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Bevezetés és célkitiizések

A foldamer fogalom a biomolekulak szerkezeti tulajdonsagainak altalanositasa. Azokat
a mesterséges lancmolekuldkat nevezzik foldamereknek, amelyek képesek
programozhaté O6nrendezédésre és ezaltal szabalyos, jol definialt térszerkezetek
létrehozasara. Ezek a korabban nem 1étez8 szekvenciak ugyanazoknak a szabalyoknak
engedelmeskedve képesek 6nrendez6désre, mint a proteinek vagy a nukleinsavak, de
ez nem jelenti azt, hogy az 6nrendez6dés hajtdereje és ttja pontosan ugyanolyan
beallitasokat nyer. A kilénb6z6 kélesénhatasok aranya szabalyozhaté az épitéelemek
jellemzébivel, és ez az a pont ahol a kémiai diverzitas kiteljesedhet, és a biomolekulaknal
megszokott komplexitas megjelenhet. Legf6bb célunk az volt, hogy bévitsik
ismereteinket az alifais foldamerek feltekeredésének szabdlyairdl és a tervezési
alapelvekrél. Az elmult évtizedben szamos egyértelmd bizonyiték latott napvilagot arra
vonatkozdan, hogy a biomolekulak mellett a foldamereknek is lehet hierarchikus,
onrendez6d6 és programozhaté felépitésuk. Masokkal egyiitt sajat munkank is
hozdjarult ahhoz, hogy lehet6vé vilt az alifas foldamerck térszerkezeti elemeinek
racionalis, esetenként de novo tervezése. Az eredményeink négy fébb téma koré
csoportosithatok: (i) foldamerek szerkezetének sztereokémiai szabalyzasa, (i)
oldallincok alakjanak és térkitSltésének hatasa a madsodlagos szerkezetre, (iii)
lanchossz-fuggési vizsgalatok és konformaciés polimorfia valamint (iv) foldamer
épitéelemekbdl konstrualt nanostrukturalt rendszerek.

Mobdszerek

A foldamer lancokat szilard hordozoés peptidszintézissel allitottuk elé6 Fmoc vagy Boc
kémia alkalmazasaval. A hordozé, az aktivalészer és a tobbi kisérleti paraméter
vonatkozasaban tekintettel kellett lenniink a térgatolt hidroféb B-aminosavak
esetenként megvaltozott reakciokészségére. A HPLC-vel tisztitott vegylleteket a
részletes vizsgalatok el6tt HPLC-MS modszerrel jellemeztik. A NMR spektroszkopias
vizsgalatokat 2D homonuklearis modszerek felhasznalasaval végeztik kilonb6z6
oldészetekben (CD;OD, CDs;OH, DMSO-d;, és viz) széles koncentricié
tartomanyban. Az amid protonok arnyékoltsdga, a csatolasi allandok, elektronikus és
vibraciés cirkularis dikroizmus és elméleti szamitisok segitségével gy6z6dtink meg,
hogy van-e jellemz6, rendezett konformacié. A szerkezetfinomitasi szamitasokat a
ROESY spektrumokbél meghatarozott tavolsagi kényszerfeltételekkel végeztik
molekularis erétérmodell alkalmazasaval, majd a szerkezeteket ab inito kvantumkémiai
szinten is optimalizaltuk. Az Gnasszociaciét mutaté rendszereknél diffuziés NMR,
transzmisszios  elektronmikroszkopia,  dinamikus  fényszoéras  és  esetenként
koncentracio-fiiggd ECD segitségével végeztiink vizsgalatokat.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Foldamerek térszerkezetének sztereokémiai szabalyzasa

