
kromatogramja
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A kiindulési peptideket, valamint a keletkezé dimer jellemzését analitikai HPLC-
n mért retencids idejiik és molekulatomegiik alapjan végeztem (17. tablazat, 34. dbra).

Az eldallitott C3a9 dimer tesztelése biologiai rendszerekben folyamatban van.

3.5. Gabl adapter fehérje eredetii foszfopeptidek eléallitisa és vizsgalata a B-

sejtek jelatviteli folyamataiban

A Gab csaladba tartozé adapter fehérjék a jelatadds sordn mind pozitiv, mind
negativ szerepet betdlthetnek. Ez fligg a sejt- illetve a jelatadast elinditd receptor
tipusatol, és az abban kifejezésre jutott Gab izoformatol. A szabdlyozo funkcid eldjelét
befolyasolhatja a Gab-hoz ko6tddd molekuldk foszforildcids éllapotanak az adott jel
hatdsdra bekovetkezd valtozasa, és a Gab sejten beliili lokalizdcidja. Mindezek a
tényez0k meghatdrozok abbdl a szempontbdl, hogy a Gab adapter fehérje a megfeleld
idoében a megfeleld helyen legyen a sejtben, és megszabjak a Gab altal Osszetartott
molekula-komplex Osszetételét is.

Az irodalmi adatok szerint a BCR-en keresztiil kivaltott tirozin kindz aktivalddas
kovetkeztében a Gabl foszforilalodik €s képes kozvetlen kdlcsonhatasba 1épni az SHP-2,
PI3-K, PLCgamma ¢és Shc fehérjékkel.

Annak tisztazésara, hogy az egyes foszforilalt Gabl motivumok hogyan
befolyasoljak az SHP-2 foszfatdz aktivitasat, eldszor a Gabl foszforilalt motivumainak
megfeleld, szintetikus foszfopeptidek SHP-2 aktivald hatdsat vizsgaltuk. A foszfataz
aktivitds mérésére avidinnel fedett ELISA lemezekre mérik az eldzetesen SHP-2-vel
kezelt, biotinilalt foszfopeptideket, majd a foszfotirozintartalmat specifikus ellenanyag
segitségével mérik vissza.

A tovébbiakban szerettiik volna vizsgalni, hogy a GDLDpe szekvencia milyen
fehérjékkel asszocialodik BL41 Burkitt limfoma sejtek lizdtumaban. Annak a kérdésnek a
tisztazasara, hogy ezek az YLDL motivumot tartalmazé peptidek modosithatjak-e
ténylegesen a sejten beliili jelatviteli folyamatokat, milyen szerepet jatszhatnak a nativ
molekuldban, a sejtmembranon atjutd foszfopeptideket szintetizaltam és vizsgaltuk ezek

hatdsat a sejten beliili kalciumimmobilizacidra.
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3.5.1. Gabl eredetli foszfopeptidek és modositott szarmazékainak eldallitasa

Sdarmay és munkatarsai mar kordbban kimutattak, hogy a Gabl eredetli GDLDpe
(621-633) peptid nagy affinitassal kotédik az SHP-2 tirozin foszfatdzhoz [96, 97]. A
tovabbiakban azt a legrévidebb hatékony szekvenciat szerettiik volna megtaldlni a
GDLDpe peptid roviditésével, amely sziikebb hatasspektrummal rendelkezik, tehat
segitségével egy szelektivebb hatast érhetiink el, és ezaltal pontosabban feltérképezhetjiik
a Gab1-Erk ill. Gab1-PI3-K jelpalyak szabalyozéasat B-sejtekben.

Az altalam szintetizalt Gab 1 adapter fehérje eredetli foszfopeptidek listajat a 18. tablazat

tartalmazza.

18. tablazat: A szintetizalt Gabl eredetii foszfopeptidek szekvenciai és tomegspektrometriai adatai

T
Kod Szekvencia M, smitott ([lltfl/lflcfltr)

GDLDpe GDKQVEY (»)LDLDLD-NH, 1601.6 1602
QVDLpe QVEY (»)LDL-NH, 957.9 958
EYDLpe EY(p)LDL-NH, 958.9 959
DKYLpe DKQVEY (»)L-NH, 973.0 974
VELDpe VEY (p)LDLD-NH, 944.9 945
QVLDpe QVEY(p)LDLD-NH, 1073.0 1074
KQLDpe KQVEY (»)LDLD-NH, 1201.0 1202
DKLDpe DKQVEY (p)LDLD-NH, 1316.3 1317

. MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatémeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A Gabl eredeti foszfopeptideket TentaGel R RAM polimeren allitottam el6
szilard fazisu peptidszintézissel, Fmoc/fBu-stratégidval. A beépitett aminosavak oldallanc
véddcsoportja TFA-ra érzékeny volt egyetlen kivétellel, a trifunkcios aminosavak koziil a
tirozin oldallanc véddcsoport nélkiil épitettem be. A Fmoc véddcsoport eltavolitasat
piperidin/dimetilformamid 20 (v/v%)-os oldataval végeztem, ezt kovette a peptid-gyanta
mosasa (DMF, metanol). A kapcsolashoz 3-3 ekv. Fmoc-aminosav szarmazékot, DCC-t
¢s HOBt-t haszndltam. A kapcsoldsi reakcid sikerességét ninhidrin teszttel ellendriztem.

A foszfotirozin tartalmu peptidek szintézisére az Ugynevezett ,online”
foszforilacio mddszerét alkalmaztam, mert ez a mddszer sikeresen 6tvozi a ,,synthon” és
a globalis modszer elonyeit. A tirozint oldallanc véddcsoport nélkiil épitettem be, majd
ezt kovette a hordozohoz kapcsolt peptid foszforildcidja. A tirozin szabad fenolos
hidroxil csoportjat elsd Iépésben 15-20 ekv. di-terc-butil-N,N-dietilfoszforamidittel
foszfitilaltam, majd egy kovetkezd 1épésben a III vegyértékli foszfort oxidaltam 14
(v/v%)-os terc-butilhidroperoxiddal. A folyamatot a 35. 4bra mutatja be.
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35. ébra: A Tyr ,,online” foszforilacidja

A peptidlanc a tirozin N“-Fmoc védécsoportjanak hasitasaval épitddik tovabb. A
kész peptideket, a biotinildldsra vald tekintettel, szekvencia-fiiggben hasitottam le a
gyantarol TFA/viz/DTT 92:5:3 (v/v/im%) ardnyu elegyével. Néhany nyers peptidet, a
tisztasagtol fliggden, biotinilalas elott kromatografidsan megtisztitottam.

A biologiai kisérletekhez, egyrészt kontrollként, mdsrészt annak tisztdzasara,
hogy a jelatviteli folyamatokban a Gabl eredetli foszfopeptidekhez kapcsolodé fehérjék
mennyire szekvencia specifikusak, modositott formait is szintetizaltuk.

Kontroll peptidnek tirozint fenilalaninra cserélt GDFLD, ill. tirozinon nem
foszforilalt GDLD peptideket allitottam el6. Laboratériumunkban szintetizaltdk az
irodalmi adatok szerint foszfatazokkal szembeni rezisztenciat okozo, a foszfat csoportban
oxigén-kén atom cserét hordozé GDLDsp (GDKQVEY (sp)LDLDLD-NH,) tiofoszfo-
peptidet is. A QVDLpe peptidet, mint a GDLDpe N- és C-termindlisan 3-3 aminosavval
roviditett formdjat is felhasznaltuk ezeknél a vizsgalatoknal.

Az altalam szintetizalt moddositott GDLDpe peptidek szekvenciait a 19. tablazat

illusztralja.

19. tablazat: A modositott GDLDpe peptidek tomegspektrometrias jellemzése

IVImértT
Kod Szekvencia M s mitott .
(IM+H]")
GDLD GDKQVEYLDLDLD-NH, 1521.6 1522
GDFLD GDKQVEFLDLDLD-NH, 1505.6 1506

T: MS (ESI'): m/z; monoizotépos molekulatdmeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.
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A modositott GDLDpe peptidek szintézise TentaGel R RAM polimeren késziilt
manudlis szilard fazist Fmoc-kémidval. A szintézisben hasznalt Fmoc-aminosav
szarmazékok oldallanca TFA-ra hasithato volt. A kapcsolashoz DCC-t és HOBt-t
haszndltam 3-3 ekv. mennyiségben. A Fmoc véddcsoport hasitdsat piperidin/
dimetilformamid 20 (v/v%)-os oldatdval valositottam meg. A kész peptidek gyantarol
vald hasitasa 95 (v/v%) TFA-val tortént, gydokfogonak 3 (m/v%) DTT-t hasznaltam. A

nyers peptideket tisztitds nélkiil reagdltattam a kovetkezdkben.

3.5.2. Biotinilalt Gabl eredetli foszfopeptidek és modositott szarmazékainak eldallitdsa
¢s bioldgiai vizsgalata

Szamos bioldgiai kotddési mddszer alapja a peptid — receptor, vagy peptid —
ellenanyag kotddési vizsgdlata. Erre a célra a vizsgdlandd peptidet gyakran biotinnal
jelolik, a legtobb esetben egy tdvolsagtartd, hosszabb szénlancot tartalmazo
biotinszdrmazékot alkalmazva, mint pl. a biotinil-e-amino kapronsavat.

ON-—NH 0

HNWN/\/\/\H/NHZ
s H 0

36. abra: A biotin-g-amino kapronsav

Peptidek biotinnal valo jelolésére az irodalomban szamos példat talalunk [98]. A
biotint altaldban a szintetizalt peptid N-termindlis aminosavdnak a-aminocsoportjdhoz
kapcsoljak a peptidkémiaban hasznédlatos kapcsoloreagensek —segitségével. A
leggyakrabban hasznalt, kereskedelmi forgalomban kaphatd aktivalt biotin szarmazék a
biotinil-g-amino-kapronsav N-hidroxiszukcinimid észtere.

A biotinnal jelolt Gabl eredetli foszfopeptidek, valamint szarmazekai listajat a 20.

tablazat foglalja 6ssze.

A biotinildlast azoknadl a peptideknél, amelyek nem tartalmaznak
szekvencigjukban Lys-t oldatban végeztem. A reakcidkhoz altaldban a nyers peptideket
hasznaltam, mert analitikai RP-HPLC-n és ESI-MS-n valo jellemzésiik altalaban 85%
folotti tisztasagot mutatott. A peptideket kis térfogat dimetilformamidban oldottam, par
csepp viz hozzdaddsa utdn az oldat pH-jat 8-9-re allitottam DIEA-val és 1.5-2 ekv.

biotinil-¢-amino-kapronsav  N-hidroxiszukcinimid észterrel kapcsoltam. A reakciot
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kromatografiasan kovettem. A teljes datalakulds utan az oldatot savanyitottam ¢s
szemipreparativ HPLC-re injektaltam a reakcioelegyet és megtisztitottam.

A biotinilalast azokndl a szekvencidknal amelyek Lys-t is tartalmaznak szildrd
fazison végeztem. Ebben az esetben a gyantdra kotott peptid szabad N-termindlisahoz
kapcsoltam a biotin-e-kapronsavat hasonldan egy aminosav kapcsoldshoz, 3-3 ekv. DCC
¢s HOBt jelenlétében. A termék gyantarol vald hasitdsa nem igényel specidlis
koriilményeket. A nyers termékeket szemipreparativ HPLC-n tisztitottam.

A kész termékeket minden esetben retencids idejiik és molekulatomegiik alapjan

jellemeztem (20. tablazat).

20. tablazat: Biotinilalt Gab1 eredetli foszfopeptidek és modositott szarmazékainak analitikai paraméterei

Anal.
) , HPLC | t' M
Koéd Szekvencia grad. (perc) Mszémitott ([M+H]+)
(% B)

Biot-GDLD Biotinil-NH-(CH,);-CO-GDKQVEYLDLDLD-NH, 28-43 | 9.41 | 1861.1 1862

Biot-GDFLD Biotinil-NH-(CH,)s-CO-GDKQVEFLDLDLD-NH, 38-53 7.24 1845.1 1846

Biot-QVDLpe | Biotinil-NH-(CH,)s-CO-QVEY (p)LDL-NH, 25-40 | 791 | 12974 1298
Biot-EYDLpe | Biotinil-NH-(CH,);-CO-EY (p)LDL-NH, 31-46 | 7.10 | 1298.4 1299
Biot-DKYLpe | Biotinil-NH-(CH,);-CO-DKQVEY (p)L-NH, 30-50 | 10.82 | 13124 1313
Biot-VELDpe | Biotinil-NH-(CH,)s-CO-VEY (p)LDLD-NH, 35-50 | 7.17 | 12844 1285
Biot-QVLDpe | Biotinil-NH-(CH,);-CO-QVEY (p)LDLD-NH, 30-45 | 6.65 | 14125 1413
Biot-KQLDpe | Biotinil-NH-(CH,);-CO-KQVEY (p)LDLD-NH, 29-44 | 7.38 | 15405 1541
Biot-DKLDpe | Biotinil-NH-(CH,)s-CO-DKQVEY (p)LDLD-NH, 29-44 | 6.93 | 1655.8 1656

" Retenci6s idd meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Phenomenex Luna 5pm C18(2)
100A; 250x4.60 mm; 4ramlési sebesség: 1.0 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/ 0.1% TFA)

. MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatémeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A biotinildlt peptidek bioldgiai vizsgalatit az ELTE Immunoldgiai Tanszékén
végezték. A szekvencidk foszfatdz aktivitds moddosité hatdsat a mar emlitett moédon
mérték: avidinnel fedett ELISA lemezekre mérik az eldzetesen SHP-2-vel kezelt,
biotinilalt foszfopeptideket, majd a foszfotirozintartalmat specifikus ellenanyag
segitségével mérik vissza.

Annak vizsgdlatara, hogy ezek a foszfopeptidek még milyen jelatviteli
molekulakkal léphetnek kolcsonhatasba, a biotinildlt peptideket avidinnel fedett
gyongyokhoz kotik, €s a kapcsolddd molekuldkat elektroforézist kovetden Western blot

mddszerrel mutatjak ki.
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37. abra: A biotinilalt GDLDpe-vel és modositott formaival sejtlizitumban asszocialodd fehérjék
azonositasa SDS-PAGE, Western blot analizissel. Kontroll (-) és anti-IgM-mel stimulalt (+) BL41 sejtek
lizatumat hasznalva.

Az eredeti GDLDpe ¢és mddositott GDLDsp valtozata is erdteljesen asszocidlodik
az SHP-2 tirozin foszfatdzzal, mig a PLC-gamma joval kisebb mértékii kotddést mutat a
GDLDsp peptidhez, mint az eredeti szekvencidhoz. A kontrollként hasznalt GDLD ill. a
GDFLD fenilalanint tartalmazé peptidhez — a vartnak megfelelden — nem kotddtek
fehérjék a sejtlizatumbol, igazolva, hogy ez a kolcsonhatéds foszfotirozinra specifikus. A
QVDLpe peptidhez SHP-2 kitddést nem tudtak kimutatni, mig a PLCgamma véltozatlan
mértékben kotodott a rovid peptidhez. Ugyanakkor a foszfatdz aktivitds mérésekben ez a
peptid joval kisebb defoszforilaciét mutatott a hat aminosavval hosszabb peptidhez

képest.

Elmondhatd, hogy az SHP-2-t megkotoé peptidek mintdiban PLCgamma és lyn
tirozin kindz jelenlétét tudtuk kimutatni. Ennek alapjan feltételezziik, hogy az SHP-2
vetélkedhet a PLCgamma-val a Gabl-hez vald kotodésért, és igy a Gabl befolyasolhatja
a PLCgamma aktivitasat is.

A vizsgalatok szerint az 6sszes roviditett szekvencia asszocidlodott a PLCgamma-
val, viszont az SHP-2 —h6z csak a 10 aminosav hosszasagu peptid kétddott. Az SHP-2-
vel kapcsolodni képes DKLDpe enzim aktivitast fokozo hatdsa a két rovidebb peptiddel
(KQLDpe, QVLDpe) egyezett meg, amit az SHP-2 alapaktivitdsanak tulajdonithatunk, és
joval kevésbé modositotta az SHP-2 foszfatdzaktivitdsat, mint a teljes hossziasagu

GDLDpe peptid.
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38. abra: Néhany roviditett GDLDpe peptidhez asszocialédd fehérjék (A). A peptidek SHP-2 enzim
aktivitast mdodosito hatdsa, a maradék foszfotirozint dbrazolva (B), ahol az alacsony optikai denzitds (OD)
érték nagy SHP-2 aktivitast jelent.

3.5.3. Sejtpermedbilis hordozo-Gabl eredetti foszfopeptid konjugatumok eldallitdsa €s

vizsgalata a sejten beliili jelatviteli folyamatokban

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy az YLDL motivumot tartalmazo
peptid modosithatja-e a sejten beliili jelatviteli folyamatokat, és milyen szerepet jatszhat a
nativ molekulaban, a sejtmembranon atjutdé foszfopeptideket terveztiink és vizsgaltuk
azok hatdsat a sejten beliili kalcium mobilizacidjara. A PLCgamma-—aktivalddas inozitol
trifoszfat (IP3) felszabaduléssal jar, ami az endoplazmatikus retikulum IP3 receptoraihoz
kotddve a sejten beliili raktarakbol Ca®* ionok felszabaduldsat eredményezi. A peptideket
oktanoil csoport €és nyolc arginin hozzdkapcsoldsdval tettem alkalmassd arra, hogy a

sejtmembranon atjussanak.
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Kontrollként ismét a GDLD ¢és GDFLD peptideket hasznaltuk és kivancsiak
voltunk még az eldzo kisérletekben mar bizonyitottan az SHP-2-h6z kapcsolddni képes
rovidebb GDLDpe szekvenciara, a DKLDpe-re.

A kisérletekben felhasznalt Okt-R8C-hez kapcsolt szintetikus, Gabl eredetli peptid

szekvencidkat a 21. tablazat foglalja dssze.

