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Roviditések és jelolések

AS/AT
J
ABHC
ABHEC
ACBC
ACHC
ACHEC
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Aib

Boc
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DIPEA
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DMSO-ds
DOSY
ECD
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H## hélix
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MC

MD

MS
NMR
NOE
NOESY
Oxd
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PVDF
RMSV
ROESY
SA
TEM
TFA
TFFH
TOCSY
VCD

kémiai eltolédas hémérsékleti koefficiense
vicinalis skalaris csatolas
2-amino-6,6-dimetil-biciklo[3.1.1]heptan-3-karbonsav
3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav
2-amino-ciklobutin-karbonsav
2-amino-ciklohexan-karbonsav
2-aminociklohex-3-én-karbonsav
2-amino-ciklopentan-karbonsav
x-amino-izovajsav

terc-butoxikarbonil védécsoport
Cahn-Ingold-Prelog konvencié
diciklohexilkarbodiimid

diklérmetan

N,N-diizopropiletilamin

dinamikus fényszoras

perdeuteralt dimetil-szulfoxid
diffuzié-kontrollalt NMR spektroszkopia
elektronikus cirkularis dikroizmus
9-fluorenilmetiloxicarbonil véd6csoport
gabapentin

H##-tagi H-kotéses gylrikkel stabilizalt hélix
O-(7-azabenzotriazol-1-i)-N,N,N' N'-tetrametilurénium hexafluorfoszfit
hidrogén-kotés

hidroxibenzottiazol

nagyteljesitGképességi folyadékkromatografia
folyadékkromatograf

longitudinalis 6rvényaram lecsengés
metilbenzhidrilamin

Monte Catlo szimulacio

molekularis dinamikai szimulacié
tomegspektrométer

magneses magrezonancia

nuclear Overhauser effektus

nuclear Overhauser effektus spektroszképia
4-metil-5-karboxi-oxazolidin-2-on
polarizalhat6 kontinuum oldészer modell
térerégradiens impulzusok altal kivaltott spin-ekho
peptid-nukleinsav

polivinilidénfluorid polimer

négyzetes tavolsageltérések atlaganak gycke
forgd koordinata rendszerben megvalésitott nuclear Overhauser effektus spektroszkopia
szimulalt hités algoritmus

transzmisszos elektronmikroszkopia
trifluorecetsav

tetrametilfluorformamidinium hexafluorfoszfat
total korrelaciés spektroszkopia

vibracios cirkularis dikroizmus
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1 Bevezetés

A foldamer fogalom a biomolekulak szerkezeti tulajdonsagainak altalanositasat foglalja
magaba. Azokat a mesterséges lancmolekulakat nevezziik foldamereknek, amelyek képesek
programozhat6 6nrendezédésre, és ezaltal szabalyos, jol definidlt térszerkezetek 1étrehozasara.
Az irantuk val6 érdekl6dést a biomimetikus megkozelités kihivasa valtotta ki, az a kérdés,
hogy vajon lehetséges-e utanozni a biomolekulak sajatos szerkezeti tulajdonsagait szintetikus
szekvenciakkal. A valasz hamarosan meg is érkezett, ugyanis, szabalyos szerkezeteket és
onrendez6dé viselkedést figyeltek meg mesterséges épitéelemekbdl eléallitott oligomereknél.
Ezek a korabban nem létez6 szekvenciak ugyanazoknak a szabalyoknak engedelmeskedve
képesek Onrendez6désre, mint a proteinek vagy a nukleinsavak. Alapvetd fizikai-kémiai
szempontb6l a monomerek sztérikus tulajdonsagai, a szolvoféb hatdsok valamint az
elektrosztatikus  kolcsonhatasok és a H-kotések illeszkedése nagyon hasonlé moédon
formazzak a téralkatot. Ez nem jelenti azt azonban, hogy az 6nrendezédés hajtoereje és tutja
pontosan ugyanolyan beallitasokat nyer. A killonb6z6 kolcsonhatasok aranya szabalyozhato
az ¢épitéelemek jellemzéivel, és ezzel a kémiai diverzitas kiteljesedhet, valamint a

biomolekulaknal megszokott komplexitas megjelenhet (1. abra).

Mesterséges

g | .® dnrendez6dé
= (@)]
; © rendszerek
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Kémia

Diverzitas

1. abra. Foldamerek mint mesterséges
onrendez6dé rendszerek a kémiai biolégiaban.

A diverzitast tekintve a természetes a-aminosavakbol felépulé peptidek/proteinek
legkozelebbi rokonai a B-peptidek, amelyekben egy potlolagos metilén csoport helyezkedik el
a gerinc peptidkotései kézott (2. abra). Ebben az esetben a H-kotési lehetéségek és annak
alapvetd jellemz6i megmaradnak, a szolvoféb kolesonhatasok ugyanigy rendelkezésre allnak,
mig a gerinc szénatomjainak sztereokémiaja 1j lehetéségeket biztosit a térszerkezet

befolyasolasara. A kémiai térben joval tavolabb, mégis a foldamerek kozott taldljuk az
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oligoarilén-tipusu lancmolekulakat, amelyekb6l a H-kétésre képes funkcids csoportok és a
sztereocentrumok is teljességgel hianyoznak. Ezeknél csak a szolvofob kolesonhatasok és a
monomerek alakja befolyasolja az 6nrendezédést.

A kémiai sokféleségi skala bejarasa mellett egyarant fontos a foldamerekben rejlé
térszerkezeti komplexitas felderitése és kiaknazasa. Bz vezet valéjaban a biologiai
molekulakhoz hasonl6 szerkezeti viselkedéshez és funkcidkhoz. Legf6bb célunk az volt, hogy
bévitsiik ismereteinket a foldamerek feltekeredésének szabalyairdl és a tervezési alapelvekrdl.
Az elmult évtizedben szamos egyértelmd bizonyiték latott napvilagot arra vonatkozoéan, hogy
a biomolekuldk mellett a foldamereknek is lehet hierarchikus, 6nrendez6d6 és programozhatéd
felépitésiik. Masokkal egyiitt sajat munkank is hozajarult ahhoz, hogy lehetévé valt a
foldamerek térszerkezeti elemeinek racionalis, esetenként de movo tervezése. Az egyik
legfontosabb hajtéerd a foldamerek vizsgalatahoz az, hogy a biomimetikus viselkedésiik miatt
lehetévé valik kolesonhatasuk mas biomakromolekulakkal. Ugyanakkor az él6 rendszerek
szamara ,,ismeretlen” kémiai Gsszetételik megdvja Gket a mar jol ismert peptid és protein
terapeutikumokra leselkedd karos behatisoktél. Igy ezek az Onszervezédé lancmolekuldk
protein mimetikumként a hatéanyagok egy 4j osztalyat képezhetik a j6vében. Ezért a mi
érdeklédéstink is ebbe az iranyba fordult a kézelmultban.

E dolgozat célja, hogy bemutassa a foldamerek kémiajanak és kémiai bioldgiajanak
teriiletén végzett kutatasainkat. Az eredmények négy f6bb téma koré csoportosithatok: (i)
foldamerek szerkezetének sztereokémiai szabalyzasa, (i) oldallincok alakjanak és
térkitoltésének hatasa a masodlagos szerkezetre, (iii) lanchossz-fuggési vizsgalatok ¢és
konformacios polimorfia valamint (iv) foldamer épitéelemekbdl konstrualt nanostrukturalt
rendszerek. A dolgozat kiilsé hivatkozasai fels6 indexben talalhatok. A sajat munkainkra

kapcsos zaréjelben megadott szammal utalunk.
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2 Irodalmi attekintés

2.1 Foldamerek attekintése és csoportositasa

A biolégiai muikédésért  felelés makromolekuldk meglehet6sen  korlatozott szamu
épitéelembdl éptlnek fel, és az evolucids id6skalan fejlédtek komplex, o6nrendez6dd
struktarakkd. Ma mar ismert, hogy ezek az Onrendez6dési folyamatok milyen elveket
kévetnek.>? Azonban az 6nrendez6dé komplex szerkezetek racionalis tervezését nem kell az
a-aminosavak polimerjeinek korére kotlatoznunk, valéjaban ezek az elvek/szabéalyok
altalanosithaték minden olyan lancmolekulara, amely hajlamos 6nrendez6déen feltekeredni.
Ezzel a 1épéssel jutunk el a foldamerek fogalmihoz. A foldamer-kémia napjainkban 1ép
feln6tt korba, mint a kémia egy 6nallé aga. Felfedezésiik és a létezésiik deklaralasa*” 6ta mas
teriileteken is megjelentek mint eszk6z6k (pl. kémiai bioldgia) vagy mint az alapkutatas targyai
(pl. nanostrukturalt rendszerek). Ha a foldamereket egy igen tag definicié szerint mesterséges
feltekeredett molekula-szerkezeteknek (,,artificial folded molecular architectures”)® tekintjik, akkor
rendkivil sokféle lancmolekula tipust kell besorolnunk. Példaul mar a foldamer fogalom
megjelenése el6tt ismeretesek voltak az 6nrendezédésre képes PNS lancok? vagy peptoidok.!?
A meglehetésen diverz strukturakat kétféle csoportositas szerint targyalhatjuk (2. abra). Az
egyik a gerincben talalhat6 atomok topoldgiaja alapjan alifas és aromas foldamerek szerint
osztalyoz.!! A masik felosztas a kiindulépontot jelent6 természetes proteinekhez vald
hasonlésagot veszi alapul, és igy kulonboztet meg biotikus (pl. a-peptid homolégok) és
abiotikus foldamereket (pl. oligourea ¢és aromas oligoamidok).!? Tekintettel a kémiai

szempontbol konzekvensebb megkozelitésre, mi az el6bbi mddszert kévetjiik.

R R [+] R R o] O o} o

H H
R e R ol B aas ,gﬂ\gw %M\QAH’”'E*
o] o
o-peptid B-peptid v-peptid O-peptid arilamid oligohidrazid
.;_N/\[ria ; E § . j\/“ . f H 04 OMe
Y WY SN WYY fﬁhmj
peptoid azapeptid oligourea o, B-peptid el a s

oligo-fenilén-etilén
2. abra. Reprezentativ épitéelemek a foldamerekben.
Tovabbi felosztast lehet még tenni annak alapjan, hogy a foldamer lancok a gerincben

azonos konstitacidju vagy sztereokémiaju épitéelemeket tartalmaznak-e. Eszerint beszélink

homogén és heterogén foldamerekrdl. Igy az altalunk vizsgalt rendszerek (B8-peptidek, o,B-
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peptidek és B,aza-peptidek) egyértelmtien az alifas foldamerek kézé sorolhatok, és ezen beliil

homogén és heterogén szekvenciakat is tanulmanyoztunk.

2.2 Homogén alifas foldamerek

Az alifas foldamerek formailag az o-peptid lancokbdl szarmaztathaték a gerinc
homologizalasaval és/vagy a peptidkotés, mint H-hid pillér moédositisaval. Ez a
megfogalmazas nem utal azokra a konkrét szintézisutakra, ahogy az épitéelemeket el6allitjak,
ezeket a dolgozat nem targyalja. Ebben a fejezetben a - és a y-peptideket tekintem at,
valamint Gsszefoglalom az azapeptidek és oligourea-tipusi foldamerek irodalmi hatterét
kilonos tekintettel azokra vonatkozasokra, melyek a sajat eredményeinkhez szorosan
kapcsolodnak. A tomorség miatt nem térek ki néhany érdekes, am exotikus alifas foldamer
tipusra sem (aminoxi-karbonsav-alapt,!31° heterociklusos alapvazakra épil620-26 és szteroid-
vazas foldamerek?"), viszont ezeket egy kozelmultban megjelent kozleményben

Osszefoglaltuk [2].

2.2.1 p-Peptidek

A B-aminosavak nem a kutatélaboratériumokban fordultak el6 el6szor. A Fold
torténetének korai idészakaban a feltételek adottak voltak a B-aminosavak képz6déséhez,’!
jelenlétik valdszintsithetd tstokosokben és aszteroidakban is,32 s6t biologiai eredetd B-
aminosavak is léteznek.?® Szamos gazdasiagos szintetikus moédszer all rendelkezésre a (-
aminosavak eléallitasara, ami a B-peptideket talan a leginkabb tanulmanyozott foldamerekké

tette.

b0 v

e (S)‘ﬁG N N
(0]
CY et OH

R2
S (S,9)-23 0
. HJ\A)LH o %

O R O
L ACHC
H Iig H

3. abra. A B-peptidek lehetséges szubsztiticios mintazatai, a konformacios tertiket leird torziok
és a leggyakrabban alkalmazott ciklusos oldallancok.
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Konformaciés szempontbdl a gerincben elhelyezked6 két szénatom valtozatossa teszi a
monomereket. Az a-aminosavakhoz képest kib6vilé szubsztiticiés mintazatok teljesen Uj
eszkozoket adnak a kezitinkbe a konformacid szabalyozasara (3. abra). A B-aminosavakban a
monoszubsztitualt szarmazékok mellett lehetévé valik a diszubsztitualt épitéelemek
hasznalata, és ezen belil ktlonos jelentéséggel birnak a ciklusos B-aminosavak.** A lehetséges
sztereokémiai kombinaciok jelentésége és hatasa igen nagy. A szubsztituensek térbelisége
altalaban lényeges paraméter az irodalmi eredmények bemutatasanal is, de ennek vizsgalata
fontos célkittizéstink volt, igy ezt az eredmények fejezetben targyalom részletesebben.

A B-peptidek esetén az a-aminosavakhoz viszonyitva megné a konformacios tér a harom
torziés sz6g miatt, amelyeket a Balaram-konvencié szerint jelolink.3> A latszolag
megnovekedett konformacios tér azt a kovetkeztetést vonhatna maga utan, hogy entropikus
okok miatt ezek a lancok csokkent képességet mutatnak az Onrendezédésre. Azonban
Seebach®?%:37 és Gellman®? e teriileten végzett utt6ré munkai ravilagitottak, hogy a §-
peptidek ezt a hipotézist cafoljak, azaz er6s hajlamuk van a rendezett, periodikus szerkezetek
kialakitasara. Ezt a paradox viselkedést azutan blokkolt monomereken és rovid oligomereken
végzett ab inmitio kvantumkémiai szamitasok megmagyaraztak. 4> A B-peptidek azon
tulajdonsaga, hogy képesek helikalis geometriak felvételére mar monomer szinten kodolt és a
lokalis konformacios preferenciak hatékonyan ellensulyozzak a megnévekedett konformacios
tér miatt bekovetkez6 entropiaveszteséget még a nem ciklusos oldallancd B-aminosavak
esetén is.

Szamos masodlagos szerkezeti tipust tartunk nyilvan a B-peptidek koérében, valdjaban
tobbet, mint amennyit a peptidek/proteinek esetén (4. abra). A masodlagos szerkezetek
nevezéktanara a Gellman és DeGrado altal javasolt rendszert hasznaljuk,* mely a masodlagos
szerkezetet stabilizal6 H-kGtéses pszeudogytrik tagszamaval adja meg a hélixek geometriajat.
Az als6 indexben feltintett betik a hélixek helicitasanak iranyat jelzik (P: jobb menetes, M:
balmenetes). Ezt a rendszert redés geometridk esetén ki kell egésziteniink Beke és Perczel
altal javasolt jelolésekkel.* Emellett szalak esetén hozzatessziik a polaris/nem-polatis jelzGt a
peptidkotések egyontetl vagy alternald iranyitottsagatol fligeden.

Az els6 nagyfelbontasu szerkezetet a H14 hélixrol k6zolték és a struktarat homokiralis 33-
aminosavakkal3¢ valamint #ansz- ACHC monomerekkel®® sikeriilt stabilizalni. A H14 hélix egy
menete hirom B-aminosavegységet foglal magiba, az NH > O=C H-kotések irdnya
parhuzamos a peptid szekvencia irdnydval (N = C). Ugyanilyen az irdnyitottsiga a H10-
hélixnek* is, de ebben a nyudjtottabb geometriaban a H-kotések két aminosavanként alakulnak
ki. A H12 hélixben®® a H-kotések orienticidja antiparallel, ami azonos a természetes o-
hélixben tapasztalttal, de ennek a hélixnek az atméréje kisebb, mint az o-hélixé. Ezt a
szerkezetet fransz-orientaltsagd Gttagd gytrds oldallancok (pl. #ansz-ACPC) stabilizaljak. U
szerkezeti motivumnak tekinthet a kis atmér6jd H10/12 hélix,#-50 amelyben a peptidk6tések

orienticidja alterndld, ugyanis az elsé ilyen szetkezeteket alternalé (2/@3-aminosavakkal
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épitették ki. Ehhez hasonlé kevert hélixet a természetesen el6fordulé gramicidin alkot (-

helix),>! de ott egy peridédusban 6 aminosav van.

HS, H10, H12, H14, H10/12, 6 E

O =-69 6=76 6 =98 =132 ¢ =88, -99 0=94 6 =180
6=120 0 =49 0 =90 0 =-62 0=72,57 0 =28 6 =180
v = -64 v =69 v =97 v =141 v =-97, 86 v = -141 v =180

4. abra. 3-peptidek ismertebb masodlagos szerkezetei oldallancok nélkiil abrazolva. Az altalunk
feltedezett nagyatmérdja hélixeket az Eredmények és diszkusszio fejezetben abrazoltam. A
szerkezetek felett a H-kotéses pszeudogytrik tagszama a hélixek tipusat jeloli. Az alsé indexben
feltintett betk a hélixek helicitasanak iranyat jelzik (P: jobbmenetes, M: balmenetes). A Balaram-
téle szogek a szerkezetekre jellemzé tipikus torzidkat adjak meg.

Ahogy fent is emlitettiik, a ciklusos oldallancu 3-aminosavak jelentSs szerepet jatszanak a
szerkezetépitésben. Az utébbi id6szakban, az ottaga és hattag oldallancok utan a koncepciot
kiterjesztették a feszitettebb gylrds oldallancokra is. A 2-amino-ciklobutan karbonsav
(ACBC) is megjelent a B-peptid foldamer arénaban, és az tobbféle masodlagos szerkezeti
motivumot is mutatott. A #ransz-ACBC egységekbdl épitett oligomerek megfelelé lanchossz
esetén H12 hélixeket képeztek.’? A hélixek geometridjat nemcsak a ciklusos oldallanc
gylritagszama, hanem az oldallanc térkitSltése és sztereoelektronikus —sajatsagai is

befolyasolhatjak.

T
0
H C\{
RN  CtN  CTR
Hd |
o
!
L _In=3 H12
CD,0H:CDC, H8
10:90 DMSO-q,

5. abra. Ciklusos oldallanca B-peptid foldamerek oldészerfiiggé feltekeredése.
9



dc_335 11

Nukleozid-szarmazék B-aminosavakbol épitett szekvenciaknal figyelheté meg, hogy
azonos szekvenciak oldoszertdl fiiggéen képeznek szerkezetet (5. abra): ds-DMSO-ban és ds-
piridinben H8 hélix,>> mig CD;OH:CDCl; 10:90 elegyben pedig H12 hélix.>* A ciklusos
oldallancok alakjaval és térkitoltésével torténd szerkezeti szabalyozas koncepcidjahoz adott

hozzajarulasunkat az eredményeknél részletezem.

NH,
o \/ H
§es ad o
O 2
N /¥O 0] N —0
ph\ O--- HN NH---O o--- HN/_
an e O . NH Ph\....
Ill-\
HN  SPh 0 o
/Eo--- HN NH--- O HN SPh 0
\ o NH )':O--- HN
a G A\
e c
NH2 O
OH
b

6. abra. 3-peptid redé minimal modellek.

A red6s szerkezeti tipusok esetén minimal modellekben (szal-kanyar-szal) mutattak meg
ezek kialakulasi lehet6ségét. Ezekben a vizsgalatokban a kulcstényezé a kanyar motivum
kialakitasa, mivel a rovid B-peptid szalak konformacidja flexibilis; hosszabb lancoknal
szamolni kellett volna a hélixképzédéssel. Az egyik stratégia a redés modell nuklealasara a
lanc kozepébe helyezett konformaciosan rigid monomerek hasznalata. A 10-taga H-kotéses
gyurat adé L-prolil-glikolsav szegmens segitségével stabilizaltak antiparallel B-peptid red6t (6a.
abra). A H10/12 hélixbdl ismert 32/B> dipeptid szegmens kanyar-formalé képességét is
kihasznaltak antiparallel polaris red6 modell kialakitasara tugy, hogy (5)-82-($)-B* dipeptid
szegmenst épitettek egy rovid (R,5)-g>*-aminovakbdl allé lanc kozepébe (6b. abra).>>%
Dinipekotinsav szegmenst szintén alkalmaztak erre a célra, itt a kanyar motivum 12-taga (Gc.
abra).> Ezen a terlleten elért eredményeinkre épitve szamos ws3z-ACBC homooligomert
szintetizaltak és kimutattak, hogy ezek szal-szerl szerkezetet adnak, amik szupramolekularis
kolcsonhatasokkal nanoméretd redés fibrillumokat képeznek.5% Onmagukban szalas
szerkezetet alkotd és Onasszociacioéra képes B-peptidek elballitasa egyik fontos célkitizésiink

volt.

2.2.2 vy-Peptidek
A y-peptidek homooligomerei eddig kevesebb figyelmet kaptak, de az ismert, hogy az
onrendez6dés terén a B-peptidekhez hasonlé mértékd valtozatossagot mutatnak.®® A

foldamerekhez kapcsolédd kutatasoknak mar az elején kimutattak, hogy y*-szubsztitucio
esetén y-H14 hélix alakult ki.6! Erdekes, hogy késébb y-H9 hélixet talaltak alternalé lincoknal,
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melyeket y*-cukoroldallancot tartalmaz6 aminosavakbdl és y-aminovajsavbol szintetizaltak (7.
abra).®2 A funkcionalizalt y-amino-L-prolin y>*-ciklusos oldallancai szal-szert struktirahoz
vezettek, amit 9-tagi H-kotéses gyurdk stabilizaltak.3 Az elméleti szamitasok is

alatamasztottak a y-H14 and y-H9 hélixek alapvetd stabilitasat.o

H
BoctN OCH3
n=2,3

Iz

7. 4bra Az y'-aminosavakbol és GABA épitéelemekbdl szintetizalt alternalé lincok y-H9 hélixe.
A védbesoportot elhagytuk és az oldallancokat Me-csoporttal helyettesitettiik az atlathatésag
kedvéért.

Gabapentin oligomerek a y*3-geminalisan diszubsztitualt gerinciikkel H9 hélixet és szalag-
szert geometriat hoztak 1étre kristalyban.®> A fransz-y>*-ciklopropan oldallancokkal el6allitott
szekvenciak redds szerkezetet hoztak létre, amit bifurkalt H-kotések stabilizaltak.®® Fontos
volt ezeknék az anyagoknal, hogy a red6ket egy nem peptid tipusu hajtikanyarral tartottak
egyben,®” ¢és a szalak kozott irregularis (C-H---O=C) H-kotések is hozzajarultak a
stabilitashoz. Ugyanakkor homokiralis #ransz-y>3-dioxolan szekvenciak 7-tagi H-kotéses
gyurikkel kialakul6 szal struktarat adtak. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy csakuagy,
mint a B-peptideknél a gylrls oldallancok mérete jelentGsen képes befolyasolni a masodlagos

szerkezetet.

2.2.3 Azapeptidek és oligouredk

Az azapeptid motivum formailag a B-peptid szerkezetbdl ugy szarmaztathato, hogy a 33-
szenet nitrogénre cseréljiik. Ennek jelentés hatdsa van a gerinc H-kétési tulajdonsagaira. Az
azapeptid homooligomerek jellemz&en olyan szerkezeteket vesznek fel, amiket az un.
hidrazino-kanyar stabilizal, amelyben a legfontosabb szerkezeti elem a bifurkalt H-kotés (8.
abra).%%69 Azapeptid lancok makrociklusai szintén j6l definialt, H-kotéses szerkezetet vesznek
fel, ahol a nitrogének inverzidja gatolt.”® Az azapeptid motivum erés H-kotéseinek
kihasznalasa hélixek protikus oldészerben vald stabilizalasara egy lényeges aspektusa volt

munkanknak.

11
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azapeptid hidrazino-kanyar

8. abra. Az azapeptid gerinc szerkezete és a bifurkalt H-kotéssel 1étrejové hidrazino-kanyar.

Az oligoureak esetében a legkozelebbi rokont a y-peptid sorozatban talaljuk meg. Ha ott
kicseréljik a y3-szenet nitrogénre, akkor jutunk el az irodalomban tanulmanyozott oligourea
szekvenciakhoz. A karbamid funkcios csoport mar 6nmagaban is az egyik legerésebb H-kotés
pillér és ezt tovabb fokozza a bifurkalt H-kotés lehet6sége és a rigid szerkezet. Nemrégiben
kimutattak, hogy az oligourea szekvenciak H14 hélixet alakitanak ki, ami nagyon hasonlit a y-
H14 hélixre (9. abra).’1-73 A Rontgen-szerkezet vizsgalata alapjan megallapitottak a bifurkalt
H-kotések jelenlétét a gerincben.’* Ezeknek az igen stabilis szerkezeteknek tovabbi

alkalmazasara is kisérletet tettek.”>

0
H H
N
N~ OINT
i H |[H
Br n=8

9. abra. A bifurkalt H-kotésekkel stabilizalt oligourea H14 hélix a Réntgen-szerkezet alapjan.”™

2.3 Heterogén alifas foldamerek

A foldamerek diverzitasa nemcsak a homooligomerek szintjén képzelhetd el. A kiilonféle
épitéelemek kombinalhatok egyetlen szekvenciaban is, ilyenek pl. a a,B-peptidek vagy a 8,y-
peptidek, amelyeket itt targyalunk. Ezek a kevert oligomerek is képesek a programozott
onrendez6désre és konnyen belathaté, hogy a lehetséges kombinaciok szama csillagaszati.
Természetesen a képzeletnek hatart szabnak a kémiai szintézis korlatai mind a monomerek
gazdasagos el6allithatosagat, mind pedig a kilénb6zé tipusu épitéelemek kapcsolasi
technikait tekintve. Jelen dolgozatban nem térek ki az aromas és alifais monomerek
kilénb6z6 kombinacidjara,’® az o,aminoxikarbonsav foldamerekre’ 78 és az egyel6re talan

kevésbé altalanosithaté jelenségeket mutatd révid Byo,y- és B,o,d-peptidekre.” A hivatkozas
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ezekre az Osszetett szekvencidkra esetenként bonyolultta valhat, emiatt a kévetkezd
jelolésmodot kovetjiik. A vesszével elvalasztott listak altalanosan a megadott épitéelemeket
tartalmazé szekvenciakat jelolik, pl o,B: «- és P-aminosav tartalmu lancok, figgetlenil a
konkrét szekvenciatol, mig a vessz6 nélkiili listak a konkrét ismétl6dé motivumot adjak meg,

pl. «BB: a lancban az a-aminosavmaradék utan két B-aminosavmaradék kovetkezik.

2.3.1 af-Peptid foldamerek

Minthogy az a-aminosavak konnyen hozzaférhetéek, beépitésiik a peptid foldamerekbe
kézenfekvd lehetéséget nyujt a szerkezeti és oldallanc diverzitas névelésére anélkil, hogy
elrontanank a szekvencia hidrolazoknak val6 ellenalld képességét. El6szor off ismétl6ds
egységeket tartalmazo lancokat vizsgaltak. Kimutattak, hogy a merev ciklusos oldallancok (pl.
ciklopropan és ciklopentan) nagyban el6segitik az 6nrendez6dést ofB-peptidekben.8081 Az
(8,5)-ACPC egységek L-a-aminosavval torténé kombinacidja hélixek kialakulasahoz vezetett,
de ezek kevésbé bizonyultak rigidnek, mint az idevagé homo-B-peptid szekvenciak.
Hexamerek, oktamerek egészen pentadekamerig kevert tavolhaté NOE-kat mutattak NMR-
ben, amik a H11 és a H14/15 hélixek egyidejd megjelenésére utaltak oldatfazisban (10.

abra).81.82

10. abra. Az af-peptid foldamerek altal létrehozott H11 hélix (narancssarga) és H14/15 hélix
(261d) Réntgen szerkezetei. *

Az af-motivumra végzett ab inito kvantummechanikai szamitasok jol alatamasztottak a
hajlamukat H11 és H14/15 hélixek formalasira.3+%7 Erdekes, hogy az erSsen szerkezet-
indukal6 (§,5)-ACHC monomerek nem vezettek hélixképz&déshez ugyanilyen kérilmények

koézott az  of mintazatban. A kilonféle oldalanctopolégiakat  vizsgalva a  §-
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aminosavmaradékokban kimutattak, hogy az ACPC egységeket nyiltlanca B*-aminosavakra
cserélve a hélix-képzé hajlanddsag csokkent, de bizonyos mértékben ezt a helyettesitést
toleraltak a szekvenciak.®® Az o«-aminosavak vonatkozasaban az oldallanc [-elagazasa
szerkezetrombolé hatasu volt, ugyanakkor az o,a-diszubsztiticié (pl. Aib) a hélixképzédést
segitette. A lanchosszal a H14/15 hélix valt kedvez8bbé a nyujtottabb H11-hélix rovasara a
vizsgalt tetramer-dekamer tartomanyon.®3 Egy ettél flggetlen tanulminyban a H14/15
hélixhez hasonld szerkezetet kaptak a (B*-Aib);-3° mintdzatra, de a gerinc hianyz6 H-
kotéseket mutatott a feltehetSen inherens flexibilitas miatt.?” Az a-aminosavakat kombinaltak
¢isz-B-furanoid cukoraminosavakkal is és az alternalé szekvenciak szintén H11 és H14/15
hélixeket eredményeztek.’ Az o-aminosavmaradékok [-elagazasanak hélix-gatldé hatasat
kihaszndlva af3-szekvencidkat allitottak elS, amelyek levegd/viz hatarfelileten redds szerkezet

képeztek.’!

2.3.2 aapf, Paa, afsp és faff motivumok

Egy aperiodikus undekapeptid (Boc-Val-Ala-Phe-Aib-3hVal-33hPhe-Aib-Val-Ala-Phe-
Aib-OMe) alkalmat adott arra, hogy egy szekvencian belil megfigyeljék a szerkezetformald
sajatsagokat a kiillonb6z6 motivumok kornyezetében.”? A globalis tekeredés helikalis volt 13-
tagi H-kotéses gylrtvel a terminalis részeken, 15-tagu gytrikkel az afB, valamint 14-taga
gyurikkel az aaf és PBoaa motivumoknal. Mas aperiodikus o,3-szekvenciaknal jellemz&en
kanyar-tipusi  masodlagos  szerkezeteket  regisztraltak.8939%  Fontos és  érdekes
kovetkeztetéseket vontak le olyan kiméra foldamerek vizsgalatabol, ahol a C-terminalison §3-
H14 hélixet konstrualtak (hexamertél dekamerig), az N-terminalison pedig egy «-D-
heptapeptid szegmens volt. Azt talaltak, hogy a relative rigid foldamer hélixnek nem volt

strukturalé hatasa a flexibilis a-peptid szakaszra.”

a) b)

el

11. abra. Az af3f (a) és az aaf (b) mintizatokra kapott Réntgen szerkezetek.”