1.1 A természetes a-aminosavakbdl felépils proteinek/peptidek és a mesterséges
peptid foldamerek masodlagos szerkezeteinek atfogd vizsgalataval felismertik [1-3],
hogy a gerinc szénatomok térkémiija és a hozzajuk kapcsol6dé Ramachandran-
Balaram torzids szogek kozott altalanosithaté Gsszefiiggés all fenn. Felfigyeltink a ¢,
torzids szogek eljelének mintazata és a masodlagos szerkezet k6z6tti kapesolatra is.
Igy a kovetkez6 szabalyokat allapitottuk meg: (i) hélix esetén az egyes peptid-kotéseket
hatarol6 sztereocentrumoknak azonos térbeliséglicknek kell lennitk, és a sztereokémiai
mintazatnak ismétl6dének kell lennie a hélix periodicitisinak megfelel6en; (ii) szalak
esetén az egyes peptid-kétéseket hatirold sztereocentrumoknak ellentétesnek kell
lennie. Alatamasztottuk, hogy a bioldgiai rendszerekben ismert homokiralitis nem
feltétele periodikus masodlagos szerkezetek kialakulasanak, és meghataroztuk, hogy ez
a kotottség meddig lazithatd. Az Ssszefiggések egy jol hasznalhaté eszkozt adnak a
térkémia masodlagos szerkezetre gyakorolt hatasanak megértéséhez és alkalmazasahoz.
A mintazati megkézelités ramutatott arra is, hogy a torzidk elSjele illetve az ezt
befolyasol6é abszolut konfiguraciék egyfajta binaris koédot alkotnak, amelyek a
masodlagos szerkezet alaptipusat és tobb tulajdonsagat képesek meghatarozni (1.
abra).

[SRIP[RSP[sSIP[SRIP[RSIP[sSTP[SRIP[RST?

1. abra.

Ebben az 6sszefiiggésben ezt egy szoftvernek foghatjuk fel, ami a peptidlancon mint
hardveren ,,végrehajtédva” a masodlagos szerkezetet adja kimenetként. A szabalyok
prediktiveknek bizonyultak, segitségiikkel t6bb 1j masodlagos szetkezetet terveztink
és igazoltunk kisérletesen. Jelenleg az irodalomban 24 o-, B- és y-aminosavat
tartalmazé foldamer periodikus masodlagos szerkezet ismert. Ebb6l 7 struktarat (5
hélix- és 2 szal-tipust) mi irtunk le elészor.
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1.2 Felismertiik, hogy cikloalifas oldallancok esetén a helikalis masodlagos szerkezet
szal-tipust  konformaciéba  kapcsolhaté, ha a  homokirdlis  #ransz-2-
aminociklopentankarbonsav  egységeket ¢isz-2-aminociklopentankarbonsav  mono-
merekre cseréljik (2. abra) [4]. Nagyfelbontasi NMR spektroszképids és mas
kiegészité (IR, CD) szerkezetvizsgalati
modszerekkel  kimutattuk, hogy az
emlitett elemekbdl épitkezve a H12 hélix
nempolaris Z6 szalla alakithat6, amely
red6zott réteg létrehozasara alkalmas. A
terileten addig kialakult vélekedést6l
eltéréen az altalunk el6allitott szerkezet
hajta-tipust  stabilizal6 elem nélkdl,
onmagaban is stabilis volt. Ezzel az
eredménnyel az els6k kézott mutattunk
r4, hogy a B-peptid foldamerek kérében
a szerkezet sztereokémiai eszkozokkel

rendkivil hatékonyan szabdlyozhato.