21. tdblazat: Az Okt-R8C sejtpermedbilis hordozohoz kapcsolt Gabl eredett foszfopeptidek

Kod Szekvencia
Okt-R8C-GDLDpe Oktanoil-RRRRRRRRC-NH-(CH,)s-CO-GDKQVEY (p)LDLDLD-NH,
Okt-R8C-GDLD Oktanoil-RRRRRRRRC-NH-(CH,)s-CO-GDKQVEYLDLDLD-NH,

Okt-R8C-GDFLD Oktanoil-RRRRRRRRC-NH-(CH,)s-CO-GDKQVEFLDLDLD-NH,

Okt-R8C-DKLDpe Oktanoil-RRRRRRRR-C-NH-(CH,);-CO-DKQVEY (p)LDLD-NH,

A sejtpermabilis peptid (Okt-R8C) szintézise szildrd fazison tortént Boc-
kémiaval. A felhasznalt aminosavak: Arg(Tos), Cys(Meb). A kapcsolasokhoz 3-3 ekv.
aminosav szarmazékot és DCC-HOBt-t hasznaltam. Az N-termindlis oktanoil csoport
beépitésére 4 ekv. mennyiségben kapcsoltam az oktdnsavat ugyancsak 4-4 ekv. DCC-
HOBt jelenlétében a szabadda tett N“-aminocsoporthoz. A kész terméket folyékony
hidrogén-fluoriddal hasitottam le a gyantardl, szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottam ¢€s

analitikailag jellemeztem (22. tabl.).

22. téblazat: Az Okt-R8C sejtpermedbilis hordozo analitikai paraméterei

MmértT
Kod Szekvencia te Mzsmitott
(IM+H]")
Okt-R8C Oktanoil-RRRRRRRRC-NH, 11.78 1495.0 1496

" Retenci6s id6 meghatérozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Vydac Peptide & Protein 10pm
C18; 250x4.60 mm; aramlasi sebesség: 1.2 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/ 0.1% TFA);

T MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatémeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A peptideket a sejtpermedbilis hordozéhoz egy hosszabb szénldncot tartalmazo
tavolsagtarton keresztiil kapcsoltam. A gyantara kotott peptidek szabad N-terminalis a-
aminocsoportjahoz 3 ekv. mennyiségben e-maleimido-kapronsavat kapcsoltam 3-3 ekv.
DCC és HOBt segitségével. A reakcidt ninhidrin-teszttel ellendriztem. A peptidek
gyantardl valo hasitasa a szokdsos modon tortént. A nyers e-maleimido-kapronsavamid-

peptideket kis térfogat foszfat pufferben (pH 6.5) oldottam és hozzaadtam 1.5 ekv. Okt-
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R8C peptidet. A peptidek beoldasat esetenként guanidin HCl sojaval segitettem. 30
percenként mintat vettem a reakcidelegybdl és analitikai RP-HPLC-re injektaltam, az
oszloprol elualddd csucsokat ESI-MS-el ellendriztem. A reakcioidd altalaban 1-2 dra
volt, ezutdn a reakcidelegyet szemipreparativ RP-HPLC-re injektalds utan tisztitottam. A
tisztitott termékeket retencids idejiik, valamint molekulatomegiik alapjan jellemeztem

(23. tablazat).

23. tablazat: Az Okt-R8C sejtpermedbilis hordozohoz kapcsolt Gabl eredetli foszfopeptidek és
szarmazékainak analitikai paraméterei

Analitikai HPLC tr Mopnert’

K()d Mszzimitott +

gradiens (perc) (IM+H]")
Okt-R8C-GDLDpe 20-50 (%B); 30 min 12.59 3289.9 3290
Okt-R8C-GDLD 30-45 (%B); 15 perc 8.70 3209.9 3210
Okt-R8C-GDFLD 30-60 (%B); 30 perc 13.54 3193.0 3194
Okt-R8C-DKLDpe 28-43 (%B); 15 perc 6.66 3004.5 3005

" Retenciés id6 meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Hypersil nucleosil 10pm C18;
250x4.60 mm; aramlasi sebesség: 1.0 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/ 0.1% TFA);

T: MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatdmeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a sejtbe juttatott foszfopeptidek
befolyasoljak-e a sejten beliili fehérje-fehérje kolcsonhatasok 1étrejottét, milyen hatast
gyakorolnak az intracellularis fehérje foszforilacids mintazatra.

Gabl specifikus ellenanyaggal tisztitottak a Gab1 fehérjét kiillonbo6zo ideig aktivalt BL 41
sejtek lizatumabol. Az Okt-R8C-GDLDpe peptid jelenlétében a PLC-gamma és az SHP-2
kotddése a Gabl-hez nem volt kimutathato, mig a PI3-K jelenlétét a rovid ideig aktivalt
mintadkban a peptid jelenléte nem befolyasolta. 20 perc aktivalast kovetéen a PI3-K
levalik a Gabl-r6l, feltehetdleg az SHP-2 Gabl-et defoszforildlo aktivitdsa

eredményeképpen.
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39. abra: Az Okt-R8C-GDLDpe peptid hatasara kialakulo fehérje-foszforilacids allapotvaltozas nyugvd B-
sejtekben (bal). Kontrollként kezeletlen és BCR keresztk6tott mintakat alkalmaztak; Az Erk foszforilacio
gatlasa a 60 perces elokezelést kovetden (jobb).

Erdekes, hogy a tirozinon nem foszforilalt Okt-R8C-GDLD az Okt-R8C-
GDLDpe-hez hasonléan gatolta az anti-IgM indukalt Erk foszforilacidt az 5 percig

elokezelt mintakban.

58| e EDeEDeE» GED EDEEDEES  pAk!

46- e w=|  pErk

PA . - - ORB-GDLDpe
S - - 2> 5" 20" OR8-GDLD

s p + + o+ + =+ anti-lgM

40. abra: Az Okt-R8C-GDLD foszforilalt és nem foszforilalt formdja egyarant gatolta az anti-IgM altal
indukalt Erk aktivaciot. Feltételezziik, hogy a sejtbe jutott peptideket az intracellularis kindzok
foszforilaljak.

Mivel az eldzetes in vitro kisérletekben bebizonyosodott, hogy ez a peptid nem
kotédik az SHP-2 tirozin foszfatdzhoz, tigy gondoljuk, hogy a sejtbe jutva kindzok altal
foszforilalodhatott és ezaltal nyert biologiai aktivitast. igy az Okt-R8C-GDFLD peptidet
hasznaltuk negativ kontrollként.

Jelenleg a GDLDpe roviditett formdjat (Okt-R8C-DKLDpe) vizsgaljuk, amely az
SHP-2-h6z még kotddik, de az enzim aktivitast fokozo hatasa joval gyengébb az eredeti

szekvencianal (Okt-R8C-GDLDpe).
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Az Okt-R8C-GDLDpe foszfopeptid kis mértékii, de reprodukélhaté, gyors Ca®"
felszabadulast valtott ki. Ennek alapjan azt feltételeztikk, hogy a foszfopeptid
valdsziniileg SH2 doménekhez vald kotodését a PLCgamma aktivélja.

A Gabl szerepe a B-sejtekben elsdsorban az Erk aktivalasa. Az eredmények
alapjan gy gondoljuk, hogy a sejtpermeabilis foszfopeptidek gatolni képesek a
Gab1/SHP-2 és Gab1/PI3-K fehérje kolesonhatasok kialakuldsat és ezaltal modosithatjak
a proliferacids, apoptotikus ¢és tulélési szignadlokat. A Gab fehérjék tehat az
immunsejtekben éppugy mint a tumorsejtekben kulcsszerepet jatszanak kiilonféle

jelatviteli utvonalak sordn.

A proliferacid gatlasdban, illetve az apoptdzis fokozasaban hatdsosnak bizonyuld
foszfopeptidek alapjaul szolgdlhatnak farmakoldgiailag aktiv peptidomimetikumok

tervezésének akar B-sejtes, akar mas tipust tumorok esetén.

3.6. Mozgékony fehérje térszerkezeti elemek Kkonformacidos egyensiulyanak

vizsgalata f-modellpeptidekkel és minifehérjékkel

Habar a minifehérjének nincsen altalanosan elfogadott definicioja, néhany k6zos
jellemzd mindegyikiikre igaz. A legfontosabb ezek koziil a harmadlagos szerkezet. Ennek
kialakitasdban a minifehérjét alkotd 6sszes masodlagos szerkezeti elem (o-hélix, B-redo
¢s a kiilonb6zo kanyar régid) kooperativan részt vesz.

A fehérje tervezés egyik dga a minifehérjék mar meglévd fehérjék
szekvenciamddositasaval torténd létrehozasara (,,redesign” modszer) iranyul. Peptidek
masik tervezési modja a ,,de novo” tervezési modszer, amely soran fehérje adatbazisok
statisztikai vizsgalatara és ab initio szamitasokra tdmaszkodva eddig ismert peptidektol és

fehérje részletektdl fiiggetlen aminosav sorrendli modellpeptidet allitanak elo.

Santiveri és munkatarsai ily modon terveztek 3:5 [-hajtlikanyar téralkata
peptideket [99, 100]. Az igy elddllitott peptidek 30-50%-a mutatott vizes oldatban
rendezett térszerkezetet, 30% trifluoretanol hozzdadasanak hatasara ez az érték 60-80%-
ra emelkedett. A legnagyobb térszerkezeti populacioval rendelkez6 peptid a SETE
(SESYINPDGTWTVTE) volt (41. abra).
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41. abra: A 3:5 B-hajtiikanyar téralkati SETE (a térszerkezet stabilizalé hidrogénkotéseket
szaggatott vonal jelzi

Kortemme és munkatarsai kordbban megtervezett B-hajtiikanyar térszerkezetii
peptideket hasznaltak fel egy 20 aminosavbdl allo6 haromszali B-reddzott réteg
térszerkezeti minifehérje, a Betanova (RGWSVQNGKYTNNGKTTEGR) ab initio

modszerrel torténd tervezésében [101, 102] (42. ébra).

42. dbra: A Betanova feltételezett haromszalu antiparalell f-redézott téralkata

A ma ismert legkisebb és legstabilabb a priori tervezett minifehérjéje a TcSb
(NLYIQWLKDGGPSSGRPPPS), vagy mas néven Trp-kalitka. Neidigh és munkatarsai a
Gila monster viperagyilk nyalaban megtaldlhato 39 aminosav hosszu helikalis
polipeptidbdl indultak ki (exendin-4), és szdmos csonkitds és mutdcid utdn 20 aminosavra
csokkentették a fehérje méretét ugy, hogy kozben szerkezetét is stabilizaltak [103].

Felépitésében egy a-hélix, egy 3o-hélix és egy poliprolin II tipust hélix szervezddik a
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kozponti triptofan koré. Az igy eldallitott kompakt, globuldris minifehérje tobb mint

95%-ban feltekeredett dllapotban van jelen vizben.

24. tablazat: Az el6allitott f-modellpeptidek és minifehérjék szekvenciai és analitikai jellemzdi

Anal. HPLC tr M ere
Kod Szekevencia M amitott .
grad. (perc) (IM+H]")
17-32 (%B);
Betanova-OH | RGWSVQNGKYTNNGKTTEGR-OH 8.774 22534 2254
15 perc
20-35 (%B);
Betanova-NH, | RGWSVQNGKYTNNGKTTEGR-NH, 10.562 2252.4 2253
15 perc
28-43 (%B);
SETE SESYINPDGTWTKTE-OH 7.136 1727.8 1728
15 perc
24-39 (%B);
SETE-S3(p) SES(p)YINPDGTWTKTE-OH 7552 | 1807.8 1808
15 perc
28-43 (%B);
SETE-S3E SEEYINPDGTWTKTE-OH 6.950 1769.8 1770
15 perc
30-45 (%B);
ERVSK ERVYINPDGTWTVSK-OH 7.017 1764.9 1765
15 perc
31-46 (%B);
ERISK ERIYINPDGTWTVSK-OH 7.138 1778.9 1779
15 perc
30-45 (%B);
ESVSK ESVYINPDGTWTVSK-OH 7.120 1695.8 1696
15 perc
32-47 (%B);
ESISK ESIYINPDGTWTVSK-OH 6.875 1709.8 1710
15 perc
32-47 (%B);
Tc5b-S13(p) NLYIQWLKDGGPS(p)SGRPPPS-OH 8.158 22494 2250
15 perc
Tc5b- 8-23 (%B);
LKN[GIkNAc(#1-N)]GGP-OH 8.876 788.0 789
monoszach. 15 perc
15-35 (%B)**;
TcSb-diszach. | LKN[GIkNAc(f1-4)GIkNAc($1-N)]GGP-OH 9.621 991.1 992

20 perc

" Retencids id6 meghatarozasa Agilent 1100 HPLC rendszeren (oszlop: Hypersil nucleosil 10pm C18;
250x4.60 mm; aramlasi sebesség: 1.0 ml/perc; eluensek: A-Eluens: 0.1% TFA/viz; B-Eluens: 80%
acetonitril/20% viz/0.1% TFA); **: A-Eluens: 0.05 M NH4,OAc puffer (pH 6.5); B-Eluens: 60% MeOH/
0.05 M NH,OAc pufter (pH 6.5);
T MS (ESI"): m/z; monoizotépos molekulatémeg meghatérozasa Finnigan TSQ 7000 ESI-MS-en.

A Betanova peptid esetében eldallitottam a Kortemme és munkatdarsai éltal

definialt karboxil végli peptidet és a C-termindlison savamidvégli szekvenciat. A peptidek

manualis szilard fazisa szintézissel késziiltek, a karboxil végli peptid Merrifield
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polimeren, az amid végli MBHA hordozon. A két szintézis a C-termindlis aminosav
gyantdra kapcsolasaban tér el, a Merrifield polimer esetében az aminosavat kalium sé
form4jaban kapcsoltam, mig az MBHA hordozohoz vald kapcsoldsnal DCC-vel aktivalt
aminosavat kapcsoltam. A peptidlanc felépitéséhez hasznalt aminosavak hidrogén-
fluoridra hasithatd oldallanc véddcsoporttal rendelkeztek, kapcsoldszerként DCC-t és
HOBt-t hasznaltam 3-3 ekv. mennyiségben. A kész peptideket hidrogén-fluoriddal
hasitottam, gyokfogdként anizolt, dimetil-szulfidot és p-krezolt haszndltam. A nyers
peptideket kromatografidsan tisztitottam €s analitikailag jellemeztem (24. tablazat).

A szintetizalt hdromszala B-red6zott réteg téralkatu minifehérjék esetén Perczel és
tarsai konformacios egyensulyi vizsgalatokat végeztek vizben, homonukledris NMR
spektroszkopia segitségével. Kimutathato volt, hogy a Betanova térszerkezete,
ellentétben a korabbi Aallitdssal, miszerint e molekula egyetlen stabil téralkattal
jellemezhetd, tobb konformdcids allapot egyensulyi rendszerével irhatd le a B-red6zott
réteg térszerkezetli polipeptid lancok mozgékonysdga miatt [104]. A Betanova-NH;

esetében végzett molekuladinamikai szimulacio eredményét a 43. dbra mutatja be.
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43, é4bra: A Betanova-NH, modellpeptiden végzett szimuldlt hdkezelés protokollt alkalmazé
molekuladinamikai szimulacié eredményeképpen kapott 50 térszerkezetbdl elfogadott 30 konformer egyedi
rajzolata és az elfogadott téralkatok koziil a hasonlok egymasra illesztett képe. A 30 konformer mind
teljesiti a kényszerfeltételeket, de kiilonbozdségiik folytan nem sorolhaté konformercsaladba.

Az altalam szintetizalt SETE-peptidek (24. tdblazat) kozt megtalaldlhaté a
Santiveri és munkatarsai éltal definidlt szekvencia is, valamint a 3. pozicidban
foszforilalt szerin vagy glutaminsav helyettesitéseket tartalmazo szarmazék.

A SETE ¢és SETE-S3E peptidek szintézise manualis szildrd fazisu Boc-kémidval

tortént Merrifield polimeren. A beépitett aminosavak HF-ra hasithatdo oldallanc
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véddcsoporttal rendelkeztek. A kapcsolashoz 3-3 ekv. Boc aminosav szdrmazékot, DCC-t
¢s HOBt-t hasznaltam. A kész peptideket a gyantardl folyékony HF-dal hasitottam le.

A SETE-S3(p) peptid szintézise szilard fazisu Fmoc-kémidval késziilt Wang
hordozoén. A felhasznalt aminosavak oldallanc véddcsoportjai TFA-val hasithatok voltak
a S° kivételével, melyet védbcsoport nélkiil épitettem be. A C-terminalis aminosav
kapcsolasdhoz 4-4 ekv. aminosavat, DCC-HOBt-t, valamint 1 ekv. 4-dimetil-amino-
piridint hasznéltam, minden tovabbi aminosav kapcsoldsdhoz haromszoros foloslegben
hasznaltam a reagenseket. A foszfoszerin kiépitésére az “online” foszforilacié modszerét
vélasztottam. Igy a S® oldallancéba a foszfatészter beépitése két 1épésben valdsult meg:
elsd 1épés a véddcsoport nélkiili szerin foszfonildlasa 20 ekv. terc-butil-H-foszfonat és 40
ekv. pivaloil-klorid jelenlétében, 1:1 (v/v) piridin/DMF-et haszndlva olddszerként; ezt
kovette az oxidacid 1 (m/v%) jod tartalmt, 98:2 (v/v) aranyd piridin/viz eleggyel. A

folyamatot a 44. abra illusztralja:

0 e
o i) Bu O—FI’—Q9 NH,4 o
H + H H
N ,,_/N
pivaloil klorid, DMF, piridin
OH (0]
i) 1% I, piridin/viz (98:2) H—FI’=O
|
Q

44. abra: A Ser ,,online” foszforilacidja

A peptid hordozérdl vald lehasitdsa 95 (v/v%) TFA-val tortént, amely
gyokfogoként 3 (m/v%) DTT-t tartalmazott. A nyers peptidet éteres kicsapassal kaptam

meg, majd szemipreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam.

A SETE, SETE-S3E valamint a SETE-S3(p) esetében végzett konformacids
egyensulyi vizsgalatok esetén kimutathatd, hogy mindhdrom SETE-szarmazék
modellpeptidre a kanyar régioknal megfeleld az egy konformercsaladhoz tartozé szamolt
szerkezetek illeszkedése, mig a lancvégek felé haladva az illeszkedés egyre romlik (45.
abra).