Az aof és az aff mintazatok hélix-indukalé hatasat homokiralis periodikus lancokban is

vizsgaltak.”” Oldatfazisban a révid oligomerek hexamerig kevert i — i+3 és 1 — i+4 eredetd
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NOE jeleket adtak, ugyanakkor a Rontgen szerkezet a nydjtottabb i — i+3 kdlesonhatasokkal
stabilizalt hélixeket mutatta ki (11. abra).? Habar ezekben az esetekben is megnévekedett
flexibilitast eredményezett az a-aminosavak bevezetése a tiszta 3-peptidekhez képest, de az
oldallinc-kémia varidlisahoz kival6 lehetéséget nydjtanak. Eppen ezért célkitizésiink volt
olyan foldamer hélixeket tervezni, amelyek ugy épitik be az o-aminosavakat, hogy a

szerkezetalakit6 hajlam ezzel nem csékken.

2.3.3 a,y-peptidek

A tiszta -, y- és az a,B-peptidekkel tapasztalt sikerek altal hajtva illetve az elméleti
szamitasok joslasainak®® hatasara y-aminosavakkal kombinaltak a-peptid lancokat és
megvizsgaltak az Onrendezédési hajlamukat. Az alapvet6 konformacids épitGelemeket
gabapentin (Gpn) beépitésével igyekeztek felderiteni,” mely esetben a foldamerekre jellemzé
intramolekularis H-kotések  megjelentek. A konkrét szekvenciatél és a C-terminalis
védoesoporttdl figeden megfigyeltek Gpn kézponta 7-tagu H-kotéses gytrtket és 1 — i+2
kélesonhatasbol szarmazoé 9-tagtiakat is. Egy masik konkrét lancban (Boc-Leu-Gpn-Leu-Aib-
OMe) egy kevert 10- és 12-tagu gylrtrendszer jelent meg az ayx motivumra.!® Csakagy, mint
az o,B-szekvenciaknal, a konformaciés polimorfizmus az a,y-lancoknal is fontos szerepet
jatszik.10 A Boc-Aib-Gpn-Aib-Gpn-NHMe  tetramer harom kilonb6z6  kristalyos
modosulatot mutatott a Rontgen vizsgalatoknal. Az egyikben két egymast kovets 12-taga
gyurit talaltak az N-terminalisndl és egy addig ismeretlen 17-tagi H-kotéssel stabilizalt yory
kanyart a C-termindlisnal. A masik két modosulat szeparalt 9-tagu és 7-taga H-kotéses
gylrtket alakitott ki. A gerinchez kondenzalt ciklusos oldallancok ezekben a szekvencidkban
is nagy szerepet jatszanak. Olyan y-aminosavat épitettek ay-mintazatba D-a-aminosavakkal,
amelyekben cisz-(R,K)-y>*-ciklohexil és egy valtozé (R)-y?-oldallanc épilt a gerinchez.!? A

tetramerek és a hexamerek is ay-H12 hélixeket alkottak.

2.3.4 p,y-peptidek

Kilon érdekl6dés mutatkozik a By-motivum irant, mert ez a dipeptid szakasz ugyanannyi
atomot tartalmaz az N- és C-terminalisok ko6zott, mint egy o-tripeptid. Sztereokémiailag
homogén (3- and y*-szubsztituensekkel (D-xil6z C-kapcsolt karbo-3- and y-aminosavai) By-
peptideket allitottak el6.1 Az oldatfazisa szerkezetmeghatarozast egyetlen i - i+2 NOE
kolesonhatasra alapoztak mind a tetramer, mind a hexamer esetén ami, H11/13 hélix
jelenlétére utalt. Valoszind, hogy a szerkezeti hipotézis tovabbi finomitast igényelne tekintve,
hogy mas szerkezeti paraméterck is igen nagy flexibilitasra utaltak. Ujabb By-szekvencidkat is
eléallitottak, melyeknél y>*-ciklohexil oldallancokkal (2-(2-aminociklohexil)butansav) tették
merevebbé a gerincet és ezeket #ransz-ACPC-vel kombinaltak illeszkedé  abszolut
konfiguraciéval.!™ Az igy jelent6sen megkotott gerine a By-H13 hélixet adta eredménytl (12.
abra).
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12. abra. A By-H13 hélix oldal- (a) és feltlnézetben (b).

2.4 Sztereokémiai kontroll

A biomolekulak felépitésében néhany kivételtdl eltekintve csak egyetlen enantiomer vesz
részt, ugyanis fehérjéket csak L-a-aminosavak alkotjak. Bzt a jelenséget hivjuk biologiai
homokiralitasnak.!%> Mivel a titkorképi parok valamennyi akiralis kézegben vizsgalt fizikai és
kémiai tulajdonsaga megegyezik, a biol6gai homokiralitas nem magatol értet6d6 jelenség. Mar
Louis Pasteur megfogalmazta, hogy az enantiomerek feldusuldsa az élet jelenlétérdl
tandaskodik. Nagyon valdszint, hogy a homokiralitas és az élet eredetét k6zos ponton kell
keresnunk, és bar tobb hipotézist talalhatunk erre vonatkozéan az irodalomban,!06.107
konszenzusra vezet6 elmélet jelenleg sincs. A szerkezeti vonatkozasokat tekintve tudjuk, hogy
az onrendezédésnek nem elbfeltétele a homokiralitas. Az antibiotikus hatassal rendelkez6
gramicidinnek alternal6 D- és L-a-aminosav szekvenciaja van, és igy alakitja ki a nagy atméréja
B-hélixet a membran apolaris kozegében.5! Szintetikusan eléallitott szekvenciak segitségével
felismerték, hogy a sztereokémia j6 eszkozt ad a keziinkbe az a-peptid lancok geometriajanak
szabalyozasara, beleértve a B-kanyarok kialakitasat, hélixmotivum lezarasat és az alternalé DL-
mintazat alkalmazasat.19® Tovabba az a-peptid lancok kompakt feltekeredését is befolyasolni
tudtak racionalisan tervezett sztereokémiai mintazat segitségével.l®-112 A B-peptidek
vonatkozasaban mar a korai megfigyelések is arra utaltak, hogy a gerinc térkémidja szoros
kapcsolatban all a szerkezetformalé hajlammal.®® A sztereokémiai szabalyzas altalanos

torvényszeriségeinek felderitése és alkalmazasa munkank fontos célkittizése volt.
2.5 Foldamerek tercier/kvaterner szerkezete és nanostrukturalt rendszerek

2.5.1 Hélixkotegek egységenként térténd tervezésével

Magasabbrend( foldamer struktarak létrehozasa jelenleg is nagy kihivas, sikereket csak az
elmult néhany évben értek el. Korai megfigyelések sajat munkainkkal egytit azt mutattak, hogy
az amfifil foldamer hélixek szolvoféb kolesonhatasok altal hajtva 6nasszocialédnak.!!3
Harmadlagos szerkezeti modell 1étrehozasara iranyuld kisérletben ketté amfifil B-H14 hélixet
kotottek Ossze diszulfid hiddal és kooperativ feltekeredésre utald jeleket talaltak hémérséklet-
tige6 ECD segitségével.''* Nukleobazisok kozotti felismerést!!> és iranyitott kristaly-
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névesztési technikakat!!® is bevetettek magasabbrendd szerkezetek létrehozasara B-peptid
hélixekbdl.

A

C

13. abra. 3-H14 hélixekbél felépiils oktamer hélix-koteg.'"

Az Onasszociaciora iranyuld 6 hajtéerét az apolaros oldallancok kozotti hidrofob
kolesonhatasok adjak, amely elvet mar jol ismerhetiink a protein-tervezés sarokkoveként.
Azonban a specifikus asszociaciot, ami a jol definialt tercier és kvaterner szerkezetek
jellemzbje, tovabbi elektrosztatikus kolcsonhatasokkal iranyithatjuk. Ezt a megkozelitést
kovették, amikor egy dodekamer 3-H14 hélix elsé és tizedik aminosav egységét savas illetve
bazikus oldallancokkal épitették be gy, hogy azok egy hidroféb felszin peremén
helyezkedjenek el.''® A hidroféb felszint négy hj3*-leucin és ketté hf3*-fenilalanin alakitotta ki.
A hémérséklet- és koncentracié-fuged ECD mérések igazoltak a savas és a bazisos
oldallancokkal kilalakitott hélixek kozotti preferencialis kotédést. Tovabba a masodlagos
szerkezetek hélix-tartalma jelentésen megndvekedett a tiszta savas és bazisos hélixekhez
képest. Igy a heterodimer kooperativ olvadasi jelenséget mutatott.

Ezt a tervezési elvet kiterjesztették 6nmagaval komplementer ikerionos szerkezetekre,
hogy az Onasszociaciét is megvalositsak. Eredménytl specifikus asszociaciot kaptak egy
oktamer hélixkoteg formajaban, és a foldamerek korében elsé vizoldékony kvaterner
szerkezetet analitikai ultracentrifuga és Rontgen vizsgalattal igazoltak (13. abra).!'7 A
kiindulasi hélixek médositasaval a hélixkoteg stabilitasat tovabb novelték, 19120 és azt talaltak,
hogy a termodinamikai paraméterek tekintetében a rendszer a természetes proteinekhez

nagyon hasonléan viselkedik.!?!
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14. abra. A GCN4-pLI peptid alapjan létrehozott tetramer hélixkdteg o;Ba,3 mintizattal.'”

2.5.2 Hélixkotegek ismert proteinekbdl kiindulva

Ennél a tervezési megkozelitésnél egy mar jol jellemzett o-peptidet hasznaltak
kiindulépontként, aminek a masodlagos és kvaterner szerkezetét ismerik: GCN4-p1l, ami egy
33 aminosavas szegmense a GCN4 proteinnek.!?> Ez egy leucin zipzar és dimer, parallel
hélixkoteg (coiled coil) kvaterner szerkezetet ad oldat és szilard fazisban egyarant. A hidrofil és
a hidroféb aminosavakat egy heptad templatra helyezték el, és az o-aminosavakat
szisztematikusan (3-aminosavakra cserélték a hidrofil oldalon. Ez egy osBoof gerinc
mintazathoz vezetett az eredeti oldallanckémiaval.’>* A kapott peptid nem mutatott
6nasszociaciot oldatfazisban a 100-200 uM koncentracié tartomanyban sem, de parallel trimer
hélixkoteget hozott létre kristalyszerkezetben. A hidrofob feliletet médositva Leu és Ile
aminosavakkal (jelentésen megndvekedett a hidrofobicitas a GCN4-pLI alapjan!?) specifikus
oldatfazisu asszociaciohoz jutottak egy tetramer hélixkoteg formajaban (14. abra).'?2 Az o ->
B° helyettesitést a hidroféb oldalon is elvégezték és a tetramer hélixkéteg oldatfazisu
képzbédését itt is megfigyelték.

Egy tovabbi tetramer hélixkoteget kialakité a-peptid sablon volt az Acid-pLL/Base-
pLL.1?¢ Ebben minden masodik aminosavat B-aminosavra cseréltek, fgy jutottak of
motivumhoz.'?” Mivel a homokiralis of tipusu szekvencidk ciklusos oldallanca B-
aminosavakat igényelnek a H14/15 hélix kialakitisahoz, #ransz=ACPC és  transz-APC
épitéelemeket hasznaltak az elsédleges szerkezetben. A tisztan a-peptid Acid-pLL és az af3-
peptid Base-pLL szarmazék kooperativan feltekeredett és 2:2 heterotetramert alakitott ki. Ez
bizonyitékul szolgalt arra, hogy killonb6z6 gerincmintazattal rendelkezé oligomerek kézott is
kialakulhat kolcsonhatas és diszkrét heterogén kvaterner szerkezet. Nemrégiben gerinc
tioészter kicserélédést javasoltak, hogy teszteljék a preferencialis harmadlagos szerkezeti

kontaktusokat foldamer és természetes a-peptid hélixek k6zott.128
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2.5.3 Nanostrukturdlt rendszerek

A kilonallé vizoldékony hélixkotegek létrehozasa sikerrel kecsegtetett - és a,B-peptid
szekvenciak esetén. Azonban ugyanilyen redds rétegek megépitése sokkal nehezebb feladat a
tavolhaté hidroféb kolesonhatasok programozasanak nehézségei miatt. Habar kilonallo B-
hord6 mimetikumokat elméletileg el6 lehet allitani B-peptidekbdl,'?-131 amint a szal-szerl
épitéelemek polaris oldészerbe kertilnek, de a hidroféb kolesonhatasok végtelen redds
rétegekbdl allé fibrillumok iranyaba terelik a rendszert. Ez megel6zheté azzal, ha ciklusos
peptideket alkalmazunk,!3 vagy az 6nasszociaciét viz/levegd hatarfeltleten figyeljik meg.”!
Habar ez a fajta fibrillum képz6dés igen karos a természetes proteinek esetén, a foldamerek
koérében egy kivald modszert nydjt a lancok red6zott réteg formalasi képességének
ellenérzésére. Bzt a jelenséget els6ként mutattuk ki a foldamerek korében és ezt kovetve
azutan Gjabb rendszereket irtak le. (1R,25)-ACBC homotetramerjeinek segitségével képeztek
fibrillumokat>®> és ezeket funkcionalizalva elektromosan vezet6 nanostrukturalt rendszereket
is talaltak.>” Ugyanezt a jelenséget figyelték meg a heterociklusos épitGelemet is tartalmazé

Boc-(L-33-hPhe-D-Oxd)>-Obn lancnal, amivel antiparallel -redé mimetikumot hoztak 1étre.??

2.6 Biologiai alkalmazasok

Nagyon fontos aspektusa a foldamerek kutatasanak, hogy a szerkezeti tulajdonsagokkal
egyiitt a biomolekulak funkcidjat is képesek legytink utanozni kilonoés tekintettel a bioldgiai
rendszerekkel valé kolcsonhatasokra. A protein-protein kélesonhatasok, a kismolekuldkkal
nem tamadhat6 célpontok és a protein hatéanyagoknal fellépd farmakokinetikai problémak
mind 4j paradigmat igényelnek. Ezeket a kérdéseket reményeink szerint foldamerek
segitségével sikeresen lehetne megcélozni, mert ellenallnak a hidrolazok lebonté hatdsanak és
hangolhaté farmakokinetikat mutatnak.#11133-135 Emellett a kémiai eszkozokkel elballitott
szerkezetiik ellenérizhetévé és egységessé teszi Oket, igy igen nagy kihivast jelentenek a mai
protein terapeutikumok esetén.

A foldamerek a temészetes proteinekhez hasonlatos valtozatossagot mutatnak és a
viszonylag koénnyen hangolhaté geometridjuk, illetve molekula felszintik alkalmassa teheti
6ket nehéz biomolekularis célpontok felismerésére és mikodéstk befolyasolasara. A
kovetkezd esetekben mar kimuttatak az alkalmazhatésagot: szomatosztatin receptor!® és az
integrin o, receptor transzmembran regidjal’’, a p53-hDM2138-144 ¢s a BH3-Bcl-xp 145-148
protein koélcsonhatasok, a gp41 HIV virus sejt infuziés protein komplex,'4-152 lektinek,!3
protein-RNS kolcsonhatasok,!>* és a y-szekretaz enzim.!> Emellett kimutattak még tervezett,
sejtmembrannal kolcsénhaté foldamerek antibiotikus hatasat.”>15¢-158 E dolgozat terjedelme
nem teszik lehet6évé, hogy valamennyi eddigi biologiai alkalmazas hatterét elemezzem, igy a
tovabbiakban a protein-protein kolcsonhatasok gatlasanak tertiletén elért eredmények

szerkezeti aspektusait tekintem at.
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a) b)

p53AD epitép 'ZOSZtiﬁ-peptld: H14 helix

hDM2 onkoprotein P53AD — hDM2 komplex

15. abra. A p53-hDM2 kolcsénhatas gatlasa 3-peptid (a) és aromas oligoamid (b) hélix
mimetikumokkal.

Az eddigi foldamer-alapt protein-protein kolesoénhatas inhibitoroknak fontos kozos
jellemzdjiik, hogy a tervezéstk ismert szerkezet hélix interfészek utanzasa alapjan tortént. Az
egyik ilyen jol ismert rendszer a p53 tumorszupresszor és a hDM2 onkoprotein kolcsonhatas,
amit két kutatécsoport is célbavett foldamerek segitségével. A p53 fontos szerepet jatszik a
rakos ttra térd sejtek apoptdzisanak beinditasaban és a hDM2 negativ regulaciot fejt ki a p53-
ra, amely kolcsonhatasnak a szétkapcsolasa fontos célkittizés.!> A p53 aktivaciés doménje egy
a-hélixen keresztil képes kotédni a hDM2 onkoproteinhez. A fentebb részletesen elemzett 3-
H14 hélix geometriat alkalmazva kiépitettek a p53 hDM2 koté epitopjat mintazo izosztér
hélixeket ¢és sikeres inhibiciot értek el vele (15a. abra).13-142160  Aromas oligoamid

foldamerekkel is sikeresen valésitottak meg a gatlast (15b. dbra).143:144
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16. abra. A HIV gp41 fehérje (sziirke) komplexe az a-peptid inhibitorral (sarga, baloldal) és az
attervezett a,B-peptid foldamer inhibitorral (szinkédolt, jobbra).
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A Bdcl-xi. antiapoptotikus  fehérje tulexpresszalédasat szamos tumoros sejtben
megfigyelték, és ismert, hogy ennek a funkciéjat a proapoptotikus Bak vagy Bad faktorok
regulaljak. A Bcl-x1. a regulatorok BH3 doménjén keresztiil kapcsolodik. Ennek a szerkezeti
hipotézisnek segitségével terveztek B- és a,B-peptid foldamer hélixeket, amelyek Becl-x1.
antagonistaként tudtak mikodni.14>-148

A HIV gp4l proteinje a gazdasejtbe valé bejutast segti elS, a protein hélixkétegeinek
specifikus elrendez6dése fontos szerepet jatszik a mechanizmusban. A gp41l mutkodését
sikeresen gatoltak a hélixkotegbe beéptlé o,B-peptid foldamer hélix mimetikumokkal (16.
abra).!14-152 A tervezés itt is ismert o-peptid inhibitorbdl indult ki és a szerkezeti
informacioknak megfelel6en az elsé 1épcsében a->f helyettesitéseket hajtottak végre, majd

ciklusos B-aminosavak beépitésével merevitéseket vezettek be az affinitas javitasara.
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3 Moddszerek

3.1 Peptidszintézis

A védett nyiltlanca B3-aminosav monomereket kereskedelmi forgalomban kaphaté (GL
Biochem, Sigma-Aldrich) termékként szereztik be. Az enantiomertiszta védett ciklusos
oldallinct B-aminosavakat az SZTE Gyodgyszerkémiai Intézet munkatarsai biztositottak
szamunkra. A peptid foldamerek szilard hordozon Boc vagy Fmoc technikaval késziltek. A
Boc technikahoz 4-metilbenzhidrilamin (MBHA) gyantat alkalmaztunk, melynek a
boritottsaga 0,63 mmol/g volt. A szintézisek manudlisan torténtek 0,25 mmol méretben. A
kapcsolasokat 3 ekvivalens diciklohexilkarbodiimid (DCC) és hidroxibenzotriazol (HOBT)
alkalmazasaval végeztik, az oldészer diklormetan (DCM) és a reakciéidé 3 ora volt. A
sztérikusan gatolt, hidroféb ACHC monomerek esetén a harmadik aminosav beépitése utan a
kapcsolasi ~ hatékonysag  jelentésen  romlott. Ezt  javitani  tetrametilfluor-
formamidiniumhexafluorfosztat (TFFH) aminosav-fluorid képzé kapcsoloszer segitségével
tudtuk. A kapcsolasi 1épések utan a gyantat haromszor DCM-nal és egyszer metanollal és
végil megint DCM-nal mostuk. Az aminosavak beépiilését a ninhidrin-teszttel, esetenként a
gyantar6l valé proébahasitassal és LC-MS-sel vizsgaltuk. A Boc védécsoportot 50 %
trifluorecetsav (TFA) DCM oldattal tavolitottuk el két lépésben 20 illetve 15 perces
reakcioid6kkel. A gyantat a lefrt médon mostuk és 10 %-os trietilamin DCM oldattal
semlegesitettik. A gyantardl valé hasitast folyékony hidrogén-fluorid (HF)/dimetilszulfid/p-
krezol/p-tiokrezol (86:6:4:2, v/v) elegyével végeztuk 0 °C-on 1 6ran at. A HF-ot
eltavolitottuk és a szabad peptidet szaraz, hideg dietiléterrel csaptuk ki. A csapadékot szirtik,
mostuk és 10 %-os vizes ecetsav oldatban feloldottuk, majd liofilizaltuk. A nyers terméket
forditott fazist HPLC segitségével tisztitottuk, a kromatografiashoz Nucleosil C18 7 um 100
A (16 mm x 250 mm) oszlopot haszniltunk Knauer késziilékben. Az oldészer-rendszer a
kévetkezé volt: 0,1 % TFA vizben; 0,1 % TFA és 80% acetonitril vizben. Linearis gradienst
hasznaltunk 60 percig 3,5 mL min-! aramlasi sebesség mellett, a detektalas 206 nm-en tortént.
A frakciok tisztasagat Agilent 1100 HPLC segitségével vizsgaltuk, Phenomenex Luna
C18100 A 5 pm (4,6 mm x 250 mm) oszloppal. A tiszta frakcidkat Gsszegydjtottiik és
liofilizaltuk. A tisztitott terméket tomegspektrométerrel karakterizaltuk (Finnigan TSQ 7000
tandem kvadrupol, elektrospray ionforrassal).

Az Fmoc kémiaval torténé szintéziseket TentaGel R RAM gyantan végeztik (0,19
mmol/g), a Rink-amid csatolé elem peptid-amidokat eredményezett. Ez az eljaras jellemzen
tisztabb nyersterméket és jobb termelést adott. Manualisan, 0,1 mmol skalan dolgoztunk. A
kapcsolasokat két 1épésben hajtottuk végre. El6szor 3 ekvivalens Fmoc védett aminosavat, 3

ckvivalens  urénium  tipusi  kapcsolészert  (O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
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tetrametiluronium  hexafluorfoszfat, HATU) és 6 ekvivalens N,N-diizopropiletilamint
(DIPEA) oldottunk N,N-dimetilformamidban (DMF) és az elegyet 3 oran at razattuk. A
masodik lépésben 1 ekvivalens védett aminosavat, 1 ekvivalens HATU-t és 2 ekvivalens
DIPEA-t alkalmaztunk. A kapcsolasi [épések utan a gyantat haromszor mostuk DMF-dal,
egyszer metanollal és haromszor DCM-nal. A deprotektalast két lépésben 2 % 1,8-
diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-énnel (DBU) és 2 % piperidinnel végeztik DMF oldatban, 5 és 15
petces reakcididékkel. A gyantat a fent leirtak szerint mostuk. A hasitist TFA/viz/DL-
ditiotreitol/ triizopropilszilan (90/5/2,5/2,5) eleggyel 0 °C-on egy 6ran at végeztik. A tisztits
egy JASCO HPLC segitségével Phenomenex Luna C18 100 A 10 um (10 mm x 250 mm)
oszlopon tortént, esetenként Phenomenex C4 oszlopot hasznaltunk. Az olddszer rendszer a
kévetkezé volt: 0,1 % TFA vizben; 0,1 % TFA és 80 % acetonitril vizben. Linearis gradienst
hasznaltunk 60 percig 4 mL min-! aramlasi sebesség mellett, a detektalas 206 nm-en tortént. A
tiszta frakcidkat HPLC-vel és MS-rel ellenériztitk a fent lefrt médon egy Agilent 1100 LC-
MSD késztlékkel.

3.2 Szerkezetvizsgalatok

3.2.1 NMR spektroszkdpia

Az NMR méréseket Bruker Avance DRX 400 és 500 (multinuklearis probafej, z-
gradienssel), valamint AVII 600 Mhz-es (‘H, *C, N triplarezonancia kriohttott probafej, z-
gradienssel) készilékeken végeztik, az oldoszer deutérium jelére lock-olva. A peptid
foldamereket széles koncentracié tartomanyban vizsgaltuk az 6nasszociacioés hajlamtol és a
vizsgalni kivant jelenségtdl fiigeden (0,1 — 8 mM). A méréseket az optimalis jelfeloldottsagot
ado és az adott oldoszernek megfelel6 hémérsékleten végeztik (283-310 K). Az olddszerek a
kovetkez8k voltak: CDs;OD, CDs;OH, DMSO-ds ¢és viz (HO/D.O 9:1). A
jelhozzarendeléseket 2D mérések kombindcidjaval végeztik el: TOCSY (TOtal Correlation
SpectroscopY), ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscpoY) és NOESY
(Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). A detektalt pontok szamat az F1 és F2
dimenzidéban a mérési technikakhoz és a sziikséges digitalis felbontashoz igazitottuk. Tipikus
értékek: 16 - 64 scan, 1k - 2k mérési pont az id6 koordinatan és 256 - 1024 inkrementum a
kozvetetten detektalt dimenzidban. A TOCSY mérésekhez az MLEV17 keverési
pulzusszekvenciat hasznaltuk 80 ms keverési idével. A NOESY és a ROESY méréseknél a
keverési id6t 200 - 400 ms tartomanyon allitottuk, a spin diffazié hianyarél kontroll
kisérletekben meggy6z6dtink. A ROESY esetében kapott keresztcsics intenzitasokat az
offrezonancia hatasnak megfeleléen korrigaltuk. A kiértékeléshez Xwinnmr és Topspin

szoftvereket hasznaltuk.
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3.2.2 Elektronikus cirkuldris dikroizmus

Az elektronikus cirkularis dikroizmus méréseket Jobin-Yvon Mark VI vagy Jasco J815
dikrografokon végeztilk szobahémérsékleten, 0,02 cm-es kivettaban. Az alacsony
hullamhossz tartomanyban zavaré elnyelése miatt DMSO-t nem hasznaltunk, a mérések
metanolban és vizben torténtek. Egy mérés soran jellemzéen 10 spektrumot akkumulaltunk.
A koncentraciok megfeleltek az NMR szerkezet és részecskeméret meghatirozasi
modszereknél alkalmazottaknak. A koncentracio-fiigeé ECD méréseknél a konkrét értékeket

megadjuk. A kiértékelésnél koncentraciéra és a kromoférok szamara normalizaltuk az
intenzitisokat. Az adatokat molaris ellipticitisban [@], deg cm? dmol!, vagy cirkularis

dikroizmusban A€, M' cm? adjuk meg. A peptid foldamerek ECD eredményeinek
értékelésénél ki kell emelniink, hogy a gbrbék lefutasa meglehet6sen valtozatos lehet. A
masodlagos szerkezet tipusa mellett nagy hatassal van rajuk a konkrét épitéelemek szerkezete
(ciklusos vagy aciklusos) és a rovid szekvenciaknal a terminalis elem flexibilitdsa is.
Kimutattak ugyanis, hogy azonos globalis tekeredés mellett kis geometriai valtozas is erésen
befolyasolja a Cotton effektus intenzitasat és hullamhosszat.101162 Azt is megfigyelték, hogy a
hélixek 6nasszociacidja a Cotton effektusban kékeltoloédast okoz.1> Mindezzel egyttt (i) egy
vegytletsorozaton belil, (i) vagy azonos szerkezetek de kiulonb6zé olddszerek kozott, (i)
vagy azonos konstitucié mellett de kilénb6z6 sztereokémiai mintazatoknal biztonsaggal
vonhatunk le kévetkeztetéseket a szerkezetek valtozasardl kvalitativ médon. Az ismeretek
jelenlegi allasa szerint azonban kertlniink kell, hogy az ECD g6rbékbél azonnal kilonbséget
tegyunk a hélixek tipusa kozott vagy akar a rendezettség mértékére utaléd kvantitativ elemzést

végezzink.

3.2.3 Infravéros szinképek és vibrdcids cirkuldris dikroizmus

Az infravoros méréseket Bio-Rad Digilab Division FTS 65A/869 FT-IR spektrométerrel
végeztik. A mintakat metanolban oldottuk fel. A méréseket 4000-400 cm! spektralis
tartomanyon, 4 cm'! optikai felbontassal és 256 scan-nel mértik. A detektor deuteralt triglicil-
szulfat volt, a mintat egy 0,1 mm uthosszu folyadékcellaban helyeztik el és KBr, ablakokat
hasznaltunk.

A vibracids cirkularis dikroizmus mérések az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem Kémiai
Intézet Kiroptikai Laboratoriumaban (Prof. Hollosi Miklos és Dr. Vass Elemér) torténtek
Bruker Equinox 55 FTIR-hez csatlakoztatott PMA 37 VCD/PM-IRRAS modulon. A ZnSe
fotoelasztikus modulator 1600 cm! értékre volt allitva és egy 1960-1250 cm! tartomanyon
mikodo szdrét alkalmaztak a karbonil-régid érzékenységének javitasara. A mérésekhez egy
0,207 mm uthosszi CaF» cellat alkalmaztak, a minta koncentraciéja 10 mg/ml volt. A
méréseket 21000 pasztazas atlagaként kaptuk, ami 6 h mérési idének felel meg. Az olddszerre
kapott spektrummal korrigaltunk. Az elmélett VCD spektrumot ab initio BALYP/6-311 G**

szinten szamitottuk és a kisérleti gorbéket ezekkel vetettiik Ossze.
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3.3 Részecskeméret és morfologia

3.3.1 Diffuziés gradiens ekho NMR spektrumok (DOSY)

A DOSY (PFGSE) NMR méréseket stimulalt ekho és longitudinalis maradék orvényaram
lecsengéses (LED) pulzus szekvenciaval végeztik és oldoszer elnyomast alkalmaztunk. A
defazisol6/refékuszalé gradiens pulzus 2 ms volt, a diffuziés késleltetés pedig 250 ms. A
gradiens erésségét négyzetes menet szerint 16 1épésben allitottuk 5 %-rél indulva, 60 — 95 %
maximalis értékig egy B-AFPA 10 A gradiens erésiton. A diffuziés mérések alatt a
hémérséklet ingadozas 0,1 K alatt maradt, a termikus egyensulyt 30 percen at hagytuk beallni
a mintatérben. A kiértékelést a lecsengési gorbe linearizalasaval és regresszioval végeztik. Az
aggregacios szam szamitasanal a Stokes-Einstein egyenletet hasznaltuk a szerkezetfinomitasi

lépésben kapott geometriak és alkalmasan valaszott kiilsé térfogati referencia felhasznalasaval.