u Bl
y WL v >

p
Q 0
L NH NH N
RU\S O] «IOOE0 RN
NH
A J :
e o ) o)
S NH
i || ss | MO L] m\
B

3. abra

1.3 A sztereokémiai mintazat varialasat kitetjesztettiik dipeptid egységekre és ab initio
kvantumkémiai modellezéssel alternalé kiralitist B-peptid oligomereket modelleztiink,
majd a prediktalt szerkezeteket kisérletesen ellenériztitk. NMR spektroszképias és
egyéb kiegészité moddszereket (IR, CD, VCD) alkalmazva megallapitottuk, hogy az
alternalé  ¢isz-2-aminociklopentankarbonsav szekvenciak (H-[(15,2R)-ACPC-(1R,25)-
ACPC],-NHy) igen stabilis H10/12 tipusd alternilé hélixet alakitanak ki. Ez a
szetkezet a hasonlé irodalmi modellektS] eltéréen részben vizben is megtartotta

szerkezetét [5].
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1.4 Az alternalé enantiomerekkel kapcsolt #ransg-2-aminociklopentankarbonsav
oligomerek  (H-[(15,25)-ACPC-(1R,2R)-ACPC]n-NH3)  stabilis  polaris  szal
konformaciét vesznek fel, ami a masodlagos szerkezetbdl kbvetkezGen nanostrukturalt
(amiloid-tipust) fibrillumokat képez [5]. Ezekkel az eredményekkel alatimasztottuk,
hogy azonos konstiticié mellett csupan sztereokémiai kontrollal a B-peptid
foldamerek valamennyi f6bb masodlagos szerkezeti tipusa kialakithat6 (3. abra).

1.5 Alternalé mintazatban beépitett ciklusos azapeptid épitGelemek segitségével
megmutattuk, hogy a sztereokémiai kontroll az alifds foldamerek korére kiterjeszthetd
[6]. A modositott H-kétés pillérek megerdsitették a gerine H-kotési haldzatat, ezaltal
vizes olddszerben is sikertlt a masodlagos szerkezeteket megdrizni H12 és H10/12
hélixek esetén is. Ezzel 4j moddszert mutattunk be a foldamerek gerincben térténd
stabilizalasara anélkul, hogy az oldallaincokat erre a célra felaldoztuk volna (4. abra).
Ezek az eredmények ramutattak, hogy nem kell minden sztereocentrumot
megkétniink ahhoz, hogy a masodlagos szerkezetet kiépithessiik.

i
O>—NH ] N%NH ] N%NHZ‘ ‘
n \\
n =2

- -

4. abra

H,0

1.6 A sztereokémiai programozas elvét alkalmazva olyan B-peptid szekvenciakat
terveztink, ahol a peptidkétések orientacidja harmas periddust mutat. Ezzel
kikényszeritettiik az irodalomban addig ismeretlen H14/16 hélix létrejottét [2], amit
kisérletesen is igazoltunk. Megmutattuk, hogy a kvazi-random térkémiai informacié
megakadalyozza a szerkezet létrejottét még teljesen azonos konstiticié mellett is. Ez a
szertkezet tdlmutat az egyszerd homogén orienticioji vagy az alternalé iranyitottsaga
hélixeken, és példat ad a sztereokémiai kodolds hatékonysagara. Megmutattuk, hogy
ezekben a szekvencidkban sem szitkséges minden sztereocentrumot definialni, igy
lehetévé  valt, hogy minden harmadik aminosavegység proteinogén oldallancot
hordozzon.
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1.7 Térkémiai kédolassal BBa-peptid foldamereket terveztiink de novo, amelyekben az
aminosavak konstiticiés mintazata harmas tagolodast mutat, de a peptidk6tések
orientdcidja alternalé. Ez a bonyolult rendszer a tervezett Gj H9-12 hélixet adta
eredménytl annak ellenére, hogy az a-aminosavakkal jelentés mértékd flexibilitast
vittink a lancba [2]. A kontroll szekvencia a kvazi-random térkémiai kédolassal nem
adott hélixet. A masodlagos szerkezet igéretes moédon, és az addig az irodalomban
koézolt révid homokiralis o,@-lancokkal ellentétben monoszubsztitualt a-aminosavakkal
is stabilisnak mutatkozott (Aib egységek nélkil). Tovabba vizes kdzegben is mutatott
maradék helicitast.