Az eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy ezeknek a peptideknek jelentds a

belsé mozgékonysaguk, valamint, mivel az NOE adatok alapjan adott kényszerfeltétel-
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egylittes segitségével végzett szimulalt hokezeléses eljarassal tobb szerkezetet is kapunk,

megallapithato, hogy a vizsgalt peptidek egyetlen téralkattal helyesen nem jellemezhetok.

A)

B)

0

45. abra: A SETE-tipusi modellpeptideken végzett szimulalt hokezelés protokollt alkalmazo
molekuladinamikai szimulacio eredményeképpen kapott két f6 konformercsaladba oszthato térszerkezetek
egymasra illesztett képe A) SETE, B) SETE-S3(P), C) SETE-S3E esetén. A szamolt 50 térszerkezet
mindegyikére teljesiil az sszes 'H-"H NOE kényszerfeltétel.

A lancvégi illeszkedések stabilizalasara terveztilk az ERVSK, ERISK, ESVSK ¢és
ESISK moédositott szekvencidkat. A peptideket Merrifield polimeren allitottam el6 szilard
fazisu szintézissel Boc/Bzl-stratégiaval az eredeti szekvencidnal mar leirt modon. A nyers
peptideket kromatografidsan tisztitottam és analitikailag jellemeztem (24. tablazat).

A tervezett SETE mutdnsokban a 3:5 B-hajtiikanyar térszerkezet stabilizdlasaban
résztvevd aminosavak kornyezetének modositasaval céloztuk ezen konformacid

stabilizalasat (46. abra).
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3:5 p-kanyar 3:5 p-kanyar ERVYINPDGTWTVSK

SESYINP ERV/IYINP ERIYINPDGTWTVSK
I 1m ID II II ID ESVYINPDGTWTVSK
ETVTWTG KSVTWTG ESIYINPDGTWTVSK

46. abra: A tervezett SETE-mutansok

A mutansok esetében felvett CD spektrumok a konformdacié valtozéasat tiikrozik

hddenaturacio, illetve pH hatasara:
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47. ébra: Néhany SETE-peptid CD-spektruma
Ezen peptidek a B-hajtiikanyar térszerkezet stabilizaldsdban jatszott szerepének

vizsgalata folyamatban van.

Az aszparaginon glikozilalt peptidek szintézisére modellnek kivalasztott
hexapeptid (LKDGGP) a Tc5b minifehérje 7-12 fragmense. Cukor részként N-acetil-
glikozamint ¢és kitobidzt éEpitettem be. A glikozildcio térszerkezeti hatdsainak
vizsgalatara korabban mar szintetizaltuk a teljes minifehérjét és modositott szarmazékait

galaktozil aszparaginnal [105]. Ebben az esetben a 9. pozicidba galaktozil aszparagint
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épitettiink be a peptidlancba Fmoc-stratégia felhasznéalasaval. E munka keretein beliil
olyan modositast végeztem, amely sordn a Tc5b szekvencia 13-as szerinjét
foszforilaltam.

A Tc5b-S13(p) peptidet Wang polimeren szintetizaltam Fmoc-stratégiaval. A

beépitett aminosavak oldallanc védScsoportjai TFA-val hasithatok voltak a S
kivételével, melyet véddcsoport nélkiil épitettem be. A kapcsoldshoz 3-3 ekv. Fmoc-
aminosav szarmazékot, DCC-t és HOBt-t hasznaltam.
A foszfoszerin tartalmu peptid szintézisére az ugynevezett ,,online” foszforilacid
moddszerét alkalmaztam. A 13-as Ser szabad alkoholos hidroxil csoportjat els6 1épésben
foszfonildltam 20 ekv. ammoénium terc-butil H-foszfonattal, 40 ekv. pivaloil klorid €s
piridin jelenlétében, majd egy kovetkezd 1épésben oxidaltam 1 (m/v%) jod tartalmu
piridin/viz 98:2 (v/v) elegyében. A peptidlanc a Fmoc-csoport hasitdsaval épitddik
tovabb. A kész peptidet a gyantardl 95 (v/v%) TFA-val hasitottam le, gyokfogoként
DTT-t hasznaltam. A nyers peptidet szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottam ¢s
analitikailag jellemeztem (24. tablazat).

Kerékgyarto és munkatarsai synthonként eldallitottdk a teljesen O-benzilezett
glikozil azidokat:  GIkNAc(B1-N3), GIkNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N3)[106]. Ezekbol
allitottak eld egy kemoszelektiv redukcidval a glikozil aminokat. Az in situ kapcsoldsi
reakcid a glikozil aminok, valamint a szelektiven védett, aktivalt aszparaginsav kozott a
szénhidrat-aszparaginsav szarmazékokat eredményezte. Ezek katalitikus hidrogénezével

kapott épitokoveket (48. dbra) hasznaltam fel a glikopeptidek szintézise soran.

OH o OHO OH
HO o H HO o o H 0
HO NMOH HO™ A0 NNOH
NHAc O RHBoc NHA¢ O [HBoc

48. abra: A glikopeptidek szintéziséhez hasznalt szénhidrat-aszparaginsav épitokovek

A glikopeptidek Boc-Pro-Merrifield polimeren késziiltek szilard fazisu Boc-
stratégidval. A beépitett aminosavak koziil a Lys tartalmazott oldallanc védelmet, ezuttal
Boc-Lys(Z)-OH-t hasznaltam. A glikoziladlt aszparaginsav szarmazék beépitése hasonlo
modon tértént, mint a tébbi aminosav szarmazéké, 3-3 ekv. DCC-t és HOBt-t hasznaltam.
A peptidet a gyantarol 10 (v/v%) HBr [33 (v/v%)-o0s oldat jégecetben] TFA oldataval
hasitottam le, gyokfogoként 2 (m/v%) DTT-t hasznaltam.
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A GIkNAc(B1-N)Asn tartalmu glikopeptid szintézisénél jo termeléssel kaptam a
kivant terméket, amely korrekt tomegspektrummal rendelkezett. A GIkNAc(B1-
4)GIKNAc(B1-N)Asn tartalmt glikopeptid véddcsoport eltdvolitdsa soran a kivant
diszacharid-hexapeptid szdrmazék mellett egy monoszacharid egység lehasadésa is
megfigyelhetd volt. Az O-glikozidkotés hasadasaval keletkez6 melléktermék mennyisége
Osszemérhetd volt a kivant termékével. Sem a reakcididd, sem a hasitasi reakcioelegy
valtoztatdsa nem okozott érdemi javulast.

A probléma athidaldsara 11j stratégiat probaltam ki. Elsddlegesen egy fluorén
szarmazekot allitottam eld: N-[(9-hidroximetil)-2-fluorenil|borostyankdsavat (49. dbra),

amelyet aztan szekunder amin érzékeny linkerként hasznaltunk fel [107, 108].

O NH, _ (Boc)O, NaOH O NHBoc _ HCOOEt NaH _
. H20O-dioxan ’ absz. THF
’O NHBoc NaBH, O ’O NHBoc  HCl-dioxan

MeOH

()

0] OH OH
O

OH
OH

49. abra: Az N-[(9-hidroximetil)-2-fluorenil ]borostyankdsav linker el6allitasa

A hasitas a szintézis végén piperidin/dimetilformamid oldattal tortént, de az O-
glikozidok hasadasa itt is megfigyelhet6 volt, bar az el6zonél kisebb mértékben. A kapott
nyers terméket szemipreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam TFA-mentes eluenseket
haszndlva: A-eluens ammoénium-acetat puffer (0.05 M, pH 6.5), B-eluens 60% MeOH/
ammonium-acetat puffer (0.05 M, pH 6.5). Ezzel a mddszerrel a diszacharid tartalmua
hexapeptid izoldldsa kielégité6 hozammal tortént.

Az eléallitott Tc5b analdgok szerkezetvizsgalata folyamatban van.

Osszeségében megallapithato, hogy a vizsgalt peptidek belsd mozgékonysdga még
mindig jelentds, tehat sziikség van tovabbi modositdsokra egy még stabilabb szerkezet
eléréséhez. Mivel az NOE adatok alapjan adott kényszerfeltételegylittes segitségével
végzett szimulalt hokezeléses eljarassal tobb szerkezetet is kapunk, megéllapithatd, hogy

a vizsgalt peptidek egyetlen téralkattal helyesen nem jellemezhetdek, azonban sikertilt
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lesziikiteni a lehetséges szerkezetek szamat az egyik modellpeptid esetében - SETE-S3E
peptid. Ez a peptid a tovabbiakban hasznos modellként szolgédlhat S-hairpin rendszerek

tanulmanyozasara.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt vegyszerek

A szintézisek sordn hasznalt oldoszerek tobbségét tovabbi tisztitds nélkiil
hasznaltam fel, ezeket (DCM, DMF, MeOH, DIEA, TEA, TFA) a Sigma Aldrich
(Németorzag), az aminosavak tobbségét az Orpegen (Németorszag), a Bachem (USA), a
Reanal (Magyarorszag) és a Chem-Impex (USA), a kapcsoldszereket a Bachem (USA)
ill. az Iris Biotech (USA) szallitotta. Néhany reakciohoz a sziikséges puffereket én
allitottam el0, a sziikséges sokat a Fluka (Németorszag) szallitotta. A HPLC-mindségi
olddszerek koziil az acetonitrilt a Merck (Németorszag), a TFA-t a Sigma-Aldrich
(Németorszag) biztositotta. A hordozdkat a Varian (Anglia), a Senn Chemicals (Svijc), a
Chem Impex (USA) cégektdl vasaroltuk, kivéve a Clear-ox = gyantat, azt a Peptides
International (USA) széllitotta. A tobbi felhasznalt reagenst a Fluka (Németorszag) €s a
Sigma-Aldrich (Németorszag) biztositotta.

4.2.  Szilard fazisu peptidszintézis
4.2.1. A peptidlanc felépitése

A peptidlanc  felépitése a szilard fazisi peptidszintézis modszerével,
leggyakrabban a Boc/Bzl, illetve Fmoc/tBu technika alkalmazéasaval torténhet. A kezdo
1épés az elsd N-védett aminosav kapcsoldsa gyantara. Wang polimer esetében a hordozd
€s az aminosav kozotti észterkotés kialakitdsat altalaban karbodiimid reagens
segitségével végzik. Mivel az alkoholos hidroxilcsoport gyenge nukleofil, a reakcid
baziskatalizissel torténik, ehhez leggyakrabban 4-dimetil-amino-piridint (DMAP)
hasznalunk. MBHA hordozd esetében az els6 aminosav kapcsoldsa  torténhet
karbodiimidekkel, szimmetrikus anhidriddel, egyes aktiv észterekkel, vagy foszfonium és
urénium szarmazékokkal is. Az MBHA hordozét a gyartdk altaldban hidroklorid-sdként
hozzak forgalomba, az elsd aminosav felkapcsoldsa elott az aminocsoportot szerves
bazissal, példaul trietilaminnal, fel kell szabaditani. Az Fmoc-stratégidban hasznalt Rink,
TentaGel gyantdk Fmoc-csoporttal védve keriilnek forgalomba, ezért ezekrdl az elso
aminosav kapcsolasa elott el kell tavolitani a védocsoportot. Merrifield polimer esetén az

elsé aminosavat kalium-s6 formajaban tudjuk felkapcsolni a szilard hordozoéra.
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A Boc/Bzl kémidban az a-aminocsoport atmeneti védésére hasznalt Boc-csoport
50 (v/v%) trifluorecetsav (TFA) diklérmetan (DCM) oldataval -eltavolithatd. A
véddcsoport eltavolitasahoz egy 5, majd 25 perces kezelés elegendd. A véddcsoport
eltavolitdsa utdn az ammoniumso semlegesitése kovetkezik 10 (v/v%) trietilamin (TEA)
diklérmetanos oldataval (kétszer 1 perc), hogy a kovetkezd kapcsoldsi 1épésben az
aminocsoport hatékony nukleofilként vegyen részt a reakcioban.

A Fmoc/fBu kémidban haszndlatos Fmoc-csoport eltavolitdsa egyszerlien, szekunder
aminos kezeléssel megvalosithatd. Erre a célra 5, majd 15 perces kezelés elegendd 20
(v/v%) piperidin DMF-os oldataval.

A kapcsolési reakcid gyorsitdsa, valamint a mellékreakcidk elkeriilése érdekében
az N-terminuson védett aminosavat kapcsolas eldtt aktivaljuk. Kapcsoloszerként a
legaltalanosabban diciklohexilkarbodiimidet (DCC) ¢és szekunder nukleofilként
hidroxibenztriazolt (HOBt) haszndltam, mindezeket az aminosavval egyiitt haromszoros
foloslegben adtam a gyantdhoz. A peptidkotés kialakulasahoz 1-3 dra sziikséges.

A szilard fazisu peptidszintézis modszerének eldnye, hogy sokszoros
reagensfelesleg hasznalatat teszi lehetdve igy a reakcidk nagy hatasfokkal jatszédhatnak
le. A kapcsolas, illetve a védocsoport eltavolitas hatékonysaganak ellendrzése a Kaiser
altal kifejlesztett teszt a ninhidrin és a szabad aminocsoport kozotti szinreakcion alapul
[109]. Gyors, érzékeny ¢s konnyen kivitelezhetdé moddszer, 1% szabad aminocsoport
jelenlétét még észlelhetd kék szin jelzi. Mivel a prolin nem amino-, hanem iminosav, nem
képes a ninhidrinnel megfeleld szinreakciora, ezért esetében 2,3-indolin-diont (izatint) a
Kaiser-féle reagensekhez adva specifikusan kimutathato a szekunder aminok jelenléte

[110].
4.2.2. Oldallanc véddcsoportok

Az altalam hasznalt aminosavakat és az alkalmazott oldallanc-véddcsoportokat az
1. tablazat foglalja 6ssze. Ezeken az aminosavakon kiviil alanint, glicint, fenilalanint,
izoleucint, leucint, metionint, prolint és valint hasznaltam, melyek nem igényelnek

oldallancvédelmet.
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4.2.3. A peptidek hasitasa gyantarol

Boc/Bzl stratégianal a szildrd hordozdrdl vald hasitds gyakran folyékony
hidrogén fluoriddal (HF) torténik -5°C-on. A hidrogén-fluoridos hasitds koriilményei
kozott jelentds karbokation képzddés tapasztalhatd, ami alkilezheti vagy aralkilezheti a
His, a Cys ¢és egyéb aminosavak nukleofil oldallancat. Ezek a mellékreakcidok azonban
megfeleld gyokfogokkal vagy az un. ,low-high” HF-os hasitdsi eljaradssal nagyrészt
visszaszorithatok [111]. Gyokfogoként altaldban anizolt, dimetil-szulfidot, p-krezolt,
esetenként tiokrezolt haszndlunk. A ,JJow-high” mddszer lényege, hogy a gyantdn 1évo
peptidekrdl eloszor a nagy moldris feleslegben alkalmazott gyokfogdkkal, kis
koncentracidju HF-dal eltavolitjdk az oldallanc-véddcsoportok tobbségét, majd egy
masodik lépésben nagy koncentracidban alkalmazott HF-dal hasitjdk le a peptidet a
gyantardl a maradék véddcsoportokkal egyiitt. A hidrogénfluoridos hasitds utdn a nyers
peptid éterrel kicsaphatd, igy eltdvolithato a gyokfogd nagy része, majd a
gyantaszemcsék melldl ecetsav vizes oldataval kioldhato.

Az Fmoc/fBu stratégiandl nagy elony, hogy a peptidek a gyantardl
trifluorecetsavval hasithatok, amely egyuttal a legtobb véddcsoportot is eltavolitja a
peptidrdl [112]. A TFA-as hasitas esetén is keletkezhetnek azonban elektrofil sajatsagu
melléktermékek (pl. #-butil kation), amelyek alkilezhetnek. Rendszerint 95 (v/v%)-os
vizes TFA-t haszndlnak hasitdsra, melyet esetenként gyokfogdkkal egészitenek ki,
ilyenek a TIS, DTT, fenol. A peptidek hasitdsa a gyantardl altaladban mar 2-3 ora alatt

végbemegy. A nyers peptidet ebben az esetben is teres kicsapassal kaphatjuk meg.
4.2.4. A peptidek tisztitdsa és azonositdsa

A szilard fazist peptidszintézissel késziilt peptideket célszerti HPLC-vel tisztitani,
kiilonosen ha a peptid gyantarol torténd lehasitasakor tobbféle gyokfogot alkalmazunk. A
peptideket altaldban forditott fazisu C18 oszlopon, HPLC-vel tisztitjak [113]. Hidrofob
peptidek esetén a C8 oszlopok bizonyos esetekben jobb elvalasztast biztositanak.
Leggyakrabban 0,05-0,1% TFA-t tartalmazd eluensrendszert hasznalnak, de kiilonféle
puffer-rendszerek is alkalmazhatoak. A jobb elvalasztds érdekében célszeri gradiens-
elicidval tisztitani az anyagokat. Ez azt jelenti, hogy fokozatosan valtoztatjuk az

olddszerosszetételt, novelve a szerves olddszer mennyiségét az eluensben. A
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detektalashoz leggyakrabban az amidcsoportot hasznaljak kromoforként, 210-220 nm-nél
vizsgaljak az UV elnyelést.

A termék homogenitasanak ellendrzésére analitikai HPLC alkalmazhato,
azonositdsa tomegspektrometrids méréssel torténhet. A tomegspektrometria a relativ
molekulatomeg meghatarozasaval bizonyitja a helyes szerkezetet, s6t fragmentacids
eljarassal bizonyos esetekben igazolhatd a szekvencia is. Peptidek esetében az ESI-MS

technika a leginkabb alkalmas modszer.
4.3. Mikrohullimu peptidszintézis

A szintézis kivitelezésére az 1 generdcios CEM Discover SPS mikrohullamu
szilard fazisu szintézisek kivitelezésére alkalmas reaktort hasznéljuk, amely szamitogép
segitségével Ossze van kotve a CEM Liberty reagens €s olddszer tartd-adagold résszel. A
folyamat teljesen automatizalt. A peptidszintézishez Fmoc/fBu stratégiat alkalmazunk.

