Szegedi Tudomanyegyetem

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola

Ph.D. program: Gyobgyszerkémia, gyogyszerkutatas
Programvezetd: Prof. Dr. Fiilop Ferenc
Intézet: Gyobgyszerkémiai Intézet

Gyogyszeranalitikai Intézet

Témavezeto: Prof. Dr. Martinek Tamas

Szolnoki Eva

mvwe rr

Tervezett atméroju B-peptid foldamer hélixek

Szigorlati bizottsag:

Elnok: Dr. Lazar Laszl6

Tagok: Prof. Dr. Dombi Gyorgy
Dr. Szab¢ Pél

Szigorlati bizottsag:
Elnok: Prof. Dr. Révész Piroska
Opponensek: Dr. Farkas Viktor
Dr. Toth Géza
Tag: Dr. Fiilop Livia
Titkar: Dr. Csupor Dezsd



A. Elozmények és célkitiizés

Foldamerek olyan szintetikus polimer rendszerek, melyek jellemz6 sajatsaga, hogy
képesek jol meghatarozott periodikus, kompakt szerkezetekbe rendezddni és ezaltal mind
funkcidjukban, mind alkalmazhatosagukban a proteinek rivalisainak tekinthet6k. A
legjelentdsebb képviseldi ezeknek a nem természetesen létrehozott onrendez6dd, biomimetikus
rendszereknek a B-peptidek, melyek B-aminosav egységekbdl épiilnek fel. A kiilonféle -
aminosavak és szarmazékaik egy specialis teriiletet foglalnak el a szintetikus kémiaban. A -
peptidek az a-peptidek legkdzelebbi szerkezeti rokonai, de a peptidkotések kozé behelyezett
metilén-csoport altal megndvelt konformacids szabadsdg Ilehetdséget teremt szamos,
programozhat6é masodlagos szerkezeti motivum kialakulasahoz, mint példaul sokféle hélixek,
szalak ¢és kanyar szerkezetek. A B-peptid rendszerek egyik legmélyrehatobban tanulmanyozott
masodlagos szerkezeti eleme a hélix.

Harom helikalis struktira, a H14, a H12 és a H10/12 hélix bioldgiai funkciojukat
tekintve fontos szerepet jatszik, és szoros hasonlosagot mutatnak az o-hélixekkel. Ezek a
szerkezetek specialis gerincbeli helyettesitésekkel valamint specifikus gerinc sztereokémiai
mintdzattal képezhetok. Az legalaposabban tanulmanyozott helikalis szerkezet a H14 hélix,
mely szamos moddon stabilizlhatd. A H14 hélix szerkezettel ellentétben a H12 hélix megfeleld
mennyiségli transz relativ gerinckonformacioju ottagn ciklusos [-aminosavak (ACPC)
szekvenciaba torténd beépitésével érhetd el. Mivel ez a hélix tipus utdnozza legjobban az a-
hélixet, az egyik f0 célunk az volt, hogy alternativ moédszert taldljunk a H12 hélix
stabilizalasdhoz. Erre a célra specidlis oldallanct f-aminosav szdrmazékokat hasznaltunk fel.

A szerkezeti sokszinliség, mint példaul a random coil — hélix, vagy hélix — helix
szerkezeti atmenetek a természetes fehérje rendszerek egyik nagyon fontos jellemz6i, melyek
legtobbszor bizonyos bioldgiai funkcidhoz kapcsolhatok. A 310-hélix — a-hélix egyensulyok
feletti kontroll koncentraciofiiggd modon €s az olddszer polaritasanak megvaltoztatasaval
torténik, de lanchosszfiiggd atmenet is ismert. Hasonl6 szerkezeti atmeneteket a peptid tipust
foldamerek esetében is leirtak. A transz-ACHC monomerbdl felépiilé szekvenciak eseténben a
H10 hélix és a H14 hélixek kozotti atmenet a peptidlanc hosszanak novekedésével kovetkezik
be. Az volt a célunk, hogy a transz-ABHC monomert és B3-homoszerint kiilonféle szerkezeti
mintazattal tartalmaz6 oligomerek esetében is bizonyitsuk hasonld hélix dtmenet 1étezését.