3.3.2 Transzmisszids elektronmikroszkopia (TEM)

A TEM mérések az SZTE Orvosvegytani Intézet kézremtkoédésével (Dr. Fulop Livia)
torténtek. A 10 pl-es minta cseppeket karbon-formvarral boritott rézhalé (400 mesh)
mintatartora helyeztik (Electron Microscopy Sciences, Washington DC, USA). A kitapadt
aggregatumokat utana 0,5 % (v/v) glutiraldehid oldattal fixdltuk egy percig, hiromszor
mostuk desztilallt vizzel és 2 % (w/v) uranil acetat oldattal megfestettiik két percig, majd a
mintat megszaritottuk. A mintakat egy Philips CM 10 transzmisszios elektronmikroszkoppal
vizsgaltuk (FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA) 100 kV-on. A képeket Megaview 11 Soft
Imaging System programmal rogzitettik 25000x, 46000x és 64000x nagyitasoknal és
AnalySis® 3.2 szoftver csomaggal (Soft Imaging System GmbH, Minster, Germany)

analizaltuk.

3.3.3 Dinamikus fényszords (DLS)

A mintakat 6t perc ultrahangos kezelés utan sterilsziirén (PVDF membran pérus méret
100 nm, Millipore, Billerica, MA, USA) keresztll vittik a kiivettdba. A méréseket 25 °C-on
végeztik egy Malvern Zetasizer Nano ZS mdiszeren (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, UK), ami egy He-Ne (633 nm) lézerrel van felszerelve. A mérés a ,,Non-
Invasive Back Scatter” (NIBS®) technologiaval tortént, ami 173° sz6gben méri a szért fény
idébeli valtozasat. Az autokorrelacioés figgvényt 3x14 mérésbél hataroztuk meg, és a
transzlacios  diffuziés koefficienst ebbdl hataroztuk meg a CONTIN algoritmus
alkalmazasaval. A kiértékeléshez Dispersion Technology Software 5.1 (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, UK) programot hasznaltunk. A méreteloszlasi gorbét a diffuzids
koefticiensekbdl szférikus kozelitéssel szamitott latszolagos hidrodinamikai atmérére adtuk

meg.
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3.4 Molekulamodellezés és szerkezetfinomitas

3.4.1 Szerkezetfinomitds molekuldris mechanikai szinten

A szamitasokat a CDiscover vagy a Molecular Operating Environment (MOE) szoftverrel
végeztiik. A molekularis er6tér modellek rendre a CVFF és az MMFF94x!64165 voltak. A
kezdeti modellek kialakitasandl 15 A hatirt szabtunk a van der Waals és Coulomb
kolesonhatasok szamitasanak, a végsé szamitasokban ezt a korlatozast kikapcsoltuk. A
kozeget tavolsag-figed dielektromos allando (er) segitségével vettiik figyelembe, vagy implicit
oldoszer modellt alkalmaztunk. A szamitasokat a metanol, illetve viz dielektromos
allanddjaval végeztik. A konformacioés mintavételezést vagy szimulalt hités (SA) eljarassal
vagy hibrid Monte Carlo (MC) — molekula dinamika (MD) szimulaciéval (a MOE-ban
implementalt médon) hajtottuk végre 300 K-en. Az SA moédszerben 1000 random struktarat
generaltunk 1000 K-en, 100 ps-os dinamikaban, a szerkezeteket 1000 lépésenként mentve.
Majd ezeket 25 ps alatt lehGtottiik exponencialis hémérséklet profillal és kényszerteltételekkel,
a végén minimalizaltunk. Az MC-MD esetén minden 10 MD 1épés utan egy véletlen MC 1épés
tortént. Az MC-MD szamitast 2 fs 1épéskozzel 20 ns hosszan futattunk és a konformacidkat
1000 MD Iépésenként mentettik, ami igy 10* szerkezetet eredményezett. Az NMR
kényszerfeltételekkel végzett szamitasoknal a felsé tavolsagi megkotéseket az izolalt spinpar
kozelitéssel — becsultik  az  offszet-kompenzalt ROESY  integralokbol. A fels6
kényszerfeltételeket harom osztalyba soroltuk: erds (2,5 A), kozepes (3,5 A), gyenge (5 A), az
als6 kényszerfeltételt 1,8 A-re allitottuk. A tavolsagi kényszerfeltételeket csonkolt négyzetes
buntet6figgvényekként alkalmaztuk ugy, hogy csak a tavolsagi hatarokon kivil kapcsoltuk be
5 kcal mol! A2 eréalladéval. A végsS konformacidkat minimalizaltuk 0,05 kcal mol!
gradiensig, és a szamitast kaszkadolva végeztuk: legnagyobb meredekség, konjugalt gradiens

¢és csonkolt Newton algoritmusokkal.

3.4.2 Ab inito kvantummechanikai szerkezeti optimalizdldsok

Az ab inito kvantummechanikai szamitasokat a Gaussian 03 és 09 programcsomagokkal
hajtottuk végre. A kiindulasi térszerkezeteket z-matrix formajaban definialtuk a GaussView
program segitségével. A szerkezeti optimalizalasokat két Iépésben végeztik: elészor egy
kozelitést alkalmaztunk RHF/3-21G szinten, utina a B3LYP/6-311G** szintet hasznaltuk a
végs6 geometria és energia kiszamitdsara. A vizsgalataink kezdetén a geometriat csak RHF/3-
21G elméleti szinten szamitottuk és az energiat a B3LYP/6-311G** moddszerrel, de errdl az
alacsonyabb szintrél is kimutattak, hogy kielégité leirasat adja a B-peptid foldamerek
viselkedésének.** Esetenként az oldészer figyelembe vételére implicit oldészermodellt

hasznaltunk (polarizalhat6 kontinuum model, PCM).16¢
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4  Eredmények és diszkusszio

4.1 Foldamerek térszerkezetének sztereokémiai szabalyzasa

4.1.1 Szabdlyok megdllapitdsa, elvi megfontoldsok [1-3]

Ebben a fejezetben azokat az eredményeket mutatom be, amelyek az alifas foldamerek
periodikus masodlagos szerkezeteinek (hélix és szal) kialakulasat és annak torvényszerdségeit
a gerinc sztereokémiai mintazatanak szemszogébdl vizsgalja. A targyalasmod nem idérendet
kovet, el6szor az altalunk késébb kozolt altalanosithatéd elvi megfontolasok és megfigyelések
szerepelnek, amelyek azutan a tobbi kisérleti eredménytinket is rendszerbe allitjak.

A sztereokémiai konfiguracié a hatasat a gerinc globalis geometriajara a lokalis torzidkon
keresztil fejti ki és ezt a jelenséget az a-peptid lancokra talan legszemléletesebben a
Ramachandran térkép megengedett és tiltott ¢, régidéi ragadjdk meg. Ezt tOmoéren ugy
foglalhatjuk Gssze, hogy az IL-ax-aminosav konfiguricié a ¢ torziét negativ tartomanyokba
kényszeriti, ugyanakkor a D-a-aminosavak a ¢ > 0 orientaciot részesitik elényben.
Ugyanakkor a { diéderes szog elbjele valtozé marad, és mas, nem lokalis tényezSk
befolyasoljak (pl. szolvoféb hatasok és oldallanc kélesénhatasok). gy maradhat az a-peptid
lanc flexibilis, és vehet fel egyazon sztereokémiaval lényegesen kilénb6z6 periodikus
szerkezeteket. A homoldgok, mint a 3- és y-peptidek sztereokémiai szempontbdl valészintleg
abban kulonboéznek leginkabb a természetes a-peptidektdl, hogy a ¢ és { torzidkat legalabb
egy kovalens kotés elvalasztja, igy mindkét torziora killonb6z6 aszimmetria centrum hathat. A
peptidkotések egymashoz valé kozelsége nem rontja le hatasukat. Ennek az lesz az
eredménye, hogy a gerinc sztereokémiai  konfiguraciéi  kozvetlendl, lokalisan
meghatarozhatjak két fontos torzid (y,) orientacidjat, az egyéb hatasoktdl kevésbé fiiggben.
Az nyilvanvald, hogy a kézbees6é gerinctorzidknak (0,) szintén alkalmazkodniuk kell a
masodlagos szerkezet gorbiletéhez, pl. csak gauche szogek alakitanak ki hélixet a B-peptidek
esetén, de szal is kialakulhat gauche szogekkel. Tovabba ezeket is befolyasolhatja a
sztereokémiai mintazat, ha flexibilisek. Azonban most fékuszaljunk a ¢ és {§ torzidkra és
vizsgaljuk meg az irodalomban eddig Gsszegytlt adatokat (1. tablazat és 17. abra), hogy a
gerinc sztereokémiai konfiguraciéi milyen torzidk kialakuldsat segitik el6 - és -

aminosavmaradékok esetén.
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kiemelt sorok altalunk két de novo tervezett hélixet jelolnek.

B- and y-aminosavakbol felépitett periodikus masodlagos
szerkezetek jellemzé ¢ és ¢ értékei és a vonatkozd abszolat konfiguracidk. A szirkével

Ismétl6dé Masodlagos [@,¥] ismétlsds Abszolut Periodicitasd
egység szerkezet motivum konfiguracioke
fokbanP
1 o o-hélix167 [-65,-39]* [5]> 4
2 o 310-hélix167 [-50,-25]* [5]> 3
3 o T-hélix167 [-45,-80]* [S]> 5
4 o B-hélix>! [[153,144]%[125,-124]* [ST K] 6
5 B H14-hélix3845.117,168,169 [138,135]8 [RR]® 3
[RX]?
6 B H12-hélix3852170 [[92,-105]8 [S5]8 2
7 B H10-hélix*6 [89,83]# [RR]# 2
8 B H8-hélix>3 [-90,-53]# [SS]° 1
9 B2 H10/12-hélix#7-50 [91,-99]#[-108,91]# [RS]P[SR]® 2
[-90,100]#[100,-90]# [SX]P[XS)8
[SX]P[RX]?
[90,-100]#[-100,90]# [RX]FXX]#
10 Bs H14/16-hélix!7! [-87,118]#[117,-83]F— [S,RIB[R,S]8[S, 518 3
[-153,-156]8 [S,RIP[R,S]R[S,X]#
11 y H14-hélix! [-133,-151]v [SXS]Y 2
12 of H14/15-hélix81.83 [77,31]%[140,108]# [R]*[RK]? 4
[R]*[RX]?
13 of H11-hélix®3 [58,35]%[94,83]# [R]*[RR]® 2
[R]*[RX]?
14 of H9/11-hélix80.172-174 [-70,125]*[100,-76]# [S]*[RS]? 2
[68,-128]*[-102,72]# [R][SX]#
15 of2 H11,/12-hélix?7 [-57,-35]*[-101,-91]%; [X]*[SS]%2 2
16 ®2f3 H10/11,-hélix?7 [-54,-31]%2[-99,-85]¢ [X]#2[S5]8 2
17 a3 H144/13-hélix!2+ [-61,-48]*[-60,-55]*— [R]*[R]*~ 4
[-64,-39]%[-120,-104]#— [R]*[RX]P—
[-64,-38]*[-77,-44]*— [R]*[R]*—
[-104,-104]# [RX]®
18 o202 H9/10/11/12-hélix!™  [148,-79]*— [R]*— 2
[-87,98]#[105,-90]%— [S,RIP[R,S]P—
[63,151]%[90,-94]%— [S]#[R,S]P—
[-87,114]F [S,R]#
19 oy H12-hélix102 [57,41]#[135,110] [R]*[RREK]Y 2
20 oy H10/12-hélix!03 [-72,126]*[150,-97]" [STHRXX]y 2
21 By H13-hélix!04 [-134,-86]8[-147 -130]v [SSTE[SSS] 2
22 o B-szal [-120,113]* [S]> a
23 o a-szal (DL- [-50,-50]%[50,50]* [ST[K]* a
stabiliz4lt)175.176
24 B nyujtott polaris szal> [144,-154)% [RS8 a
25 B 7,6 nem-polaris [-160,75]# [SR]® a
SZAll77.178
26 B2 alternalé polaris szal®*  [147,170]#[-126,-163]# [SSTP[RR]® a
27 y alternalé nem-polaris [171,137] [XR] a

szal 67,179

aNem alkalmazhatd.

bFels6 indexek az aminosavmaradék tipusat jeldlik.

<X az oldallinc nélkili metilén- (CH») vagy a szimmetrikusan diszubsztitualt (-C(CHjs)2-, Aib)
centrumokat jel6li. A CIP konfiguraciok az oldallancok hipotetikus Me-szubsztitucidjaval szerepelnek

az Osszehasonlithatod térbeli orientacio érdekében.

d A gerinc (7 — /+n) H-kotései kozotti tavolsag egész aminosav egységekben szamitva (7).
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17. abra A gerinc sztereokémiai konfiguracioi és az indukalt diéderes sz6gek kozotti Osszefiggés
az 1. tablazat adatai alapjan. A C, and Cg, rendre a ¢ and ¢ torzidk melletti aszimmetrikus

szénatomokat jelolik (az a-aminosav egységekre C, és Cq azonos atomot jelol). Magasabb
homolégokra a ¢ and ¢ torzidkat a szomszédos sztereocentrum orientalja: § konfiguracié ¢, ¢ <
0° sz6geket indukal, mig R ¢, ¢ > 0° sz6gekhez vezet.

A 17. abran Osszefoglalt adatok azt mutatjak, hogy a ¢ torziora kifejtett iranyitd hatas a
nagyobb homolégoknal megmarad. Uj jelenség viszont, hogy a § torzié is megkétoteé valik a
szomszédos aszimmetrikus szénatom ¢és a tavolabbra kerilé szomszédos peptid-kotések
miatt. Roéviden Osszefoglalva a  kisérleti adatok elemzésével kapott Osszefiiggést: S
konfiguracié o, ¢ < 0° szogeket indukal, mig R ¢, ¢ > 0° szégekhez vezet. Ezt a gyakorlati
megfigyelést az ab initio elméleti szamitasok messzemenden alatamasztjak*413! és azt mutatjak,
hogy a gerincben aszimmetrikusan szubsztitualt B-peptidek nem flexibilisebbek az o-
peptideknél. Ezekbdl kovetkezben gytrds oldallanc alkalmazasa esetén a konformacios
szabadsag csokken az a-peptidekhez képest.

Tovabbi vizsgalodasunk a periodikus masodlagos szerkezet jellege és a (i, ) torzié parok
kozotti  Osszefiggésre iranyul. Az ilyen elemzést Ramachandran-tipust diagramokkal
kezdhetjik meg, de a szokasos mdédon az #. aminosavegység (g, ) torzidé parjait egymassal
szemben abrazolva nem kapunk hasznos Osszefuggést (18a. abra). Ugyanakkor a kiértékelés
keretét egy fél aminosavegységgel elcsusztatva és a @(n) vs. ¢(n-1) parokat egy peptidkotés

koré csoportositva érdekes elrendez&dés rajzolodik ki (18b. abra).
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18. abra. Ramachandran-tipusu ¢(n) vs. $(n) (a) és a peptidkotés kdzpontt ¢(n) vs. P(n-1) (b)
abrazolasa a peptid foldamerek masodlagos szerkezeteinek. Az adatok az 1. tablazatbol

szarmaznak.
b)§

a)
v
hélixek @\
¢
| M |
szalak
¢
19. abra. A 18. abrardl leolvasott 6sszefiiggések térbeli szemléltetése (a) és a peptid-épitéelemek
illeszkedése a masodlagos szerkezet globalis gérbiletébe (b).

A hélixeknek megfelel6 pontok az I. és 111. siknegyedben csoportosulnak, mig a szalak a
II. és IV. siknegyedben talalhatok. Bz az Osszefiggés azt mutatja, hogy a masodlagos
szerkezeti tipusoknal a peptidk6tés két oldalara kell a figyelmiinket forditani és nem az
aminosav egységeken belil kell vizsgalodnunk. Hélixeknél a gerinc a peptidkétés sikjanak
azonos oldalardl csatlakozik (azonos elgjel, 1. és III. siknegyed). Ha ez a peptidlancon
konzekvensen végighalad, akkor kialakulhat a hélixek gerincére jellemzé alland6 iranya
gorbiilet (19a. abra). Szalak esetén a gerinc szegmensek a peptidkotés sikjanak ellentétes
oldalan futnak be (valtakozo el6jel, II. és IV. siknegyed). Ilyenkor az egymasra kévetkezs
ellentétes szalak  kialakuldsahoz

iranyitottsagok a sziikséges valtakozé  gerinclefutast

eredményeznek. Fontos, hogy a peptidk6tés épitéelemeknek illeszkedniuk kell a masodlagos
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szerkezet globalis gorbiiletébe, ezért a torzidk eljele eldonti a peptid-csoport orientacidjat is
a hélix tengelyéhez vagy a szal sikjahoz képest (19b. abra).

A periodikus masodlagos szerkezet kialakulasanak feltétele, hogy az ily modon felftizott
H-kétés pillérek egymasra illeszkedjenek. Ehhez az kell, hogy a peptidkotések relativ
orientacidéja ismétl6d6, komplementer motivumot mutasson: pl. egy 3 aminosav egység
periodicitasi hélixnél minden harmadik peptid-csoportnak azonos iranyunak kell lennie.
Ennek egy szElsé esete az a-hélix, ahol minden peptidk6tés azonos iranyd, de elképzelhetS
ennél bonyolultabb elrendezés is, pl. a kevert B-hélix vagy a H10/12 B-peptid hélix. A
szalaknal ez az onfelismer6 készség eleve adott, mivel a szalak 6nmagukkal gyakran
komplementerek az amid-csoportok orientaciéjat tekintve. Ez is vezet az itt annyira jellemzé
aggregacios jelenségekhez (1d. 4.4 fejezet).

A fenti megallapitaisok Osszefiiggést teremtenek a masodlagos szerkezetek tipusai,
szerkesztési alapelvei és a @) torziok mintiazata kozott. Tovabba abba is bepillantast
nyerhettink, hogy a sztereocentrumok konfiguraciéi hogyan befolyasoljak a kérdéses
torzidkat. Igy a kévetkez6 szabalyokat kovethetjiik: (i) hélix esetén az egyes peptidkétéseket
hatarolé sztereocentrumoknak azonos térbeliséglicknek kell lenniik, és a sztereokémiai
mintazatnak ismétlédének kell lennie a tervezett hélix periodicitasanak megfelel6en; (if) szalak
esetén az egyes peptidkétéseket hatarold sztereocentrumoknak ellentétesnek kell lennie, és a
rendszer Onfelismeré képessége miatt kiterjedt aggregaciéra kell szamitani. Fontos
megjegyezniink, hogy a sztereokémiai iranyitd hatas ellentétesre fordulhat, ha ezt bizonyos
sztereoelektronikus vagy lokalis elektrosztatikus kolecsonhatasok lehetévé teszik. Ezeket a

példakat nemrégiben Osszefoglaltuk [2].

4.1.2 Z6-szdl létrehozdsa gyiirts oldalldncokkal sztereokémiai kontroll mellett [4]
Ennek a munkanak két {6 kiindulé pontja volt. Az egyik, hogy a fransz-(1R,2R)-ACPC
egységek homooligomerjei H12 hélixet képeznek (1. tablazat, 6. sor). Ezek a lancok fontos
képvisel6i a homokiralis B-peptid hélixeknek. Megvizsgaltak ezek stabilitasat nyiltlanca 33-
aminosav helyettesitések hatasara, illetve a gydriben heteroatomot tartalmazé fransz-APC
esetén. A masik el6zményt az 5. abran bemutatott kanyar egységekkel kikényszeritett minimal
redé modellek adtak. Ezekben az esetekben a hélixek kialakuldsara nem volt esély a rendkiviil
rovid (1 - 2 aminosav egység) szal szegmensek miatt. Bar a monomereken belili
sztereokémiai elrendezést tudatosan a szalak képzésére alakitottak ki, valdjaban a kanyar
szegmensek hatasait figyelték meg oldatfazisban. Addig gylrls oldallancokkal, amely a 0
torziét gauche konformacidba zarja, nem tartottak lehetségesnek a szal képzoédését. A
célkitlizésink az volt, hogy az ACPC gytris oldallincok rendezé hatasara tamaszkodva az
aminosavegységek relativ térkémigjat csz-(1R,25)-orientacidba valtva megvizsgaljuk a lanc

szerkezetképz6 hajlamat (20. abra).
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20. abra. A vizsgalt cisz-(1R,25)-ACPC homooligomerek

A szintézis Boc technikaval tértént, az anyagokat a HPLC-s tisztitds és MS karakterizalas
utan NMR spektroszképiaval vizsgaltuk. A vizsgalatokat 1 — 8 mM koncentricid
tartomanyban végeztik DMSO-ds-ban és nem tapasztaltunk jelkiszélesedést, szignifikans
kémiai eltolodast vagy valtozast a ROESY spektrumok keresztcsics-mintazataban. A 4.4.1
fejezetben bemutatom ezeknek az anyagoknak fibrillumba val6é 6nrendez6dését, ami kb. 1 hét
id6tartoméanyon kévetkezett be vizes oldatban illetve metanolban. Igy ebben a fazisban az
NMR vizsgalatokat nem zavarta ez a lassu, protikus oldoszert igénylé folyamat, és valodi
oldatfazisi geometriat figyelhettik meg. Valamennyi NH, C*H és CPH rezonanciat
hozzarendeltik. A 4 és 5 vegyiiletek nagyon hasonl6 ROESY keresztcstcs elrendez6dést
mutattak, de az 5-nél tapasztalt kevésbé kielégité kémiai eltolédas diszperzid miatt a teljes
nagyfelbontasi szerkezetfinomitast a 4 vegyiiletre végeztik el. Négy tavolhaté NH; - CEHi+
és NH; - CPHi1 NOE kolcsonhatast tudtunk azonositani i = 1, 2 és 3-ra. A tobbi a lanc C-
termindlisat érinté (1 = 4 és 5) kolecsonhatas a ROESY multiplettek alakjabdl és a
megnovekedett keresztesucs intenzitasokbol sejtheté volt. Ezért szelektiv 1D TOCSY-
ROESY NMR kisérleteket hajtottunk végre ugy, hogy szelektiven besugaroztuk a kérdéses
NH szignalokat, utana révid 30 ms hosszisagd homonuklearis Hartmann-Hahn keverést,
majd végiil 400 ms ROESY spin-lock-ot alkalmaztunk. Igy a magnesezettség az elsé lépésben
NH; -> CPHi, majd masodikban a CPH; -> NHi+1 és CPH; -> NHi1 utvonalon haladt,
amennyiben az utébbi spinek térkozelsége fennallt. Kontroll kisérletekben ellenériztik, hogy
a 30 ms TOCSY transzfer valoban csak a vicinalis csatolasig vitte a magnesezettséget ¢s e
koztes 1épés nélkil a kérdéses NH protonok kozott nem volt kolesonhatas. Az Gsszesitett

eredményt a 21. dbra mutatja be.
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21. abra. Az NOE kolcsonhatasok 4 esetén a szokasos ROESY spektrumban feloldott jelek (a,
piros) és a szelektiv 1D-TOCSY-ROESY kisérletsorozatban kapott jelek (b, kék).

Igy a teljes periodikus NH; - C#Hir1 és NH; - CBH1 NOE kélesénhatas sorozatot fel tudtuk
fejteni végig a lanc hosszaban, ami kizarta a helikalis és random konformaciokat és
megerdsitette azt a hipotézisinket, hogy a szerkezet szal-szeri geometriat mutat. A
szekvencialis NH; - CPH; és NH; — C*Hii1 NOE kélcsonhatiasokat tovabbi kvantitativ
elemzésnek vetettik ala. Az (1) képlettel definialt korrigalt ROESY keresztcsucs intenzitas
arany (R) érzékenyen fiigg a masodlagos szerkezet tipusatél.
R = Inoe(NHi~C*Hi.1) / Tnoe(NHi—C?PHj) )

Modelleztik azokat a masodlagos szerkezeteket, amelyek elvileg kialakulhattak a cs3=ACPC
homooligomerekbdl és az elméletileg becstilt R adatokat Osszevetettik a kisérleti értékekkel

(22a abra). A legjobb egyezést a Z6-szal esetén kaptuk és a random szerkezet (R = 2,1) is
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kizarhat6 volt. Ezt tamasztja ala az is, hogy a 3J(NH; - CPH;) csatolasok egyontetien 8,2 Hz-

nek adédtak, ami ennél a diéderes sz6gnél az antiperiplanaris konformaciét mutatjak.
b)

M-hélixek P-hélixek

22. abra. A szekvencialis NOE intenzitasok kvantitativ elemzése (a) és a szerkezetfinomitassal
kapott 30 legkisebb energiaja szerkezet felil (b) és oldalnézete (c).

Az alapos elemzés meggy6zott minket arrdl, hogy oldatfazisban az NMR adatok egy
predominans konformaciorél taniskodnak, ezért szimulalt hitési eljarassal, a ROESY és a
szelektiv ROESY adatok felhasznalasaval szerkezetfinomitast végeztiink. Eredményiil djra Z6
szal strukturat kaptunk, megerésitve az addigi hipotézisiinket (22b és c abra). Bz meglepetést
okozott, mert a O6-tagi hidrogénkétések geometridja nem idealis a stabilizalashoz és
felvet6dott a kérdés, hogy mennyiben jatszanak a H-kotések szerepet a lokalis konformacios
iranyitas mellett. A lanchossz- és olddszerfiiggé IR vizsgalatok azt mutattak, hogy CH2Clo-
ben (H-kotés el6segité olddszer) az amid I régidban kiemelked6 intenzitast kapunk
1645 cm'-nél 4 és 5 vegyiiletekre, amig 3 esetén csokken a relativ intenzitas. Bz sav DMSO-
ban (H-ké6tés rombolé olddszer) atadja a helyét egy 1670 cm'-nél jelentkez6 savnak utalva a
megsziné H-kotésekre. Ebb6l arra kovetkeztettiink, hogy 6-tagi H-kotések kialakulhatnak
aprotikus, nem kaotrép oldészerben, de a DMSO-ban NMR segitségével megfigyelt jol
meghatarozott szerkezetet elsésorban a sztereokémia lokalis iranyité hatasa kényszeriti ki.

Az ECD spektrumokat metanolban és trifluoretanolban vettik fel, és a gorbék jelentésen
kilonbo6z6 képet mutattak a hélixeknél megfigyelt kozel szimmetrikus Cotton effektushoz
képest (23. abra). Ez volt az els6 szal masodlagos szerkezetre megfigyelt ECD mintazat. A 4
és 5 szekvencidkra kapott ECD g6rbék nagyon hasonléak voltak, de a hosszabb lanca 5
nagyobb ECD intenzitast adott. A lokalis hatasok altal rendezett masodlagos szerkezetnél a
kooperativ hatasokkal kevésbé kellett szamolnunk, ezt azzal magyarazhatjuk, hogy a
mozgékonyabb terminalis aminosav egységek aranya kisebb a hosszabb lancban. Nem
zarhatjuk ki azonban, hogy a peptid kotések valtakozé dipélus momentumai hozzajarultak az

elektrosztatikus stabilizalashoz.
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23. abra. A 4 (vastag) és 5 (vékony) lancokra kapott ECD g6rbék metanolban.

Ebben a munkdban megmutattuk, hogy a sztereokémiai mintazat megvaltoztatasa
hatékonyan sz6l bele a masodlagos szerkezetbe. A kiindulopontot ad6é [RK][RK]. mintizatd
H12 hélixet [SKR][SK]. elrendezésre valtottuk, igy a peptid kotések két oldalan ellentétes
konfiguracié alakult ki, ami a H-k6tések jelent6s hozzajarulasa nélkil is az elséként megfigyelt

nem-polaris Z6-szal 1étrejottéhez vezetett.

4.1.3 H10/12 hélix és poldris szdl létrehozdsa gytriis oldalldncokkal és alterndlé
sztereokémiai mintdzattal [5]

Az alternalé szekvencidk alkalmazdsa, mint konstrukcids elv a H10/12 hélix
felfedezésével jelent meg a foldamerek korében (1. tablazat, 9. sor). Az elsé ilyen hélixet a
Seebach csoport k6zolte, és ez a valtakozé $3- és B2-oldallancokkal kiépilé hélix korlatozott
stabilitast mutatott polaris oldoszerekben. A sztereokémia szerepét azonban nem ismerték fel
a szerkezetformalasban. Célunk az volt, hogy a Z6 szal létrehozasanal felismert erds
sztereokémiai iranyit6 hatast alkalmazzuk a peptid kétések hélixen belili alternalé iranyitasara.
Ezzel és a ciklusos oldallincokkal oldészereknek jobban ellenallé H10/12 hélixhez kivantunk
jutni (24. abra). Tovabba megvizsgaltuk, hogy ugyanezen elvek mentén lehetséges-e polaris

szal el6allitasa a ciklusos épit6elemekbdl.

0 Q Q 0 Q O\\_
NH,  YTNH NH N TN NHe N M N SN
T {Rsilkike

6,n=1;7n=2;8m=1;9,m=2

24. abra. A vizsgalt alternalé heterokiralis H-[(1.5,2R)-ACPC-(1R 25)-ACPC],-NH, és H-
[(1R,2R)-ACPC-(15,25)-ACPC],-NH, szekvenciik.
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Mivel a lancok térkémiai viselkedésének 4.1.1 pontban leirt elveire akkor még nem volt
teljes ralatasunk, a tervezett iranyitd hatast 7z silico teszteltik a 7 és 9 lancokra. Az elsé
lépésben szimulalt hités protokollt alkalmaztunk kisérleti megkotések nélkil a konformacios
mintavételezésre. A 7 és 9-re kapott legalacsonyabb energiaju konformacios csaladokbél egy-
egy reprezentativ szerkezetre ab initio optimalizalast inditottunk el6bb HF/3-21G, majd
B3LYP/6-311G** elméleti szinten, amelyek megfelelen konvergiltak. Ezeknél a
szamitasoknal oldészer modellt nem hasznaltunk. A 7 vegytletre a konformacios keresés a

H10/12 hélixet prediktalta, mig egy Z8-szal-szer( struktdrat kaptunk 9-re (25ab. dbra).

25. abra. A 7 (a) és 9 (b) lancokra kapott ab initio szerkezetek (izolalt molekulakra vakuumban).
Parallel (c) és antiparallel (d) redé modellek 9-re (MMFEF94 er6térrel és implicit vizzel).

Mivel a szalak hajlamosak az onfelismeré aggregaciora, a 9 potencialis redés modelljeit is
megépitettik. A peptid kotések orientacidja azonosnak bizonyult, igy a polaris szalakkal
parallel és antiparallel redés dimer modelleket épitettiink. A szerkezetet implicit vizben
optimaltuk molekularis mechanikai erétérrel (25c¢ és d. abra). Ezek a modellek stabilisnak
mutatkoztak, ahol a szalak koézotti H-kotések idedlisan illeszkedtek és nem volt sztérikus
taszitas a lancok kozott.