A szintézishez altalanosan 0.2 mol/dm’ koncentracidban alkalmazzuk a Fmoc-
aminosav-szdrmazékokat dimetilformamidban oldva. A kapcsoléreagens 0.5 mol/dm’
HBTU vagy HATU és 0.5 mol/dm’ HOBt vagy HOAt oldata dimetilformamidban. Az
aktivalo bazis 2 mol/dm’ DIEA oldata N-metil-pirrolidinben. A védett aminosavakat és a
kapcsolo reagenseket altalanosan négyszeres foloslegben alkalmazzuk. A Fmoc-csoport
hasitasahoz itt is 20 (v/v%) piperidin/dimetilformamid elegyét hasznaljuk.

A mikrohulldmti  peptidszintézisnek  nincsen  altaldnos  protokollja,
reakcidparamétereinek (reakci6idd, magnetron teljesitmény, felfiitési sebesség) optimalis
megvalasztasa kritikus lehet, akarcsak a szilard hordoz6 hdmérséklet stabilitasa.

A kész peptid gyantarol valé hasitisat manualisan végezziik. Altalanosan
TFA/H,O/DTT 92:5:3 (v/v/im%) elegyét hasznaljuk 2-3 dras hasitasi id6 mellett. A nyers

peptidet itt is éteres kicsapassal nyerjiik a hasitoelegybol.
4.4. Peptidgerinc modositast tartalmazo peptidomimetikumok eléallitasa

A peptidgerinc modositasok koziil itt csak a természetes aminosavak D-
aminosavra torténd cseréjét, az urea- €s azafunkciot tartalmazd peptidek szintézisét

targyalom, amelyeket felhasznaltam az Ucn 3 analdgok szintézisénél.
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A D-aminosavakat tartalmazd peptidek szintézise a hagyomanyos szilard fazisu
peptidszintézis eldirdsai szerint torténik. Beépitésikre a megfelelden védett D-
aminosavakat hasznaljuk.

Az urea-peptidek szintézise szildrd fazison térténhet kombinalt Boc/Fmoc
technikaval, szilard hordozéként MBHA hordozot hasznéalhatunk. A peptidlancot Boc-
kémidval €pitjik ki mindaddig az aminosavig, amely N-terminalisdn izocianatot
szeretnénk kiépiteni. A gyantara kotott N-termindlis Fmoc-védett aminosav egy 1épésben
alakul at izocianattd 10 ekv. MeSiCl; és 20 ekv. TEA jelenlétében. A reakcid olddszere
szaraz diklormetan. A keletkezO izocianat-intermedier nem stabil, ezért in situ
reagaltatjuk a megfeleld bazis 10 (v/v%)-os oldataval diklormetanban. A kész urea-
peptidet a gyantdrdl folyékony hidrogén-fluoriddal hasithatjuk le.

A N-en glutamin oldallancot tartalmazd épitdkovek szintézise aza-Michael
addicidval torténhet oldatban. Az addicio két partnere egy hidrazin-tartalmu vegytilet
vagy egy primer amin és akrilamid, a reakcid olddszere n-propanol. A reagenseket
ekvivalens mennyiségben hasznaljuk, a reakcioelegyet 80-85°C-on refluxaltatjuk 3 napig.

Az azaglutamint vagy N-en glutamin oldalldncot tartalmazo6 peptidomimetikumok
szintézise torténhet Rink amid hordozon manudlis Fmoc szilard fazistu szintézissel vagy
oldatfazisu szintézissel. Az aza-funkcidt tartalmazd aminosavszarmazekot szilard
hordozén a szabad N-termindlis aminosav bis-(2,4-dinitrofenil)karbonéattal aktivalt o-
aminocsoportjahoz kapcsoljuk, oldatfazisi szintézis esetén a vegyes anhidrides

modszerrel kapcsolunk.
4.5. Foszfotirozint és foszfoszerint tartalmazoé peptidek eléallitasa

Foszfotirozint ill. foszfoszerint tartalmazo peptidek szintézise szilard fazison
Fmoc-kémiaval torténik. A védett peptidlancot a tirozin vagy szerin oldallanc
védocsoport nélkiil beépitéséig a szokdsos mddon végezziik.

A tirozin esetében a foszfatalds két 1épésben zajlik: az elso a foszfitilalas, majd ezt
koveti egy oxidacios 1épés. A szabad tirozin oldallanccal rendelkezd peptidet nagy
foloslegben (15-20 ekv.) di-terc-butil-N,N’-dietilfoszforamidittel és 1H-tetrazollal
kezeljiik vizmentes tetrahidrofurdanban. A keletkez6 foszfit oxidalasahoz 14 (v/v%)-os

terc-butilhidroperoxid vizes oldatat hasznaljuk.
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A szerin esetében is két 1€pésben torténik a foszfatdlas: az elsd a foszfonildlas,
majd ezt koveti egy oxidacids lépés. A szabad szerin oldallanccal rendelkezd peptidhez
nagy f6loslegben adunk ferc-butil-H-foszfonatot (20 ekv.) és pivaloil-kloridot (40 ekv.)
piridin:dimetilformamid 1:1 (v/v) elegyében. Az oxidacidhoz 1 (m/v%) jod tartalmu
piridin:viz 8:2 (v/v) elegyét hasznaljuk.

Az N-terminalis Fmoc-véddcsoport lehasitdsdval folytatodhat a peptidlanc
kiépitése. A peptid gyantarol vald hasitasa, kinyerése a hasitdelegybdl a Fmoc-kémianal

megszokott modon torténik.
4.6. Biotinilalas szilard fazison és oldatban

A Dbiotinildlas torténhet oldatban vagy szildrd fazison, a moddszert a peptid
szekvencigja hatarozza meg. Amennyiben a peptid nem tartalmaz olyan aminosav
oldallancot, amely véddcsoport hidnydban Osszekapcsolddhat a biotinil-g-amino
kapronsavval, a biotinildlast oldat fazisban végezziik biotinil-e-amino-kapronsav N-
hidroxiszukcinimid aktiv észtert hasznalva.

Szilard fazison a gyantara kotott peptid szabad N-termindlis a-aminocsoportjahoz
kapcsoltam a biotinil-e-amino kapronsavat 3 ekv. mennyiségben hasznalva 3-3 ekv. DCC
¢s HOB jelenlétében. A kapcsolést ninhidrin-probaval ellendrizziik.

Oldat fazisban a biotinilaldshoz a peptidet kis térfogat dimetilformamidban
oldjuk, kevés vizet adunk hozza, az oldat pH-jat 8-9-re allitjuk DIEA hozzdadéasaval és
igy adunk hozzd 1.5-2 ekv. biotinil-e-amino-kapronsav N-hidroxiszukcinimid aktiv

észtert. A reakcidt analitikai RP-HPLC-n kovetjiik és ESI-MS-el ellendrizziik.
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5. Kisérleti rész

5.1. Antidepresszans ¢s anxiolitikus hatasu Ucn 3 fragmensek és analogok
eléallitasa

Az Ucn 3, valamint ezen szekvencia fragmensei ¢s 2-10 analogjai MBHA
hordozén (0.5 mmol; boritottsdg: 1.03 mmol/g) késziiltek manualis szilard fazisu Boc/Bzl
kémiaval. A hordoz6 DCM-ban (10 ml) vald eldduzzasztasa utdn semlegesitettem
TEA/DCM oldattal (2x10 ml, 10 v/v%), majd DCM-nal, MeOH-lal és Gjb6él DCM-nal
(3x10-10 ml) mostam. A kapcsolasokhoz a hordozd kapacitdsdhoz szamolt 3-3 ekv.
mennyiségli Boc-védett aminosavat és DCC-t alkalmaztam. Arg, Asn és Gln esetében a
kapcsoldshoz még 3 ekv. HOBt-t is adtam. A védett aminosav oldhatosaganak
fiiggvényében oldoszerként DCM-t (10 ml) vagy DMF-t (10 ml) alkalmaztam. A
kapcsolési reakciokat kvalitativ ninhidrin- vagy izatin teszttel ellendriztem. Negativ
szinreakcid utan lehasitottam a Boc-véddcsoportot TFA/DCM oldataval (10 ml, 50 v/v%)
5+25 percig. A nyers peptid hasitasa a szilard hordozérdl folyékony HF-dal (20 ml)
tortént, gyokfogdként anizolt (0.4 ml), dimetil-szulfidot (1.6 ml) és p-krezolt (0.4 ml)
hasznéaltam. Hasitds utdn, az éterrel kicsapott peptidet szlirtem, dietil-éterrel (3x50 ml)
atmostam, majd leoldottam a szlir6rdl ecetsav vizes oldataval (100 ml, 10 v/v%). Ezt
kovette az oldat liofilizdlasa. A nyers peptideket szemipreparativ. RP-HPLC-n
tisztitottam. Ezen peptidek eldallitasa 80-85%-0s kitermeléssel valdsult meg.

Az § analdg szintézise annyiban tér el az el6zdekben leirtaktol, hogy a peptid N-
terminalis aminosavarol lehasitottam a Boc-véddcsoportot, majd a polimert
ecetsavanhidrid/DCM eleggyel (10 ml, 30 v/v%) kezeltem 5+25 percig, ezt kovette a
mosasi 1épés (DCM, MeOH). Az acetilezési reakcid hatékonysagat szintén ninhidrin-
prébaval ellendriztem. A peptid gyantardl valo lehasitasa az elézdekben leirtak szerint
tortént. Az 5 analogot 85%-os kitermeléssel éllitottam eld.

Az 1 analdg eléallitasa Merrifield polimeren (0.5 mmol, boritottsag: 1.1 mmol/g)
tortént. A C-terminalis aminosav kapcsolasahoz eldduzzasztottam a hordozét DMF-ban
(5 ml), majd hozzaadtam 2 ekv. Boc-védett aminosavat és 4 ekv. KF-ot, amit el6zdleg
feloldottam DMF-ban (5 ml) és 70°C-on, 48 dran at kevertettem. A kapcsolasi reakcio
utan mostam a hordozdt DMF-dal, MeOH-lal, vizzel, majd ujb6l MeOH-lal, DCM-nal
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(3x10-10 ml). A peptidlanc tovabbépitése a Boc-véddcsoport hasitdsaval, a gyanta
semlegesitésével folytatddik. A tovabbi aminosavak kapcsoldsa, a peptid hordozo6rdl vald
hasitasa az elézdekben leirtak szerint tortént. A kitermelés 87%-os volt.

A 11-13 analogok szintézise oldatfazisban tortént. Feloldottam Boc-védett Gln-t
(3.08 mmol) etil-acetatban (45 ml), hozzaadtam 1.1 ekv. klorhangyasav-izobutilésztert,
valamint ekv. mennyiségli DIEA-t és kevertettem -15°C-on 15 percig. Ezutdan 0°C-on
hozzacsepegtettem 1.1 ekv. izobutilamint és tovabbi 2 oran keresztiil kevertettem. A
reakcidelegy térfogatat etil-acetat (45 ml) hozzdadasaval megduplédztam, majd atraztam
KHSO4-tal (3x50 ml, 5 m/v%) és KHCOs-tal (3x50 ml, 5 m/v%). A szerves fazist
Na,SOq-tal szaritottam, szlirtem a szaritdszert, beparoltam az elegyet, majd a terméket
éterrel kristalyositottam. A 12-13 analogok eldallitdsahoz az elézdekben kapott Boc-
védett termékrol lehasitottam a Boc-véddcsoportot: TFA-val (2 ml) kevertettem 30
percig, majd kicsaptam jéghideg éterrel a keletkezett terméket, a csapadékot sziirtem,
majd a szlrdrol leoldottam acetonitril-viz elegyével (10 ml), liofilizadltam. A szaritott
terméket acetileztem: feloldottam acetonitrilben (5 ml) és hozzacsepegtettem foloslegben
ecetsavanhidridet (0.5 ml) és szobahdmérsékleten 1.5 ordig kevertettem. A reakcid végén
az oldatot vizzel higitottam (30 ml) és liofilizaltam. A kész termékeket kromatografidsan
tisztitottam. A 11-13 analdgokat 70-86%-o0s kitermeléssel éllitottam eld.

A 14a-e urea-peptidek szintézise MBHA hordozon (0.2 mmol, boritottsag: 1.03
mmol/g) tortént. A szintézis annyiban tér el az MBHA hordozondl haszndalatos
hagyoméanyos Boc-protokolltdl, hogy a GIn-t Fmoc-védetten épitettem be és igy
hasznéltam az izocidnat kialakitdsahoz. A reakcio el6tt a hordozét vizmentes DCM-ban
(10 ml) eléduzzasztottam, majd hozzacsepegtettem 20 ekv. TEA-t, 10 ekv. MeSiCls-t. 24
ora utdn a reakcioelegyet szlirtem és utdna rogton hozzaontéttem a hordozéhoz a
megfeleld bazis oldatdit DCM-ban (10 ml, 10 v/v%) és szobahOmérsékleten tovabbi 2
ordig kevertettem. A felhasznalt bazisok: propilamin, izopropilamin, piperidin, piperazin,
1-fenil-piperazin voltak. Reakcid utdn tobbszori mosas kovetkezett DCM-nal, DMF-dal,
acetonitrilel, DCM-nal (3x10-10 ml). A kész urea-peptideket folyékony HF-dal (5 ml)
hasitottam le (-5°C, 45 perc) ¢és kromatografidsan tisztitottam. A 14a-e

peptidomimetikumok eléallitasat 55-60%-os kitermeléssel sikeriilt megvaldsitani.

89



A 15a-¢, valamint 16 peptidomimetikumok szintéziséhez eldzetesen eldallitottam
a 17, 18, 20 épitokoveket aza-Michael addicioval.

A 17-18 ¢épitokovek szintéziséhez feloldottam n-propanolban (150 ml) ekv.
mennyiségli (3-3 mol) n-butilamint, illetve Boc-hidrazidot, valamint akrilamidot és 82-
85°C-on refluxaltattam 3 napig. A reakciot vékonyrétegen kovettem hexdan-etilacetat-
metanol elegyében (5:4:1). A reakcioidd eltelte utan sziirtem az elegyet, beparoltam és
kicsaptam éterrel a 3-butil-amino-propanamid (17), illetve a 3-(N’-ferc-butoxikarbonil-
hidrazino)propanamid (18) kristalyokat. A 17-18 épitdkovek szintézise 47-75%-o0s
kitermeléssel valdsult meg.

A 20 épitdkd szintéziséhez feloldottam a Boc-L-Ala-OH-t (3 mol) etil-acetatban
(50 ml), hozzdadtam 1.1 ekv. klérhangyasav-izobutil-észtert €s ekv. mennyiségli DIEA-t
¢s kevertettem -15°C-on 15 percig, majd 0°C-on hozzacsepegtettem 1.1 ekv. hidrazin-
hidratot és tovabbi 2 6ran at kevertettem. A reakcidelegy térfogatat etil-acetat (50 ml)
hozzaadasaval megduplaztam, majd atraztam KHSOy-tal (3x100 ml, 5 m/v%), KHCO:-
tal (3x100 ml, 5 m/v%). A szerves fazist Na,SOy-tal széritottam, a szaritdszert sziirtem,
az elegyet beparoltam, majd a terméket éterrel kristalyositottam. A kapott Boc-L-Ala-
hidrazidot (19) ekv. mennyiségii akrilamiddal reagaltattam 3 napig n-propanolban (150
ml), 82-85 °C-on refluxdltatva az elegyet. A reakcidt vékonyrétegen kovettem hexéan-
etilacetat-metanol elegyében (5:4:1). A reakcioidd eltelte utdn szlirtem az elegyet,
beparoltam és kicsaptam éterrel a 3-[(NV ’-terc-butoxikarbonil-L-alanil)hidrazin]propan-
amid (20) kristalyokat. A 20 épitdkovet 32%-os kitermeléssel allitottam eld.

A 15a-c peptidomimetikumok szintézise Rink polimeren (0.5 mmol, boritottsag:
0.72 mmol/g) tortént. A hordozét DMF-ban (10 ml) eldduzzasztottam és lehasitottam a
Fmoc-véddcsoportot pireridin/DMF elegyével (10 ml, 20 v/v%) 5+20 percig, majd
kapcsoltam a C-termindlis aminosavat: 3-3 ekv. Fmoc-L-Ile-OH-t és DCC-vel. A Fmoc-
véddcsoport eltdvolitasa utan, atmostam a hordozdt t6bbszor szaraz DMF-dal (10-10 ml),
majd hozzaadtam 5 ekv. bis(2,4-dinitrofenil)karbonatot (21) amit el6zdleg szaraz DMF-
ban (5 ml) oldottam és hozzacsepegtettem 5 ekv. N-metilmorfolint. A reakciot 24 dran at
kevertettem, sikerességét Kaiser-teszttel ellendriztem. Negativ teszteredmény utdn a
gyantdhoz adtam 3 ekv. szekunder amint, illetve a N-en GIn oldallancot tartalmazé

épitdkovet (17, 18, 20), amit elézoleg DMF-ban (10 ml) oldottam. 24 6ra utan tobbszor
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mostam a hordozét: DCM-nal, DMF-dal, acetonitrillel, DCM-nal, végiil MeOH-lal (10-
10 ml). A peptidomimetikumokat a gyantarol TFA/viz elegyével (5 ml, 90 v/v%)
hasitottam le. A sziirt reakcidelegyet vizzel (50 ml) higitottam, liofilizaltam. A nyers
termékeket szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottam. A 15a-c¢ analdgok kitermelése 20-
40%-os volt.

A bis(2,4-dinitrofenil)karbonat (21) szintéziséhez konc. HNO; (50 ml) és konc.
H,S0O4 (60 ml) elegyéhez 50-55°C-on nagyon lassan hozzdadtam difenil-karbonatot (10
g) €s még tovabbi 3 oraig 50°C-on, majd 90 Ordig szobahOmérsékleten kevertem a
reakcidt. Ezutdn az elegyet nagy mennyiségli jeges vizre ontdttem, és a reakcidelegybol
kivalé csapadékot addig mostam jeges vizzel amig a leszlir6d6 oldat pH-ja semleges nem
lett. A keletkezd viszkdzus terméket P,Os-on szdritottam, majd ujra kristalyositottam
hexan-benzol elegyében. A termék olvadaspontja: 146°C; kitermelés: 69%.