Az o-peptidekhez hasonléan, a [-peptid foldamerek is hajlamosak magasabb
rendezetséget mutatd szerkezeti mintdzatokba rendezddni és hélix kotegeket képesek

létrehozni. Bebizonyitottak, hogy a B- valamint az af-peptidek képesek onrendez6dd helikalis



épitdelemekbdl felépiildé negyedleges szerkezetet is kialakitani. Azt terveztiik, hogy
megvizsgaljuk az alternalod heterokiralis transz-ACPC épitéelemekbet tartalmazo B-peptid
foldamer rendszerek Onrendezddésének és magasabb szerkezeti mintdzatokba vald

rendezddésének lehetdségét.

B. Vizsgalati modszerek

A peptidek szintézisét szilard hordozon végeztik Fmoc véddcsoport alkalmazasaval,
melyet forditott fazisu preparativ HPLC tisztitds és tOmegspektrometrias karakterizalas
kovetett. A szerkezet-meghatarozashoz molekulamodellezést, szamos NMR, ECD
spektroszkopiai modszert alkalmaztunk. A magasabb rendezettséget mutatd peptidek
szerkezetvizsgalatahoz DOSY-NMR és koncentraciofiiggd ECD méréseket végeztiink.

C. Eredmények

1. Szémos helikdlisan rendez6dd [-peptideket terveztink a kiilonféle mdasodlagos
szerkezetet kialakitd tényezok feltérképezése céljabol, és hogy feltarjuk a magasabb
rendezettségii szerkezeti motivumok lehetdségét. A peptidek (1-14) szilard hordozon
késziiltek Fmoc védOcsoport alkalmazasdval. A hélix tipusanak becslése
molekulamodellezéssel, mig a masodlagos szerkezet jellemzése kiilonféle analitikai
modszerek segitségével tortént.

2. Az egymastdl tavol 1évo oldallancok sztérikus taszitasa 0j koncepcionak bizonyult a
kivant helikalis méasodlagos szerkezet kialakitasahoz.

3. Kiilonb6z6 lanchosszisagh, transz-ABHC (a transz-ACHC biciklusos analdgja)

monomerekbdl felépiild, B-peptid szekvencidkat szerkesztettiink (1. abra).

1n=12n=23n=34n=4

1. abra. A vizsgalt ABHC oligomerek



4. A nagy térkitoltésii és specialis alaka transz-ABHC oldalldncok a peptidszekvenciaban
térbeli iitkozéseket okoznak az (i) — (i + 3) poziciokban melyek meggatoljak a H14 hélix
képzddését és helyette inkdbb a H12 hélix kialakulasat idézik eld (2. abra). Tovabbi
lanchosszfliggd vizsgalatok feltartak, hogy az oligomerek esetében (3 és 4) legfeljebb
ot transz-ABHC monomer sziikséges ahhoz, hogy egyértelmiien stabilis H12 hélix

j0jjon 1étre.

2. abra. H12 hélix oldalnézeti (a) és feliilnézeti (b) szerkezete 4 vegyiilet esetén. A
nyilak a ROESY spektrum alapjan megfigyelhetd, szerkezetet alatdmaszté Mej-NHiss
NOE kélcsonhatasokat jelolik

5. A biciklusos oldallanc alapt B-peptid H12 hélix jol tolerdlja a nyilt lanca
p3-aminosavak szekvencidba torténd beépitését. Heptamer-nonamer tartoméanyba eso,
transz-ABHC ill. B*-homoszerin aminosavakat kiilonféle szerkezeti mintzattal
tartalmazoé oligomereket (5-9) vizsgaltunk meg (3. abra). Minimum két taszito transz-
ABHC par sziikséges az (i) — (i + 3) poziciokban ahhoz, hogy heptamer szekvencia

esetén megakadalyozza a H14 hélix kialakulasat.
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3. abra. A vizsgalt oligomerek

Tovabba bizonyitottuk, hogy a transz-ACPC ¢épitéelemekbdl felépiild H12 hélix képes
lanchosszfliggd onrendezddésre.