Az {géretes szamitasi eredmények alapjan 6 - 9 szekvenciakat megszintetizaltuk Boc
kémiaval, 9 esetén az utolsé ketté kapcsolasi 1épés nehézségekbe iitkozott és csOkkent
termelést kaptunk. A termékeket kell tisztasagban kaptuk meg és HPLC és MS karakterizalas
utain NMR vizsgalatokba kezdtink 4 mM CD;OD, DMSO-4s és viz (90% H2O + 10% D2O)
oldoszerekben. A jelek feloldottsaga jonak bizonyult 6 és 7 esetén, igy a rezonanciak
hozzarendelése a gerinc mentén nem Utkézott nehézségbe, az NMR jelek sem utaltak
aggregaciora. Sajnos 8 és 9 esetén nagyon rossz jeldiszperziét tapasztaltunk, ami

megakadalyozta a tovabbi szerkezetfinomitasi 1épéseket.
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26. abra. Az NH/ND kicserél6dés id6fiiggése 7 esetén (CD,OD), o : NH,;; A:NH,; m: NH;; X
: NH,.

Hélixek esetén kialakulhatnak intramolekularis H-kotések, és ezért a NH protonok
részlegesen arnyékoltta valnak az olszészerttSl. Erre a jelenségre a konkrét szekvenciatol
fligaden, a kozvetlen NTH-N2D cseresebesség megfigyelésével vagy az NH jelek h6mérséklet-
fiige6 eltolodasabol kovetkeztethetink. Itt a kozvetlen modszert alkalmaztuk CD3;OD
oldoszerben és 7 esetén azt talaltuk, hogy az N-terminalis NH> és a C-terminalis amid
protonok azonnal lecserélédtek, de a tobbi szignal hosszabb ideig megfigyelheté volt (26.
abra). A cseresebesség a lanc koézepén bizonyult a legalacsonyabbnak és j6 6sszhangot
mutatott 2 H10/12 modellinkkel. Hasonl6 mintazatot kaptunk 6-ra, de ott a cseresebességek
altalaban nagyobbak voltak, ami egy kevésbé rendezett szerkezetre utalt. A ROESY kisérletek
7 esetén CD3OH és DMSO-ds oldoszerekben a jellemz6 CPH>-NHy, NH;-CPH5 és CEH4-NHg
tavolhaté NOE kélecsonhatdsokat adtak, amelyek alatimasztottak a prediktalt H10/12 hélix

masodlagos szerkezetet (27. abra).

CPH; C“H/
NH:z
NH, NH
NH;
o CPH» C%H;

27. abra. 7 szekvencia esetén megfigyelt tavolhaté NOE kolcsonhatasok.

Az alternal6 peptid k6tés orientacio és a kompakt hélix konformacié miatt a szomszédos
amid protonok térkozelbe kertilnek. Az ebbdl fakadé ROESY keresztcstcesokat ki is tudtuk
mutatni (NH3-NHy és NH5-NHy), igy valamennyi, a szerkezetre jellemz6 NOE kélcsonhatast
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megtalaltuk. A spektrumokban inkonzisztens NOE-t nem figyeltiink meg. A 3J(CPH-NH),)
csatolasok alternalé mintazatot mutattak, 9,8 Hz volt CPH;3-NH; és CPH5-NH5 esetén, mig 7,8
Hz volt a CEH>-NH,, CPH4NH4 és CPHs-NHy vicinalis csatolasokra. Az értékek teljes
6sszhangban vannak a H10/12 szerkezettel. A révidebb 6 szekvencidra csak egy gyenge
CPH>-NHs NOE koélcsonhatast talaltunk, ami sokkal kevésbé stabilis hélixre utalt. Vizes
kozegben egyik anyagnal sem tudtunk tavolhat6 NOE kolcsonhatasokat megfigyelni és a
szigordan alternalé csatolasi allandé mintazat sem jelent meg. Ezek a megfigyelések azt
mutatjak, hogy az édltalunk konstrudlt H10/12 hélix kellGen stabilis protikus metanolban és a
kaotrop DMSO-ban, de a szerkezet vizre érzékeny.

A 6 és 7 lancokkal végzett ECD mérések metanolban pozitiv Cotton effektust mutattak
210 nm-nél pozitiv és 190 nm-nél negativ savval, de a gorbe intenzitasa 6-ra jéval alacsonyabb
volt. A vizes felvétel szintén mutatott gyengébb intenzitasu Cotton effektust jelezve, hogy
ugyan a kordbbi H10/12 hélixekkel ellentétben van maradék hélix-tartalom, de a gorbe
inkabb aszimmetrikussa valt utalva egy idéatlagban nyujtottabb szerkezetre (v.6. 23. és 29
abrakkal). Erdekes hogy ez az aszimmetria a tbbi oldészerben is rigidebbnek mutatkozé 7

esetén kisebb mértéki volt.
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28. abra. ECD eredmények metanolban (a) és vizben (b) 6 (vékony) és 7 (vastag) esetén. VCD
g6rbék () CH,Cl,-ben (vastag folytonos), DMSO-ban (vékony folytonos) és az elméleti VCD
gorbe (szaggatott).

Mivel szetves oldészerekben a H10/12 hélixtink jol definialt szerkezetet mutatott 7
esetén, megkiséreltiik a vibraciés CD spektrumait is felvenni és az elméletileg szamitott
gorbével Osszevetni (28c. abra). Mind a DMSO-ban, mind pedig a CH:Cl>-ben felvett

spektrumok jelentds rotatorerésségeket mutattak az amid I és II savokban. Tovabba az ab
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inito H10/12 hélix modellinkre elméleti dton szamitott gérbe nagyon j6 egyezést mutatott a
kisérleti adatokkal a frekvencidk és a rotatorerésségek elGjeleinek tekintetében. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a javasolt szerkezet nagyon j6 kozelitése a valos hélixnek, a
helicitds iranya helyes, és a H10/12 hélix valoban predominans ezekben az oldészerekben.
Ahogy fent emlitettem, az NMR mérések nem bizonyultak hasznosnak 8 és 9 esetén, de
ez még nem feltétlentl zarja ki az 6nrendezédésre valé hajlamot. ECD méréseket tudtunk
végezni és 9-re egy aszimmetrikus Cotton effektust kaptunk metanolban 190 nm kornyéki
negatfv és 205 nm-nél pozitiv savval (29. abra). A gorbe jellegét nézve hasonlit a csz-ACPC
homokiralis homooligomerekre kapott adatokhoz, ahol a szal masodlagos szerkezetet hozza
tudtuk rendelni. Ez arra utalt, hogy itt is szal szerkezetet kaptunk. A szal szerkezetet j6l

alatamaszto fibrillumképzédést a 4.4.1 fejezetben mutatom be.
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29. abra. A 9 esetén kapott ECD gbrbe metanolban (1 mM).

Ebben a munkaban a sztereokémiai mintazat varialasat kiterjesztettik dipeptid
egységekre, igy eljutottunk a tervezett alternald szekvencidkhoz. Az kapott [SK][RS]. tipusa
sztereokémiai mintazatnal (6 és 7) az egyes peptid kotések két oldalan mindig azonos a
térkémiai iranyitas, de az R][R és S][$ parok valtakozva kévetkeznek, és {gy a peptid kétések
orientacidja is valtakozik. Ezekbdl a lokalis konformacids kényszerekb6l kévetkezéen alakul
ki a H10/12 altenalé hélix. Az igy bevezetett gylris oldallincok még kaotrép olddszerben is
stabilizalni tudtak a szerkezetet és 7, a nyiltlincd egységbdl épitett H10/12 hélixekkel
ellentétben, vizben is mutatott maradék helicitast. Az [RR][SS]a tipusu mintazattal (8 és 9) a
szal képz6dés iranyaba tereltik a lancokat, viszont itt a valtakozé R][S és S][R parok a szal
zegzugos lefutisa miatt uniform iranyitottsagot adtak a peptidk6téseknek. Az igy kapott

polaris szal fibrillumképz6dési tulajdonsagait a 4.4.1 fejezetben targyalom.

4.1.4 Sztereokémiai kontroll kiterjesztése aza,[S-peptid heterogén szekvencidkra [6]

A biolégiai alkalmazasoknal egy kulcsfontossagi kérdés, hogy vajon a ligandumként
felhasznalt foldamerek megtartjak-e vizes oldatban is a szerkezetiiket. Ez nagy kihivast jelent

a tervezésnél és erre tobb megoldast is javasoltak az irodalomban. A homogén orientacioju
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hélix tipusoknal a hélix makrodipélusahoz alkalmas terminalis toltést szerkesztve
stabilizalhatjuk a szerkezetet.!®® A t6bbi megoldas a juxtapoziciéban 1évé oldallancok kozott
létesit stabilizal6 kolcsonhatasokat, mint pl. a diszulfid hid!'* vagy s6hid.'® A probléma
ezekkel, hogy vagy a hélixek csak egy altipusanal hasznalhaté és/vagy az oldallincok kémidjat
fel kell aldozni az extra stabilitas érdekében. Ebben a munkaban azt kivantuk megmutatni,
hogy a hélixek szerkezeti stabilitisa tovabb fokozhaté a gerinc megfelel6 kémiai
moédositasaval és a sztereokémiai kontrollal egytittesen. A 2.2.3 szakaszban elemeztiik, hogy a
peptid foldamerek gerincében megfeleléen végrehajtott nitrogén helyettesités a H-kotés
pillérek erésségét jelentésen névelheti. Itt azt a megoldast valasztottuk, hogy aminoprolin
épitéelemeket (aza-ACPC) alternalva kapcsoltunk ACPC monomerekkel, ugy hogy a 4.1.2 és

4.1.3 fejezetekben leirt sztereokémiai gerinc mintazatokkal bejarhassunk tobbféle masodlagos
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szerkezeti tipust (30. abra).
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30. abra. A vizsgalt alternalé heterogén aza,3-peptid foldamer szekvenciak.

A konkrét szekvenciakat ugy terveztilk meg, hogy a homokiralis és a heterokiralis
alapszekvenciak analégjai is elkésziljenek: Ac-[(15,2K)-ACPC-25-aza-ACPC]3-NH2 (10), Ac-
[(1R,25)-ACPC-25-aza-ACPC]3-NH2 (11), Ac-[(15,25)-ACPC-2§-aza-ACPCJ]>-NHz (12) and
Ac-[(1R,2K)-ACPC-25-aza-ACPCJ5-NH2 (13). A szekvenciak Boc kémiaval késztltek, a
szokasos HPLC tisztitas és LC-MS jellemzés utain NMR mérésnek vetettik ala Sket. A
méréseket CD3;OH and DMSO-4 ¢és pH 7.4 vizes pufferben végeztik 4 mM
koncentracioban, melyben az anyagok kivalé oldékonysagot mutattak. Vizes kozegben az
azapeptid NH jelek 298 K-en szélesek voltak és kiélesedtek 277 K-en. Asszociaciora utal6 jel
az NMR-ben nem volt, sem DOSY, sem a TEM mérések nem mutattak aggregatumokat. A
jelkiszélesedés ennek alapjan az azapeptid NH-k gyorsabb NH/old6szer cseréjébdl fakad,
aminek oka az erre a funkciés csoportra jellemz6é megnovekedett H-kotési donorerésség
(savassag).!8! EHzt alatamasztottak a relative intenzivebb viz-azapeptid NH kicserél6dési

csucsok a ROESY spektrumban. Fontos még kiemelni, hogy pH 7,4-en kvaterner
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nitrogénekre (protonalt gerinc nitrogén) utal6 szignalokat nem taldltunk. A csatolasi allandok
sem mutattak hémérséklet-fiiggést, kizarva ezzel a konformaciés inhomogenitast.

Ezeknél a szerkezeteknél a polarisabb gerine miatt a kdzvetlen NH/ND csere mérést nem
tudtuk alkalmazni. Az NH kémiai eltolodasok hémérséklet-figgését (Ad/AT) DMSO-ds-ban
a 298-318 K tartomanyon mértiik, hogy a gerinc NH-k arnyékoltsagat megfigyelhessiik (31.
abra). Sajnos az azapeptid részre referencia adatokat nem talaltunk az irodalomban. A
modelljeinkben a hémérséklet gradiens szisztematikusan nagyobbnak adédott, mint a amid-
csoportoké, de ezt a megnovekedett H-kotés donorerésséggel magyarazhatjuk. A nem
termindlis amid-csoportokra kapott értékek jellemzden AS/AT > -3 ppb/K tartomanyban
voltak 10, 12 és 13-re, ami erds arnyékolasra utal a valoszintleg kialakulé kompakt szerkezetek
miatt. A 11 vegyiilet esetén csak NH; mutatott erés arnyékolast, ami arra utalt, hogy szerkezet
kanyar-szeri és részlegesen rendezett. Megjegyzem azonban, hogy AS/AT > -6 ppb/K

értékeknél arnyékolasrol beszélhetunk.
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31. abra. A gerinc B-peptid (fekete) és az azapeptid (sziirke) egységekhez tartozé NH jelek kémiai
eltol6dasainak hdmérséklet-fiiggése (AS/AT) DMSO-d,-ban. Panel a: 10, b: 11, ¢: 12 and d: 13.

A 10 és 13 szekvenciak szerkezetfinomitasahoz hasznalt ROESY spektrumok mindharom
alkalmazott oldészerben jelgazdagok voltak és szamos i — i+2 tavolhaté NOE koélcsénhatast
beazonosithattunk (32. abra). Fontos kiemelni, hogy a kélcsénhatasokat vizes pufferben is ki
tudtuk mutatni 298 K-en csak a lassan cserél6dé amid protonokra, 277 K-en pedig
valamennyi gerinc szignalra. Ezek az eredmények egészen kivételes, ilyen révid foldamereknél
teljességgel szokatlan szerkezeti stabilitasra utaltak. A 11 lanc egyetlen i — i+4 NOE-t
mutatott, ami Gsszhangban allt az arnyékolt NH; protonnal. 12 esetén csak szekvencialis
NOE-t kaptunk.
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32. abra. Tavolhaté NOE kolcsonhatasok 10 (a), 11 (b) és 13 (c) vegytiletekre.

Mivel a gerinc bazisos nitrogéneket tartalmaz, a pH befolyasolhatja az 6nrendezédést és
ezaltal a spektralis paramétereket. A NMR méréseket 10 és 13 esetén megismételtik pH 2,0
pufferben is. A savas kézeg miatt harom 4j szignalt lattunk a spektrumokban megjelenni,
amiket a protonalt aza-nitrogénekhez rendeltiink. Sem kémiai eltolédas valtozasokat, sem
pedig jelkiszélesedést nem talaltunk az amid szignaloknal, tovabba a tavolhat6 NOE-k
érintetlenek maradtak. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a protonalas az alacsony pH-n
végbemegy a gerinc nitrogéneken, de ez nem vezet széttekeredéshez (v.6. ECD
eredményekkel).

A szerkezetfinomitast hibrid-Monte Carlo eljarassal végeztiik és protonalatlan kiindulasi
szerkezetekkel. A tavolhaté kolcsonhatasok 10 esetén egyetlen konformacids klasztert
hatiroztak meg, ami megfelelt a H10/12 hélixnek (33a abra). A 13 szekvencia ugyancsak
egyetlen klasztert adott ami a HI12 hélixnek felelt meg (33e abra). Nem kaptunk a
szerkezetekkel inkonzisztens NOE-kat és a tiz legalacsonyabb energiaju szerkezetet tekintve a

prediktalt NOE-kat megtalaltuk a spektrumokban.
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33. abra. Az NMR szerkezetfinomitasbol kapott tiz legalacsonyabb energiaja szerkezet a: 10, b:
11, c¢: 12 (1. klaszter), d: 12 (2. klaszter) és e: 13.

A hélixeket kozelebrél megvizsgalva azt talaltuk, hogy az aza-nitrogének nem kotd
elektronparjai nem vesznek kozvetlentl részt a gerinc H-kotéseiben és az oldoszer szamara
hozzaférhet6k. Az implicit viz modellel és teljes protonaltsig mellett végzett szamitasok
megerGsitették, hogy a protonalas mellett is stabilisak a hélixek, ami teljesen 6sszhangban volt
a pH-fiigg6 NMR adatokkal.

A 11 szekvenciara kapott legalacsonyabb energiaju klaszter egy kanyar strukturat ad,
amiben az NH; bifurkalt H-k6tésben vesz részt (33b abra). Ugyanakkor az alacsony energiaja
szerkezetek altal C-terminalison prediktalt NOE kolcsonhatasokat nem tudtuk kisérletesen
megfigyelni, ami arra utal, hogy az N-terminalis részen egy meglehetésen stabilis kanyar-
szerkezet alakul ki, mig a C-terminalis flexibilis marad. Két klasztert kaptunk hasonlo6

energiaval a 12 lancra, és mind a kettében 8-tagi H-kotéses gytriket taldltunk. A 1. klaszter
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8-szal masodlagos szerkezetnek felelt meg (33c abra), mig a 2. klaszter egy makrociklusos
elrendez6dést mutatott (33d abra). Mivel az NH protonok arnyékoltsaga kiderilt a
hémérséklet-fligg6 NMR adatokbdl, ezért ugy véljiik, a H-kotéses 8-tagu gytrik valoszintek,
de a globalis tekeredése a szerkezetnek fluktualhat.
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34. abra. VCD go6rbék a 10 (a) és a 13 (b) lancokra DMSO-d—ban (folytonos), és a szamitott
g0rbék (szirke szaggatott). ECD gorbék a helikalis szerkezetekre (c): 10 (sziirke), 13 (fekete). A
szal és kanyar szerkezetekre kapott ECD gorbék (d): 11 (fekete), 12 (sziirke). A pH 7,4 vizes
pufferben kapott adatok (vastag), metanolban (vékony).

A 10 és 13-ra kapott hélixeket ab initio kvantummechanikai szinten is optimalizaltuk, és a
B3LYP/6-311G** moédszerrel kapott szerkezetekre elméleti VCD gorbéket szamitottunk,
majd Gsszehasonlitottuk a kisérleti adatokkal (34a és b abrak). A kisérleti VCD gorbék
DMSO-ban jol észlelhet6 effektust mutattak az 1650 - 1700 cm tartomanyon, ami
hozzarendelhetd a csatolt amid I vibraciés médusokhoz. Ezt a lefutast az elméleti gbrbékben
is megtalaltuk és a rotatorerdsségek eldjele illeszkedett. Ez alatamasztja, hogy az NMR
szerkezetfinomitasokkal és az ab inito szamitasokkal kapott balmenetes hélixek szerkezete
helyes. Tovabba a relative j6 egyezés a gorbék kozott jelzi azt, hogy a hélixek konformaciés
stabilitisa jelent6s. A 13-nal észlelhet6 nagyobb intenzitasa effektus betudhaté a H12
gyakrabban ismétl6dé konformaciés elemeinek, ha a H10/12 hélixhez hasonlitjuk. Vannak
azonban eltérések a kisérleti és elméleti gorbék kozott a kevésbé jellemzé és gyengébb amid 11
savban (1500 - 1570 cm). Ezek a kilonbségek valészindleg a szerkezetek maradék

konformacios flexibilitasaval és esetleges olddszerrel valo kolesonhatasokkal magyarazhatok.
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35. abra. A 10 (sztrke) és 13 (fekete) szekvenciakra kapott ECD gorbék pH 7,4 (vastag) és pH
2,0 (vékony) vizes pufferekben.

ECD méréseket is végeztink, hogy megerdsithesstik a hélixek jelenlétét és a szerkezetek
szekvencia-fuggését. Szimmetrikus pozitiv Cotton effektust kaptunk 10 és 13 esetén, a pozitiv
savok 210 nm és a negativ savok 195 nm kornyékén voltak (34c abra). Ez alatamasztja a
helikalis geometriat mindkét anyagnal. A 11 és 12 szekvenciaknal az alapvetSen aszimmetrikus
effektus a 190 nm kornyékén megjelené negativ savokkal mindkét esetben nyujtott szal-szert
szerkezetet jelzett (34d abra). Az NMR eredményekkel 6sszhangban a vizben felvett ECD
gb6rbék hasonléak a metanolban kapott adatokhoz, ami arra utal, hogy a szerkezetek
ellenallnak a viz szerkezetrombold hatasanak. Tovabba a helikalis szekvenciak (10 és 13) pH
7,4 és pH 2,0 pufferben felvett gérbéi gyakorlatilag azonosak voltak (35. abra), ami Gjabb
megerGsitést ad az NMR-ben mar tapasztalt azon jelenségnek, miszerint a gerinc protonalasa
nem vezet a szerkezetek széteséséhez.

Ezek az eredmények két f6 kovetkeztetést engedtek meg. Az egyik, hogy az azapeptid
épitéelemek bevaltottak a hozzajuk fazott reményeket, tehat stabilizaltak a gerinc H-kotési
halézatat, ezaltal vizes oldészerben is sikeriilt a masodlagos szerkezeteket meg6rizni. A masik
megallapitasunk, hogy a gylrGs oldallancokkal beprogramozott térkémiai mintazat
kikényszeritette a tavolhaté hidrogénkotések kialakulasat, mivel a gerincben helyettesitett
akiralis nitrogén alkalmazkodott a koérnyezS lokalis torzids kényszerekhez. Ezek az
eredmények arra utaltak, hogy nem kell minden sztereocentrumot megkotnink ahhoz hogy a
masodlagos szerkezetet kiépithessitk. A sztereokémiai mintazat hatasanak elemzésekor
figyelembe kellett vennink, hogy az aza-ACPC egységeknél az o-szénatom CIP
konfiguracidja azonos térbeli orientacié mellett ellentétesre valt az ACPC egységekhez képest.
Igy a 25-aza-ACPC monomereket a sztereokémiai mintizatban [XR] egységgel jeloltiik az
OsszevethetGség kedvéért. Az X az akiralis nitrogénnek felelt meg. Igy a mintazat 10 esetén

[RS][XR], ami ahhoz vezetett, hogy minden masodik peptidkotés csak az egyik oldalrdl kapott
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térkémiai iranyitast, de a valtakozé S][X és R][R motivumok alternalé6 H10/12 hélixet
alakitottak ki. Hasonloan 13 esetén a mintazat [RR][XK] volt, ami valtakozé K][X és KR][R
motivumokat adott, de ez mar azonos iranyitast jelentett az amidcsoportok szamara, és a
nitrogének alkalmazkodasaval a H12 hélixet kaptuk. A 11 és 12 szekvenciak rendre az
[SKR][XR] és [SS][XR] mintazatokat kaptak, amelyek kizarjak a hélixek kialakuldsahoz
szitkséges orientacidkat és ennek eredményeképp kanyar és szal jellegd masodlagos

szerkezeteket talaltunk.

4.1.5 Foldamer hélixek de novo létrehozdsa proteinogén oldalldncokkal:
sztereokémiai programozds kiterjesztése [1]

A foldamerek felszinén megjelen6 kémiai diverzitdis nagyon fontos a bioldgiai
alkalmazasok szempontjabol. A proteinekhez hasonl6é foldamer felszin kialakitasahoz egy
lehetséges tut, hogy a természetes a-aminosav épitéelemek oldallancait épitjuk ki a struktarak
felszinére. Ehhez olyan ¢épitéelemek szikségesek, amelyeket koltséghatékonyan lehet
eléallitani, és az a-aminosavakkal azonos vagy hozzajuk hasonlé oldallancokat hordoznak.
Ilyen monomer tipus a B3-aminosavak osztilya, mert a-aminosavakbol Arndt-Fistert
szintézissel eléallithatok, ezek jelenleg kereskedelemben hozzaférhet6k. Egy masik kézvetlen
lehetéség az a-aminosavak beépitése a szekvenciaba. Ahogy ezt az irodalmi attekintésben mar
emlitettem (2.3.1 fejezet), ilyenkor szamolni kell azzal, hogy az a-aminosavak mennyiségével
csOkken a hélixek konformacids stabilitasa. Igaz ez a [*-aminosavak esetén is a hianyzé
aszimmetrikus B2-szénatom miatt. Viszont a fenti eredményekbdl kitnik, hogy a lokalis
torziok térkémiai iranyitiasa hatékonyan befolyasolja a masodlagos szerkezetet a megadott
szabalyok szerint még akkor is, ha nincs minden aszimmetria centrum meghatarozva. Ezt az
elvet kovetve terveztink 4j hélixeket, amelyek proteinogén oldallancokkal rendelkeznek. A
36. abran mutatom be a tervezett szekvenciakat, ahol az oldalak délési iranya kodolja a
peptidkotések relativ orientacidjat, illetve a trapézok és a paralelogrammak sorozataval
abrazoltam a monomer egységek térkémiai illeszkedését. Az egyik szekvencia-tipusban (14 és
15) kizarélag [-aminosav egységeket hasznaltunk, azonban a peptidk6tések relativ
orientacidjanak mintazatat harmas periddussal allitottuk be. A 14 szekvencia esetén minden
oldallanc ciklusos volt, de ezt a lancot csak a modellezés szintjén tanulmanyoztuk. A 16
foldamernél a peptidk6tések orientacidjat alternaléra terveztiik, de minden harmadik
poziciéba o-aminosavat helyeztink el. A 17-19 szekvenciakban megbontottuk a hélixet

el6segité sztereokémiai mintazatokat, hogy ellenérizhessiik a térkémiai orientacié hatasat.
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36. abra. A de novo tervezett B- és af-peptid szekvenciik (14-16) és a kvazi-random ellenérz6
lancok (17-19). A tervezés a [@,Y] szogek elGjele és a sztereokémiai mintazatok szerint tortént a
4.1.1 fejezetben leirt elvek alapjan. Az oldallancokat a szokasos egybettis kédokkal jeloltik (hS:
homo-szerin). A d6lt betikkel a konfiguraciokat CIP rendszerben adtuk meg tgy, hogy az
oldallancokat jel6l6 R = metil.

1

2]

17

Erdekes megfigyelni, hogy mindkét tipus tillép az addig szokasos alterndlé tervezési
elven. A 14 és 15 szekvenciaknal a peptidkotések orienticidja és ennek megfeleléen a
sztereokémiai mintazat harmas periodicitast mutat. Bz 16 esetében még kiterjedtebb, mert a
térkémiai informacié hat monomeregységenként ismétlédik, amit mas eszkozokkel nehézkes

lett volna rogton atlatni.
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C

37. abra. A 14 (a) 15 (b) és 16 (c) szekvencidkra 7n silico kisérletek altal prediktalt hélixek

A munkat konformaciés mintavételezéssel folytattuk, hogy lassuk a tervezett szekvenciak
felveszik-e a programozott téralkatot 7z siico. Hibrid MC-MD metodikaval és molekularis
er6tér alkalmazasaval végeztitk a modellezést, és ebben a fazisban nem alkalmaztunk kisérleti
vagy egyéb konformaciés megkotést. A 14 - 16-ra kapott legalacsonyabb energiaja
konformaciés csaladok helikalis szerkezetet mutattak. A 17 - 19 szekvencidknak nyujtott
gerinciik volt, amit kanyar-tipusu szegmensek alakitottak ki az alacsony energiaja
konformacioknal, de ezekbdl hianyzott a hosszatava rend. A 14 - 16 lancoknal kivalasztott
legalacsonyabb energiaja szerkezeteket tovabb optimalizaltuk ab initio kvantumkémiai
modszerekkel. A szamitasok megfeleléen konvergaltak és ) hélix-tipusokat kaptunk
eredménytil. A 14 és 15 szekvenciaknal egy balmenetes (M) hélix-tipust figyeltiink meg, amit
egymasba agyazott 14- és 16-tagi H-kotéses gylrlk stabilizaltak (37a abra). Ezt H14/16
hélixnek neveztik el. A B*-aminosav egységeket is tartalmaz6 15 a t6ltott oldallancokat

térkozelbe tudta pozicionalni, és az igy kialakuld sohid hozzajarulhatott a hélix stabilitaisahoz
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(37b abra). A 16 lancra kapott balmenetes (M) hélixet egymas utan kévetkezé 9-, 10-, 11- és
12-tagii H-kotéses gylrtk tették merevvé (37c abra). Bar ez a hélix addig nem latott
komplexitassal rendelkezett a H-kotés halézatban, a peptid kotések alternalé orientaciot

mutattak, és ezt H9-12 hélixnek neveztik el.

a 172 .
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38. abra. Az amid protonok kémiai eltolédasanak
hémérsékletfiigeése DMSO-d,-ban mérve. Panel (a):
15 (fekete), 16 (sziitke), és panel (b): 18 (fekete), 19
(szurke).

Valamennyi lanc a sztereokémiai programnak megfelel6 masodlagos szerkezetet mutatott
a modellezések alapjan, igy a 15, 16, 18 és 19 szekvenciakat megszintetizaltuk, és tisztitas utan
LC-MS moédszerrel karakterizaltuk. Az NMR méréseket CD3OH, DMSO-d; és vizes oldatban
(H20:D20 90:10) végeztik el. A jeldiszperzio jonak bizonyult 15 és 16 esetén jelkiszélesedést
nem észleltink. A gerinc-szignalok hozzarendelését 277 K-en hajtottuk végre, ahol a jelek
feloldottsagat a legjobbnak talaltuk. A 18 és 19 lancok esetén a jeldiszperzié sokkal rosszabb
volt, kiilonésen a C*H and CPH régiokban és alacsonyabb hémérsékleteken is. Ez a
periodikus szerkezetek hianyara utalt és a jelhozzarendelés csak részlegesen sikerult. A

masodlagos szerkezetek relativ stabilitasat az amid protonok DMSO-ds—ban mért
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hémérsékletfiiggésével (Ad AT-!) ellendriztiik. A 15 szerkezetre a legtébb esetben -5 ppb K-t
feletti értékeket kaptunk és a legkisebb abszolut érték hémérsékletfiiggést a szekvencia
kozepén (-3.86 ppb K1, NHj) tapasztaltunk, ami mar jelentés oldészertdl vald arnyékolast
mutatott (38a abra). Ehhez képest az azonos konstitucioja, de aperiodikus sztereokémiai
mintazata 18 jorészt -5 ppb K alatti értékeket adott, jelezve a megbontott térkémiai mintazat
szerkezetrombol6 hatasat. Bz al6l a NHy volt kivétel, ahol a AS AT-! érték novekedett 18
esetén 15-h6z hasonlitva. Ebben a viselkedésben kozrejatszhat a Lys oldallanc kozelsége, ami
H-ko6tés akceptorként mikodhetett. Jol arnyékolt amid protonokat talaltunk 16 esetén, a
legtobb érték joval -5 ppb K- felett volt, a szekvencia kozepén -3 ppb K-! feletti adatot is
mértink (38b abra). Ez a mintazat felborult a kontroll 19 szekvencianal, jellemzden a
hémérséklet-fliggés névekedését tapasztaltuk, kivéve a NH; és a NHyg esetén, ahol lehetséges,

hogy a médositott szekvenciaban kanyar struktarak alakulhattak ki.