16/18 helix m o) 9/12/9/10 helix

5. abra

1.8 Igazoltuk, hogy az o«-aminosavak aranya tovabb névelhet6 anélkil, hogy
clveszitenénk a sztereokémiai mintizattal tervezett masodlagos szerkezetet. Uj
alternalé peptid-iranyitottsagi af-peptideket terveztiink proteinogén oldallancokkal.
Kisétletesen aldtimasztottuk, hogy a lanc egy 4j H16/18 hélix geometrit vesz fel, ami
a kézlemény megjelenésekor a legnagyobb atmér6jd peptid foldamer hélix volt (i — i+4
H-kétések jelenlétével) [7]. Az a-aminosavegységek a B-redében ismert lokalis
konformaciét vették fel, mégis a gerinc £6 gorbilete helikalis maradt a sztereokémiai

mintazatnak megfeleléen (5. abra).

1.9 A térkémiai programozas tovabbi alkalmazasaval alternal6é orientaltsagh oo@B-
peptid hélixeket terveztiink. Oldatfazisa szerkezetfinomitas és mas kiegészité
modszerek azt mutattak, hogy ez az altalunk el8szor kozole H9/12/9/10 hélix
képz6déséhez vezet [7]. Fontos kiemelni, ennél a szerkezetnél vizes kozegh
szerkezetfinomitast is tudtunk végezni, ami jol jelzi a hélix tipus inherens stabilitasat.
Tovabbi elénye ennek a masodlagos szerkezetnek, hogy az «-aminosavak

elrendezbdése diverz biomimetikus felszin 1étrehozasat teszi lehetévé.
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4.3 Transzmisszios elektronmikroszkopias és dinamikus fényszorasi mérésekkel
igazoltuk, hogy a szabad N-terminalissal rendelkezé homokiralis #ransz-ACHC
oligomerekbél épitett H14 hélixek multilamellaris vezikuldkat képeznek, amelyek
atmérGje a 20-180 nm tartomanyban van [12]. A vezikulak 1étrej6tte gyors folyamat és
ultrahangos kezeléssel részlegesen dezaggregalhatok. A kezelés utain 1 nappal a
vezikularis szerkezet helyreall. Az eredmények arra utalnak, hogy a vezikulakat
hatirolé membrant a vertikalisan amfifil B-peptid hélixek alkotjik, amelyek hélixkéteg

motivumba rendezédnek.

4.4. A nanoméretl vezikuldkat megfigyeltik az alternalé H10/12 hélixeknél is, ha
ACHC oldallacokkal alakitottuk ki a szerkezetet [9]. A vizes oldatban kialakulé nano
részecskéket TEM és DLS segitségével detektaltuk, a vezikuldk a 100 nm-es
mérettartomanyban alakultak ki, de alakjuk kevésbé volt szabalyos mint a H14
hélixekbdl kialakul6 részecskéké.

Eredmények gyakorlati hasznosithat6saga

A foldamerek kutatasanak f6 hajtéereje, hogy 4j biomimetikus rendszerek létrehozasat
teszik lehet6vé, és kiemelt alkalmazasi lehetéségiik a modern hatéanyagfelfedezésben
rejlik. A foldamerek jelenleg ismert biolégiai alkamazasait az értekezés 2.6 fejezetében
réviden Osszefoglaltam, mert az eddig végzett munkdnk célkitizései is szorosan
kapcsolédtak a  kémiai-biologiai vonatkozasokhoz: vizben is stabilis masodlagos
szerkezetek 1étrehozasa, proteinogén oldallancok bevitele az 4j helikalis struktirakba,
és altalaban a szerkezeti diverzitis névelése szintetikusan hozzaférheté épitéelemek
segitségével. Feltehet6en az itt bemutatott eredmények és moédszerek kozvetlendl is
hasznosnak bizonyulnak majd a foldamer hatéanyagok felfedezésében.