Oldoszerfiiggd szerkezeti sokszintiséget vettiink észre oktamer 8 és nonamer 9
szekvencidk esetében, melyet NMR vizsgélatok is megerdsitettek. Mig apolaris
oldoszerben (DMSO) a H12 hélix stabilizalodik, addig polaris kdzegben egy uj,
nagyobb atmérdjit H18 hélixet figyeltiink meg. Fej-lab tavolhaté NOE kdlcsonhatasokat
szintén kimutattunk a 9 vegyiilet esetében, mely magasabb szerkezeti rendezetségre
utalt oldatfazisban. Elméleti szamoldsok szintén az (1j H18 hélix strukturat erdsitették

meg (4. dbra).



4. abra. NMR szerkezet finomitas alapjan nyert H18 hélix geometria 8 (a) és 9 (b)
vegyiiletek esetében

. Koncentréciéﬁiggc’i ECD ¢és DOSY-NMR mérések alatdmasztottak a 8 és 9 vegytiletek
hélix atmenettel. A 7 vegyiilet esetében az dnasszociacid szintén megfigyelhetd volt,
azonban nem volt képes megvaltoztatni a H12 hélix szerkezeti felépitését. Ezek az
eredmények azt IS igazoljak, hogy a foldamer hélixek szerkezeti atrendezddési
folyamata a hélixek magasabb szintii szerkezeti rendez6désének iranyaba mutat, polaris
kozegben.

. A lanchosszabitasi elvet Kiterjesztettiik alternald heterokiralis transz-ACPC
szekvenciakra is (11-14) (5. abra).
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5. abra Helicitas valtozasa okan vizsgalt ACPC oligomerek



10.

11.

12.

Megmutattuk, hogy az N-terminalis manipulacidja 10 vegyiilet esetében képes
meghatarozni a kirdlis informacid atadasat a hélix mentén, a peptidlanc helicitasanak
megvaltoztatasaval. Megmutattuk, hogy az alternal6 heterokiralis cisz-ACPC hexamer
szekvenciak (10 és 11), valamint az N-acetilezett szekvenciak (12 és 14) a mar jol

jellemzett H10/12 hélixet alakitjak ki (6. abra).

6. abra. Ab initio szamitassal feltérképezett geometriak 11 (a), 12 (b) és 14 (¢)
vegylletek esetében

A 13 vegyiilet dramai valtozast mutatott a hélix atmérdjét illeten, elméleti
szamolasok és NMR szerkezet finomitasbol szarmazé adatok egy 1j tipusq,
koncentraciofiiggd alternal6 lefutast H18/20 helikalis konformaciot fedtek fel, melyet
intermolekularis (i) — (i + 4) hidrogénhidak stabilizalnak. Azt talaltuk, hogy a H18/20
hélix megnyilvanulasa olddszerfliiggést mutat, valamint a 13 vegyiilet esetében, a tobbi
peptiddel (11, 12 és 14) pont ellentétes lefutast mutatott.

Axialis helix-helix kdlcsonhatas altali onrendez6dési és 6nasszociacios folyamatok egy
alternativ lehetdséget biztositanak a magasabb rendezettségii nagyatmérdjii foldamer
hélixek irdnyaba. NMR valamint ECD eredmények egyértelmiien aldtdmasztjak, hogy
az alterndld lefutdsu HI18/20 hélix intermolekularis fej-lab kolcsonhatasokkal

stabilizalodik (7. abra).



7. abra. NMR szerkezet finomitassal kapott alternalé H18/20p hélix fej-1ab szerinti
dimer forméacidja 13 vegyiilet esetén B3LYP/6-311G** szinten optimalizalva
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