A 16 analog szintéziséhez a 18 épitdkd (2 mmol) kis részletét feloldottam DMF-
ban (4 ml) és hozzacsepegtettem 1 ekv. TEA-t és 1.1 ekv. KHIBE-t -15°C-on, majd 0°C-
on kevertettem 2 oraig. A reakcioidd lejarta utan bepdroltam az elegyet, majd etil-
acetatban (30 ml) oldottam ¢és atraztam NaHSOs-tal (3x10 ml, 5 m/v%) és NaHCOs-tal
(3x10 ml, 5 m/v%). A szerves fazist Na,SOs-tal szaritottam, szlirtem a szaritdszert €s
beparoltam az elegyet. A nyers terméket szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottam. A 16
analog kitermelése 85%-0s volt.

Az Ucn 3-t, valamint fragmenseit és analdgjait analitikailag jellemeztem retencids

idejiik és molekulatomegiik alapjan (1d. 4., 5., 6., 7. tabl.).
5.2. Az orexin A eléallitasa

A linearis orexin A (SEPLPDCCRQKTCSCRLYELLHGAGNHAAGILTL-NH;)
szintézise Rink amid-ChemMatrix® hordozén tortént (0.5 mmol, boritottsag: 0.46
mmol/g) CEM mikrohullamu szintetizator segitségével. A peptidlanc felépitéséhez
hasznalt aminosavak: Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-OH, Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH,
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Cys(Trt)-OH, Fmoc-L-Gly-OH, Fmoc-L-GIn(Trt)-OH,
Glp-OH, Fmoc-L-Glu(O7Bu)-OH, Fmoc-L-His(Trt)-OH, Fmoc-L-Ile-OH, Fmoc-L-Leu-
OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, , Fmoc-L-Ser(tBu)-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Thr(zBu)-
OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH. Az N-terminalis aminosav pGlu, amelyet véd6csoport nélkiil
¢pitettem be. Az aminosavak kapcsolasdhoz HATU és HOAt elegyét hasznaltam DIEA
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jelenlétében. A kapcsoloszereket a védett aminosav-szarmazékokkal egyiitt négyszeres
foloslegben hasznaltam. A gyantarol TFA/viz/DTT/TIS 83:10:5:2 (v/v/m/v%) aranyu
elegyével (10 ml) 3 dra alatt lehasitott peptidrol leparoltam a TFA-t és jéghideg éterrel
kicsaptam a terméket, szlirtem, atmostam dietil-éterrel (3x 30 ml), majd leoldottam a
szlrdrdl a peptidet ecetsav-viz elegyével (50 ml, 10 v/v%) és az oldatot liofilizaltam.

Az optimalizalt CEM protokollt a 25. tadblazat foglalja 6ssze.

25. tablazat: Az optimalizalt CEM protokoll

Lépés Lépések Magnetron Max. Reakciéido
CEM Protokoll
moédja szama teljesitmény (W) homérséklet (°C) (sec)
1 35 75 30
Fmoc-hasitas ismételt
1 40 75 180
Alt. kapcsolas egyszeri 1 26 75 600
Cys, His ] 0 35 1800
egyszerl 2
kapcsolasa 15 35 2400
0 75 1800
Arg kapcsolasa dupla 2
25 75 600

Az oxidacios optimalizaldsdhoz a lineéris nyers peptid kis részleteit haszndltam az
alabbiakban leirt reakciokban, az oxidaciot analitikai RP-HPLC-n kévettem, az oszloprol
elualddo frakceidkat tomegspektrometriaval ellendriztem:

a. a nyers linearis peptidet (2.5 mg) feloldottam vizben (5.0 ml) és az oldat keverése
kozben hozzacsepegtettem jod/aceton-t (1 m/v%) mindaddig amig az oldat el nem
szinezddott.

b. a linedris nyers peptidet (2.5 mg) feloldottam glikokoll-NaOH pufferben (2.5 ml, pH
8.9) és levegdn 24 oOran at kevertettem.

c. a lineéris nyers peptidet (2.5 mg) DMSO-t tartalmazé ammonium-acetat puffer-ben
(2.5 ml, 10 v/v%; pH 6.5) 2 dran keresztiil kevertettem.

d. a linedris nyers peptidet (2.5 mg) Tris-HCI pufferben (2.5 ml, pH 8.4) oldottam,
hozzaadtam a cisztein/cisztin keverékét (4 mM/2 mM) és 5 percen at kevertettem.

e. a linedris nyers peptidet (5.0 mg) ammonium-acetat puffer (pH 7.5):acetonitril 1:1
(v/v) elegyében (5 ml) oldottam, hozzdadtam Clear-ox = gyantat (95 mg, boritottsag: 0.18
mmol/g), amelyet elézdleg 30 percig DCM-ban (5 ml) duzzasztottam, DMF-dal, MeOH-

lal és acetonitril/viz-zel (1:1) mostam (5-5 ml). Az oxidacids reakcid lejatszodasat jelezte
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a gyanta szinének valtozasa is €lénk sargardl mély narancssargara. A reakcidelegyet két
ora utan sziirtem, mostam acetonitril:viz 1:1 (v/v) elegyével. A sziirletrél vakuum alatt
leparoltam az acetonitril tobbségét, higitottam vizzel és liofilizaltam.

A termék azonositdsa a kereskedelemben kaphatd orexin A-val torténd
kromatografias Osszehasonlitds révén tortént. A ciklizalt termék nagyobb mennyiségii
eloallitasahoz szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottam a nyers linedris termék 200 mg-os
részletét és a legoptimalisabbnak itélt mddszerrel ciklizaltam.

Feloldottam a tisztitott lineéris peptidet (25 mmol) NH4OAc puffer (pH 7.5):acetonitril
3:1 (v/v) elegyében (100 ml) és hozzaadtam 12x-es foloslegben Clear-ox — gyantat
(boritottsdg: 0.21 mM/g), amelyet el6zdleg 30 percig duzzasztottam DCM-ban (15 ml),
mostam DMF-dal, MeOH-lal és acetonitril/viz 1:1 (v/v) elegyével (15-15 ml). Két éra
utdn sziirtem a reakcidelegyet, a hordoz6t mostam acetonitril/viz-zel (1:1), vakuum alatt
leparoltam az acetonitril tobbségét, az oldatot vizzel kihigitottam €s liofilizadltam. A nyers
ciklizalt terméket szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottam és analitikailag jellemeztem

(1d. 8. tabl.). Az orexin A-t 72%-os kitermeléssel allitottam eld.
5.3. Az anuroctoxin eléallitasa

A linedris peptid (SEKECTGPQHCTNFCRKNKCTHGKCMNRKCKCFNCK-
OH) eldallitasa Boc-Lys(2Cl1Z)-PAM hordozon tortént (0.5 mmol, boritottsdg: 0.6
mmol/g) az altaldnos szintézismodszerben leirt manudlis Boc-SPPS protokoll szerint. A
peptidlanc  felépitéséhez hasznalt aminosavak: Boc-L-Asn-OH, Boc-L-Arg(Tos)-
OH-EtOAc, Boc-L-Cys(Meb)-OH, Boc-L-Gly-OH, Boc-L-Gln-OH, Boc-L-Glu(OcHx)-
OH, Boc-L-Lys(2C1Z)-OH, Boc-L-His(Z)-OH, Boc-L-Met-OH, Boc-L-Phe-OH, Boc-L-
Pro-OH, Boc-L-Thr(Bzl)-OH. Az N-terminalis pGlu-t véddcsoport nélkiil épitettem be. A
peptidet anizolt (0.4 ml), dimetil-szulfidot (1.6 ml), p-krezolt (0.4 ml) és DTT-t (200 mg)
tartalmazo folyékony HF-dal (20 ml) hasitottam le a hordozordl -5°C-on"60 perc alatt.
Hasitds utan a hordozora éterrel kicsapott peptidet szlirtem, mostam dietil-éterrel ¢€s
leoldottam a sziirdrdl ecetsav vizes oldataval (10 v/v%), ezt liofilizaltam.

A ciklizéalasi kisérletek optimalizaldsdhoz a nyers linedris peptid kis részleteit
hasznaltam. A reakciot analitikai RP-HPLC-n kovettem, az elualédd frakciokat

tomegspektrometriaval ellendriztem:
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a. a linedris peptidet (5 mg) glikokoll-NaOH pufferben (10 ml, pH 8.7) oldottam és 24
oran at kevertettem.
b. a linedris peptidet (2 mg) ammodnium-acetat pufferben (2 ml, pH 6.5) kevertettem,
DMSO-t (10 v/v%) adtam hozza, majd 3 d6ran keresztiil kevertettem.
c. a linedris peptidet (2 mg) Tris-HCI pufferben (2 ml, pH 8.4) oldottam, beleszértam a
cisztein/cisztin (4 mM/2 mM) keverékét €s 1 oran at kevertettem.

A ciklizalt termék izoldldsahoz a nyers linedris peptid (20 mmol) kis mennyiségét
oxidaltam az a. pontban leirtak szerint €s szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottam. A
tiszta peptid toxin analitikai paramétereit a 9. tablazat foglalja 6ssze (1d. 3.3.1. fejezet).

Az anuroctoxin eldéllitdsa 68%-os kitermeléssel valosult meg.
5.4. Anuroctoxin analégok eléallitasa

Az eléallitott anuroctoxin analdgokat a 11. tablazat foglalja 6ssze.

Az analdgok mindegyike TentaGel R PHB polimeren (0.25 mmol, boritottsadg: 0.2
mmol/g) késziilt CEM mikrohulldmu szintetizatorral. A peptidlanc felépitéséhez hasznalt
aminosavak: Fmoc-L-Asn(Trt)-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Cys(Trt)-OH, Fmoc-
L-Gly-OH, Fmoc-L-GIn(Trt)-OH, Fmoc-L-Glu(OfBu)-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-L-His-OH, Fmoc-L-Met-OH, Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-
Thr(zBu)-OH. Az N-terminalis pGlu véddcsoport nélkiil keriilt beépitésre. Az aminosavak
kapcsolasahoz HBTU, HOBt elegyét hasznaltam DIEA jelenlétében. A kapcsoldszereket
a védett aminosav-szarmazékokkal egyiitt négyszeres foloslegben hasznaltam. A
peptideket TFA/viz/DTT/TIS 83:10:5:2 (v/v/im/v%) aranyu elegyével (10 ml) 3 ora alatt
hasitottam le a szilard hordozordl. A TFA-t leparoltam ¢és jéghideg éterrel kicsaptam a
terméket, sziirtem, dietil-éterrel mostam a polimert, majd leoldottam a sziir6rol a peptidet
ecetsav-viz elegyével (10 v/v%) és az oldatot liofilizaltam.

Az optimalizalt CEM protokollt a 26. tdblazat foglalja ssze.
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26. tablazat: Az optimalizalt CEM protokoll

Lépés Lépések Magnetron Max. Reakcididé
CEM Protokoll
moédja szama teljesitmény (W) homérséklet (°C) (sec)
) 1 35 75 30
Fmoc-hasitas ismételt
1 40 75 180
Alt. kapcsolas egyszeri 1 26 75 300
Cys, Hys 0 50 120
Y dupla 2
kapcsolasa 25 50 240
Are k y dunl 5 0 75 1500
rg kapcsolasa upla
& Xap P 25 75 30

Az analdgok oxiddlasa az anurotoxinndl is hasznalt modszerrel tortént: a linedris
peptidet glikokoll-NaOH (pH 8.7) pufferben oldottam és levegdn 24 oran at kevertettem.
A ciklizélt nyers termékeket szemipreparativ  HPLC-n tisztitottam ¢&s analitikailag
jellemeztem (I1d. 12. tabl. 3.3.2. fejezet). Az anuroctoxin analdgok kitermelése 54-62%-os

volt.
5.5. Tc32 izomerek eloallitasa
5.5.1. ,,Oxidativ folding” kisérletek

A linedris Tc32 (TGPQTTCQAAMCEAGCKGLGKSMESCQGDTCKCKA-OH)
szintézise Boc-Ala-PAM hordozén tortént (0.5 mmol, boritottsdg: 0.5 mmol/g) az
altalanos szintézismodszerben leirt manudlis Boc-SPPS protokoll szerint. A peptidlanc
felépitéséhez hasznalt aminosavak: Boc-L-Ala-OH, Boc-L-Asp(OcHx)-OH, Boc-L-
Cys(Meb)-OH, Boc-L-Gly-OH, Boc-L-GIn-OH, Boc-L-Glu(OcHx)-OH, Boc-L-Leu-
OH-H,0, Boc-L-Lys(2Cl1Z)-OH, Boc-L-Met-OH, Boc-L-Ser(Bzl)-OH, Boc-L-Pro-OH,
Boc-L-Thr(Bzl)-OH. A peptidet a gyantarol anizolt (0.4 ml), dimetil-szulfidot (1.6 ml), p-
krezolt (0.4 ml) és DTT-t (200 mg) tartalmazé folyékony HF-dal (20 ml) hasitottam le -
5°C-on 45 perc alatt. Hasitas utan, a gyantéara kicsapott peptidet szlirtem, atmostam dietil-
éterrel, majd leoldottam a szlirdrdl ecetsav vizes oldataval (10 v/v%). Ezt kovette az oldat
liofilizalasa.

A ciklizalasi kisérletek optimalizalasdhoz a nyers linedris peptid kis részleteit
hasznaltam. A reakciot analitikai RP-HPLC-n kovettem, az elualédd frakciokat

tomegspektrometriaval ellendriztem:
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a. a lineéris peptidet (5 mg) feloldottam vizben (10 ml) és 24 orédn at levegdn
kevertettem.

b. a linedris peptidet (5 mg) feloldottam glikokoll-NaOH pufferben (10 ml, pH 8.7) és 24
oran keresztiil kevertettem.

c. a linedris peptidet (5 mg) feloldottam glikokoll-NaOH (10 ml, pH 9.5) pufferben és 24
oran at kevertettem.

d. a linedris peptidet (5 mg) glikokoll-NaOH pufferben (10 ml, pH 10) oldottam és 24
oran at kevertettem.

e. a linedris peptidet (2 mg) feloldottam ecetsav-oldatban (2 ml, pH 2.7) és 48 oran at
levegon kevertettem.

/- a lineéris peptidet (2 mg) ecetsav-oldatban (2 ml, pH 2.7) oldottam és DMSO-t (10
(v/v%) adtam az elegyhez, igy kevertettem 48 dran at.

g. a linearis peptidet (2 mg) ecetsav-oldatban (2 ml, pH 2.7) oldottam és Clear-ox
gyantdt (75 mg, boritottsdg: 0.21 mmol/g) adtam hozz4, majd 48 O&ran keresztiil
kevertettem.

h. a linearis peptidet (2 mg) foszfat pufferben (2 ml, pH 6.5) kevertettem levegon 48 dran
keresztiil.

i. a linedris peptidet (2 mg) ammonium-acetat pufferben (2 ml, pH 6.5) kevertettem ¢és
DMSO-t (10 v/v%) adtam az elegyhez majd 4 6ran at kevertettem.

Jj. a linedris peptidet (2 mg) feloldottam ammonium-acetat pufferben (2 ml, pH 6.5) és
Clear-ox = gyantat (75 mg, boritottsag: 0.21 mmol/g) adtam hozzd, majd 2 6ran at
kevertettem.

k. a linedris peptidet (2 mg) ammonium-acetat pufferben (2 ml, pH 7.5) levegon 24 oraig
kevertettem.

[. a linearis peptidet (2 mg) ammonium-acetat puffer (pH 7.5): acetonitril 1:1 (v/v) aranya
elegyében (2 ml) oldottam, Clear-ox  gyantat (75 mg, boritottsdg: 0.21 mmol/g) adtam
hozzé és 2 6ran keresztiil kevertettem.

m. a linedris peptidet (2 mg) feloldottam ammonium-acetat pufferben (2 ml, pH 7.5),
hozzdadtam guanidin-hidrokloridot (8 mol/dm’) és Clear-ox = gyantat (75 mg,
boritottsag: 0.21 mmol/g), majd 24 6ran at kevertettem.

96



n. a linedris peptidet (2 mg) Tris-HCI pufferben (2 ml, pH 8.4) kevertettem levegon 24
oran keresztiil.
0. a linedris peptidet (2 mg) Tris-HCI pufferben (2 ml, pH 8.4) oldottam, beleszértam a
cisztein/cisztin (4.5 mM/0.45 mM) keverékét és 5 percen at kevertettem.
p. a linedris peptidet (2 mg) Tris-HCI pufferben (2 ml, pH 8.4) oldottam, beleszortam
cisztein/cisztin (4 mM/2 mM) aranyu keverékét €s 5 percen at kevertettem.

A a.-d. pontok egyesitett oxidalt nyers termékeinek a tisztitasa sordn izolaltam az
elsd Tc32 izomert: Te32 1. A Te32 I kitermelése 75%-os volt.
A masodik Tc32 izomert (Tc32 II) az /. pontban leirtak szerint allitottam el6: a linedris
nyers peptidet (12 mmol) ammodnium-acetdt puffer (pH 7.5): acetonitril 1:1 aranya
elegyében (10 ml) oldottam és 12 ekv. Clear-ox = gyantat (boritottsag: 0.21 mmol/g)
adtam hozza, amelyet el6zdleg 30 percig DCM-ban (10 ml) duzzasztottam, mostam
DCM-nal, DMF-dal, MeOH-lal és acetonitril:viz elegyével (10-10 ml). 2 o6ra utdn
szlirtem az elegyet, atmostam a gyantat egy kis térfogat acetonitril:viz-zel (1:1), vakuum
alatt az acetonitril nagy részét leparoltam, vizzel kihigitottam és liofilizaltam. A nyers
peptidet kromatografidsan tisztitottam ¢&s analitikailag jellemeztem (Id. 14. tabl. 3.3.3.1.
fejezet). A Tc32 Il kitermelése 74%-os volt.

5.5.2. Konvergens szintézis kisérletek

A konvergens szintézis azt feltételezte, hogy a hat Cys koziil egy cisztein part a
nativ izomerbdl rendre szelektiv véddcsoporttal lattam el, a tobbi négy szabad tiol
csoportot az ,,oxidativ folding” méodszerével kapcsoltam Gssze.