Gyogyszerkutatasi szempontbdl jelenleg az egyik legnagyobb kihivas a protein-protein
és protein-szénhidrat kélesGhatasok befolyasolasa, mert ezek a klasszikus kismolekulas
hatéanyagokkal nehezen timadhatok. A foldamerek jovébeni, szélesebb rétegeket
érinté gyakorlati alkalmazasa ezen a terileten varhat6. Ezekbe a kutatisokba mi is
bekapcsolédtunk és  keressitk az altalunk eléallitott  foldamerek felhasznalasi
lehet&ségeit. Egyrészt a 2.6 fejezetben bemutatott protein-hélix interfész paradigmatol
elszakadva altalanosabb megkozelitésben vizsgaljuk bizonyos oldészernek kitett
kolesonhatasi felszinG (undruggable) fehérjék és foldamerek kozotti kélesonhatasokat.
Mastészt a protein-protein kélesdnhatasok esetén nagy problémat jelent a delokalizalt
alk6tShelyekre torténd egyideji optimalizalds. Ennek a megoldasara fejlesztiink
modszert, ami a kismolekulds hatéanyagfelfedezés tertletérSl ismert fragmens alapd

modszer foldamerekre adaptalt valtozata.
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2. Oldallancok alakjanak hatasa a masodlagos szerkezetre

2.1 Megallapitottuk, hogy a nagy térkitdltést oldallincok ko6zo6tti hidrofob
kolecsonhatasok és a sztérikus taszitdas a helikalis szerkezet kialakuldsat erésen
befolyasolhatjak. Egy 4j apopinan-szarmazék B-aminosavat, (1R,2R,3R,5K)-2-amino-
6,0-dimetil-biciklo[3.1.1]heptan-3-karbonsavat (#ransz-ABHC) alkalmaztunk, amelynek
nagy térkitoltési oldallinca megakadalyozza a i — i+3 hidroféb vonzé kéleson-
hatasokat és sztérikus titk6zést okoz. NMR, ECD és ab initio modellezési eredmények
igazoltak, hogy a homokirlis #ransz-ABHC homooligomerek uralkodé térszerkezete a
H12 hélix. DOSY NMR spektroszképiaval kimutattuk azt is, hogy ezek a hélixek
Onasszociaciot mutatnak metanolban. Ezzel egy Gj modszert irtunk le a H12 hélix
stabilizalasara (6. abra) [8].

H14

6. abra

2.2 Kimutattuk, hogy a ciklohexan oldallanccal felépitett alternalé heterokiralis
lincok is képesek felvenni a H10/12 hélix geometridt, de ennek stabilitisa kisebb [9].
Konformaciés polimorfizmust figyeltink meg, ahol kémiai kicserél6dés zajlik le a
major H10/12 hélix és egy minor konformacié kozott. Elméleti szamoldsok és az
NMR eredmények azt sugalljiak, hogy a minor konformacié egy H18/20 hélix. NMR,
ECD és molekulamodellezési eredmények azt mutattak, hogy a ¢sz-aminociklohex-3-
én-karbonsav (cisz-ACHEC) monomerek ugyanebben a sztereokémiai mintazatban
predominansan a H10/12 hélixet veszik fel mert kevésbé rigid oldallincot jobban
toleralja ez a masodlagos szerkezet. Kisérletet tettiink  diexo-(2R,35)-3-
aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav és diexo-(25,3R)-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-
5-én-2-karbonsav monomerekkel az alternalé H10/12 hélix létrehozasara. Azonban az
NMR és ECD mérések valamint az ab inito és molekularis mechanikai szamitasok
igazoltak, hogy az athidalt, nagytérkitoltést és rigid ciklusos oldallicok a molekula
makrociklusos konformacioba térténé 6nrendezédését segitik el6.
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3. Lanchossz-fiiggé masodlagos szerkezetek