39. abra. Diagnosztikus tavolhaté NOE kolcsonhatasok 15 és 16 esetén.

A ROESY spektrumok kiértékelése szamos tavolhaté 7 - /42 és 7 - /+3 NOE
kolesonhatast fedett fel 15 és 16 esetén, mig 18 és 19-re jellemzben csak monomeregységeken
belili ¢és szekvencialis NOE-kal talalkoztunk (2. tablazat ¢és 39. abra). A
szerkezetfinomitasokat a tavolsagi kényszerekkel és a hibrid MC-MD technikat alkalmazva
végeztik el. Az eredményiil kapott 104 szerkezet klaszter vizsgalata két konformacios csaladot
mutatott 15-re (39a és b abrak). Mindketté6 megfelelt a H14/16 geometridnak és egyarant
alacsony energidjiak voltak, valamint a megkétéseket jol teljesitették (RMSV = 0,003 A). A

kilonbség a C-terminalis pozicidjaban mutatkozott, mert a terminalis amid H-kotést tud
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kialakitani a B-hAsp oldallancaval. A helikalis szerkezettel sszhangban az NH-CPH és az

NH-C*H vicinalis csatolisok egydntetiien nagyobbak voltak, mint 8,5 Hz.

40. abra. Az NMR szerkezetfinomitas utan kapott tiz legalacsonyabb energiaju szerkezet: 15, 1.
klaszter (a); 15, 2. klaszter (b); 16 (c); 18 (d); 19 (e).

A 16 lancra egyetlen konformaciés csaladot talaltunk (40c abra), ami megfelelt a H9-12
hélixnek és jol Gsszevagott a kisérletes tavolsagi megkotésekkel (RMSV = 0,010 A). Az
3](NH—C'3H) csatolasok a B-aminosavegységeknél nagyobbak voltak, mint 9,0 Hz, mig a
3[(NH-C*H) értékek o-aminosavegységekre 7,5 Hz koriil voltak. Ez teljes 6sszhangban all a
H9-12 hélix geometriaval, mert a NH-C*H torzidk az O-aminosavegységekben kisebbek, mint
a NH-CPH torziok a B-aminosavegységekben. A szerkezetekkel 6sszhangban nem all6 NOE
kolesonhatasokat nem figyeltink meg, és a tiz legalacsonyabb energiaju szerkezet altal
prediktalt kolcsonhatasokat megtalaltuk a ROESY spektrumokban.

A 18 kontroll vegyiiletre kapott szerkezetek nem mutattak regularis masodlagos szerkezeti
elemeket (40d abra). A 19 szekvencianal tapasztalt egyetlen 7 - /+3 NOE (NHy - C,Hg)
kolesonhatas egy hurok-szeri strukturat eredményezett (40e abra). Meg kell azonban
jegyeznink, hogy a kontroll szekvenciakon végzett szerkezetfinomitas eredményét a tobbi,

jelent6s flexibilitasra utalé eredmény figyelembevételével és gy kritikaval kell kezelntink.
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41. abra. ECD gorbék szobahémérsékleten, metanolban (vastag) és vizben (vékony) mérve. A
helikalisra tervezett 15 (a) és 16 (b) szekvenciakra kapott adatokat folytonos vonallal, a kontroll 18
(a) és 19 (b) lancokat szaggatott vonallal jeloltik.

Ag/ M'em™

Az ECD méréseket szobah6n és az NMR kisérletek korulményeinek megfelel6en 277 K-
en végeztik. Lényegi eltérést nem tapasztaltunk eltekintve attdl, hogy a hitott mérésekben
kissé megnévekedett a Cotton effektus a 15 és 16 lancokra (41. abra). A 15-re metanolban
kapott Cotton effektus 18 esetén el6jelet valtott és 215 nm-r6l 205 nm kérnyékére tolodott.
Sajnos a foldamerek esetén az ECD gorbék szerkezetfiiggése sokkal kevésbé felderitett, de az
eltéré gorbék mindenképp jelentds strukturalis valtozast jeleztek a megbontott sztereokémiai
mintazat hatdsara. Hasonléan alapvetd valtozast tapasztaltunk a metanolban felvett ECD
gorbékben 16 és 19 esetén; a Cotton effektus elGjelet valtott és kisebb tolodast is lathattunk a
hullamhosszban. A vizben felvett ECD spektrumok azt jelezték, hogy 16 H9-12 hélixe
részlegesen vizben is megmaradt, mert a gorbék lefutisa nem valtozott, de a spektrum
csOkkent intenzitast mutatott. Jelent6sebb relativ intenzitas csokkenést tapasztaltunk 15
H14/16 hélixénél a vizes kézeg hatdsara, de itt is felismerhettitk a hasonlé lefutast. A kontroll
szekvenciak vizre relative érzékenyebbnek mutatkoztak, mint a kiindulasi helikalis struktarak,
ami megerdsiti a stabilis kompakt szerkezet hianyat.

Ezek az eredmények megerdsitik azt a feltételezést, hogy a homokiralis és az alternald
heterokiralis rendszerek nem fedik le a periodikus masodlagos szerkezetek létrehozasanak
valamennyi lehetéségét. A 4.4.1 fejezetben lefektetett szabalyok alkalmazasaval a
sztereokémiai mintdzat hosszabb tiavon kiterjeszthet6 a szekvenciara és a gerinc
tekeredésének valddi programozasa igy lehet6vé wvalik. Ezek szerint a sztereokémiai
informaci6, mint egy binaris adatfolyam kodolja a térbeli szerkezetet és a peptid lanc egy
analog szamitogépként végrehajtja azt, kimenetként pedig a kivant masodlagos szerkezetet

adja.
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4.1.6 Az dltaldnositott sztereokémiai programozds alkalmazdsa: Uj af és aaff
foldamerek [7]

Az eddigi eredményekbdl kitlinik, hogy a sikeres foldamer tervezéshez nem kell a
térkémiai megkGtést a peptid gerinc minden pozicidjaba beépiteni, de fontos kérdés, hogy ez
a feltétel meddig lazithaté. A 4.1.5 fejezetben jellemzett struktirakban minden harmadik
monomeregység rendelkezett egy szabad orientacioval. A tovabbiakban olyan o,3-peptid
szabasmintakat készitettlink, amelyekben ez az arany tugy moddosul, hogy két
monomeregységenkét marad egy torzi6 szabadon az a-aminosavegységek jelenléte miatt.
Tovabba a kotetlen torzid pozicidjanak mintazatat is megvaltoztattuk, és igy sziilettek meg a
tesztelni kivant of- és axPB-peptid szekvencidk. Fontos megjegyezni, hogy ezekben a
strukturakban a nagyobb o-aminosav arany gazdagabb felszini diverzitast is lehet6vé tett. A
tervezést, az anyagok szintézisét és jellemzését a névekvé érdeklédés okan nemzetkozi
egyluttmikodésben végeztiik (Prof. Oliver Reiser, Universitit Regensburg). Az 4j szekvenciak
terveit a 42. abran mutatom be és ezekbdl lathatd, hogy ezuttal a peptidkotések orientaciojat
alternaléra kivantuk beallitani, hogy a gerinc maradék flexibilitisanak aranya és mintazata
maradjon csak valtozé paraméter. A szekvencidkat nonamer és tridekamer hosszusagban
allitottuk el6 ugy, hogy a lanchossz ne akadalyozza a szerkezetek kialakulasat. Az aB-peptidek
(20 - 23) (15,2R)-ACPC és L-a-aminosav egységeket tartalmaztak a sztereokémiai mintazatnak
megfelelen. Az aaBfB-peptidekben (15,2K)-ACPC, (15,2K)-ACPC, L-a-aminosav és D-o-
aminosav épitéelemeket is felhasznaltunk. Bizonyos poziciokba telitetlen ¢s3-ACPC
oldallancot helyeztiink el az NMR jeldiszperzi6 javitasanak érdekében.

Valamennyi peptidet sikeresen eléallitottuk Fmoc kémiaval, HPLC-vel tisztitottuk és L.C-
MS moédszerrel karakterizaltunk. Ebben a munkaban el6sz6r ECD  spektroszképiaval
ellendriztik a rendezett szerkezetek esetleges jelenlétét, killonos tekintettel az oldészerfiiged
valtozasokra (metanol, viz illetve puffer, 43. dbra). Szembetind, hogy a hosszabb lancokra
kapott gorbék normalt intenzitasai nagyobbak, mint a rovid analégoké (20 vs. 21, 22 vs. 23, és
27 vs. 24 - 26). Ez azt jelzi, hogy lanchossz javitja a konformacios stabilitast, ami a rendezett
periodikus ~ struktirdk jellemzéje. Altalaban megfigyelhetd, hogy a metanolos kozegl
intenzitasok nagyobbak, mint a vizben vagy pufferben felvett gorbék esetén, kivéve 24.
Erdekes megfigyelni, hogy a 20 - 23 szekvencidkkal ellentétben a 24 - 27 sorozat intenziv
jeleket adott vizes kozegben is. A 25 vegyilet kivételével a gorbék intenzitisa megnétt a
pufferelt kézegben, azonban ennél a vegyiiletnél nagyon rossz oldhatésagot tapasztaltunk,
ami magyarazza az alacsony intenzitasokat. Az of-peptid sorozatnal karakterisztikus az
intenziv maximum 200 nm kornyékén, ugyanakkor az aafB-peptideknél kozel szimmetrikus
Cotton effektusokat kaptunk 205 nm kérnyékén a pozitiv savval és 190 nm koril a negativ

savval.
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42. abra. A de novo tervezett af3- és 0PP-peptid szekvenciak (14-16) és a kvazi-random ellenbrz6

2

N

lancok (17-19). A tervezés a [@,] szogek el6jele és a sztereokémiai mintazatok alapjan tortént a
4.1.1 fejezetben leirt elvek alapjan. Az oldallancokat a szokasos egybetilis kddokkal jeloltiik (hS:
homo-szerin). A délt betikkel a konfiguraciékat CIP rendszerben adtuk meg gy, hogy az
oldallancokat jel6lé R = metil.
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43. abra. Az af3- (20-23) és az aafB-peptidekre (24-27) kapott ECD spektrumok. A gérbéket
szobahon vettiik fel és az intenzitisok a kromofér koncentraciora normalva vannak. A puffer pH
7,4, 20 mM foszfat volt.

Az of-peptidek NMR spektrumai CD3OH-ban j6 jelfeloldottsagot mutattak, szinte
valamennyi jelet hozza tudtuk rendelni. Az amid protonok kémiai eltolédasanak
hémérsékletfiiggése jol mutatta a gerinc H-kotéseinek arnyékold hatasat. Kilonosen alacsony
abszolut értékeket kaptunk a 22 szekvencia 3-11 egységeire (—1,08 - —4,38 ppb/K). Jelgazdag
ROESY spektrumokat talaltunk a 20 és 22 tridekamerekre, amely szamos tavolhat6 NOE
kolesohatast is tartalmazott. A szokasos szekvencialis NH-C*H;1 NOE-k mellett tavolhato
NH;++-C*H; kolesonhatasokat talaltunk az a-aminosavegységekre és NH,-CPH 44 kontaktokat
figyeltink meg a B-aminosav épitéelemeknél (44a dbra). Tovabba a vicinalis csatolasok a -
aminosav amid protonoknal a 8,494 Hz tartomanyba estek, mig ezek az o-
aminosavegységeknél a 7,3—7,8 Hz tartomanyban voltak (terminalis aminosavakat figyelmen
kivil hagyva). Ezek a megfigyelések és a j6 NMR jeldiszperzi6 alatamasztottak a szekvenciak
onrendez6dését. Az NMR tavolsagi megkotésekkel végrehajtott szerkezetfinomitas jol
meghatarozott szerkezethez vezetett, ami az irodalomban addig ismeretlen jobbmenetes (P)
H16/18 hélix geometriat adott (45. dbra). A létrehozas idGpontjaban ez volt a legnagyobb

atmér6jd peptid foldamer. Erdekes tovabba az is, hogy a nydjtott konformaciéban 1év6 -

aminosavegységek (Y = —176°, ¢ = —129°) ebben az elrendezésben B-redék alkotoelemei

szoktak lenni.
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44. abra. A ROESY spektrumokban megfigyelt tavolhaté kolesénhatasok 20 (a) és 27 (b)
szekvenciak esetén.

Az aofB-peptideket (24 — 27) CD3;OH-ban, DMSO-ds—ban és vizes pufferben mértik
PH 7,4, 20 mM foszfat + 10% D20). A jeldiszperziét nagyon jonak talaltuk, a
jelhozzarendelést majdnem teljes mértékben el tudtuk végezni. Az amid protonok kémiai
eltolodasanak hémérsékleti koefficiense jellemzéen alacsony abszolat értékeket mutatott
szerves olddszerekben, kilondsen igaz ez a lanc kozepén 1évé aminosavegységekre (> -5
ppb/K). Ez o6sszevetve az eddigi ismereteinkkel a feltekeredett masodlagos szetkezet
kialakulasat jelezte. Vizes kozegben a hémérsékleti koefficiensek meghatarozasa négy szignal
esetén nehézségekbe titk6zott bizonyos jelatfedések miatt, de megallapithattuk hogy az amid
protononok ebben a kézegben is arnyékolva voltak.

A jelgazdag ROESY spektrumokban CPH; — C*Hix2 NOE kolesénhatasokat figyeltiink
meg a gerincben (44b abra). A lanckozi Val és Ala oldallancok esetén CYH; — C*Hi
kontaktokat is be tudtunk azonositani. A gerinc amid protonok kézott pedig 1 — i+1
kélesonhatasokat detektaltunk. Ezek alatamasztottak a kompakt helikalis struktira jelenlétét a
24 — 27 szekvencidkra. A N-terminalis a-aminosavegységek esetén ezeket a tavolhatd
kolcsonhatasokat nem  figyeltik meg, ami a jelent6s flexibilitisukra utalt. A
szerkezetfinomitast sikeresen elvégeztitk 24, 26 és 27 szekvencidkra a metanolban és a vizben
kapott NMR adathalmazokkal is. A kvantitativ elemzés 25 esetén nem volt sikeres, mert a
peptid aggregaciot mutatott és a spektrumok zajosak voltak, de a diagnosztikus tavolhaté

kélesonhatasokat ott is megfigyelttk.
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45. abra. Az NMR szerkezetfinomitas utan kapott 6t legalacsonyabb energiaju szerkezet (a és c)
20 szekvencia esetén. A feltekeredés grafikus reprezentacidja (b és d). Az atlathatésag érdekében a
H-atomokat nem abrazoltuk.

46. abra. A 27 vegyilet oldatfazisu szerkezete metanolban (a és c) illetve vizben (b és d).
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A szamitasok egy jobbmenetes (P) hélix tipust eredményeztek, amit egymasba illeszkedd
9/12/9/10-tagt H-kotéses gylrik stabilizalnak (46. dbra). A 27 vegyiletnél killonbséget
tapasztaltunk a vizes kozegl és a metanolos szerkezet kozott. Vizben a struktira némi
kompressziot szenved, és ezt a 2, 6 és 10 poziciokban 1évé ACPC gytrik kozotti hidroféb
kélesénhatasok maximalizalasa és a Lys!? - Glu!? sohid kialakulasa hajtja.

A 24 lancnal egy gyenge C,Hi—C.Hs4 NOE kolcsonhatast figyeltiink meg, ami nem vag
Ossze a javasolt hélix geometriaval. Erre az egyik lehetséges magyarazat az, hogy egy masik
minor konformer populacié lehet jelen, amelyben az N-terminalis negyedik a-proton
térkozelbe kertil egymassal. Ezt alatamasztja a 24-re kapott ECD g6rbék oldoszerfiiggése is,
mivel ez a jel csak metanolban volt megfigyelhetd.

Osszefogalva a fenti eredményeket kijelenthetjiik, hogy a sztereokémiai programozas elve
alkalmazhaté még akkor is, ha csokkentjik a megkotott torzidk szamat. Ezzel a modszerrel
sikeresen alkottunk j méasodlagos foldamer struktirakat, a H16/18 és a H9/12/9/10 hélixet.
Mindkett6ben magas az a-aminosavak aranya, mégis készségesen vesznek fel kompakt
térszerkezetet rovid lanchosszon is, amely az eddig megfigyelt ap-hélixekrél nem mondhaté
el. S6ta H9/12/9/10 hélix esetében vizes kozegl szerkezetfinomitast is tudtunk végezni, ami
ezeket a szerkezeteket egyedivé teszi ebben az osztalyban. A 4j hélixek tovabbi elénye, hogy

kézenfekvé médon lehet az a-aminosavakkal diverz felszini kémiat kialakitani.
4.2 Oldallancok alakjanak hatasa a masodlagos szerkezetre

4.2.1 A H12 hélix stabilizdldsa oldalldncok sztérikus kélcsonhatdsdnak segitségével [8]

A 4.1 fejezetben bemutatott eredmények erésen fokuszalnak a gerincben sztereokémiai
eszkozokkel iranyitott masodlagos szerkezetekre. Meg kell azonban jegyezni, hogy a térkémiai
programozas elve a sziikséges geometriai feltételeket szabja meg a hélixek és a szalak
kialakitasahoz. Nem veszi viszont figyelembe az oldallancok kozotti kolesonhatasokat, a
terminalisok nuklealé hatasat vagy az olddszer potencialis rendezé hatasat. Ebben a
fejezetben szeretném lefrni azokat a vizsgalatainkat, amelyek célzottan az oldallancok alakjat
hasznaltak ki a hélixek geometridjanak szabalyzasahoz. Azt tdztik ki célul, hogy 4j utat
talaljunk a homokiralis B-peptid H12 hélix stabilizalasara, mert ennek a hélix-tipusnak a
létrehozasahoz meglehetésen szlk eszkoztar allt rendelkezésre. A H12 hélixet, mint ahogy a
2.2.1 fejezetben hivatkoztam ra, csak #ansz-ACPC monomerekkel vagy azzal analog ottaga
oldallanccal tudtak eddig létrehozni. A hattagi oldallincok mar a H14 hélix képzodését
segitették el6. A H14 hélixben az 1 — i+3 helyzetben 1év6 oldallincok egymassal pontosan
fedésben vannak, ezért kozottik j6 az illeszkedés és szolvoféb vagy ionos kolesénhatasok
alakulhatnak ki, ami hozzajarul a H14 hélix stabilitdsahoz. Elképzelésuink az volt, hogy ezt a
szoros kontaktust nagy térkitoltést oldallancokkal meg lehetne bontani, igy a sztérikus taszitas

a H14 hélixet relative destabilizalna, mig a H12 hélix potencialisan kialakulhatna. Erre a célra
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egy monoterpén-szarmazék [-aminosavat valasztottunk (47. abra), aminek biciklusos
(apopinan) alapvaza van: 2-amino-06,6-dimetil-biciclo[3.1.1]heptan-3-karbonsav (ABHC).!8
Bz az épitéelem felfoghaté az ACHC egy metilén-athidalt, dimetil-szubsztitualt anal6gjanak,
ami a rigidsége miatt bizonyosan javitja a peptidlanc onrendezédési hajlamat, viszont a nagy
térigényd oldallancok elkertilik a H14 hélixben kialakul6 i — i+3 fedéallasokat.

+3 ACHC ABHC
»QJ HoN COOH  HoN COOH

47. abra. Sztérikus kolcsonhatasok az 1 — i+3 helyzetben 1év6 oldallancok kézott egy idealis H14
hélixben ACHC-ra (nincs titk6zés) és ABHC-ra (valoszin titk6zés).

Ennek a hipotézisnek a tesztelésére #ansz-(1R,2R,3R,5K)-ABHC homoligomereket
konstrualtunk (48. abra), és hibrid MC-MD moédszerrel konformacidés mintavételezést
hajtottunk végre a 31 szekvencian (49a abra). A legalacsonyabb energiaja konformacios csalad
a H12 hélix volt (a konformerek 32 %-a). Frdekes, hogy a H16 hélix is betoltétt volt
(konformerek 21%-a), de a konformacios energiat magasabbnak talaltuk. A H14 hélix esetén
nagyon alacsony aranyt talaltunk (konformerek 0.3%-a). Részlegesen feltekeredett
struktarakat is megjelentek, amelyekben 12-tagi és a 16-tagi H-kétéses gytrik egyarant

el6fordultak (konformerek 21%-a). Mas helikalis szerkezetet nem talaltunk.

28,n=1;29,n=2;30,n=3,31,n=4
48. abra. A vizsgalt transz-ABHC homoligomerek

Valamennyi, a 28-31 vegytletre geometriailag lehetséges hélixet (H8, H10, H12, H14 és
H16) ab initio kvantumkémiai médszerekkel HF/3-21G//B3LYP/6-311G** elméleti szinten

optimalizaltunk vakuumban (49b abra). A szamitasok megfelel6en konvergaltak a potencialis
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energia felilet megfelel6 minimumaihoz, kivéve a H10 hélix kiindulasi szerkezetet, ami
atfordult H14 hélixbe.
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49. abra. A 31 lancra végzett MC-MD konformaciés mintavételezésben kapott klaszterek (a)
(RMSD: atlagos négyzetes koordinata eltérés gyoke). A konformacios energiakat és az RMSD
értékeket a legalacsonyabb energidju szerkezethez képest szamitottuk. A relativ B3LYP/6-
311G** energiak 28 (0), 29 (O), 30 (A) és 31 (0) esetén (b).

A kvantumkémiai szinten végzett szamitasok is azt jelezték, hogy a H12 és a H16 hélixek
a legval6szinibb masodlagos szerkezetek mar pentamer hosszusagtol (30 és 31). A 28 és 29
lancokra H8 hélix adédott a legalacsonyabb energiajunak. Megjegyezzik, hogy a végsé ab
initio H12 hélix geometriakban az N-terminalis aminosavegységnél 6-tagu H-kotéses gytrit
tapasztaltunk, de ezt a késébbi kisérleti eredmények nem tamasztottak ala. Az in silico

kisérletek igazoltak a sztérikus oldallanc taszitassal torténé hélixformalasanak lehet&ségét.
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50. abra. Az NH/ND kicserélodés idéfiiggése 31-re CD;OD-ban, * : NH,; 0 : NH,; A: NH,; m :
NH;; x : NH,.
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Ezek alapjan megszintetizaltuk a 28 - 31 lancokat és LC-MS karakterizalas utan NMR
vizsgalatoknak vetettik ala. A méréseket 4 mM-ban CD3;OH and DMSO-4s old6szerekben
végeztik. A jeldiszperzié j6 volt, kiszélesedést nem észleltink, gy a jelhozzarendelést
sikeresen végrehajtottuk. Az oldallincok erésen hidroféb jellege miatt vizes kozegben nem
tudtunk mérni. Az amid protonok cseresebességét direkt mérésekkel kévettiik. Az adatok a 31
szekvenciara azt mutattak, hogy az N- és C-terminalisok kivételével a jelek hosszan
megfigyelhetéek voltak. A cseresebesség mintazata j6 Osszhangot mutatott a H12 hélix H-

kotés haldzataval. A 30 lanc esetében hasonld gorbéket észleltiink, de ott a cseresebesség

jelentésen gyorsabb volt, ami kevésbé rendezett szerkezetre utalt.

52. abra. A szerkezetfinomitas utan kapott H12 hélix oldal (a) és felil (b) nézete a 31 vegyiiletre.
A nyilak a szekvenciara jellemz6 Me-NH,, ; térkozelségeket mutatjak.

A ROESY spektrumokat CD3OH és DMSO-ds-ban vettiik fel. A 31 vegytilet DMSO-ds-
ban a CEH; - C*H,+2, CBH, - NH;+2 és Me; - NH,+; tavolhaté NOE kolecs6nhatasokat mutatott
amelyek egyértelmien alatamasztjak a prediktalt H12 hélix szerkezetet (51. abra). A tavolsagi
megkotésekkel végzett szerkezetfinomitas a H12 hélixet adta eredménytl mint predominans
konformaciét (52. abra). Az axidlis metilek és az amidok kozotti NOE kolesonhatasok
specifikus mintazatot mutattak, ami nem lenne igy, ha hélix-hélix lateralis asszociaciotol

szarmaznanak a jelek (Id. DOSY eredményeket alabb). A CD3;OH esetében ugyan szamos
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karakterisztikus tavolhaté kolecsonhatast megfigyeltink, néhany a CPHo4 jeleket érintd
ROESY keresztcstucsot nem azonositottunk ezek atfedése miatt. Nem tudtuk hozzarendelni a
CPH;-NH; kolesonhatast sem, ezzel szemben mindkét oldoszerben lathaté volt egy gyenge
CPH/-NH4 keresztcsucs, ami teljes Osszhangban allt a H12 hélixszel. A 30 szekvencia
spektrumaiban szintén megfigyeltik a H12 hélixre jellemz6 NOE kolcsonhatasokat, de 28 és
29 esetén nem talaltunk rendezett szerkezetre utalo jeleket. A 30 és 31 lancokra mért skalaris
csatolasok az amid protonoknal joval 85 Hz folétt voltak, alatimasztva ezzel az
antiperiplanaris NH-CFH torziot, ami a H12 kialakulasanak feltétele. Ez al6l az N-terminalis
egység kivételt képez. Ezek a vicinalis csatolasok jelentésen csokkentek a 29 szekvenciaban,

mig 28 esetén a csatolasokbdl inkabb rendezetlen konformaciora kovetkeztethettiink.
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52. abra. A metanolban felvett ECD g6rbék a 28 (vékony sziirke), 29 (vékony fekete), 30 (vastag
szuirke) és 31 (vastag fekete) vegytletekre.

Az ECD méréseket metanolban végeztik (DMSO erre a célra nem alkalmas, vizben pedig
oldhatésagi problémakat tapasztaltunk). A gorbék jelentds lanchossz-fiiggést mutattak (52.
abra). A Cotton effektus pozitiv savja 220 nm-nél jelent meg 28 és 29 esetén, mig 30 és 31
rendre 210 nm és 205 nm koértl adott maximumokat. A negativ sav konstans maradt 195 nm-
nél. A pozitiv savokra megfigyelt monoton kék-eltolédas és az effektus névekvé szimmetriaja
jol alatamasztja azt a feltételezést, hogy a rendezédés lanchossz-fligeé modon zajlik, ami a
hélixképzodés 1ényegi sajatsaga. A 28 és 29 lancoknal megfigyelt intenzivebb negativ sav az
alacsonyabb hullamhosszaknal jelezheti a nyujtottabb geometridk jelenlétét, mint pl. a HS8
hélix.

Mivel a 31 vegytilet esetén metanolban tapasztalt NMR mérési nehézségek és a rendkiviil
lassi NH/ND csere felvetették a hélixek kozott asszocidcié lehetSségét, DOSY NMR
mérésekkel vizsgaltuk ennek jelenlétét. A 3. tablazatban megadott adatokbdl kitnik, hogy az
Onasszociacio egy fontos jellemzbje ezeknek az erésen hidroféb oldallancokbdl felépuld
hélixeknek.
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3. tablazat. A metanolban DOSY NMR-rel meghatirozott ageregacids szamok

Szamolt Szamolt Diffazios  Mért Aggregacios
térfogat sugar egyiitthaté sugar szam
Vegyiilet A A x10° m’s' A
glikoz" 506,83 4,95 2,08 - 1
30 2140,14 7,99 0,63 16,4 8,6
31 2513,36 8,43 0,51 20,3 13,9

a1 kiilsé referencia, P nem alkalmazhato

Ezek az eredmények megerdsitik azt a feltételezésunket, hogy a nagy térkitoltésa
oldallancok kozotti taszitassal at lehet terelni a geometriat az altalunk kivant hélix-tipusba ugy,
hogy destabilizaljuk a kiindulasi hélix oldallanc elrendezést a ciklusos oldallanc preorganizald
hatasanak elvesztése nélkil. A foldamerek korében ez volt az elsé ilyen probalkozas és jelen
esetben a H12 hélix stabilizalasat sikerilt elérniink biciklusos B-aminosavakkal. Az elméleti
szamitasok soran érdekes volt megfigyelni, hogy a rendszer nemcsak ugy képes geometriailag
elkeriilni a H14 hélix kialakulasat, hogy a kisebb atméréja H12 hélixbe tekeredik at, hanem
elvi lehetSségét lattuk a nagyobb atméréja H16 hélix kialakulasanak. Ennek a jelenségnek a

tovabbi vizsgalatat a 4.3 fejezetben mutatom be.

4.2.2 Az oldalldcok alakjanak hatdsa a H10/12 hélix stabilitasdra [9]

A B-peptid H10/12 hélix stabilizalsat sikerrel oldottuk meg a sztereokémiai programozas
clvének alkalmazasaval. Igy az alternalé médon kapesolt ¢isz-ACPC enantiomerek elérték a
kivant hatast. Jol ismert jelenség, hogy a homokiralis hélixeknél az 6ttagu oldallancok (ACPC)
a H12 kialakulasat segitik el6, mig a hattagt oldallancok (ACHC) a H14 hélixet stabilizaljak
(2.2.1 fejezet). Azonban eddig nem tanulmanyoztik, hogy az egészen egyedi H10/12 hélix
esetén a gyurd tagszamanak bévitése vagy egyéb valtoztatasok az oldallancok topolégiajaban
hogyan befolyasoljak a szerkezet kialakulasat. Ebben a munkaban azt vizsgaltuk, hogy adott
sztereokémiai mintazat mellett a H10/12 hélix hogyan képes tolerdlni a hattaga aliciklusos
oldallancokat. Enantiomertiszta ¢isz-(1R,25)-ACHC, cisz-(15,2R)-ACHC, cisz-(1R,25)-ACHEC
(2-aminociklohex-3-én-karbonsav) és wsz-(15,2K)-ACHEC épitéelemeket hasznaltunk (53.
abra). Tovabba metilén-athidalt ciklohexén oldallancokkal is felépitettiik a struktarat diexo-
(3S,4R)-ABHEC és  diexo-(3R,45)-ABHEC  (3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav)
monomerek segitségével.

A szintézist Fmoc kémiaval végeztilk és a szokasos tisztitasi eljaras utan LC-MS-sel
jellemeztitk az anyagokat. NMR méréseket 4 mM koncentracioban CD;OH, DMSO-dj, és
vizben (H20/D2O 90:10) végeztink. A jeldiszperzié a legtobb szekvenciara j6 volt,
jelkiszélesedést nem észleltink és a rezonanciak hozzarendelését problémamentesen hajtottuk
végre. Kivétel volt a 33 vegyilet, melynél minden alkalmazott oldészerben jelkiszélesedést

tapasztaltunk. A mintat 245 K-re hitve CDCl3 —ban két jelhalmazt sikertlt kifagyasztani, és a
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major jelcsoportra mar el tudtuk végezni a hozzarendelést. Ez a megfigyelés azt tamasztja ala,

hogy 33 két stabilis konformacioval rendelkezik, amelyek egymassal kicserél6désben vannak.
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53. abra. A vizsgalt alternal6 heterokiralis gerinccel és hattagt oldallancokkal felépitett
szekvenciak (32-37). A korabban vizsgalt 6ttagt oldallancokat 6sszehasonlitasképpen tintettik
fel.