A TGKA32-C"'**F_Aem és a TGKA-C™'***¥-Acem szintézise Boc-Ala-PAM
hordozén tortént (0.5 mmol, boritottsdg: 0.7 mmol/g) az altalanos szintézismodszerben
leirt manudlis Boc-SPPS protokoll szerint. A peptidlanc felépitéséhez hasznalt
aminosavak: Boc-L-Ala-OH, Boc-L-Asp(OcHx)-OH, Boc-L-Cys(Meb)-OH, Boc-L-
Cys(Acm)-OH, Boc-L-Gly-OH, Boc-L-GIn-OH, Boc-L-Glu(OcHx)-OH, Boc-L-Leu-
OH-H,0, Boc-L-Lys(2Cl1Z)-OH, Boc-L-Met-OH, Boc-L-Ser(Bzl)-OH, Boc-L-Pro-OH,
Boc-L-Thr(Bzl)-OH. A peptideket anizolt (0.4 ml), dimetil-szulfidot (1.6 ml), p-krezolt
(0.4 ml) és DTT-t (200 mg) tartalmazo folyékony HF-dal (20 ml) hasitottam le a
hordozordl -5°C-on 45 perc alatt. A nyers linearis peptidet éteres kicsapassal nyertem ki a

hasitéelegybol.
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A hasitds utdan szabadon maradt tiolcsoportok Osszeoxidaldsara probareakcidkat
végeztem a nyers peptidekkel:

a. a nyers peptidet (2-2 mg) feloldottam ammodnium-acetat (2 ml, pH 7.5) pufferben és 24
oran at kevertettem. A reakciot analitikai RP-HPLC-n kovettem.

b. a nyers peptidet (2-2 mg) ammodnium-acetat puffer (pH 7.5): acetonitril (1:1) elegyében
oldottam, hozzdadtam Clear-ox gyantat (15 mg, boritottsag: 0.21 mM/g), majd 4 6rdn
keresztiil kevertettem. A reakciot analitikai RP-HPLC-n kovettem, az elualodé frakciokat
tomegspektrometridval ellendriztem. A reakcioelegyet szilirtem, mostam a gyantat
acetonitril:viz-zel és az oldatot liofilizaltam.

Az elso diszulfidhid kialakitdsa utdn, az Acm-véddcsoport eltavolitdsara €s a
keletkezd szabad tiolcsoportok Gsszekapcsoldsara végeztem prdobareakcidkat, ehhez a b.
pontban kapott termékeket hasznéaltam:

c. a védett peptideket ecetsav:viz 4:1 (v/v) elegyében oldottam, hozzdadtam tizszeres
foloslegben Ir-ot és 1 6ran at kevertettem, majd vizzel a térfogat kétszeresére higitottam
az oldatokat, a feleslegben levd jodot atraztam kloroformba €s a vizes fazisokat
liofilizéltam.

d. a védett peptideket metanol:viz 8:2 (v/v) elegyében oldottam, hozzaadtam tizszeres
foloslegben Ir-t és 30 percig kevertettem, majd leparoltam a MeOH-t és a feldolgozasnal
az el6zo pontban leirtak szerint jartam el.

A keletkezd Tc32 izomerek izoladldsdhoz a nyers linedris peptidek (TGKA-
C'#1033 Acm és a TGKA-C™'****_Acm) (50-50 mmol) kis mennyiségét Tris-HCI
puffer (pH 8.4):acetonitril (1:1) elegyében oldottam, hozzdadtam 6 ekv. Clear-ox
gyantat (boritottsdg: 0.21 mmol/g), amelyet elézoleg 30 percig DCM-ban (30 ml)
duzzasztottam ¢és mostam DCM-nal, DMF-dal, MeOH-lal ¢&s acetonitril:viz (1:1)
elegyével (20-20 ml). 4 ora utdn szlirtem az elegyeket, dtmostam a gyantdkat egy kis
térfogat acetonitril:viz (1:1) eleggyel, vakuum alatt leparoltam az acetonitril nagy részét,
vizzel kihigitottam és liofilizaltam a kapott oldatotokat. Az igy kapott ciklizalt peptideket
szemipreparativ HPLC-n tisztitottam &s a kovetkez6 reakciohoz az tisztitott termékeket
hasznéltam. Az Acm-véddcsoport eltavolitasa és a keletkezd szabad tiol csoportok
Osszeoxidalasa egy 1épésben tortént: oldottam a védett peptideket metanol:viz 8:2 (v/v)

elegyében, hozzdadtam tizszeres foloslegben Ir-t és 30 percen 4t kevertettem. A reakcid
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végén leparoltam vakuum alatt a metanolt, kihigitottam az oldatokat a térfogat
kétszeresére vizzel, majd a jod feleslegét atraztam kloroformba, a vizes oldatokat meg
liofilizaltam. A tisztitds soran izolaltam a harmadik, illetve a negyedik Tc32 izomer:
Te32 I, illetve Te32 IV. A Tc32 I 1ll. Te32 IV peptidek kitermelése 52-58%-0s volt.

A TGKA-C"'"**3_Aecm peptid szintézise Fmoc-Ala-Wang hordozén (0.25
mmol, boritottsag: 0.75 mmol/g) tértént CEM mikrohulldmu szintetizator segitségével. A
peptidlanc felépitéséhez hasznalt aminosavak: Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Asp(OfBu)-OH,
Fmoc-L-Cys(Acm)-OH, Fmoc-L-Cys(Trt)-OH, Fmoc-L-Gly-OH, Fmoc-L-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-L-Glu(O7Bu)-OH, Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Met-OH,
Fmoc-L-Ser(Bu)-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Thr(rBu)-OH. Az aminosavak
kapcsolasdhoz HBTU, HOBt elegyét hasznaltam DIEA jelenlétében. A kapcsoldszereket
a védett aminosav-szarmazékokkal egylitt négyszeres foloslegben hasznaltam. A peptidet
TFA/viz/DTT/TIS 83:10:5:2 (v/v/m/v%) aranyu elegyével (10 ml) hasitottam le a
hordozordl 3 odra alatt, leparoltam a TFA-t és jéghideg éterrel kicsaptam a terméket,
szlirtem, atmostam dietil-éterrel, majd leoldottam a peptidet ecetsav-viz elegyével (10
v/v%) és liofilizaltam.

Az optimalizalt CEM protokollt a 27. tablazat foglalja 6ssze.

27. tablazat: Az optimalizalt CEM protokoll

Lépés Lépések Magnetron Max. Reakciéidé
CEM Protokoll
modja szama teljesitmény (W) homérséklet (°C) (sec)
1 35 75 30
Fmoc-hasitas ismételt
1 40 75 180
Alt. kapcsolas dupla 1 26 75 300
Cys 0 50 120
dupla 2
kapcsolasa 25 50 240

Az 6todik Tc32 izomer (Tc32 V) izolalasat a fentiekben leirt elokisérletek eldzték
meg. A tisztitdshoz szintén a nyers linedris Tc32-C7'*?**'-Acm peptidbél (50 mmol)
indultam ki. Az eldallitott termékek analitikai jellemzését a 14. tabl. foglalja 6ssze. A

Tc32 V peptid kitermelése 55%-os volt.
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5.5.3. A Iépésenkénti regioszelektiv cisztein parositdsok modszere

A Tc32 nativ izomerjének eldallitdsara 1€pésenkénti regioszelektiv cisztein
parositdsok modszerével a valasztott véddcsoportok: S/Bu, Trt, Acm.

A szintézis elsd 1épéseként hozzdkapcsoltam a C-termindlis aminosavat a
gyantdhoz: Wang polimert (2 mmol, boritottsag: 0.86 mmol/g) DMF-ban (10 ml)
duzzasztottam, majd hozzaadtam a DMF-ban (10 ml) oldott 4-4 ekv. Fmoc-L-Ala-OH-t,
DCC-t és HOBt-t, majd beleszortam az elegybe 0.2 ekv. 4-dimetil-aminopiridint. Ismételt
kapcsolast alkalmaztam: 4, majd 24 6ran keresztiil reagaltattam. A hordozd mosdsa utan,
Gisin-teszt segitségével megallapitottam a hordoz6 boritottsagat: 0.49 mmol/g. A
kovetkezd kapcsolasi reakciokndl az Uj boritottsdgot vettem alapul. A peptid tovabbi
szintézise az altaldnos szintézismddszerben leirt manudlis Fmoc-SPPS protokoll szerint
tortént. A peptidlanc felépitéséhez hasznalt tovabbi aminosavak: Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-
L-Asp(OrBu)-OH, Fmoc-L-Cys(Acm)-OH, Fmoc-L-Cys(SfBu)-OH, Fmoc-L-Cys(Trt)-
OH, Fmoc-L-Gly-OH, Fmoc-L-GIn(Trt)-OH, Fmoc-L-Glu(OfBu)-OH, Fmoc-L-Leu-OH,
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Met-OH, Fmoc-L-Ser(/Bu)-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-
L-Thr(fBu)-OH. A TGKA-C™*®-Acm, C'®*-SBu peptid hordozérdl valé hasitisa
TFA/H,O/DTT 92:5:3 (v/vim%) elegyével (10 ml) tortént 3 ora alatt. A nyers linearis
peptidet éteres kicsapassal nyertem ki a hasitéelegybdl.

A regioszelektiv diszulfid hidak kialakitasdhoz a reakciokat eldzetesen
optimalizéltam. Probareakciokat végeztem a peptid kis részleteivel, ezeket analitikai RP-
HPLC-n kovettem, az eludlodo frakciokat tomegspektrometriaval ellendriztem:

a. a linearis TGKA-C'?%-Acm, C'***-S¢Bu peptidet (5 mg) feloldottam vizben (10 ml) és
24 oran at kevertettem levegon.

b. a linedris peptidet (5 mg) ammodnium-acetat pufferben (10 ml, pH 7.5) 10 percen
keresztiil kevertettem levegon.

c. a linedris peptidet (5 mg) Gly-NaOH pufferben (10 ml, pH 9.7) 24 6réan at kevertettem
levegon.

d. a lineéris peptidet (5 mg) ammodnium-acetat pufferben (pH 6.5):acetonitril (1:1)
elegyében (10 ml) oldottam, 12 ekv. Clear-ox = gyantat (boritottsag: 0.21 mmol/g) adtam

hozz4, majd 4 o6rén keresztiil kevertettem.
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A linearis TGKA-C'**-Acm, C'-SBu peptid (40 mmol) kis részletét a d.
pontban leirtak szerint oxiddltam. A tovabbi kisérletekhez a ciklizalt terméket
hasznaltam:

e. a peptidet (5 mg) ammodnium-acetat pufferben (10 ml, pH 7.5) oldottam, hozzaadtam
10x-es foloslegben Cys-t €s 10 percen at kevertettem.

/. a peptidet (5 mg) ammonium-acetat pufferben (10 ml, pH 7.5) oldottam, hozzdadtam
5x-0s foloslegben Cys-t €s 10 percen keresztiil kevertettem.

A tovéabbiakban a nyers — egy diszulfid hidat mar tartalmaz6 — védett TGKA-
C7?°-Acm, C'**-S1Bu peptidet az £, pontban leirtak szerint oxidaltam és szemipreparativ
RP-HPLC-n tisztitottam. Igy a két diszulfid hidat tartalmazé Tc32-C’?°-Acm peptidet
reagaltattam a tovabbiakban:

g. a peptidet (2 mg) metanol:viz 8:2 (v/v) elegyében (2 ml) oldottam, hozzdadtam 6x-os
foloslegben I,-t és 30 percen at kevertettem. Feldolgozéashoz leparoltam a MeOH-t, vizzel
a térfogat kétszeresére higitottam az oldatot, a feleslegben levd jodot atrdztam
kloroformba €s a vizes fazist liofilizaltam.

h. a peptidet (2 mg) metanol:viz 8:2 (v/v) elegy€ben (2 ml) oldottam, hozzdadtam 6x-os
foloslegben -t és 1.5 oran keresztiil kevertettem. A rekcid feldolgozasdhoz leparoltam a
MeOH-t, a maradék oldatot vizzel a térfogat kétszeresére higitottam, a feleslegben levo
jodot atraztam kloroformba és a vizes fazist liofilizaltam.

A hérom diszulfid hidat tartalmazé termék izolalasédhoz a tisztitott TGKA-C'>°-
Acm peptid nagyobb mennyiségét haszndltam. A 4. pontban leirtak szerint egy 1épésben
tavolitottam el az Acm véddcsoportot és oxidaltam a keletkezo szabad tiol csoportokat. A
keletkez6 nyers terméket szemipreparativ HPLC-n tisztitottam és izolaltam a féterméket,
(amely azonos a Tc32 I izomerrel) és egy hatodik Tc32 izomert: Te32 VI — az izomerek
analitikai jellemzoit a 14. tabl. foglalja 6ssze. A Tc32 L ill. Tc32 VI peptidek kitermelése
43-49%-os volt.

5.6. A C3a9 szimmetrikus dimer eloallitasa

A C3a9 dimer (DCCNYITR); szintéziséhez regioszelektiv diszulfid hid kiépitési
stratégiat alkalmaztam: a dimer két szelektiven S-védett A €s B lancat 1épésenként zartam

Ossze egy tiolizis és egy jodolizis soran .

101



Acm SH
A-lénc:D|CCNYITR—NH2 B-lanc: DC|CNYITR—NH2

Npys Acm

50. abra: A szintetizalt A- és B-lanc szerkezete

A védett A-, illetve B-lanc (50. dbra) manualis Boc kémiaval késziilt MBHA
hordozoén (0.2 mmol, boritottsag: 1.06 mmol/g). A kapcsolasok soran 3-3 ekv. DCC-t €s
Boc-védett aminosavat hasznaltam. A kapcsolasi id6 altaldban 2 dra volt. A felhasznalt
aminosavak oldallanc véddcsoportjai HF-érzékeny csoportok voltak (D-OcHx, C-Meb,
Y-2BrZ, T-Bzl, R-Tos), kivéve az A-lanc CZ-prs, illetve C3-Acm, illetve a B-ldnc C*-
Acm aminosavat. A kész peptideket anizolt (0.4 ml), dimetil-szulfidot (1.6 ml), p-krezolt
(0.4 ml) tartalmazé folyékony HF-dal (20 ml) hasitottam le a szildrd hordozdérdl -5°C-on
60 perc alatt. A nyers peptidek azonositasa RP-HPLC-vel és ESI-MS-el tortént.

Feloldottam B-lancu [C® (S-tiol), C’ (Acm)] peptidet (16.5 pmol) NH4OAc
pufferben (17 ml, pH 8.5) és lassan az A-lancu peptid (16.5 pmol) NH4OAc puffer (20
ml, pH 8.5) oldatdhoz adtam. A reakciot szobahdmérsékleten hagytam keveredni és
idénként mintat vettem analizisre. 1 6ra utan liofilizaltam az elegyet. A nyers termék: [C’
A (Acm)/C’ B (Acm)] (~16.5 pmol). A liofilizalt terméket ecetsavban oldottam (70 ml,
50 v/v%) €s 10 ekv -t csepegtettem hozza ecetsavban (5 ml, 80 v/v%) oldva. 2 6ra utan
feldolgoztam a reakcidt: vizzel a térfogat kétszeresére higitottam az oldatot, a feleslegben
levd jodot atraztam DCM-ba és a vizes fazist liofilizaltam. A keletkezd dimer peptidet
szemipreparativ HPLC-n tisztitottam ¢&s izoldltam. A kész termék analitikai jellemzdit a

17. tablazat foglalja 6ssze. A C3a9 szimmetrikus dimer kitermelése 83%-os volt.
5.7.  Gabl adapter fehérje eredetii foszfopeptidek eloallitasa

A Gabl eredetli foszfopeptidek (Id. 18. tablazat) szintézise TentaGel R RAM
hordozén tortént (0.2 mmol, boritottsag: 0.18 mmol/g). A peptidlancok felépitéséhez
hasznalt aminosavak: Fmoc-Asp(O7Bu)-OH, Fmoc-Glu(O7Bu)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Tyr-OH, Fmoc-Val-OH. Az
aminosavakat az aktivalo reagensekkel egyiitt (HOBt, DCC) haromszoros foloslegben
kapcsoltam 3 orén at. A polimer mosésa, a kapcsolasi reakcid ellenérzése, a Fmoc-hasitas

menete az altalanos szintézismddszerben leirt médon tortént. Az oldallanc-véddcsoporttal
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nem rendelkez6 tirozin foszfatdldsara kozvetleniil a Fmoc-Tyr-OH beépitése utan keriilt
sor: a reakcio elott frissen desztillalt THF-nal (10 ml) mostam a hordozét, majd THF-ba
(8 ml) szuszpendaltam, hozzadontottem az elézdekben elkészitett 15-20 ekv. di-terc-butil-
N, N-dietil-foszforamiditet, szortam a rekcidelegybe 15-20 ekv. 1H-tetrazolt és 2 d6ran
keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten; reakcio lejatszodasa utdn a hordozdt tobbszor
mostam frissen deszt. THF-nal (10-10 ml), majd 14 (v/v%)-os fercbutil-hidroperoxiddal
(10 ml) oxidéltam. A reakciot 2 o6ran at kevertettem 0°C-on, majd tobbszor mostam a
szilard hordozot THF-nal és DCM-nal (10-10 ml). A peptidlanc tovabbépitése a Fmoc-
csoport hasitasaval folytatodott.