31 A kulénb6z6  lanchosszisigd  homokiradlis  #ransz-ACHC  oligomerek
nagyfelbontasu szerkezetét spektroszképidsan meghatarozva és ab initio modellezéssel
vizsgalva kimutattuk, hogy a H14 -> H10 lanchosszfiigeé médon megtorténik. A H10
hélix a tetramerre jellemz6, mig a H14 hélix mar pentamer esetén megjelenik [10].
Ezek az eredmények alitimasztjak, hogy a P-peptid foldamerek nemcsak stabilis
masodlagos szerkezetek, hanem a konformaciés polimorfizmus vonatkozasiban is
biomimetikusnak tekinthet6k még a rigid ciklohexan-vazas oldallancokkal is.
Alatamasztottuk, hogy a H14 hélix kialakulasa a H10 hélixen keresztiili nukledcios
utvonalon megy végbe.

7. abra

3.2 Megmutattuk, hogy a sztérikus oldallanc taszitassal kikényszeritett H12 hélixhez
legalabb kett6 potencidlis ABHC-ABHC iitkoézést kell a szekvenciakba tervezni
heptamereknél. Az igy kialakitott hélixeket ABHC monomerekkel meghosszabbitva
koncentracio- és olddszer-fliiggé masodlagos szerkezeteket figyeltink meg. DMSO-dj-
ban tovabbra is a H12 hélix maradt a dominans konformacié, de 100 uM koncentracié
folott CDsOH-ban kialakult a H18 hélix. A koncentracié-figgé DOSY és ECD
mérések alatdmasztjak, hogy a konformaciés atalakulas a hélixek koézott
kolcsonhatasnak koszonhets. Tovabba NMR mérésekkel igazoltuk, hogy ebben az
asszociacioban a laterdlis szolvoféb  koélesonhatasok mellett a  hélixek  fej-lab
illeszkedésének is szerepe van. Ez a rendszer lehetévé tette a H18 hélix felfedezését, és
ezzel mi irtunk le els6ként i + i+4 H-kotésekkel stabilizalt homokiralis peptid
foldamer hélixet (7. abra), ami a kozlés idején a legnagyobb atméréja ilyen tipusa
struktara volt [11].

4. Foldamerek szupramolekularis alkalmazasa: nanostrukturalt
rendszerek
4.1 Megvizsgalva a Z6 szal nanoméretd struktarajat megallapitottuk, hogy a cisz-
ACPC homooligomerek az 6nasszociacié soran fibrillaris szerkezetet vesznek fol (8.
abra) [12]. A fibrillumok szélessége és hossza jelentGsen flgg a peptidszekvencia
hosszatdl és az id6t6l. Heptamer esetén 1 nap utin 30-50 nm szélességli csavart
fibrillumokat kaptunk, mig oktamer esetében 100-400 nm széles szalagokat figyeltink
meg. A fibrillumok finomszerkezetére alkotott modell szerint a rendszer magjat
red6zott szendvics rétegek alkotjak, amiket hossziranyban hidrogénkotések, lateralisan
pedig hidroféb kétSerdk tartanak 6ssze. A nanostruktirikat a -peptid foldamerek
korében elbszor figyeltik meg és ez Uj utat nyithat az anyagtudomanyi alkalmazasok

iranyaba.

8. abra

4.2 Megallapitottuk, hogy a fibrillum képz6dés az alterndl6 heterokiralis #ransz-ACPC
hexamer 4ltal kialakitott polaris szal esetében is megfigyelhet [5]. A furdszar-szerd 6
nm széles fibrillumok egységesen helikilis csavarodast mutattak 60 nm-es periédussal.
a foldamer szalak a B-redés, fibrillumképzésre hajlamos a-peptidekkel analég médon
viselkednek, és ez is tovabbi alatimasztisait adja a madsodlagos szerkezetlk
geometridjanak. Ezzel ramutattunk, hogy a sztereokémiai kontroll a nano

mérettartomanyban is befolyasolja a morfologiat.