Ami az NH/ND kicserélédést illeti, a hexamer szekvenciak lassd cserélédést mutattak. A
lanckozi protonok még egy ora mulva is 30 - 40%-os jelintenzitast produkaltak, mig
természetesen a lancvégl amidok cseréje azonnali volt. Ez a megtfigyelés azt jelezte, hogy
onrendez6dés ment végbe. Frdekes, hogy az egymassal kicserél6dé két konformert adé 33
sem légott ki a sorbol, ami arra utalt, hogy a geometriak teljes kitekeredés nélkil alakulhattak
egymasba. A tetramereknél gyorsabb cserét figyeltiink meg, 40 perc utan a jeleket teljesen
elvesztettiik, ami 6sszhangban allt a lanhossz-fiiggd szerkezetformalassal.

Az ECD ujjlenyomatok metanolban 33 és 35 esetén nagyon hasonlé viselkedést mutattak
7-hez, amit kordbban H10/12 hélixként azonositottunk, bar a jelintenzitisok kissé
alacsonyabbak voltak (54. abra). Vizben oldhatdsagi problémak és a fényszérodas miatt 33
nem adott értékelheté ECD spektrumot. A 35 szekvencianal vizben hasonlé gorbét kaptunk,
mint metanolban, de fele akkora intenzitassal, ami azt jelzi, hogy a szerkezet vizes
oldészerben is részlegesen megmaradt. A 37 esetén 215 nm kornyékén kaptunk minimumot
és 200 nm kornyékén maximumot. Ez a jelentSs eltérés a H10/12 hélixre tipikus ECD
g6rbétdl és a korabban a szal szerkezetekre kapott spektrumoktdl is, azt tamasztotta ala, hogy
37 nem veszi fel a H12 hélix geometriat, de globalis feltekeredése helicitast mutat. A vizes
ECD gorbéje 210 nm-nél adott minimumot és 190 nm-nél maximumot, és ez a jelentSs

eltérés a metanolos adatoktdl oldészerre érzékeny struktirat mutatott.
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54. abra. A 33 (piros), 35 (sotétkék) és 37 (fekete) lancok metanolban felvett ECD gorbéi.
Osszehasonlitasul feltiintettiik a 7-re kapott és tiikorképi parra korrigalt adatokat is (cian).

a
0 0 0
HoN NH N NH NH NH NH,
0 0 0
b
0 0 0
HN NH NH NH NH NH NH,
0 0 0

55. abra. A 33 vegyiiletre talalt tavolhaté NOE kolcsénhatasok (CDCl,, 245 K) (a). A 35 (b) és

37 (c) lancok altal DMSO-4, és CD;OH oldészerekben mutatott kontaktok.

A részletes NMR vizsgalatok 33-ra CDCls—ban és 245 K hémérsékleten torténtek a fent
emlitett kicserélédési jelenség miatt. A major konformaciéra a balmenetes H10/12 hélixre
jellemz6 tavolhaté NOE mintazatot kaptuk (55a. abra): NH; - CfH;, CPH> - NH4, NH; -
CPH5 és CPHs - NHs. Az NMR tavolsagi megkotésekkel végrehajtott szerkezetfinomitas

kétség nélktl a H10/12 hélix konformaciét eredményezte (56a abra). A legjobb szerkezetet ab
inito kvantumkémiai szinten (RHF/3-21G és B3LYP/6-311G**) is modelleztik és a szerkezet

stabilisnak bizonyult. A minor konformer masodlagos szerkezetét nem tudtuk meghatarozni

az alacsony koncentriciéja (~ 6 %) miatt. Az alacsony NH/ND cseresebesség azonban azt
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jelzi, hogy a minor konformer és a H10/12 hélix valészintleg teljes kitekeredés nélkul alakul
at egymasba. Figyelembe véve a gerinc sztereokémiai mintazatat és az ezzel kapcsolatosan
felhalmozott tapasztalatokat ugy véltikk, hogy a minor konformernek is egy alternalé amid-
orientaltsagi  hélixnek kell lennie. A H10/12 hélixhez geometridban és energidban
legk6zelebb a balmenetes H18/20 hélix van, és ebbe a konformaciéba a H10/12 hélix
kitekeredés nélkul gyors H-kotés elcsusztatissal tud atrendezédni (56b dbra). A B3LYP/6-

311G** elméleti szinten végzett szamitasok ezt az elképzelést alatamasztottak, mert a

nagyatmér6ji hélix energidja csak 4 kcal mol'-lal volt magasabban (vakuumban), mint a
H10/12 hélixé.

a | b c

56. abra. A 33 lancra kapott H10/12 (a) és H18/20 (b) hélixek, valamint a 37 ltal mutatott
cirkularis konformacio (c). Az (a) és (c) konformaciokat NMR szerkezetfinomitassal, majd
B3LYP/6-311G** elméleti szinten végzett optimalizalassal kaptuk. A (b) konformacié kizarélag
elméleti szamitas eredménye.

A 35 lancon CD3;OH and DMSO-ds-ban végrehajtott ROESY mérések ebben az esetben
is a balmenetes H10/12 hélixet timasztottak ald (55b abra). Ezt a kovetkeztetésuinket a
szerkezetfinomitasi szamitasok megerésitették. Itt a kicserélédés nem zavarta a skalaris
csatolasok meghatirozasat és azt kaptuk, hogy azok a H10/12 hélixnek megfelelGen
periodikus mintazatot mutatnak: 9,8 Hz a NH; - CEH; és NH5 - CPHs, illetve 8,7 Hz a NH: -
CPH2, NHy - CPH4 és NHy - CEBHy csatolasokra. A 37 vegyiilet esetén hianyoztak az 1 — i+2
kolesonhatasok, ellenben szekvencialis, de jol meghatarozott, a rigid oldallancokat érinté NH;
- C*H; és NH; - C'Hiy kolesonhatas parokat talaltunk (55¢ abra). Ez kizarja a H10/12 hélix
jelenlétét. Az amid protonok vicinalis csatolasai nem mutattak periodikus mintazatot,
valamennyi 8,5 Hz kornyékén volt. Mivel az oldallancokra mutaté NOE kolcsonhatasok a
szerkezetfinomitas szempontjabol hasznosnak bizonyultak, igy a szamitasokat végrehajtottuk.
Eredményul egy cirkularis geometriat kaptunk, amit 6-tagti, monomeregységeken beluli H-
kotéses gyartk stabilizalnak (56c 4abra). Ez 06sszhangban all a gerinc sztereokémiai
mintazataval és egy nyujtott, szal-szerd konformacié esetén C'Hi-C'Hii és C'Hi-C*Hiw

NOE-kat kellett volna megfigyeljiink, de ezek jeleit nem talaltuk a ROESY spektrumokban.
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A bemutatott eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a hattaga gytris oldallanc
ugyan képes kialakitani a H10/12 hélixet, de valdszind, hogy az ACHC gytr(k dltal kialakitott
0 sz6g nem idealis ennek a kis atmérGja alternalé hélixnek. Ez abban nyilvanult meg, hogy 33
két egymassal kicserél6d6é konformaciot is felvett. Ezt a jelenséget nem tapasztaltuk az
ACHEC oldallancokkal, aminek az lehet az oka, hogy a telitetlen kétés az oldallancban
nagyobb szabadsagot enged a 0 torziénak, igy az alkalmazkodhat a H10/12 hélixhez. Elméleti
szamitdsokkal és az alatimaszt6 kisérleti adatok segitségével posztulaltuk az alterndlé H18/20
hélix 1étezését. A teljesen merev ABHEC biciklusok viszont mar megakadalyozzak a gerinc
spiralis geometriajanak kialakulasat a 6 = 0° miatt, igy hélix nem alakulhat ki, de a gerinc
korkoros futasa megmarad. A diexo-ABHEC oligomerek hasonld viselkedését irtak le.!83 Ezek
a megfigyelések igazoljak, hogy amig a sztereokémiai mintazat hatékonyan programozza a
peptidlanc globalis tekeredését a ¢ és { torzidkon keresztiil, addig a konkrét masodlagos

szerkezet finomhangolhaté az oldallancok 6 torzidra kifejtett hatasaval.
4.3 Lanchossz-fiiggé masodlagos szerkezetek

4.3.1 Ldnchossz-fiiggé H10 -> H14 hélix dtmenet megfigyelése [10]

A 4.2 fejezetben példakat lathattunk arra, hogy a masodlagos szerkezet hogyan idomul az
oldallanc kolcsénhatasokhoz és a 0 torzié preferenciai hogyan finomhangoljak a hélixek
geometridjat és stabilitasat. Emellett azonban a szekvenciak lanchossza és ezzel egytitt az
oldoszernek is jelentés hatasa lehet a masodlagos szerkezetre. A lanchossztdl vald fuggés
vizsgalata minden foldamerekkel kapcsolatos munka fontos része, mivel a monomerek
szamaval egyre stabilisabba valé masodlagos szerkezetek fontos bizonyitékat jelentik az
onrendez6dés folyamatanak. Tovabba ez egy lényeges jele annak, hogy a konformacié nem
,talprogramozott” és az 6nrendez6dés egy valodi folyamat. Azért is érdekes ezt kiemelni,
mert a biomimetikus viselkedéshez hozzatartozik a szerkezetek belsé dinamikaja és
alkalmazkodoképessége. Biopolimereknél a rendezetlenbdl hélixbe!8+185 vald és a hélix ->
hélix!86187  atmenet 6l ismert folyamatok. Ezek nem egyszer a biologiai funkcidhoz
szitkségesek, mint pl. a 310-hélix -> a-hélix atmenet a fesziltség-fliged ioncsatornak
esetében. !

A 23.1 fejezetben hivatkoztam arra, hogy ez a fajta konformaciés polimorfizmus
megjelent az af-peptidek korében is. A B-peptidek esetében is meg kivantuk mutatni, hogy ez
még a rendkiviil er6s preorganizaciot biztosité ciklusos oldallancok esetében is megfigyelheto.
A 221 fejezetben idéztem, hogy a B-H14 hélixek #ansz-ACHC és (3-aminosav
épitéelemekkel stabilizalhatok és ezt a konformaciot mar igen révid lanchosszon fel is veszik
a szerkezetek. A H14 hélix 1 — i+3 H-kotéssekkel stabilizalodik és ugyan a H10 hélix jelenlétét
elméleti szamitasok alapjan mar felvetették egyensulyban a H14 hélixszel,'®! azonos

oldallancokkal lanchosszfiige6 médon nem sikeriilt a H10 -> H14 atmenetet kisérletesen
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kimutatni. A célunk az volt, hogy #ransz-ACHC egységekkel felépitett révid lancoknal
megfigyeljuk H10 jelenlétét, és felderitstik az ilyen lancok flexibilitasanak hatarait.

g /O
HoN—  HNZ NH,
5 :

L in
38,n=2;39,n=3;40,n=4;41,n=5

57. abra. A H10 -> H14 atmenet tanulmanyozasara el6allitott szekvenciak.

H10 H14 AE
(kcal/mol)

39

o
o>

lanchossz

58. abra. A H10 és H14 hélixek konformacios energiakiilonbségének lanchosszfliggése (4
RHFE/3-21G, A B3LYP/6-311G**), és a reprezentativ ab initio geometriak.

A H10 hélix révid lanchosszaknal valé megfigyelését elméleti szamitasokkal modelleztiik.
A 39 - 41 lancokra (57. abra) szimulalt hités protokollal és a relevans H-kotéseknél tavolsagi
kényszerfeltételekkel (kilon H10 és H14-re) iranyitott konformaciés keresést hajtottunk
végre. Az igy kapott struktirakat tovabb optimalizaltuk az RHF/3-21G szinten vakuumban,
amelyek konvergaltak a megfelel lokalis energiaminimumokhoz. A konformaciés energiakat
B3LYP/6-311G** szinten is kiszamitottuk. A H10 és H14 hélixek k6zotti energia kilonbség
(AE = Ei-E14) a masodlagos kotéer6k és a hémérsékleti mozgas energia skalajahoz
viszonyitva nem mutatkozott nagynak (58. abra). A AE értékek azt a trendet mutattak, hogy a
lanchossz csokkenésével a H10 hélix egyre stabilisabba valik a H14 hélixhez képest. A
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kilonbozé elméleti szinten kapott eredmények az prediktaltak, hogy 39 esetén AE kozelit
nulldhoz és esély lehet a H10 hélix jelenlétét oldatfazisban kimutatni.

A 38 — 41 szekvencidkat Boc kémiaval és (15,25)-ACHC épitéelemekbdl allitottuk els. A
kapcsolas nem volt problémamentes, igy a harmadik monomertél savfluorid modszerrel
végeztik a szintézist. A szokasos karakterizalas utin NMR-rel végeztiink méréseket 8 mM
CD;OD ¢és DMSO-ds oldatokban. Az amid protonok cseresebességét direkt mérésekkel
ellendriztik. A 38 vegyiiletre azonnali lecserélédést tapasztaltunk, ami teljesen apolaris
oldallancok esetén arra utalt, hogy az amid protonok nem arnyékoltak, ebbdl kovetkez6en
nincs j6l meghatarozott szerkezet. A 39 — 41 szekvenciakra azt talaltuk, hogy a lanck6zi amid
protonok hosszan megfigyelhet6k (59. abra). A teljes lecserélédés 39 esetén két hét alatt
kovetkezett be, mig 40 lancnal ez id6 mualtan csak részleges cserét figyelhettiink meg. A 41
esetén a méréseket harom hét mulva elvégezve is csak a lanc végén elhelyezked6 amid
protonok (NHz és NHg) cserélédtek le. Ezek az adatok mindenképpen stabilis masodlagos

szerkezetrdl arulkodtak, de a kés6bbi vizsgalataink fényében 6nasszociaciora is utaltak.
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ﬂ
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59. abra. A direkt amid proton lecserél6dési adatok CD;OD-ban.

A legfontosabb kilénbség a H10 és H14 hélixek NMR spektroszkopias viselkedésében
az, hogy a H10 hélix C*H, - CBH,+> NOE kélcsonhatasokat kell adjon, de a H14 hélix C<H; -
CPHi+5 kontaktokat ad. A 39 vegytiletre egy jol észlelhet6 intenziv keresztcsucsot talaltunk
2,85 ppm és 4,02 ppm kézétt, amely a becsiilt tivolsagra < 2,5 A értéket adott. A kisebb
kémiai eltolédas konnyen hozzarendelheté a C*H: protonhoz, de a nagyobbik esetén a CEH>
¢s CPHy atfedtek. A ciklusos oldallanc #ransz-orientacidja azonban C*H és CPH, esetén nem
tett lehetévé 3,5 A-nél révidebb tavolsagot, amit a 3J(C*H,, CPH,) > 9,5 Hz értéke is
alatamasztott. Tovabba a jol feloldott és 6sszevetvetheté C*Hj - CPH; és C*Hz - CPH2, NOE-
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k sokkal kisebb intenzitast mutattak (25%). Ezeket figyelembe véve a kérdéses keresztcsucsot
egyértelmien a C*H,-CPHy koélesonhatashoz rendeltiik (60a. abra). A C*H;-CPH; NOE
kolesonhatast nem talaltuk meg, ami a hianyz6 NH.-C*H; NOE-val egyiitt egy flexibilis N-
terminalis konformaciéra utalt. Ezzel egyutt a C*H,-CPHy térkozelség csak a CO4-NH; és a
CO;s-NH: H-kotések egyideja kialakulasaval volt fenntarthatd, ami mar egy stabilis H10 hélix
motivumot hozott létre a 2-4 aminosavegységek részvételével (60c abra). A H10 hélix
létrejotte valdszindleg azzal magyarazhatd, hogy ilyenkor ketté H-kotés johetett létre, mig
ugyanennél a lanchossznal a H14 hélix csak egyet tett lehetévé. A Gellman csoport altal
tanulmanyozott #rans3-ACHC tetramer az N-terminalison védett volt,'® ezért ott Osszesen
négy amid csoport allt rendelkezésre a H-kotésekhez, és az mar elegendé volt ahhoz, hogy a

H14 hélixnél is kialakulhasson legalabb ketté H-kotés, igy ott a H14 hélixet figyelték meg.

60. abra. A 39 (a) és a 41 (b) lancokra megfigyelt tavolhaté NOE koélcs6hatasok. A 39 vegyiiletre
kapott NMR szerkezet.

A 40 és 41 lancokra valamennyi C*H-CPH;+; NOE kolcsonhatast megfigyeltik (60b.
abra). Bzek az adatok bizonyittottak a balmenetes (M) H14 hélix jelenlétét, ami 6sszhangban
volt az irodalmi adatokkal és azt jelezte, hogy a szabad N-terminalis 6nmagaban nem
akadalyozza a H14 hélix kiépiilését még ezen a rovid lanchosszon sem.

Az 39 - 41 lancokra kapott ECD gbrbéket nagyon hasonlénak talaltuk, de 39 kisebb
normalt intenzitast mutatott a negativ savban 40 és 41-hez képest. Ez az aszimmetria a
nyujtottabb szerkezetre utalhatott.!! A Cotton effektusok azonos eléjele, az egyezé helicitas
iranyt is mutatta mindharom vegytletre nézve. A Cotton effektusok negativ savja 217 nm-nél,
a pozitiv sav pedig 197 nm-nél volt.

Végezettl a rendkiviil lassi NH/ND csere felvetette a kérdést, hogy a hélixek metanolban
Onasszociaciot mutathatnak-e. Ennek ellen6rzésése DOSY NMR méréseket végeztiink
CD30OD-ban és a kapott aggregacios szamok 5,91, 6,60 és 7,49 voltak rendre 39, 40 és 41-re.
Az amid protonok lateralis védettsége és a fej-lab/fej-fej/lab-1ab NOE kolcsonhatasok hianya
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arra utalt, hogy az asszociaciot az oldallancok kozoétti szolvofob kolesonhatasok hajtottak
elére. Ez a hélix épitéelemek egy magasabbrendd szervezettségét jelezte.

A fenti eredményekbdl arra kovetkeztethettink, hogy még az ACHC oldallancok
merevségének ellenére is a B-peptid gerinc rendelkezik egy maradék flexibilitassal és tetramer
lanchossz esetén fel tudta venni a H10 hélix motivumot, ami pentamer felett H14 hélixbe
ment at. Bz a megfigyelés alatimasztotta azt a feltételezést, hogy a H14 hélix kialakulasa egy
H10 intermedier motivummal nuklealédik. A vizsgalataink fényt deritettek arra is, hogy a
hidroféb oldallancok kozétti kdlesénhatas még az ilyen révid lancoknal is 6nasszociaciohoz
vezet, aminek a f6 oka a rendezett egybefiiged felszin protikus oldészereket taszité hatasa.

Ezt a 4.4.2 fejezetben részletezem tovabb.

4.3.2 Nagy dtmérdji H18 hélix létrehozdsa sztérikus-kontroll alatt
ldnchosszabbitdssal [11]

A 4.2.1 fejezetben elemeztem, hogy az oldallancok sztérikus taszitasa hogyan formalja at a
hélix geometriajat. Ott az volt a megtigyelésiink, hogy a #ransz-ABHC monomerekbdl épitett
lancok hatékonyan destabilizaljak a H14 hélixet és elGsegitik a H12 hélix kialakulasat. Bar
mindketté hélixben 1 — i+3 H-kotések jonnek létre, az oldallancok relativ helyzete mas. Az
elméleti szamitasok azt jelezték elSre, hogy ezek a rendszerek képesek lehetnek nagyobb
atmér6ja hélixet is kialakitani, mert az i — i+3 helyzetd oldallancok koézotti titkdzés elvileg ugy
is elkeriilhetd, de ezt kisérletesen nem sikertilt a homooligomereknél megfigyelni. Fontos
megjegyezni, hogy az 1 — i+4 H-kotésekkel stabilizalt foldamer hélixeket nem figyeltek meg az
irodalomban. Ez mindenképpen érdekes, hiszen a természetes a-hélix szintén i — i+4 H-
kotésekkel alakul ki. Ebben a munkaban azt vizsgaltuk hogy a lanchosszabbitas segitségével el
tudjuk-e érni, hogy a sztérikus taszitas miatt a hélixek nagyobb atmérével stabilizalédjanak
(H16 vagy H18). A lancok hosszabbitasa azonban sulyos oldhatésagi problémakhoz vezetett
transz-ABHC homooligomerek esetén, ezért kulonboz6é mintazatokban hidrofil $3-hSer
aminosavegységeket épitettiink a lancba (61. abra). Kertltik a s6hidak 1étrehozasara alkalmas
ionizalhaté oldallancok alkalmazasat, hogy a sztérikus kolesonhatasokra koncentralhassunk. A
homogén sztereokémiai elrendezés érdekében, az L-Ser-nel azonos térkémiaju B3-hSer-t
(15,25,35,55)-ABHC épitéelemekkel kombinaltuk. Fontos tisztazandé kérdés volt, hogy mi a
potencialis i — i+3 ABHC-ABHC kontaktok minimalis aranya, ami még képes a H14 hélix
kialakulasat elterelni. Az ABHC egységeket tgy helyeztik el, hogy a heptamerek esetén a
potencialis ABHC-ABHC kontaktok szama 1, 0 és 2 legyen (rendre a 42, 43 és 44
vegylletek). Az alabbi eredmények alapjan aztan a 44 szekvencianak allitottuk el6 az egy (45)
illetve kett6 (46) ABHC-vel meghosszabbitott szarmazékat. A kapcsolasokat Fmoc kémiaval
végeztik és az anyagokat HPLC-s tisztitas utan LC-MS modszerrel jellemeztik és NMR
spektroszkopias elemzésnek vetettik ala. A jeldiszperzié elegendéen j6 volt ahhoz, hogy

TOCSY és ROESY modszerek segitségével a teljes jelhozzarendelést elvégezzik a gerincre. A
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méréseket 1 mM — 100 uM tartomanyon végeztik DMSO-ds és CD3;OH olddszerekben.

Ezek az anyagok jellemz&en nem oldédtak vizben.
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61. abra. A B’-hSer és #ransz-ABHC monomerekbdl épitett foldamerek és a CD,OH-ban
megfigyelt taivolhaté NOE kolcsonhatasaik.
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62. abra. A metanolban és 1 mM koncentracioban mért ECD gorbék: 42 (fekete), 43 (z61d), 44
(szaggatott), 45 (kék) and 46 (piros)

El6sz6r az 1 mM-ban metanolban felvett ECD gorbéket elemeztiik részletesen (62. abra).
A 42 lancra egy minimumot 215 nm-nél és egy maximumot 195 nm-nél figyelhettiink meg, ez
a negatfv Cotton effektus egy balmenetes (M) H14 hélix jelenlétét jelezte. A 43-ra kapott
hasonl6, de kékeltolédast mutatd és alacsonyabb intenzitasu gorbe szintén a H14 hélixet
tamasztotta ala. Ettél jelentésen kilonbozott 44 gorbéje, a pozitiv Cotton effektus

nagyhullamhossza savjat 220 nm-nél, a negativ savot 205 nm koérnyékén talaltuk. Ez a
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korabbi rokon vegyiletre kapott adatokkal Osszevetve egy jobbmenetes (P) H12 hélix
jelenlétét tamasztotta ala. Ezek az adatok azt jelezték, hogy a H12 hélix létrehozasahoz
legalabb kett6 potencialis i — i+3 ABHC-ABHC itk6zés beépitése sziikséges. Ennek
megfelel6en a 45 és 46 szekvenciakat vizsgaltuk tovabb és azt talaltuk, hogy a Cotton effektus
a lanchosszabitasra Gjfent el6jelet valtott. Ez arra utalt, a hogy helicitas megint iranyt valtott,
amit egy balmenetes H14 hélix kialakulasaval magyarazhattunk volna, de ez valészinitlen
volt, mivel a beépitett ABHC egységek megnovelték a potencialis oldallanc titk6zések aranyat.
A legval6szinlibb magyarazat az volt, hogy az oktamer és nonamer szekvenciakra egy uj
balmenetes (M) hélix tipust talaltunk metanolban.

Az NMR mérések jelgazdag ROESY spektrumokat eredményeztek CD3OH-ban 42 és 43-
ra. A HI14 hélix karakterisztikus CPH; — NHits és C*Hi — CPHiss tavolhaté NOE
kolesénhatasait azonositottuk (61. abra). Egyetlen C*H; — CPHi+2 kolesonhatast észleltink 43
esetén, ami jelzi a linc flexibilis viselkedését. Frdekes modon 42 és 43 DMSO-ds-ban kapott
ROESY spektrumai jelszegények voltak, ami arra utalt, hogy a DMSO H-kétés rombolo
hatasa ezeknél a kevésbé stabilis struktaraknal érvényestlhetett. A 42 esetén meglévé ABHC-
ABHC taszitas magyarazza is ezt, de 43 lancnal mas oldészer-specifikus okok jatszhatnak
koézre. A 44 vegyilet esetén mind a DMSO-ds-ban és a CD3;OH-ban felvett ROESY
spektrumok egyarant szamos CPH; — NHi+2 és CPH; — C*Hivo NOE kolcsonhatast mutattak,
tovabba DMSO-ds-ban Mei — NHi+s kontaktokat is megfigyeltink. Ez elegendé adatot
szolgaltatott a szerkezetfinomitashoz és eredményiil egy kompakt jobbmenetes (P) H12
hélixet kaptunk. Ezt a NH-CPH vicindlis csatolasok és a -5 ppb/K értéknél abszolat értékben
kisebb amid proton kémiai eltolodas hémérsékleti koefficiensek is alatamasztottak.

A lanchosszabbitassal kapott 45 és 46 esetén a NOE mintazatok oldészerfuggést
mutattak. Amig DMSO-ds-ban tovabbra is a HI12 hélixre jellemz6 CPH; — C*Hitz
kolesénhatasokat talaltuk, CD3;OH-ban jol megkilénbéztethetéen C*H; — CEHi+s tavolhato
intramolekularis NOE-k jelentek meg (61. abra). A szerkezetfinomitas egy balmenetes (M)
H18 hélixet eredményezett, ami j6l magyarazta az NMR és az ECD adatokat is. Osszhangban
allt a NH — CPH vicinalis csatolasokkal és az abszolut értékben alacsony amid proton kémiai
eltolodas hémérsékleti koefficiensekkel is. A legjobb szerkezeteket B3LYP/6-311G**
elméleti szinten optimalizaltuk, a szamitasok megfelelen konvergaltak és a 18-tagu H-kotéses
gylarik halézata jol megfigyelheté volt. Ezek a kolcsonhatasok az i — i+4 helyzetd
aminosavegységek kozott jottek létre. Ugyan a korabbi elméleti szamitasok alapjan H16
hélixet vartunk, de a H18 hélixben sem Ilépett fel oldallanc taszitas egyrészt a konkrét
oldallanc mintazat miatt, masrészt a H18 hélixben az oldallancok nem pontosan egymas folott
helyezkednek el.

A NOE-k szempontjabdl fontos kivételt képeztek a 46 lancnal megfigyelt CPHy — C*Hg és
CPH3 — C#Hs kolcsonhatasok. Tovabba atfed6 jelként a CPHp — C*H7 koélcsonhatast is

megtalaltuk. Ezeket a jeleket nem lehet egy Onallé hélixszel megmagyarazni, a kérdéses
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keresztcsucsok egyidejd fellépésének egy fej-lab hélix asszociacié lehet az oka (63c és d
abrak).

63. abra. A 45 (a) és 46 (b) vegytletekre NMR szerkezetfinomitassal kapott H18 hélixek. A hélix-
hélix fej-lab asszociacié (c), amit intermolekularis NOE kolcsonhatasok (d, TOCSY: piros,
ROESY: kék) alapjan javasolunk 46 esetén.

10 ~

Aggregaciéos szam
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64. abra. Koncentricié-fiiggs aggregacids szamok: 44 (W), 45 (A) és 46 (O).

Az 6sszasszociacio kérdését 44-46 szekvenciakon tovabb vizsgaltuk koncentracio-fiiggd
DOSY NMR, ECD és TEM segitségével. A metanolos DOSY mérések kozvetlen
bizonyitékot szolgaltattak az 6nszervezédésre (64. abra). A 46 lancra az aggregacios szamok

meredeken konvergaltak a 9-hez és mar 100 uM-nal platot értek el. A 100 uM-os mintan
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felvett TEM képek 6 - 8 nm atméréji részecskéket mutattak Osszhangban a DOSY
eredménnyel. A 44 és 45 szekvencidkra az aggregacios szam kisebb meredekséggel nétt.

Onasszociaciot DMSO-ds-ban nem figyeltiink meg.
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65. abra. Koncentracié-fiigeé ECD adatok metanolban: 44 (a), 45 (b) és 46 (c). A mellékabrak a
223 nm-nél mért intenzitasokat abrazoljak a koncentracié fuggvényében.

Az BCD gorbék is koncentracio-fiiged viselkedést mutattak (65. abra). Intenzitas
valtozast ugyan megfigyeltiink 44 esetében, de a Cotton effektus pozitiv el6jele megmaradt. A
45 és 46 mintakat higitva viszont azt tapasztaltuk, hogy az eredetileg hianyz6 220 nm
kornyéki pozitiv sav higitasra megjelenik, igy a Cotton effektus el6jelet valt és 100 uM alatt
egyértelmien felismerhetjik a H12 hélix ECD ujjlenyomatat, ha 6sszehasonlitjuk a révidebb
lanchosszia 44 vegyiletre kapott adatokkal. Fontos megjegyezni, hogy a higitasra az
intenzitasok néttek, igy nem a rendezetlen allapot felé mozdult el a rendszer, hanem egy
masik rendezett allapotba.

Ezek az eredmények ravilagitanak arra, hogy a sztérikus oldallanc taszitassal
kikényszeritett H12 hélixhez legalabb ketté potencialis ABHC-ABHC ttkozést kell a
szekvencidkba tervezni heptamereknél. Az igy kialakitott hélixeket ABHC monomerekkel
meghosszabbitva koncentracié- és oldoszer-fiigeé masodlagos szerkezeteket figyeltink meg.
DMSO-ds-ban tovabbra is a H12 hélix maradt a dominans konformacié, de 100 uM
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koncentraci6 folott CD3OH-ban kialakult a H18 hélix. A koncentracié-fiiggé DOSY és ECD
mérések alatamasztjak, hogy a konformaciés atalakulas a hélixek koézotti kélesonhatasnak
készonhets. Tovabba NMR mérések igazoltak, hogy ebben az asszociacioban a lateralis
szolvofob kolesonhatasok mellett a hélixek fej-lab illeszkedésének is szerepe van. Bz a
rendszer lehet6vé tette a H18 hélix felfedezését és ezzel mi irtunk le els6ként i - i+4 H-
kotésekkel stabilizalt peptid foldamer hélixet, ami a k6zlés idején a legnagyobb atmérdja ilyen

tipusu struktira volt.