A peptideket késobbi biotinnal valo jeloléséhez — kivéve azokat a szekvencidkat
melyek Lys-t is tartalmaznak, 2.5 ora alatt hasitottam le a hordozoérol 92:5:3
TFA/viz/DTT (v/vim%) elegyével (10 ml). A TFA-t leparoltam a hordozorol, jéghideg
¢terrel kicsaptam a terméket, szlirtem, dietil-éterrel mostam a hordozot, majd a sziirérdl a
peptidet acetonitril-viz elegyével leoldottam ¢€s az oldatot liofilizdltam. A biotinildlas
elott, a nyers peptid mindségétol fiiggden, a peptidek kis részletét szemipreparativ RP-

HPLC-n megtisztitottam. Gab1 eredetii foszfopeptidek kitermelése 72-85%-0s volt.
5.7.1. Moddositott GDLDpe peptidek eldéllitasa

Az éltalam szintetizalt modositott GDLDpe peptideket a 19. tablazat mutatja be.
A GDLD ¢és GDFLD peptidek szintézise TentaGel R RAM polimeren (0.2 mmol,
boritottsag: 0.18 mmol/g) tortént az altalanos szintézismodszerben leirt Fmoc-kémiaval.
A szintézis soran TFA-ra érzékeny oldallanc véddcsoportokat hasznaltam. A peptideket
95:5 (v/v%) TFA/viz elegyével (10 ml) hasitottam le a szilard hordozordl, gyokfogdként
DTT-t (3 m/v%) alkalmaztam. A nyers peptideket éteres kicsapdssal nyertem ki a
reakcioelegybol. A modositott nyers GDLDpe peptidek kitermelése 76%-os volt.

5.7.2. A Gabl eredetli foszfopeptidek és modositott szarmazékainak jeldlése biotinnal

A biotinilalast szilard fazison végeztem a GDLD, GDFLD, DKYLpe, KQLDpe,
illetve a DKLDpe foszfopeptidek esetében. A peptid-polimer N-termindlisarol
lehasitottam a Fmoc-véddcsoportot €s 3 ekv. biotinil-e-amino kapronsavat adtam hozza

3-3 ekv. DCC ¢és HOBt eleggyel végeztem a kapcsolast DMF oldatban. A kapcsolési
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reakcidt ninhidrin-probéaval ellendriztem. A jelolt peptidet a hordozdérol a szokésos
moddon hasitottam és a nyers termékeket szemipreparativ HPLC-n tisztitottam.

A QVDLpe, EYDLpe, VELDpe, QVLDpe peptidek biotinildldsa oldat fazisban
tortént. A biotinildlashoz a nyers peptidek (~15-20 pmol) kis részletét hasznaltam. A
peptideket oldottam DMF-ban (1 ml), hozzdadtam vizet (100 pul), az oldat pH-jat 8-9-re
allitottam DIEA-val, majd hozzdadtam 1.5-2 ekv. biotinil-¢-amino-kapronsav N-
hidroxiszukcinimid aktiv észtert. A reakciot analitikai RP-HPLC-n kdvettem, a terméket
ESI-MS-val ellendriztem. A reakcidido 2-4 ora alatt ment végbe, ezutdn a reakcidelegyet
szemipreparativ RP-HPLC-re injektaltam és tisztitottam. A eldallitott termékek analitikai
jellemzdit a 20. tabl. foglalja 6ssze.

A biotinilalt peptidek 72-77%-os kitermeléssel éllithatdk elo.
5.7.3. A sejtmembran permeabilis Okt-R8C eldallitasa

A sejtmembran permedbilis peptid szintézise manudlis szilard fazisu Boc-
kémiéval tortént MBHA polimeren (1 mmol, boritottsdg: 1.03 mmol/g). A szintézis soran
felhasznalt aminosavak: Arg(Tos), Cys(Meb). A kapcsoldsokhoz 3-3 ekv. Boc-aminosav
szarmazékot, DCC-t és HOBt-t alkalmaztam. Az N-termindlis Arg Boc-véddcsoportjanak
eltavolitdsa utdn 4 ekv. mennyiségben az oktansavat kapcsoltam, 4-4 ekv. DCC-HOBt
jelenlétében. A kész peptidet folyékony HF-dal (20ml) hasitottam le a hordozordl,
gyokfogdként anizolt (0.4 ml), dimetil-szulfidot (1.6 ml) és p-krezolt (0.4 ml)
alkalmaztam. A nyers terméket szemipreparativ RP-HPLC-n tisztitottam és analitikailag
jellemeztem (ld. 22. tabl.). Az Okt-R8C peptid eldallitdsat 46%-os kitermeléssel

valositottam meg.
5.7.4. Gabl eredetli sejtmembran permeabilis foszfopeptid-konjugatumok eldallitasa

A kisérletekben felhasznalt szintetikus, Gabl eredetli peptid-szekvencidkat a 21.
tablazat foglalja ossze.
A peptidek egy hosszabb szénldncot tartalmazo tavolsagtarton keresztiil kapcsoltam az
Okt-R8C-hez. A megfelel6 hordozéra kotott peptidek szabad N-termindlis o-
aminocsoportjahoz kapcsoltam 3 ekv. mennyiségben e-maleimido-kapronsavat 3-3 ekv.
DCC ¢és HOBt segitségével. A reakcidt ninhidrin-teszttel ellendriztem. A peptidek

lehasitdsa a szilard hordozorol a szokdsos moddon tortént. A kovetkezokben a nyers
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peptidek  10-15 pmol-os részletét haszndltam. Feloldottam az e-maleimido-
kapronsavamid-peptidet foszfat pufferben (1.5 ml, pH 6.5), annyi guanidin-hidroklorid
sot adtam hozza, hogy 8 mol/dm’-es oldatot kapjak, majd 1.5 ekv. Okt-R8C peptiddel
reagaltattam. A reakciot analitikai HPLC-n kovettem és a terméket ESI-MS-val
ellendriztem. A reakcioidd altaldban 1-2 dra volt, ezutan a reakcidelegyet szemipreparativ
HPLC-re injektaltam és tisztitottam. A tiszta termékek analitikai paramétereit a 23.
tablazat foglalja 6ssze. A sejtpermedbilis foszfopeptid-konjugdtumok eldallitasa 88%-os

termeléssel valosult meg.
5.8. p-Modellpeptidek és minifehérjék eloallitasa
5.8.1. Betanova-peptidek eldallitasa

A Betanova peptidek (RGWSVQNGKYTNNGKTTEGR) eléallitdsa szilard
fazisu technika segitségével tortént Boc-kémidval. A szilard hordoz6 Merrifield polimer
(0.5 mmol,1.1 mmol/g) volt a Betanova-OH esetén, a Betanova-NH; esetében MBHA
hordozoét hasznaltam (0.5 mmol, boritottsag: 1.03 mmol/g). A felhasznalt aminosavak
véddcsoportjai a kovetkezok voltak: Arg(Tos), Glu(OcHx), Lys(2CIZ), Ser(Bzl),
Thr(Bzl) és Tyr(2BrZ). A két szintézis az els6 aminosav kapcsoldsi modjaban tér el. Az
MBHA hordozdéhoz a peptidkémiaban hasznalatos kapcsoloszerekkel kapcsoltam az els6
aminosavat, Merrifield polimerhez a C-terminalis Boc-Arg(Tos) kapcsolasahoz kétszeres
foloslegben alkalmaztam a védett aminosavszarmazékot és négyszeres foloslegben a KF-
ot 70°C-on 48 dran at. Minden tovabbi aminosav kapcsoldsa a standard DCC vagy
DCC/HOBLt protokoll szerint tortént, haromszoros foloslegben hasznalva a reagenseket.
A peptidek folyékony HF-dal (20 ml) hasitottam le a szilard hordozokrdl (-5°C, 60 perc),
anizol (0.4 ml), dimetil-szulfid (1.6 ml) és p-krezol (0.4 ml) gyokfogdk jelenlétében.
Hasitas utan, a hordozora kicsapott peptideket éterrel kicsaptam és vizzel oldottam le. A
nyers peptidek tisztitdsa szemipreparativ RP-HPLC-én tortént, analitikai jellemzésiiket a

24. tablazat foglalja 6ssze. A Betanova peptidek kitermelése 85-88%-o0s volt.
5.8.2. SETE-peptidek eldallitasa

A SETE-S3(p) (SES(p)YINPDGTWTKTE-OH) peptidet szilard fazisu technika
segitségével allitottam el6 Fmoc-kémidval Wang polimeren (0.25 mmol, boritottsag: 0.86

mmol/g). A felhaszndlt aminosavak véddcsoportjai a kovetkezok voltak: Asn(Trt),
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Asp(OBu'), Glu(OBu'), Lys(Boc), Ser(Bu'), Thr(Bu') és Tyr(Bu'). A C-terminalis Fmoc-
Glu(OBu')-t a hordozéhoz négyszeres foloslegben hasznilt aminosav és DCC/HOBt-vel
kapcsoltam, 1 ekv. 4-dimetil-amino-piridin hozzdaddsdval. Minden tovabbi aminosav
kapcsoldsa a standard DCC vagy DCC/HOBt protokoll szerint tortént haromszoros
foloslegben hasznélva a reagenseket. A Ser' oldallancaba a foszfat-észter beépitéséhez:
elsd 1€épésben a véddcsoport nélkiili szerint foszfonaltam 20 ekv. fercbutil-H-foszfonattal
40 ekv. pivaloil-klorid jelenlétében 1:1 (v/v) piridin/DMF-et haszndlva oldoszerként; ezt
kovette az oxidacid I, tartalmt (1 m/v%) piridin/viz 98:2 (v/v) eleggyel. A peptidet 95:5
(v/v) TFA/viz elegyével (10 ml) 2.5 o6ra alatt hasitottam le a szildrd hordozdrdl
szobahdmérsékleten, gyokfogdként DTT-t (3 m/v%) alkalmaztam. A hordozd sziirése
utan, a peptidet jéghideg éterrel csaptam ki az oldatbdl. A kicsapott peptidet, sziirtem,
majd szaritottam. A nyers peptid tisztitdsat szemipreparativ RP-HPLC-én végeztem. A
peptid kitermelése 74%-os volt.

A SETE (SESYINPDGTWTKTE-OH), SETE-S3E (SEEYINPDGTWTKTE-
OH), ERVSK (ERVYINPDGTWTVSK-OH), ERISK (ERIYINPDGTWTVSK-OH),
ESVSK (ESVYINPDGTWTVSK-OH), ESISK (ESIYINPDGTWTVSK-OH) peptidek
szintézise manualis Boc-kémidval tértént Merrifield polimeren (0.5 mmol, 1.1 mmol/g).
A felhasznalt aminosavak véddcsoportjai a kovetkezok voltak: Arg(Tos), Asp(OcHx),
Glu(OcHx), Lys(2CI1Z), Ser(Bzl), Thr(Bzl), és Tyr(2BrZ). A C-terminalis Boc-
Glu(OcHx)-t kétszeres foloslegben hasznalt aminosav és négyszeres foloslegben hasznalt
KF-dal kapcsoltam a szildrd hordozohoz 70°C-on 48 6ran at. Minden tovabbi aminosav
kapcsolasa a standard DCC vagy DCC/HOBt protokoll szerint tortént, haromszoros
foloslegben hasznalva a reagenseket. A peptideket folyékony HF-dal hasitottam le a
hordozérdl (-5°C, 60 perc), anizol, dimetil-szulfid és p-krezol hozzaadasaval. Hasités
utan, a peptid éteres kicsapassal nyertem ki, ecetsavval €s vizzel oldottam le. A nyers
peptid tisztitdsa szemipreparativ RP-HPLC-én tortént. A SETE peptidek kitermelése 68-
88%-o0s volt.

A SETE-peptidek analitikai paramétereit a 24. tabl. foglalja 6ssze.
5.8.3. Tc5b foszfo- és glikoanalogok eldallitasa

A Tc5b-S13(p) (NLYIQWLKDGGPS(p)SGRPPPS-OH) peptid  szintézisét

manudlis szilard fazisu szintézissel Fmoc-Ser(sBu)-Wang polimeren (0.2 mmol,
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boritottsdg: 0.83 mmol/g) végeztem Fmoc-kémiaval. A felhaszndlt aminosavak
véddcsoportjai a kovetkezok voltak: Arg(Pbf), Asn(Trt), Asp(OrBu), Gln(Trt), Lys(Boc),
Ser(fBu) és Tyr(tBu). A kapcsolashoz 3-3 ekv. Fmoc-aminosav szarmazékot, DCC-t ¢s
HOBt-t hasznaltam. A 13-as pozicidban levé szerinig a szintézist Fmoc-kémidval
épitettem fel. A Ser'-t oldallanc védSesoport nélkiil épitettem be, eléduzzasztottam a
hordoz6t piridin/DMF 1:1 (v/v) elegyében (20 ml), majd hozzdadtam 20 ekv. ammodnium
terc-butil H-foszfonatot 40 ekv. pivaloil klorid jelenlétében, a reakcid olddszere
piridin/DMF 1:1 (v/v) volt, a reakcididd 4 ora szobahdmérsékleten. Ezutan a hordozot
piridinnel és DMF-dal (20-20 ml) mostam, majd jod tartalma piridin/viz 98:2 (v/v)
eleggyel (20 ml, 1 m/v%) oxidéaltam 2 6rdn at szobahOmérsékleten. A szintézis utdn a
szilard hordozét piridinnel, DMF-dal, MeOH-lal és DCM-nal (15-15 ml) mostam. A
Fmoc-hasitas utdn tovabb épitettem a peptidlancot a szokdsos mddon. A kész peptidet
TFA/viz/DTT 92:5:3 (v/v/im%) elegyével (10 ml) hasitottam le a hordozordl 2.5 ora alatt.
A nyers peptidet éteres kicsapassal nyertem ki a hasitoelegybdl és szemipreparativ
HPLC-n tisztitottam, analitikailag jellemeztem (Id. 24. tdblazat). A Tc5b-S13(p)
eldallitasa 69%-os kitermeléssel valosult meg.

TcSb-monoszacharid  (Leu-Lys-GlcNAc(B1-N)Asn-Gly-Gly-Pro-OH)  gliko-
peptid Boc-Pro-Merrifield polimeren (0.2 mmol, boritottsag: 0.64 mmol/g) késziilt Boc-
stratégidval. A Dbeépitett aminosavak koziil a Lys-t Boc-L-Lys(Z)-OH formdjaban
épitettem be. A glikozildlt aszparaginsav szdrmazék kapcsoldsa a tobbi aminosav
szarmazeékhoz hasonldan 3-3 ekv. DCC-t és HOBt-vel tortént. A peptidet HBr [33 (v/v%)
-os oldat jégecetben] TFA oldataval (10 v/v%) hasitottam le a hordozdrdl, gyokfogdként
DTT-t (2 m/v%) alkalmazva, a hasitadsi id6 2 ora volt szobahdmérsékleten. A nyers
peptidet éteres kicsapassal nyertem ki a reakcidelegybdl, szemipreparative HPLC-n
tisztitottam ¢s analitikailag jellemeztem (1d. 24. tadbldzat). A TcS5b-monoszacharid
glikopeptid kitermelése 46%-os volt.

TeSb-diszacharid (Leu-Lys-GlcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn-Gly-Gly-Pro-OH)
glikopeptid Boc-Pro-Merrifield polimeren (0.1 mmol, boritottsag: 0.64 mmol/g) késziilt
Boc-stratégiaval. A szintézis soran Boc-L-Lys(Z)-OH-t alkalmaztam. A glikozilalt
aszparaginsav szarmazék a tobbi aminosav szarmazékhoz hasonloan lett beépitve 3-3

ekv. DCC-t és HOBt segitségével. A peptidet HBr [33 (v/v%)-os oldat jégecetben] TFA
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oldataval (10 v/v%) hasitottam le a hordozorol, gyokfogoként DTT-t (2 m/v%)
alkalmaztam, a hasitdsi id6 2 dra volt szobahOmérsékleten. A nyers peptidet éteres
kicsapassal nyertem ki a reakcidelegybdl, szemipreparativ  HPLC-n tisztitottam é&s

analitikailag jellemeztem. A TcS5b-diszacharid glikopeptid kitermelése 22%-os volt.
5.8.3.1. Az N-[(9-hidroximetil)-2-fluorenil |borostyankdsav linker eldallitasa

A linker szintézisének egyszerlsitett sémajat 1asd 49. dbran.

A szintézis elsd 1€pése a 2-(z-butiloxikarbonil-amino)fluorén eldallitdsa. Ehhez a
2-amino-fluorént (55 mmol) feloldottam dioxéan:viz-ben 2:1 (v/v), hozzdadtam 2
mol/dm*-es NaOH oldatot és jégfiirdében kevertem, majd hozzaadtam 1.1 ekv. di-z-butil-
pirokarbonatot €s 25°C-on kevertem tovabbi 24 oran keresztiil. A reakcié utan az oldatot
1 mol/dm’-es KHSO4-tal savanyitottam pH 3-ig, sziirtem és a szilard fézist mostam
vizzel, dioxan:viz-zel 1:1 (v/v), hexannal, majd szaritottam P,Os-on.

A masodik 1épés a 9-hidroximetil-2-amino-fluorén eldéllitdsa. Az el6zd 1€pés
termékét, a 2-Boc-amino-fluorént THF-ban oldottam és ovatosan hozzaadtam 4 ekv.
NaH-hez, tovdbba 3 ekv. etil-formidtot adtam az elegyhez, szintén nagyon dvatosan. A
reakcididd 20 perc volt, ezutdn az elegyet jéggel hiitéttem, higitottam vizzel, leparoltam a
THF-t, majd éterrel extrahdltam a kivant terméket. Az <éteres fazist jégecettel
savanyitottam pH 3-ig, etil-acetattal 3x extrahaltam, mostam telitett Na,COs-tal, telitett
sooldattal, szaritottam Na,SOs-on, majd szlirtem a szaritdszert, beparoltam a szerves
fazist és a terméket P,Os-on szaritottam.

A szintézis harmadik lépése a redukcid. Ehhez feloldottam HPLC-mindségii
metanolban az eléz6 1€pés termékét ¢és lassan hozzdadtam 1.1 ekv. NaBHs-t, amit
elozoleg beoldottam kevés térfogat metanolban. A reakci6idd 3 ora volt. Feldolgozashoz
higitottam az elegyet vizzel, pH 3-ig savanyitottam ecetsavval, majd a kivalt anyagot
atraztam etil-acetatba, szaritottam Na,SO4-on, sziirtem a szaritoszert, beparoltam és
exikatorban szaritottam a terméket.

A kovetkezd 1épésben lehasitottam a Boc véddcsoportot 4.5 mol/dm’-es HCI-
dioxéannal: jégfirdon kevertettem 2 Oran 4t, majd tovabbi 1 O&rdn keresztiil
szobahOmérsékleten. Feldolgozashoz az oldatot bepdroltam, aztdn higitottam DCM-nal
0°C-on ¢s a keletkezd csapadékot sziirtem, mostam DCM-nal, majd leoldottam vizzel,

beallitottam a pH-t 8-ra és a kivalt csapadékot extrahdltam 3x etil-acetattal. A szerves
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fazist sdoldattal extrahdltam, széritottam Na,SOj-on, szlirtem a szaritoszert, beparoltam
az elegyet ¢s a terméket exikatorban szaritottam.

Az otodik 1épés a szabad aminocsoport acilezése szukcinsavanhidriddel. Ehhez
feloldottam az el6z0 reakcid termékét frissen desztillalt THF-ba, majd lassan hozzdadtam
a szukcinsavanhidridet 1.1 ekv. mennyiségben, amit elézdleg beoldottam kis térfogat
THF-ba. A reakcididd 2 ora, ezutdn a reakcioelegyet beparoltam. A kész linkert
tomegspektrometriasan €s analitikai RP-HPLC-n jellemeztem. A linker kitermelése 45%-

os volt.

5.8.3.2. A Tc5b-diszacharid eldallitdsa az N-[(9-hidroximetil)-2-fluorenil [borostydnkdsav

linker felhasznalasaval

A MBHA hordozéhoz (boritottsag: 1.06 mmol/g) 3 ekv. mennyiségben
kapcsoltam a N-[(9-hidroximetil)-2-fluorenil]borostydnkdsav linkert 3 ekv. DCC
segitségével. A reakcidt 24 oran at kevertettem, majd a szabadon maradt amino
csoportokat acetileztem ecetsavanhidriddel. Az elsd aminosav kapcsoldsdhoz ismételt
reakcidt hasznaltam, 4-4 ekv. aminosavszarmazékot, DCC-HOBt-t alkalmaztam 2 ekv. 4-
dimetil-amino-piridin jelenlétében. A hordozo 0j boritottsagat Gisin-teszttel ellendriztem:
0.37 mmol/g. A tobbi aminosav kapcsolasa a mar leirt modon tortént. A kész glikopeptid
hasitdsa a gyantarol piperidin/DCM oldattal (40 v/v%) tortént, 1.5 ora alatt. A nyers
terméket szemipreparativ HPLC-n tisztitottam &s analitikailag jellemeztem (1d. 24. tabl.).

A Te5b-diszacharid glikopeptid kitermelése ezzel a modszerrel 44% volt.
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Osszefoglalas

Doktori munkdm eredményeit 6sszefoglalva elmondhato:

e FEldallitottam a stresszvalasz szabalyozdsdban hatékonyan résztvevo urokortin 3 (Ucn
3) neuropeptidet, valamint fragmenseit. Ezen fragmenseket emelt keresztlabirintus (EPM)
¢s modositott erdltetett iszés tesztekben (FST) vizsgaltuk. A molekula antidepresszans és
anxiolitikus hatdsaért felelos aktiv centruménak az Ucn 3 C-termindlisan elhelyezkedd

Ala-Gln-Ile-NH; tripeptidet talaltuk.

e Az Ucn 3 (36-38) szekvencia alapjan tobb mint 20, nagyobb részben
peptidomimetikum szarmazékat terveztem és allitottam eld. Ezen analdgok biologiai

vizsgalat sordn megallapitottuk, hogy némelyik peptid oralis adagolésra is alkalmas.

Az Ucn 3 fragmenseinek ¢és analdgjainak eldallitdsa és terapias felhasznalhatdsaga

depresszid és szorongds kezelésében szabadalmi védelem alatt 4ll.

e Az orexin A szintéziséhez optimalizaltam az ,,oxidativ folding” koériilményeit €s egy
szilard hordozéhoz kotott oxidaloszert —a Clear-ox  gyantat — hasznalva mintegy két 6ra
alatt izolalhato volt a nativ izomer, mint {6 reakcidtermék. Megallapitottuk, hogy az
orexin A-t kozvetleniil agykamraba adva fokozddik a patkanyok taplalék- és vizfelvétele
és nd a vizeletiiritésiik. Az eredmények alapjan feltételezhetden a polidipszia ill. a
poliuria a vazopresszin rendszertdl fiiggetleniil jon létre. Az in vitro vizsgalatok
eredményei felvetik azt a lehetdséget, hogy a vazopresszin kivalasztast noveld anyagok
(allapotok) hatdsanak orexin okozta mérséklodése szerepet jatszhat a polidipszia, poliuria

kifejlodésében.

e A természetes ¢€s adaptiv immunrendszer kozotti jelatviteli folyamatokban szelektiven
hat6 szintetikus peptideket allitottam eld, amelyek kiillonb6z6 immunoldgiai betegségekre

haté gyogyszer-készitmények fejlesztésének alapjat képezhetik:

o Ma mér szamos kisérlet bizonyitja, hogy a T-sejt aktivacidhoz sziikséges Ca™" jel
létrehozasaban kulcsszerepet betolts K™ csatornak gatlasan keresztiil a T-sejtek
proliferacioja in vitro és in vivo is gatolhatd. Munkdm soran anuroctoxin és Tc32 skorpio

peptid toxinokat allitottam el6, amelyek nagy affinitassal kotddnek egyes csatornakhoz.
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o Az anuroctoxin (AnTx) esetében kivald szelektivitassal allitottam eld a nativ izomert
és optimalizaltam az oxiddcid koriilményeit. Biologiai mérésekkel igazoltuk, hogy a
linedris peptid legnagyobb része mar egy ora utdn a helyes konformdacids formdban
talalhatd, valamint, hogy a szintetikus és nativ toxin elektrofizioldgiai tulajdonsagai
teljesen megegyeznek. Az AnTx mar 730 pM-os koncentracidban gitolja a Kvl.3
csatornat, ennek ellenére nem elég szelektiv, hiszen kisebb affinitdssal ugyan, de gatolja a

Kwv1.2 csatornat is.

o Eldallitottam az AnTx tobb analogjat a Kv1.3 ioncsatorna korabbiakndl szelektivebb
gatldsa céljabol. Az egyszeres és kétszeres pontmutaciokat tartalmazd peptidek bioldgiai
eredményei azt mutatjak, hogy mindharom toxin (AnTx F32T, AnTx F32T K16D, AnTx
F32T N17A) szelektivitdsa nagy mértékben javult a vad-tipustthoz képest, ugyanakkor a
Kvl1.3 irdnti affinitdsuk kis mértékben csokkent. A legjobb tulajdonsdgu toxin (AnTx
F32T N17A) 1 nM-os koncentracioban a Kv1.3 csatorndk mintegy 50%-4t gatolta, mig a
Kv1.2 csatorndkon még 100 nM-os koncentracidban sem volt mérhetd hatdsa. A
tovabbiakban az altalunk eldszor eldallitott toxinok vizsgalata a cél, hiszen a tripla ill.
tobbszoros mutdnsok remélhetdleg mind affinitdsban, mind szelektivitasban feliilmuljak a
nativ toxint, igy jabb potencidlis terdpids felhaszndlds lehetdségét kinaljak autoimmun

betegségek kezelésében.

o A Tc32 peptid toxin ,oxidativ folding”-gal és konvergens szintézissel végzett
eléallitdsa nem a megfeleld diszulfid hid mintazattal rendelkez6 izomert eredményezte. A
Iépésenkénti regioszelektiv cisztein parositasok modszere sem hozta a kelld szelektivitast,
mert a valasztott véddcsoportok egyike nem teljesitette az ortogonalitds feltételeit. A
StBu csoport hasitasat szilard fazison az irodalombdl ismert modszerekkel nem sikeriilt
megvalositani, igy a késobbiekben az oldat fazisban szabad tiol csoportokkal végrehajtott
hasitds a diszulfid hidak keveredését eredményezhette. A kiillonb6zé szintézisek
foterméke mindig egyazon izomert eredményezte, mely nem azonos a nativ izomerrel,
ezen eredmények alapjan felmeriil a diszulfid hidak helyének meghatdrozasi pontossaga.
A tovabbiakban tervezziik ujabb ortogondlis véddcsoport kombinacid kiprobaldsat a
Iépésenkénti regioszelektiv cisztein parositdsok modszerével a fenti feltételezésiink

igazolésara.
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o Eléallitottam rendkiviil j6 hozammal, 1épésenkénti regioszelektiv cisztein parositasok
moddszerével a C3a9 szekvencia szimmetrikus dimerjét annak a feltételezésnek az
igazoléasara, hogy az allergias reakcidk gatlasaért a C3a9 peptid intermolekularis diszulfid
hidakkal stabilizalt dimer forméja a felelds. A dimer tesztelése bioldgiai rendszerekben

folyamatban van.

o Eldallitottam a Gabl adapter fehérje eredeti GDLDpe (621-633) szekvencidjat,
valamint ennek révidebb foszfopeptid fragmenseit és modositott valtozatait. A foszfataz
aktivitas méréshez ill. a kiilonboz0 jelatviteli molekuldkhoz val6 kotddési vizsgalatokhoz
biotinnal jeloltem a peptideket A kivélasztott Gabl-peptidek sejtbe juttatdsdhoz N-
termindlisan oktanoil-R8C peptidet kapcsoltam egy hosszabb szénlancot tartalmazo
tavolsagtarton keresztiil. Az eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy a sejtpermedbilis
foszfopeptidek képesek gatolni a Gabl/SHP-2 és Gabl/PI3-K fehérje kolcsonhatdsok

kialakuldsat és ezaltal modosithatjak a proliferdcios, apoptotikus és talélési szignalokat.

e [-modellpeptideket (SETE-peptidek) €s minifehérjéket (Betanova, TcSb foszfo- €s
glikoanaldgjai) 1s eloallitottam ¢&s vizsgaltuk ezek konformdaciés egyensulyat.
Megallapithatd, hogy ezen peptidek belsé mozgékonysdga még mindig jelentds, tehat
sziikség van tovabbi modositasokra egy még stabilabb szerkezet eléréséhez. A vizsgalt
modellpeptidek nem rendelkeznek egyetlen, helyesen jellemezhetd téralkattal, azonban
sikertilt lesztikiteni a lehetséges szerkezetek szdmat SETE-S3E modellpeptid esetében. Ez
a peptid a tovabbiakban hasznos modellként szolgalhat p-hairpin rendszerek

tanulméanyozasara.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a koriiltekintoen  kivalasztott
szintézismodszerek segitségevel sikeriilt olyan modositott biologiailag aktiv peptideket
eloallitani, amelyek novelt szelektivitassal rendelkeznek, ill. altaluk fokozhato a nativ
szekvencidak biologiai hatdsa. Piackutatasi tanulmanyok adatai szerint az elmult években
ujra fokozott érdeklodés mutatkozik a peptidalapu hatoanyagok irant, tehat a modositott
biologiailag aktiv peptidek jo eséllyel vetélytarsai a szintetikus gyogyszerjelolt

kismolekulaknak.
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Summary

Summaryzing my doctoral work, I achieved the followings:

e The urocortin 3 (Ucn 3) neuropeptide and its fragments with targeted deletion of
amino acids were synthesized. These peptides were tested in elevated-plus-maze test
(EPM) and modified forced swimming test (FST). The active center of the molecule that
preserves the antidepressive and anxiolytic action of the longer sequence was found to be
the C-terminal Ala-Gln-Ile-NH, tripeptide. On the basis of this Ucn 3 (36-38) sequence, |
designed and synthesized more than 20, mainly peptidomimetic analogues. Most of these
analogues have been investigated in biological tests and some of them showed to be

suitable even for oral administration.

The preparation and the potential use in therapy of depression and anxiety of the Ucn 3

fragments and analogues are protected by our Hungarian and international patents.

e The oxidative folding conditions for the synthesis of orexin A were optimized. The
native isomer can be isolated as the major reaction product by using a polymer-supported
oxidant the Clear-ox  resin within two hours. The effect of Orexin A was tested on water
metabolism in vivo and on vasopressin secretion in vitro. It was found that
intracerebroventricular (i.c.v.) administration of orexin A enhanced the food- and water-
intake and urination of rats. According to our results, polidipsia and poliuria presumably
are independent of the vasopressin-system. Results of in vitro experiments suggested that
moderating the effect of compounds that increase vasopressin secretion with orexins

could have a role in development of polidipsia, poliuria.

e Peptides that can selectively act in the signal transduction pathways between the
innate and adaptive immune system were synthesized. They can serve as potential drug
candidates in treating different immunological diseases:

o Several studies in vivo and in vitro underlie the essential role of K* channel blockers
in prevention of T-cell activation and proliferation through the Ca** signal. In my work, I
focused on the synthesis of anuroctoxin (AnTx) and Tc32.

o The AnTx was synthesized with high selectivity, and the folding conditions were

optimized. The majority of the linear peptide folds in cyclic form with all four disulfide
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bonds in the correct form within 1 hour. The regioselectivity was verified with
measurements that prove the identity of the electrophysiological properties of the native
and synthetic toxin. The AnTx blocks the Kv1.3 channel in 730 pM concentration,
although AnTx is not selective enough since it also blocks the Kv1.2 channels with
smaller affinity than Kv1.3 channel.

Analogues of AnTx were designed to increase the inhibition selectivity for the Kv1.3 ion
channels. Results of biological measurements of analogues with single or double point
mutation show that selectivity of all three toxins (AnTx F32T, AnTx F32TK16D, AnTx
F32T NI17A) are increased compared to the wild-type toxin, and their affinity to the
Kv1.3 channels slightly decreased. AnTx F32T NI17A, the most effective toxin blocks
50% of the Kv1.3 channels in 1 nM concentration, while it has no effect on the Kv1.2
channels in 100 nM concentration.

Further measurements are needed to prove that the double, triple, and multiple mutants
of the prepared analogues surpass both the affinity and selectivity of the native toxin, and
accordingly, they enhance the possibility of their therapeutical use in treating

autoimmune diseases.

o The preparation of Tc32 with oxidative folding and convergent synthesis did not
resulted in peptides with the desired disulfide bridges. The product of the stepwise,
regioselective cysteine pairings method did not show the selectivity, because one of the
chosen protecting groups did not fulfiled the required orthogonality. The cleavage of the
StBu group failed in solid-phase with the methods known from the literature. The
cleavage of the StBu group in liquid phase with compounds having free tiol group could
have caused a scrambling of the disulfide bridges. According to the biological results, the
different synthetic methods resulted in the same inactive isomer as main product. This
points to presumably innacurate previous determination of the disulfide bridge
connections in the toxin Tc32. Henceforward, we plan another protecting group scheme

with stepwise regioselective cysteine pairings method to prove our presumption.

o The C3a peptide blocks the activation of the mucosal type of mast cells and the
release of the content of the granules such as histamine that cause immediate

hypersensitivity (allergic reaction).
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In order to prove the presumption, that the dimeric form of C3a9 stabilized by
intermolecular disulfide bridges is responsible for the inhibition of allergic reactions, the
symmetrical dimer of the C3a9 peptide was synthesized with the stepwise regioselective
cysteine pairings method in high yield. The testing of the dimer compound in biological

systems is in progress.

o The SHP-2 phosphatase has positive regulatory function in cell growth and hence this
enzyme might be attractive target in the therapy of malignant cell growth. Our main goal
was to synthesize cell membrane permeable phosphopeptides (,,baits”) that could inhibit

the growth of tumors.

The GDLDpe (621-633) peptide that is derived from the Gabl adaptor protein and its
shorter fragments and modified sequences were prepared. Biotinylated peptides were
used for measurements of the phosphatase activity. In order to transport the chosen Gabl
derived peptides into the living cells, they were conjugated with membrane permeable
carriers through a linker (octanoyl-R8C). Our results suggests that the cell penetrating
phosphopeptides may regulate the Gabl/SHP-2 and Gabl/PI3-K interactions and

modulate intracellular signaling that lead to cell proliferation and cell survival.

e [(-model peptides (SETE-peptides) and miniproteins (Betanova, some glyco- and
phospho-analogues of Tc5b) were also synthesized. We found that these peptides still
show significant mobility. Accordingly, further modification is needed in order to obtain
a more stable structure. A single structure can not correctly describe these model
peptides, however we managed to restrict the number of possibilities for the SETE-S3E

peptide. This peptide could serve hereafter as a useful model for B-hairpin studies.

Our results prove that modified biologically active peptides with greater
selectivity and improved activities of the native sequences can succesfully be synthesized
by careful selection of the synthetic methods. Recent studies on market research show
that the potential use of peptide therapeutics has increased, so the modified biologically

active peptides can be valuable alternatives of the small synthetic drug candidates.
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Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Toth Gabornak egyrészt mint témavezetdmnek,
hogy néhany évnyi munkam alatt annyi mindent atadott sokévi tapasztalatabdl, tudasabol,
mésrészt mint intézetvezetének, hogy lehet6séget biztositott az SZTE AOK Orvosi

Vegytani Intézetében a doktori munkdm elvégzéséhez.

Koszonettel tartozom az SZTE TTIK Kémia Doktori Iskoldnak, hogy a Bioorganikus

Kémia doktori program keretein beliil lehetdséget kaptam a Ph.D. fokozat megszerzésére.

A biologiai mérésekért koszonettel tartozom Prof. Telegdy Gyuldnak, Prof. Ferenc
Laszlonak, Prof. Panyi Gyorgynek, Prof. Sarmay Gabrielldnak, Prof. Erdei Anndnak ¢és
munkatarsaiknak, az NMR- és CD-spektroszkopiai mérésekért Prof. Perczel Andrasnak

és munkatarsainak.

Kiilon koszonettel tartozom Dr. Zarandi Martanak a sok hasznos tanacsért amellyel

hozzéjérult a doktori értekezésem elkészitéséhez.

Koszonom labortarsaimnak, Dosai Molnar Evanak, Nagy Katalinnak, Szolomajer-Csikés
Orsolyanak, Hegyi Orsolyanak, Varadi Gyorgyinek és a tobbieknek, akik a szakmai

segitségen tul emberileg is sokat nyujtottak szdmomra az elmult években.

Koszonom tovabba az Orvosi Vegytani Intézet 6sszes munkatarsanak a segitséget és a

felejthetetlen hangulatot.

Végiil, de nem utolso sorban szeretném férjemnek, csaladdomnak megkdszonni a tiirelmet,

tdmogatast, szeretet, amivel tanulmanyaimat segitették.
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