4.4 Foldamerek szupramolekularis alkalmazasa: nanostrukturalt

rendszerek

4.4.1 Foldamer szdlak fibrillumai [12, 5]

Az eddig bemutatott eredmények az 6nrendez6dés masodlagos szerkezet szintjén torténd
szabalyzasara fokuszaltak. A magasabb rendd szerkezeti szintek feletti kontroll jelenleg még
sokkal nagyobb kihivast jelent. A peptid foldamerek felfoghatok a szupramolekularis
kémiabol mar ismert tektonoknak, amelyek a megfelel6 felszini kémiai mintazattal ellatva
onfelismerésre alkalmasak. Erre mutattam be példakat a 2.5.3 fejezetben. Ezek az
onrendez6dé  harmadlagos/negyedleges szerkezetek késébb utat nyithatnak a komplex
funkciéval rendelkezé foldamer konstrukcidknak. Ebben a fejezetben arrdl szamolok be,
hogy a sztereokémiai mintazattal kikényszeritett masodlagos szerkezet-valtozas hogyan
alakitja at a foldamereink mint tektonok viselkedését, és miképpen valtozik a magasabb rendt
szerkezet morfologidja a nanoméretek tartomanyaban. El6szor a szalak Onszervez&dését

mutatom be.

NH, M TNH FNH NH,

L _In
4 n=3;47,n=4;5,n=5;48,n=6

66. abra. A vizsgalt nanostruktarakat alkot6 foldamer tektononok.

A 4.1.1 és a 2.5.3 fejezetekben mar el6re vetitettem, hogy a szal szerkezetek a lancra
merdlegesen allo peptidkotések és a potencialisan hidrofob illeszkedést mutaté oldallancok
miatt hajlamosabbak lehetnek az iranyitott Onasszociaciora és igy kvazi végtelen redds
szerkezetet hozhatnak létre. Ez a jelenség a rosszul feltekeredett fehérjék esetén

nanodimenziokkal rendelkez6 fibrillumok képzédésének formajaban figyelhet6 meg.!%0 Ezért
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el6szor az altalunk elséként kanyar motivum nélkil sztereokémiailag stabilizalt Z6 szal (Id.
4.1.2 fejezet) Onasszociacidjat vizsgaltuk és ehhez egy teljes cisz-(1R,25)-ACPC, sorozatot

allitottunk el6 pentamertél oktamer lanchosszig (66. abra).

I

67. abra. A metanolos oldatban 1 mM koncentraciéban egy hétig inkubalt mintak TEM
felvételei: 47 (a, mellékabran hosszabb inkubaciés id6 mellett kapott hosszabb fibrillumok ); 5 (b,
mellékabran a vizben kapott adat); 48 (c); 5 (d, 1 nap inkubacié utan).

A legfontosabb vizsgalati modszerink ebben az esetben a transzmisszids elektron
mikroszkopia volt uranil acetatos festési eljarassal. A mintakat 1 mM koncentracidban egy
héten at inkubaltuk szobahén. A 4 vegyilet nem mutatott semmilyen struktarat; a TEM
képek tresek voltak. A 47, 5 és 48 szalak viszont szalag alaku fibrillumokat alakitottak ki (67.
abra). A hosszusaguk a mikrométer tartomanyba esett, de a tobbi dimenzié konkrét
geometridja erésen fliggott a lanchossztol. A szalagok szélessége 12-32, 30-50 és 100-400 nm
volt rendre a 47, 5 és 48 lancokra. Vizes kozegben szintén fel tudtuk ismerni a szalagokat, de
azok sokkal szélesebbek voltak és kevésbé voltak szabalyosak (67b mellékébra). Erdekes volt
megfigyelni 47 és 5 esetén a helikalis csavarodasokat a fibrillumokban. Ezek egy durva
becslést tesznek lehetévé a fibrillumok vastagsagara, ami 2-3 nm-re teheté. A fibrillumok
képzbédése idotiiggd folyamat, az 5-b6l 1 nap utan vett minta esetében jol lathatéak a

révidebb és részlegesen kiépiilt nanorészecskék.
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68. abra. Az 5 vegyiiletbdl képz5dé fibrillumok molekularis modellje. A HF/3-21G szinten
szamitott antiparallel redé modell (a). A fibrillum modell ,,széles oldal” (b) és hosszanti tengely
fel6li (c) nézetei. Az abran a MD végén kapott alacsony energiaja modellt abrazoltuk.

Kisérletet tettink a fibrillumok finomszerkezetének modellezésére a kovetkezd
megftigyelések és irodalmi adatok alapjan. Sajnos a TEM felbontasa nem tesz lehet6vé pontos
tavolsagmérést ebben a tartomanyban, de valoszintsithets, hogy a fibrillum vastagsaga
megfelel egy Z6 szal hosszanak az N- és C-termindlisok ko6zott (2-3 nm). A fibrillumok
szélessége az oligomerek hosszaval és az oldoszer polaritasaval nétt, ami arra utal, hogy abban
az iranyban az oldallancok hidroféb kolesonhatasai adjak a hajtéer6t az onrendezédéshez,
ami igy a red6zott rétegek szendvicsének képzdédéséhez vezet. A természetes fehérjéknél
megfigyelt fibrillumoknal minden esetben kimutattak, hogy a fibrillumok hosszanti
tengelyében a szalak koézott H-kotés alakul ki, igy analdgia alapjan valdszin, hogy itt is ezek
az er6k hatnak. Ezekbdl az adatokbdl nem lehet meghatarozni, hogy a szalak lefutasa parallel
vagy antiparallel. Annak érdekében, hogy a red6zott réteg egy épitéelemérdl képet
kaphassunk, 5 heptamerekbdl parallel és antiparallel red6 modellt épitettink és
optimalizaltunk HF/3-21G elméleti szinten. Azt taldltuk, hogy az igy konstrualt red6zott
rétegek stabilisak lehetnek; a H-kotések 6l illeszkedtek, és nem 1épett fel sztérikus taszitas az
oldallancok koézott. Ugy lattuk azonban, hogy az antiparallel elrendezés jelentGsen

alacsonyabb konformaciés energidhoz vezetett. Ezek alapjan megalkottuk az 5-bol képz6dé
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fibrillum molekularis modelljét és 3 ns MD szimulaciét hajtottunk végre explicit vizben
periodikus hatarfeltételekkel. Ez a szamitas azt mutatta, hogy nincs az igy felépitett modellben
feszultség, a szerkezet kompakt maradt, és az energiaszint egy stacionarius szintre konvergalt.
A szimulaci6 végére a H-kotések tengelye mentén csavarodas jelentkezett, ami j6 6sszhangot
mutatott a kiséletesen talalt fibrillum morfolégiaval. Hangsulyozom, hogy a kisérletes adatok
ugyan jol alatamasztjak és segitik a foldamer fibrillumok felépiilésének megértését, de a 68.

abran feltiintett modell 7n silico kisérlet eredménye, és nem nagyfelbontasi szerkezet-

finomitasbol kaptuk.

A 4.1.3 fejezetben targyaltuk az alternalé sztereokémiai mintazattal tervezett H-[(1R,2R)-
ACPC-(15,25)-ACPC]n-NHz  szekvenciakat (8 és 9, 24. abra) és az ECD alapjan
val6szintsitettik, hogy polaris szalat képeznek. A szalképz6 hajlamukat az elméleti
szamitasok is alatamasztottak (25. abra). Itt a TEM vizsgalatok eredményeit mutatjuk be,
megvizsgalandé a kilonb6z6 szal szerkezet hatasat a fibrillumok alakjara. A kérdéses
vegyiletek 4 mM-os oldatainak egy napos metanolban illetve vizben térténd inkubacidja utan
nem talaltunk semmit a TEM latémezejében. Egy hetes szobah6mérséklett allas utan 9 vizes
oldataban fibrillumokat lattunk, amelyeknek az atlagos szélessége 6 nm volt és a hosszisaga a
Um-es nagysagrendbe esett (69. abra) A fibrillumok egységesen helikalis csavarodast mutattak
60 nm-es periédussal. Metanolban ugyan észleltink aggregatumokat 9-nél, de fibrillaris
morfolégiat nem talaltunk. Az Onasszociaciét 8 tetramer esetén egyaltalan nem tudtuk
megfigyelni. Figyelembe véve az irodalomban talalt fibrillum-képzé redds peptideket,!?®
valamint a sajat eredményeinket a nagy felbontassal szerkezetileg hozzarendelt Z6-szal
fibrillum képzésérdl, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy 9 is szal szerkezetet vesz fel. Itt

eltekintink a fibrillum szerkezetének tovabbi modellezésétdl.
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A fenti eredmények alapjan kimondhattuk, hogy a foldamer szalak a [-redds,
fibrillumképzésre hajlamos «-peptidekkel analég moédon viselkednek, és ez is tovabbi
alatamasztasat adta a masodlagos szerkezetiik geometriajanak. A nanostrukturalt fibrillumok
lassan, lanchossz- és oldoszer-fiigeé moédon alakultak ki. Bzt a jelenséget el6sz6r mutattuk ki
foldamerek korében, és ezzel mddszert vezettink be a peptid foldamereknél a szalképz6dési
hajlam ellenérzésére. Megfigyeléseink szerint a masodlagos szerkezet finomhangolasa
(nempolaris szal vs. polaris szal) jelentés hatassal van a fibrillumképzési hajlamra és a

morfologiara is.

4.4.2 Foldamer hélixek vezikuldi [12, 9]

A hidroféb oldallancokkal ellatott hélixekkel valé munkank ravilagitott arra, hogy ezek
Onasszociacioja gyakran el6forduld jelenség, ahogy ezt a 4.2 és 4.3 fejezetekben tobb helyen ki
is kimutattuk DOSY NMR segitségével. Ez vetette fel a kérdést, hogy ezek a szabad
(ionizalhatd) N-terminalissal ¢és ciklusos hidroféb oldallancokkal —eléallitott  kompakt
masodlagos szerkezetek nem mutatnak-e 6nrendezédést a nanoméretek tartomanyaban is.
Tovabba érdekesnek tint megvizsgalni, hogy a hélixek 6nrendezédése milyen morfolégiat
kovet. El6szor a homokiralis #ransz-ACHC monomerekbdl felépitett H14 hélixek (39 - 41, 57.
abra) oldatfazisu asszociaciojat figyeltik meg, igy ezek TEM vizsgalatait mutatom be.

A 40 ¢és 41 hélixek 1 mM-os mintdinak egynapos metanolban vagy vizben toérténd
inkubacidja utan mar szférikus részecskéket talaltunk a TEM képeken (70. abra). A gobmbok
atméréje kb. 180 nm volt 41 esetén. A 39 lancnal nem talaltunk gémboket a TEM
latomez6ben, csak oligomer méretd aggregatumokat (70a. abra). Gombszerl részecskék csak
1 hét utan jelentek meg. Az 39-re jelentSsen eltérd asszociacios hajlam jo 6sszhangban allt a
rovidebb lanchosszal és a jellegében kilonb6z6 masodlagos szerkezettel (H10 hélix). A 41-re
kapott részecskék méretikben és formajukban az amfifil molekulakbdl 1étrej6ové vezikulakra
hasonlitottak (70c 4dbra). Azt a hipotézist kovetve, hogy a gombok mono- vagy multilamellas
vezikulumokként viselkednek, 15 perces ultrahangos kezelésnek (35 kHz, 34 W) vetettiik ket
ala, mert ez felfedheti 2 membranokbdl kialakul6 finomszerkezet. A kezelés utan felvett TEM
képek egyértelmien szétesett vezikulakat mutattak, amelyek tEbbrétegli membranokbdl
épultek fel (70d. abra). A membranok durva becsléssel meghatarozott vastagsaga 2 nm-volt.

Fontos kiemelni, hogy a vezikulak az ultrahangos kezelés utan egy nappal Gjra 6szealltak.
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70. abra. A metanolos oldatban 1 mM koncentraciéban egy napig inkubalt mintak TEM
felvételei: 39 (a); 40 (b); 41 (c, mellékdbran az Gsszetapadt részecskék); 41 (d, ultrahang hatasara
szétesett multilamellaris vezikulak).

A vezikulak jellemz&en szivesen tapadtak 6ssze. Ennek az a magyarazata, hogy a DLS-ben
mért {-potencidl 13 mV volt, ami igen alacsony mértékl felilleti toltottséget mutatott.
Osszehasonlitisképpen a fibrillumok esetén 34 mV-ot mértiink. Ez azt jelezte, hogy a hélixek
N-terminalisa részben a membran belsejében deprotonalt formaban volt rejtve. A becstlt
membran vastagsagot és a feliileti toltottség értéket figyelembe véve arra gondoltunk, hogy a
membran vastagsagat két hélix adja, amelyek tengely iranybol kapcsolédtak Ossze. Ez
tobbféleképpen valésulhatott meg, de mindenképp létrejottek olyanok is, amelyek elrejtik a
szabad N-terminalist. Ilyen modelleket épitettiink és optimalizaltunk HE/3-21G szinten és
ezekkel az épitéelemekkel kettOsréteget alakitottunk ki. Az egymas mellé rendez6dd
oldallancok fogaskerékszertien illeszkedtek egymasba. Ezt a fajta szoros illeszkedést a H14
hélix Rontgen szerkezeteiben is megfigyelték.'® Az fgy felépitett membran kettSsréteg
modellel 3 ns explicit vizes dinamikat hajtottunk végre és a szerkezet stabilisnak mutatkozott.
Megjegyzem, hogy az itt Gsszeallitott modell erésen kozelité jellegti, a helikalis foldamerek

asszociaciojanak egy lehetséges modjat mutatja be.
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71. abra. Az 41 vegyuletbdl képz6d6 vezikulik molekularis modellje. A HF/3-21G szinten
szamitott fej-fej (a) és fej-lab (b) hélix asszociacié. A membran modell felszini (c) és metszeti (d)
nézetel. Az abran a MD végén kapott alacsony energiaji modellt abrazoltuk.

Az oldatfazisu asszociaciot megfigyeltik még az alternalé H10/12 hélixeknél is, ha ACHC
oldallacokkal alakitottuk ki a szerkezetet 33 vegytlet esetén (53. abra). Ez jol Gsszevethets a
fenti eredményekkel, mert csak a sztereokémiai mintazat valtozik. A vizes oldatban kialakul6
nano részecskéket TEM és DLS segitségével figyeltik meg. Metanolban ilyen jelenséget nem
tapasztaltunk. A szlrés utan felvett TEM képeken szintén vezikulakat figyeltink meg a 100
nm-es mérettartomanyban, de alakjuk kevésbé volt szabalyos mint 41 esetében (72a és b
abrak). Tovabba az oldallanc olyan kismértékli valtoztatasa is, mint egy kettés kotés bevitele
(35) megszuntette a vezikulum képzési hajlamot (72c¢ és d abrak). Ugyanilyen hatast mutatott
(72e és t abrak) a kompakt helikalis szerkezet hianya is (37).
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72. abra. A 33 (a és b), 35 (c és d) és 37 (e és f) vegyiiletek 4 mM vizes oldataira kapott TEM és
DLS adatok.

Ezek az eremények igazoltak azt, hogy a masodlagos szerkezet alaptipusa gyokeresen
befolyasolta a nanoszintli rendez6dés morfologiajat. Amig a szalak a vart fibrillumokat
alkottak, a kompakt hidroféb felszinnel kiépitett hélixek amfipatikus molekulakként
viselkedtek és vezikuldkat hoztak létre. Ezt a tulajdonsagukat nyilvanvaléan a szabad N-
terminalisnak is készonhették, mert {gy alakulhatott ki a vertikalisan amfifil struktiara. Azt
talaltuk, hogy hélixek osztalyan belil is, ha modositottuk a hélix konkrét geometriajat, akkor a
vezikulak alakja és kialakulasi hajlama ezzel egyiitt erésen valtozott. Ilyen foldamer

nanostruktarak létezését els6ként figyeltik meg.
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5 Osszefoglalés

1. Foldamerek térszerkezetének sztereokémiai szabalyzasa.

1.1 A természetes a-aminosavakbdl felépuls proteinek/peptidek és a mesterséges peptid
foldamerek masodlagos szerkezeteinek atfogd vizsgalataval felismertik [1-3], hogy a gerinc
szénatomok térkémidja és a hozzijuk kapcsolédé Ramachandran/Balaram torzids szogek
kozott altalanosithatd Osszefiiggés all fenn. Felfigyeltiink a ¢, torzids szogek elGjelének
mintazata és a masodlagos szerkezet kozotti kapesolatra is. Igy a kovetkezd szabalyokat
allapitottuk meg: (1) hélix esetén az egyes peptid-kotéseket hatarold sztereocentrumoknak
azonos térbeliségtiecknek kell lennitik, és a sztereokémiai mintazatnak ismétlédének kell lennie
a hélix periodicitasanak megfelel6en; (ii) szalak esetén az egyes peptid-kotéseket hatarold
sztereocentrumoknak  ellentétesnek kell lennie. Alatamasztottuk, hogy a bioldgiai
rendszerekben ismert homokiralitais nem feltétele periodikus masodlagos szerkezetek
kialakulasanak, és meghataroztuk, hogy ez a k6tottség meddig lazithatd. Az Osszefiiggések egy
jol hasznalhaté eszkozt adnak a térkémia masodlagos szerkezetre gyakorolt hatasanak
megértéséhez és alkalmazasahoz. A mintazati megkozelités ramutatott arra is, hogy a torzidk
el6jele illetve az ezt befolyasold abszolit konfiguraciok egyfajta binaris kédot alkotnak,
amelyek a masodlagos szerkezet alaptipusat és tobb tulajdonsagat képesek meghatarozni.
Ebben az 0Osszefiiggésben ezt egy szoftvernek foghatjuk fel, ami a peptidlancon mint
hardveren ,,végrehajtodva” a masodlagos szerkezetet adja kimenetként. A szabalyok
prediktiveknek bizonyultak, segitségiikkel tobb 1) masodlagos szerkezetet terveztiink és
igazoltunk kisérletesen. Eddig az irodalomban 24 «-, B- és y-aminosavat tartalmaz6 foldamer
periodikus masodlagos szerkezetet kézoltek. Ebbol 7 struktarat (5 hélix- és 2 szal-tipust) mi
irtunk le el6szor.

1.2 Felismerttk, hogy cikloalifas oldallincok esetén a helikalis masodlagos szerkezet szal-
tipusu konformaciéba kapcsolhat6é, ha a homokiralis #ansz-2-aminociklopentankarbonsav
egységeket cisz-2-aminociklopentankarbonsav monomerekre cseréljik [4]. Nagyfelbontasa
NMR spektroszkopias és mas kiegészité (IR, CD) szerkezetvizsgalati moédszerekkel
kimutattuk, hogy az emlitett elemekbdl épitkezve a H12 hélix nempolaris Z6 szalla alakithato,
amely red6zott réteg létrehozasara alkalmas. A tertileten addig kialakult vélekedéstdl eltéréen

az altalunk el6allitott szerkezet hajtd-tipusu stabilizal6 elem nélkiil, 56nmagaban is stabilis volt.
Ezzel az eredménnyel az els6k kozott mutattunk ra, hogy a B-peptid foldamerek korében a
szerkezet sztereokémiai eszkozokkel rendkiviil hatékonyan szabalyozhaté.

1.3 A sztereokémiai mintazat varialasat kiterjesztettik dipeptid egységekre és ab initio
kvantumkémiai modellezéssel alternalé kiralitast B-peptid oligomereket modelleztiink, majd a

prediktalt szerkezeteket kisérletesen ellenériztik. NMR spektroszkopias és egyéb kiegészité

84



dc_335 11

modszereket (IR, CD, VCD) alkalmazva megallapitottuk, hogy az alternald csg-2-
aminociklopentankarbonsav  szekvenciak (H-[(1S,2K)-ACPC-(1R,25)-ACPCJ,-NH») igen
stabilis H10/12 tipusu alternalé hélixet alakitanak ki. Ez a szerkezet a hasonld irodalmi
modellektdl] eltéréen részben vizben is megtartotta szerkezetét [5].

1.4 Az alternalé6 enantiomerekkel kapcsolt #ransz-2-aminoaminociklopentankarbonsav
oligomerek (H-[(15,25)-ACPC-(1R,2R)-ACPC]n-NH>) stabilis polaris szal konformaciot
vesznek fel, ami a masodlagos szerkezetbdl kovetkez6en nanostrukturalt (amiloid tipusu)

fibrillumokat képez [5]. Ezekkel az eredményekkel alataimasztottuk, hogy azonos konstiticio

mellett csupan sztereokémiai kontrollal a B-peptid foldamerek valamennyi f6bb masodlagos
szerkezeti tipusa kialakithato.

1.5  Alternalé6 mintazatban beépitett ciklusos azapeptid épitéelemek —segitségével
megmutattuk, hogy a sztereokémiai kontroll az alifas foldamerek kérére kiterjeszthets [6]. A
modositott H-kotés pillérek megerdsitették a gerinc H-kotési halozatat, ezaltal vizes
oldbszerben is sikeriilt a masodlagos szerkezeteket megérizni H12 és H10/12 hélixek esetén
is. Bzzel 4j médszert mutattunk be a foldamerek gerincben torténé stabilizalasara anélkdl,
hogy az oldallancokat erre a célra felaldoztuk volna. Ezek az eredmények ramutattak, hogy
nem kell minden sztereocentrumot meghatiroznunk ahhoz, hogy a masodlagos szerkezetet
kiépithesstk.

1.6 A sztereokémiai programozas elvét alkalmazva olyan B-peptid szekvencidkat
terveztink, ahol a peptidkotések orientacidja harmas periédust mutat. Ezzel kikényszeritettitk
az irodalomban addig ismeretlen H14/16 hélix létrejottét [2], amit kisétletesen is igazoltunk.
Megmutattuk, hogy a kvazi-random térkémiai informacié megakadalyozza a szerkezet
létrejottét még teljesen azonos konstitucié mellett is. Ez a szerkezet tdlmutat az egyszerQ
homogén orientacioju vagy az alternalé iranyitottsaga hélixeken, és példat ad a sztereokémiai
kodolas hatékonysagara. Megmutattuk, hogy ezekben a szekvencidkban sem sziikséges
minden sztereocentrumot definialni, igy lehetévé wvalt, hogy minden harmadik
aminosavegység proteinogén oldallancot hordozzon.

1.7 Térkémiai koédolassal BRoa-peptid foldamereket terveztiink de novo, amelyekben az
aminosavak konstiticiés mintazata harmas tagolodast mutat, de a peptidkétések orientacioja
alternal6. Ez a bonyolult rendszer a tervezett 4j H9-12 hélixet adta eredményiil annak
ellenére, hogy az o-aminosavakkal jelentés mértékd flexibilitast vittiink a lancba [2]. A
kontroll szekvencia a kvazi-random térkémiai kédolassal nem adott hélixet. A masodlagos
szerkezet igéretes médon, és az addig az irodalomban kozolt r6vid homokiralis o,B-lancokkal
ellentétben monoszubsztitualt o-aminosavakkal is stabilisnak mutatkozott (Aib egységek
nélkil). Tovabba vizes kézegben is mutatott maradék helicitast.

1.8 Igazoltuk, hogy az a-aminosavak aranya tovabb névelhet6 anélkiil, hogy elveszitenénk
a sztereokémiai mintdzattal tervezett masodlagos szerkezetet. Uj alterndlé peptid-

iranyitottsagi  of-peptideket  terveztiink  proteinogén  oldallincokkal.  Kisérletesen
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alitimasztottuk, hogy a lianc egy 4j H16/18 hélix geometriat vesz fel, ami a kozlemény
megjelenésekor a legnagyobb atmér6ji peptid foldamer hélix volt (i — i+4 H-kotések
jelenlétével) [7]. Az a-aminosavegységek a B-redében ismert lokalis konformaciot vették fel,
mégis a gerinc £6 gorbiilete helikalis maradt a sztereokémiai mintazatnak megfelel6en.

1.9 A térkémiai programozas tovabbi alkalmazasaval alternal6 orientaltsagia aaf33-peptid
hélixeket terveztiink. Oldatfazisu szerkezetfinomitas és mas kiegészit6 modszerek azt
mutattak, hogy ez az altalunk el6szor kozole H9/12/9/10 hélix képzédéséhez vezet [7].
Fontos kiemelni, ennél a szerkezetnél vizes kozegl szerkezetfinomitast is tudtunk végezni,
ami jol jelzi a hélix tipus inherens stabilitasat. Tovabbi elénye ennek a masodlagos
szerkezetnek, hogy az a-aminosavak elrendezédése diverz biomimetikus felszin létrehozasat

teszi lehetévé.

2. Oldallancok alakjanak hatasa a masodlagos szerkezetre.

2.1 Megallapitottuk, hogy a nagy térkitoltést oldallancok kozotti hidroféb kolesénhatasok
¢és a sztérikus taszitas a helikalis szerkezet kialakulasat erésen befolyasolhatjak. Egy uj
apopinan-szarmazék B-aminosavat, (1R,2R,3KR,5K)-2-amino-06,6-dimetil-biciklo[3.1.1]heptan-
3-karbonsavat  (#ransz-ABHC)  alkalmaztunk, amelynek nagy térkitdltésd oldallanca
megakadalyozza a 1 — i+3 hidroféb vonzé kélesonhatasokat, és sztérikus titkozést okoz.
NMR, ECD ¢és ab initio modellezési eredmények igazoltak, hogy a homokiralis fransz-ABHC
homooligomerek uralkodd térszerkezete a H12 hélix. DOSY NMR spektroszkopiaval
kimutattuk azt is, hogy ezek a hélixek Onasszociaciét mutatnak metanolban. Ezzel egy 4j
modszert {rtunk le a H12 hélix stabilizalasara [§].

2.2 Kimutattuk, hogy a ciklohexan oldallanccal felépitett alternalé heterokiralis lancok is
képesek felvenni a H10/12 hélix geometriat, de ennek stabilitdsa kisebb [9]. Konformadciés
polimorfizmust figyeltiink meg, ahol kémiai kicserél6dés zajlik le a major H10/12 hélix és egy
minor konformacié kézott. Elméleti szamolasok és az NMR eredmények azt sugalljak, hogy a
minor konformaci6é egy H18/20 hélix. NMR, ECD és molekulamodellezési eredmények azt
mutattak, hogy a ¢sz-aminociklohex-3-én-karbonsav (¢s3-ACHEC) monomerek ugyanebben
a sztereokémiai mintizatban predominansan a H10/12 hélixet veszik fel mert kevésbé rigid
oldallancot jobban toleralja ez a masodlagos szerkezet. Kisérletet tettiink diexo-(2R,3.5)-3-
aminobiciklo[2.2.1]Thept-5-én-2-karbonsav ¢és diexo-(25,3R)-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-
karbonsav monomerekkel az alternalé H10/12 hélix 1étrehozasara. Azonban az NMR és
ECD mérések valamint az ab inito és molekularis mechanikai szamitasok igazoltak, hogy az
athidalt, nagytérkitoltési ¢és rigid ciklusos oldallicok a molekula makrociklusos

konformacioba torténé énrendezédését segitik eld.
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3. Lanchossz-fiigg6 masodlagos szerkezetek.

3.1 A kilénbo6z6 lanchosszasagti homokiralis #ransg-ACHC oligomerek nagyfelbontasu
szerkezetét spektroszkopiasan meghatarozva és ab initio modellezéssel vizsgalva kimutattuk,
hogy a H14 -> H10 lanchosszfiiggé médon megtorténik. A H10 hélix a tetramerre jellemz6,

mig a H14 hélix mar pentamer esetén megjelenik [10]. Ezek az eredmények alatamasztjak,

hogy a B-peptid foldamerek nemcsak stabilis masodlagos szerkezetek, hanem a konformacios
polimorfizmus vonatkozasaban is biomimetikusnak tekinthet6k még a rigid ciklohexan-vazas
oldallancokkal is. Alatamasztottuk, hogy a H14 hélix kialakulasa a H10 hélixen keresztiili
nukleaciés utvonalon megy végbe.

3.2 Megmutattuk, hogy a sztérikus oldallanc taszitassal kikényszeritett H12 hélixhez
legalabb  kett6 potencialis ABHC-ABHC itkozést kell a  szekvencidkba  tervezni
heptamereknél. Az {gy kialakitott hélixeket ABHC monomerekkel meghosszabbitva
koncentracio- és oldészer-fiigg6 masodlagos szerkezeteket figyeltink meg. DMSO-ds-ban
tovabbra is a H12 hélix maradt a dominans konformacié, de 100 uM koncentracié folott
CD3;OH-ban kialakult a H18 hélix. A koncentracio-fiigg6 DOSY ¢és ECD mérések
alatamasztjak, hogy a konformaciés atalakulas a hélixek kozotti kélesénhatasnak koszonhetd.
Tovabba NMR mérésekkel igazoltuk, hogy ebben az asszociaciéban a lateralis szolvoféb
kolesonhatasok mellett a hélixek fej-lab illeszkedésének is szerepe van. Ez a rendszer lehetévé
tette a H18 hélix felfedezését, és ezzel mi irtunk le elséként i + i+4 H-kotésekkel stabilizalt
homokiralis peptid foldamer hélixet, ami a kézlés idején a legnagyobb atmérdja ilyen tipust

struktara volt [11].

4. Foldamerek szupramolekularis alkalmazasa: nanostrukturalt rendszerek.

4.1 Megvizsgalva a Z6 szal nanoméretti strukturajat megallapitottuk, hogy a ws3z-ACPC
homooligomerek az 6nasszociacio soran fibrillaris szerkezetet vesznek f6l [12]. A fibrillumok
szélessége és hossza jelentésen flige a peptidszekvencia hosszatdl és az id6tél. Heptamer
esetén 1 nap utan 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 red6z6tt szendvics rétegek alkotjak, amiket hossziranyban
hidrogénkotések, lateralisan pedig hidroféb kétSerdk tartanak dssze. A nanostruktirakat a f3-
peptid foldamerek korében el6szor figyeltiik meg és ez 4j utat nyithat az anyagtudomanyi
alkalmazasok iranyaba.

4.2 Megallapitottuk, hogy a fibrillum képz6dés az alternalé heterokiralis zransz-ACPC
hexamer altal kialakitott polaris szal esetében is megfigyelheté [5]. A furdszar-szerd 6 nm
széles fibrillumok egységesen helikalis csavarodast mutattak 60 nm-es periddussal. a foldamer
szalak a B-redés, fibrillumképzésre hajlamos a-peptidekkel analég médon viselkednek, és ez is
tovabbi alatamasztasat adja a masodlagos szerkezetitk geometridjanak. Ezzel ramutattunk,

hogy a sztereokémiai kontroll a nanomérettartomanyban is befolyasolja a morfologiat.
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4.3 Transzmisszios elektronmikroszképias és dinamikus fényszorasi mérésekkel igazoltuk,
hogy a szabad N-terminalissal rendelkezé homokiralis #ransz-ACHC oligomerekbdl épitett
H14 hélixek multilamellaris  vezikulakat képeznek, amelyek atméréje a 20-180 nm
tartomanyban van [12]. A vezikulak létrejotte gyors folyamat és ultrahangos kezeléssel
részlegesen dezaggregalhatok. A kezelés utan 1 nappal a vezikularis szerkezet helyreall. Az
eredmények arra utalnak, hogy a vezikuldkat hatirolé6 membrant a vertikilisan amfifil [3-
peptid hélixek alkotjak, amelyek hélixkéteg motivumba rendez6édnek. Ilyen foldamer
nanostruktardk létezését els6ként figyeltik meg.

4.4. A nanoméretd vezikulakat megfigyeltiik 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 vezikulak a 100 nm-es mérettartomanyban alakultak
ki, de alakjuk kevésbé volt szabalyos mint a H14 hélixekbdl kialakul6 részecskéké.
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6 Gyakorlati hasznositas lehet6ségei és kitekintés

A foldamerek kutatasanak f6 hajtéereje, hogy 4j biomimetikus rendszerek létrehozasat
teszik lehet6vé, és kiemelt alkalmazasi lehet6séglik a modern hatéanyagfelfedezésben rejlik. A
foldamerek jelenleg ismert biologiai alkamazasait a 2.6 fejezetben réviden 6sszefoglaltam,
mert az eddig végzett munkank célkitdzései is szorosan kapcsolédtak a kémiai-biologiai
vonatkozasokhoz: vizben is stabilis masodlagos szerkezetek létrehozasa, proteinogén
oldallancok bevitele az 4j helikalis struktarakba, és altalaban a szerkezeti diverzitas névelése
szintettkusan hozzaférheté épitGelemek segitségével. Feltehetéen az itt bemutatott
eredmények ¢és modszerek kozvetlentl is hasznosnak bizonyulnak majd a foldamer
hatéanyagok felfedezésében.

Gyogyszerkutatasi szempontbol jelenleg az egyik legnagyobb kihivas a protein-protein és
protein-szénhidrat kolcsohatasok befolyasolasa, mert ezek a klasszikus kismolekulas
hatéanyagokkal nehezen tamadhatok. A foldamerek jovébeni, szélesebb rétegeket érinté
gyakorlati alkalmazasa ezen a tertleten varhatd. Ezekbe a kutatasokba mi is bekapcsolodtunk
és keressitk az altalunk el6allitott foldamerek felhasznalasi lehetSségeit. Egyrészt a 2.6
fejezetben bemutatott protein-hélix interfész paradigmatél elszakadva  altalanosabb
megkozelitésben vizsgaljuk bizonyos oldészernek kitett kélesonhatasi felszini (undruggable)
fehérjék és foldamerek kozotti kélesonhatasokat. Masrészt a protein-protein kélesonhatasok
esetén nagy problémat jelent a delokalizalt alk6tShelyekre torténd egyidejl optimalizalas.
Ennek a megoldasara fejlesztink modszert, ami a kismolekulas hatéanyagfelfedezés

tertletérdl ismert fragmens alapt médszer foldamerekre adaptalt valtozata.

89



dc_335 11

7 Az értekezés alapjat ado kozlemények

1. Mandity, I. M.; Weber, E.; Martinek, T. A.;* Olajos, G.; Toth, G. K.; Vass, E.; Fulop,
F., Design of Peptidic Foldamer Helices: A Stereochemical Patterning Approach. Angewandte
Chemie-International Edition 2009, 48, 2171-2175.

2. Martinek, T. A.; Fulop, F., Peptidic foldamers: ramping up diversity. Chemical Society
Reviews 2012, 41, 687-702.

3. Martinek, T. A.; Fulop, F., Side-chain control of beta-peptide secondary structures -
Design principles. European Journal of Biochemistry 2003, 270, 3657-3660.

4. Martinek, T. A.; Toth, G. K, Vass, E., Hollosi, M. Fulop, F. cis-2-
aminocyclopentanecarboxylic acid oligomers adopt a sheetlike structure: Switch from helix to
nonpolar strand. Angewandte Chemie-International Edition 2002, 41, 1718-1721.

5. Martinek, T. A.; Mandity, I. M.; Fulop, L.; Toth, G. K.; Vass, E.; Hollosi, M.; Forro, E.;
Fulop, F., Effects of the alternating backbone configuration on the secondary structure and
self-assembly of beta-peptides. Journal of the American Chemical Society 2006, 7128, 13539-13544.

6. Hetenyi, A.; Toth, G. K; Somlai, C.; Vass, E.; Martinek, T. A.;* Fulop, F., Stabilisation
of Peptide Foldamers in an Aqueous Medium by Incorporation of Azapeptide Building
Blocks. Chemistry-a Enropean Journal 2009, 715, 10736-10741.

7. Berlicki, L.; Pilsl, L.; Weber, E.; Mandity, 1. M.; Cabrele, C.; Martinek, T. A.;* Fulop, F.;
Reiser, O., Unique alpha,beta- and alpha,alpha,beta,beta-Peptide Foldamers Based on cis-
beta-Aminocyclopentanecarboxylic Acid. Angewandte Chemie-International Edition 2012, 51,
2208-2212.

8. Hetenyi, A.; Szakonyi, Z.; Mandity, I. M.; Szolnoki, E.; Toth, G. K.; Martinek, T. A.;*
Fulop, F., Sculpting the beta-peptide foldamer H12 helix via a designed side-chain shape.
Chemical Communications 2009, 177-179.

9.  Mandity, I. M.; Fulop, L.; Vass, E.; Toth, G. K.; Martinek, T. A.;* Fulop, F., Building
beta-Peptide H10/12 Foldamer Helices with Six-Membered Cyclic Side-Chains: Fine-Tuning
of Folding and Self-Assembly. Organic Letters 2010, 72, 5584-5587.

10. Hetenyi, A.; Mandity, I. M.; Martinek, T. A.; Toth, G. K; Fulop, F., Chain-length-
dependent helical motifs and self-association of beta-peptides with constrained side chains.
Journal of the American Chenrical Society 2005, 127, 547-553.

11. Szolnoki, E.; Hetenyi, A.; Martinek, T. A.;* Szakonyi, Z.; Fulop, F., Self-association-
driven transition of the beta-peptidic H12 helix to the H18 helix. Organic & Biomolecular
Chenristry 2012, 10, 255-259.

12. Martinek, T. A.; Hetenyi, A.; Fulop, L.; Mandity, I. M.; Toth, G. K.; Dekany, I.; Fulop,
F., Secondary structure dependent self-assembly of beta-peptides into nanosized fibrils and
membranes. Angewandte Chemie-International Edition 2006, 45, 2396-2400.

90



dc_335 11

13. Fulop, F.; Martinek, T. A.; Toth, G. K., Application of alicyclic beta-amino acids in
peptide chemistry. Chemical Society Reviews 2006, 35, 323-334.

14. Martinek, T. Tavol a homokiralitastol, avagy a peptidomimetikumok 6nrendezédése.

Magyar Tudomany 2009, 170, 782-788.

91



dc_335 11

8 Kapcsolodo kozlemények

Az értekezés témajaba kozvetlentl nem tartozd, de a vizsgalat targyat vagy modszereit
tekintve kapcsoléd6  kézlemények:  B-aminosavak, aminoalkoholok és  szarmazékaik
szerkezetvizsgalata, fehérje-ligandum kolcsonhatasok jellemzése, konformaciés elemzésen
alapul6é 3+3D QSAR munkak.

1. Martinek, T. A.; Szolnoki, E.; Zalan, Z.; Fulop, F., Synthesis and steric structure of
pyrrolidine- and piperidine-fused 1,3,4,2-oxadiazaphosphinanes. Arkivoc 2007, 202-209.

2. Csomos, P.; Martinek, T. A.; Lazar, L.; Fulop, F., Synthesis and stereochemistry of
azeto|2,1-a]isoquinolin-2-one derivatives. Arkivoc 2003, 87-93.

3. Weber, E.; Hetenyi, A.; Vaczi, B.; Szolnoki, E.; Fajka-Boja, R.; Tubak, V.; Monostori, E.;
Martinek, T. A., Galectin-1-Asialofetuin Interaction Is Inhibited by Peptides Containing the
Tyr-Xxx-Tyr Motif Acting on the Glycoprotein. Chembiocherz 2010, 711, 228-234.

4. Kover, K. E.; Weber, E.; Martinek, T. A.; Monostori, E.; Batta, G., (15)N and (13)C
Group-Selective Techniques Extend the Scope of STD NMR Detection of Weak Host-Guest
Interactions and Ligand Screening. Chembiochem 2010, 117, 2182-2187.

5. Hetenyi, A.; Fulop, L.; Martinek, T. A.; Weber, E.; Soos, K.; Penke, B., Ligand-induced
flocculation of neurotoxic fibrillar A beta(1-42) by noncovalent crosslinking. Chembiochen:
2008, 9, 748-757.

6. Gyarmati, C. Z.; Palinko, 1.; Bokros, A.; Martinek, A. T.; Bernath, G., The cis-trans
isomerisation of homologous 2-hydroxycycloalkanecarboxylic acids under basic conditions.
Chinese Journal of Chemistry 2006, 24, 1792-1795.

7. Benedek, G.; Palko, M.; Weber, E.; Martinek, T. A.; Forro, E.; Fulop, F., Efficient
synthesis of hydroxy-substituted cispentacin derivatives. European Journal of Organic Chemistry
2008, 3724-3730.

8. Fulop, F.; Palko, M.; Forro, E.; Dervarics, M.; Martinek, T. A.; Sillanpaa, R., Facile regio-
and diastereoselective syntheses of hydroxylated 2-aminocyclohexanecarboxylic acids.
European Journal of Organic Chemistry 2005, 3214-3220.

9. Szatmari, I.; Martinek, T. A.; Lazar, L.; Fulop, F., Synthesis of 2,4-diaryl-3,4-dihydro-2H-
naphth|2,1-¢][1,3]oxazines and study of the effects of the substituents on their ring-chain
tautomerism. European Journal of Organic Chemistry 2004, 2231-2238.

10. Dervarics, M.; Otvos, F.; Martinek, T. A., Development of a chirality-sensitive flexibility
descriptor for 3+3D-QSAR. Journal of Chenical Information and Modeling 2006, 46, 1431-1438.

11. Jojart, B.; Martinek, T. A., Performance of the general amber force field in modeling
aqueous POPC membrane bilayers. Journal of Computational Chemistry 2007, 28, 2051-2058.

12. Toth, G.; loja, E.; Tomboly, C.; Ballet, S.; Tourwe, D.; Peter, A.; Martinek, T.; Chung, N.
N.; Schiller, P. W.; Benyhe, S.; Borsodi, A., beta-methyl substitution of cyclohexylalanine in
Dmt-Tic-Cha-Phe peptides results in highly potent delta opioid antagonists. Journal of
Medicinal Chemistry 2007, 50, 328-333.

13. Martinek, T. A.; Otvos, F.; Dervarics, M.; Toth, G.; Fulop, F., Ligand-based prediction
of active conformation by 3D-QSAR flexibility descriptors and their application in 3+3D-
QSAR models. Journal of Medicinal Chenristry 2005, 48, 3239-3250.

92



dc_335 11

14. Szatmari, I.; Martinek, T. A.; Lazar, L.; Koch, A.; Kleinpeter, E.; Neuvonen, K.; Fulop,
F., Stereoelectronic effects in ring-chain tautomerism of 1,3-diarylnaphth[1,2-¢|[1,3]oxazines
and 3-alkyl-1-arylnaphth[1,2-¢|[1,3|oxazines. Journal of Organic Chemistry 2004, 69, 3645-3653.

15. Hetenyi, A. N.; Martinek, T. A.; Lazar, L.; Zalan, Z.; Fulop, F., Substituent-dependent
negative hyperconjugation in 2-aryl-1,3-N,N-heterocycles. Fine-tuned anomeric effect? Journal
of Organic Chemistry 2003, 68, 5705-5712.

16. Lazar, L.; Goblyos, A.; Martinek, T. A.; Fulop, F., Ring-chain tautomerism of 2-aryl-
substituted cis- and trans-decahydroquinazolines. Journal of Organic Chemistry 2002, 67, 4734-
4741.

17. Solymar, M.; Palko, M.; Martinek, T.; Fulop, F., Synthesis of imidazo[l ,5 ": 1,2]pyrido
[3,4-blindole derivatives. Monatshefte Fur Chemie 2002, 133, 1423-1430.

18. Kiss, L.; Forro, E.; Martinek, T. A.; Bernath, G.; De Kimpe, N.; Fulop, F.,
Stereoselective synthesis of hydroxylated beta-aminocyclohexanecarboxylic acids. Tetrabedron
2008, 64, 5036-5043.

19. Zalan, Z.; Martinek, T. A.; Lazar, L.; Sillanpaa, R.; Fulop, F., Synthesis and
conformational  analysis of tetrahydroisoquinoline and piperidine-fused 1,3,4,2-
oxadiazaphosphinanes, new ring systems. Tesrabedron 2006, 62, 2883-2891.

20. Szatmari, I.; Martinek, T. A.; Lazar, L.; Fulop, F., Substituent effects in the ring-chain
tautomerism of 1,3-diaryl-2,3-dihydro-1H-naphth([1,2-¢] [1,3]oxazines. Tetrahedron 2003, 59,
2877-2884.

21. Szakonyi, Z.; Balazs, A.; Martinek, T. A.; Fulop, F., Stereoselective synthesis of pinane-
based beta- and gamma-amino acids via conjugate addition of lithium amides and
nittomethane. Tetrahedron-Asymmetry 2010, 21, 2498-2504.

22. Benedek, G.; Palko, M.; Weber, E.; Martinek, T. A.; Forro, E.; Fulop, F., Efficient
synthesis of 3,4- and 4,5-dihydroxy-2-amino-cyclohexanecarboxylic acid enantiomers.
Tetrahedron-Asymmetry 2009, 20, 2220-2225.

23. Szakonyi, Z.; Martinek, T. A.; Sillanpaa, R.; Fulop, F., Regio- and stereoselective
synthesis of constrained enantiomeric beta-amino acid derivatives. Tetrabedron-Asymmetry
2008, 79, 2296-2303.

24. Szakonyi, Z.; Martinek, T. A.; Sillanpaa, R.; Fulop, F., Regio- and stereoselective
synthesis of the enantiomers of monoterpene-based beta-amino acid derivatives. Tetrabedron-
Asymmetry 2007, 18, 2442-2447.

25. Szakonyi, Z.; Balazs, A.; Martinek, T. A.; Fulop, F., Enantioselective addition of

diethylzinc to aldehydes catalyzed by gamma-amino alcohols derived from (+)- and (-)-alpha-
pinene. Tetrahedron-Asymmetry 2006, 17, 199-204.

93



dc_335 11

9 Egyéb kozlemények

1. Majzik, A.; Fulop, L.; Csapo, E.; Bogar, F.; Martinek, T.; Penke, B.; Biro, G.; Dekany, 1.,
Functionalization of gold nanoparticles with amino acid, beta-amyloid peptides and fragment.
Colloids and Surfaces B-Biointerfaces 2010, 87, 235-241.

2. Mandity, I. M.; Martinek, T. A.; Darvas, F.; Fulop, F., A simple, efficient, and selective
deuteration via a flow chemistry approach. Tetrahedron Letters 2009, 50, 4372-4374.

3. Kolozsi, A.; Vosekalna, 1.; Martinek, T.; Larsen, E.; Gyurcsik, B., Copper(II) and zinc(II)
ion binding properties of a MAP type branched ligand with histidines as surface
functionalities. Dalton Transactions 2009, 5647-5654.

4. Martinek, T. A, Varga, T. Balazsik, K., Szollosi, G.; Fulop, F.; Bartok, M.,
Enantioselective hydrogenation of ketopantolactone using Pt-beta-ICN chiral catalyst:
Correlation between the solution-state concentration of a nucleophilic beta-isocinchonine-
ketopantolactone complex and enantioselectivity. Journal of Catalysis 2008, 255, 296-303.

5. Haznagy-Radnai, E.; Rethy, B.; Czigle, S.; Zupko, 1.; Weber, E.; Martinek, T.; Falkay, G.;
Mathe, 1., Cytotoxic activities of Stachys species. Fitoterapia 2008, 79, 595-597.

6. Haznagy-Radnai, E.; Pintye-Hodi, K.; Czigle, S.; Martinek, T.; Janicsak, G.; Mathe, 1;
Eros, 1., Chromatographic determination of iridoids in Stachys recta, and investigation of

inorganic elements by X-ray fluorescence spectroscopy. [pe-Journal of Planar Chromatography-
Modern Tlc 2008, 27, 27-32.

7. Martinek, T. A.; Varga, T.; Fulop, F.; Bartok, M., NMR spectroscopic and theoretical
evidence of cinchona alkaloid-ketopantolactone complex formation in aprotic solvents:

Implications for the mechanism of Pt-catalyzed enantioselective hydrogenation of activated
ketones. Journal of Catalysis 2007, 246, 266-276.

8. Hajdu, Z.; Hohmann, J.; Forgo, P.; Martinek, T.; Dervarics, M.; Zupko, 1.; Falkay, G.;
Cossuta, D.; Mathe, 1., Diterpenoids and flavonoids from the fruits of Vitex agnus-castus and
antioxidant activity of the fruit extracts and their constituents. Phytotherapy Research 2007, 21,
391-394.

9. Balazsik, K.; Martinek, T. A.; Bucsi, L.; Szollsi, G.; Fogassy, G.; Bartok, M.; Olah, G. A.,
A new rigid cinchona modified (alpha-IQ) platinum catalyst for the enantio selective
hydrogenation of activated ketones: Data to the origin of enantioselection. Journal of Molecular
Catalysis a-Chemical 2007, 272, 265-274.

10. Jojart, B.; Martinek, T. A.; Marki, A., The 3D structure of the binding pocket of the
human oxytocin receptor for benzoxazine antagonists, determined by molecular docking,
scoring functions and 3D-QSAR methods. Journal of Computer-Aided Molecular Design 2005, 19,
341-356.

11. Almeida, D. R. P.; Gasparro, D. M.; Martinek, T. A.; Fulop, F.; Csizmadia, 1. G,
Resolution of carvedilol's conformational surface via gas and solvent phase density functional
theory optimizations and NMR spectroscopy. Journal of Physical Chemistry A 2004, 108, 7719-
7729.

12. Zalan, Z.; Martinek, T. A.; Lazar, L.; Fulop, F., Synthesis and conformational analysis of
1,3,2-diazaphosphorino[6,1-a]isoquinolines, a new ring system. Tetrahedron 2003, 59, 9117-
9125.

94



dc_335 11

10 Irodalomjegyzék

(1) Lehn, J. M. Supramolecular chemistry : concepts and perspectives : a personal account built upon the
George Fisher Baker lectures in chemistry at Cornell University |and] Lezioni Lincee, Accadenria nazionale dei
Lincei, Roma, VCH: Weinheim ; New York, 1995.

(2)  Venkatraman, J.; Shankaramma, S. C.; Balaram, P. Chemical Reviews 2001, 7107, 3131-3152.
(3)  Baltzer, L.; Nilsson, H.; Nilsson, J. Chemical Reviews 2001, 707, 3153-3163.

4 Gellman, S. H. Accounts of Chemical Research 1998, 31, 173-180.

(5) Toth, G.; Ioja, E.; Tomboly, C.; Ballet, S.; Tourwe, D.; Peter, A.; Martinek, T.; Chung, N.
N.; Schiller, P. W.; Benyhe, S.; Borsodi, A. Journal of Medicinal Chemistry 2007, 50, 328-333.

(6)  Seebach, D.; Ciceri, P. E.; Overhand, M.; Jaun, B.; Rigo, D.; Oberer, L.; Hommel, U.;
Amstutz, R.; Widmer, H. Helvetica Chimica Acta 1996, 79, 2043-2066.

(7)  Seebach, D.; Gademann, K.; Schreiber, J. V.; Matthews, J. L.; Hintermann, T'; Jaun, B,;
Oberer, L.; Hommel, U.; Widmer, H. Helvetica Chimica Acta 1997, 80, 2033-2038.

(8)  Hecht, S.; Huc, 1. Foldamers : structure, properties, and applications; Wiley-VCH: Weinheim,
2007.

(9)  Nielsen, P. E.; Egholm, M.; Berg, R. H.; Buchardt, O. Scence 1991, 254, 1497-1500.

(10) Simon, R. J.; Kania, R. S.; Zuckermann, R. N.; Huebner, V. D.; Jewell, D. A.; Banville, S.;
Ng, S.; Wang, L.; Rosenberg, S.; Marlowe, C. K.; Spellmeyer, D. C.; Tan, R. Y.; Frankel, A. D;
Santi, D. V.; Cohen, F. E.; Bartlett, P. A. Proceedings of the National Acadeny of Sciences of the United
States of America 1992, 89, 9367-9371.

(11) Goodman, C. M.; Choi, S.; Shandler, S.; DeGrado, W. F. Nature Chemical Biology 2007, 3,
252-262.

(12)  Guichard, G.; Huc, 1. Chemical Commmunications 2011, 47, 5933-5941.

(13) Gyarmati, C. Z.; Palinko, I.; Bokros, A.; Martinek, A. T.; Bernath, G. Chinese Journal of
Chemistry 2006, 24, 1792-1795.

(14) Yang, D.; Liu, G. J.; Hao, Y.; Li, W.; Dong, Z. M.; Zhang, D. W.; Zhu, N. Y. Chemistry-an
Asian Jonrnal 2010, 5, 1356-1363.

(15) Li, X.; Shen, B.; Yao, X. Q.; Yang, D. Journal of the American Chemical Society 2007, 129, 7264-
7265.

(16) Yang, D.; Zhang, D. W.; Hao, Y.; Wu, Y. D.; Luo, S. W.; Zhu, N. Y. Angewandte Chemie-
International Edition 2004, 43, 6719-6722.

(17) Zhang, Y. H.; Song, K. S.; Zhu, N. Y.; Yang, D. Chemistry-a European Journal 2010, 16, 577-
587.

(18) Chandrasekhar, S.; Rao, C. L.; Reddy, M. S.; Sharma, G. D.; Kiran, M. U.; Naresh, P.;
Chaitanya, G. K.; Bhanuprakash, K.; Jagadeesh, B. Journal of Organic Chenzistry 2008, 73, 9443-9446.
(19) Chen, F.; Song, K. S.; Wu, Y. D.; Yang, D. Journal of the American Chemical Society 2008, 130,
743-755.

(20) Tomasini, C.; Luppi, G.; Monari, M. Journal of the American Chemical Society 2006, 128, 2410-
2420.

(21) Angelici, G.; Luppi, G.; Kaptein, B.; Broxterman, Q. B.; Hofmann, H. J.; Tomasini, C.
European Journal of Organic Chemistry 2007, 2713-2721.

(22) Angelici, G.; Falini, G.; Hofmann, H. J.; Huster, D.; Monari, M.; Tomasini, C. Chewistry-a
European Journal 2009, 15, 8037-8048.

95



dc_335 11

(23) Angelici, G.; Falini, G.; Hofmann, H. J.; Huster, D.; Monari, M.; Tomasini, C. Angewandte
Chemie-International Edition 2008, 47, 8075-8078.

(24) Delatouche, R.; Durini, M.; Civera, M.; Belvisi, L.; Piarulli, U. Tetrahedron Letters 2010, 57,
4278-4280.

(25) Benedetti, E.; Bavoso, A.; Diblasio, B.; Pavone, V.; Pedone, C.; Toniolo, C.; Bonora, G. M.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America-Physical Sciences 1982, 79,
7951-7954.

(26) Smith, A. B.; Keenan, T. P.; Holcomb, R. C.; Sprengeler, P. A.; Guzman, M. C.; Wood, J.
L.; Carroll, P. J.; Hirschmann, R. Journal of the American Chemical Society 1992, 114, 10672-10674.
(27) Zhong, Z. Q.; Zhao, Y. Organic Letters 2007, 9, 2891-2894.

(28) Zhao, Y.; Zhong, Z. Q. Journal of the American Chemical Society 2005, 127, 17894-17901.

(29) Zhao, Y.; Zhong, Z. Q. Organic Letters 2006, 8, 4715-4717.

(30) Zhao, Y.; Zhong, Z. Q. Journal of the American Chemical Society 2006, 128, 9988-9989.

(31) Millex, S. L. Journal of the American Chenrical Society 1955, 77, 2351-2361.

(32) Ehrenfreund, P.; Glavin, D. P.; Botta, O.; Cooper, G.; Bada, J. L. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 2001, 98, 2138-2141.

(33) Konishi, M.; Nishio, M.; Saitoh, K.; Miyaki, T.; Oki, T.; Kawaguchi, H. Journal of Antibiotics
1989, 42, 1749-1755.

(34) Fulop, F.; Martinek, T. A.; Toth, G. K. Chemical Society Reviews 2006, 35, 323-334.

(35) Banerjee, A.; Balaram, P. Current Science 1997, 73, 1067-1077.

(36) Seebach, D.; Overhand, M.; Kuhnle, F. N. M.; Martinoni, B.; Oberer, L.; Hommel, U.;
Widmer, H. Helvetica Chipzica Acta 1996, 79, 913-941.

(37) Seebach, D.; Abele, S.; Gademann, K.; Guichard, G.; Hintermann, T.; Jaun, B.; Matthews,
J. L.; Schreiber, J. V. Helvetica Chimica Acta 1998, 81, 932-982.

(38) Appella, D. H.; Christianson, L. A.; Klein, D. A.; Powell, D. R.; Huang, X. L..; Barchi, J. J.;
Gellman, S. H. Nature 1997, 387, 381-384.

(39) Krauthauser, S.; Christianson, L. A.; Powell, D. R.; Gellman, S. H. Journal of the American
Chemical Society 1997, 119, 11719-11720.

(40) Mohle, K.; Gunther, R.; Thormann, M.; Sewald, N.; Hofmann, H. J. Bigpolymers 1999, 50,
167-184.

(41) Gunther, R.; Hofmann, H. J. Helvetica Chimica Acta 2002, 85, 2149-2168.

(42) Wu, Y. D.; Wang, D. P. Journal of the American Chemical Society 1998, 120, 13485-13493.

(43) Wu, Y. D.; Wang, D. P. Journal of the American Chemical Society 1999, 121, 9352-9362.

(44) Beke, T.; Csizmadia, 1. G.; Perczel, A. Journal of Computational Chemistry 2004, 25, 285-307.
(45) Cheng, R. P.; DeGrado, W. F. Journal of the American Chemical Society 2001, 123, 5162-5163.
(46) Hetenyi, A.; Mandity, I. M.; Martinek, T. A.; Toth, G. K.; Fulop, F. Journal of the American
Chemical Society 2005, 127, 547-553.

(47) Arvidsson, P. L; Ryder, N. S.; Weiss, H. M.; Gross, G.; Kretz, O.; Woessner, R.; Seebach,
D. Chembiochen 2003, 4, 1345-1347.

(48) Sharma, G. V. M.; Rao, K. S.; Ravi, R.; Narsimulu, K.; Nagendar, P.; Chandramouli, C;
Kumar, S. K.; Kunwar, A. C. Chewistry-an Asian Journal 2009, 4, 181-193.

(49) Martinek, T. A.; Mandity, 1. M.; Fulop, L.; Toth, G. K.; Vass, E.; Hollosi, M.; Forro, E.;
Fulop, F. Journal of the American Chenzical Society 2006, 128, 13539-13544.

(50) Mandity, I. M.; Fulop, L.; Vass, E.; Toth, G. K.; Martinek, T. A.; Fulop, F. Organic Letters
2010, 72, 5584-5587.

(51) Townsley, L. E.; Tucker, W. A.; Sham, S.; Hinton, J. F. Biochenzistry 2001, 40, 11676-11680.

96



dc_335 11

(52) Fernandes, C.; Faure, S.; Pereira, E.; Thery, V.; Declerck, V.; Guillot, R.; Aitken, D. J.
Organic Letters 2010, 72, 3606-3609.

(53) Threlfall, R.; Davies, A.; Howarth, N. M.; Fisher, J.; Cosstick, R. Chemical Communications
2008, 585-587.

(54) Chandrasekhar, S.; Reddy, G. P. K,; Kiran, M. U.; Nagesh, C.; Jagadeesh, B. Tetrabedron
Letters 2008, 49, 2969-2973.

(55) Seebach, D.; Abele, S.; Gademann, K.; Jaun, B. Angewandte Chemie-International Edition 1999,
38,1595-1597.

(56) Daura, X.; Gademann, K.; Schafer, H.; Jaun, B.; Seebach, D.; van Gunsteren, W. F. Journal
of the American Chemical Society 2001, 123, 2393-2404.

(57) Torres, E.; Puigmarti-Luis, J.; del Pino, A. P.; Ortuno, R. M.; Amabilino, D. B. Organic &
Biomolecular Chemistry 2010, 8, 1661-1665.

(58) Rua, F.; Boussert, S.; Parella, T.; Diez-Perez, 1.; Branchadell, V.; Giralt, E.; Ortuno, R. M.
Organic Letters 2007, 9, 3643-3645.

(59) Torres, E.; Gorrea, E.; Burusco, K. K.; Da Silva, E.; Nolis, P.; Rua, F.; Boussert, S.; Diez-
Perez, I.; Dannenberg, S.; Izquierdo, S.; Giralt, E.; Jaime, C.; Branchadell, V.; Ortuno, R. M.
Organic & Biomolecular Chemistry 2010, 8, 564-575.

(60) Seebach, D.; Beck, A. K.; Bierbaum, D. J. Chemistry & Biodiversity 2004, 7, 1111-1239.

(61) Hanessian, S.; Luo, X. H.; Schaum, R.; Michnick, S. Journal of the American Chemical Society
1998, 720, 8569-8570.

(62) Sharma, G. V. M.; Jayaprakash, P.; Narsimulu, K.; Sankar, A. R.; Reddy, K. R.; Krishna, P.
R.; Kunwar, A. C. Angewandte Chemie-International Edition 2006, 45, 2944-2947.

(63) Farrera-Sinfreu, J.; Zaccaro, L.; Vidal, D.; Salvatella, X.; Giralt, E.; Pons, M.; Albericio, F.;
Royo, M. Journal of the American Chemical Society 2004, 126, 6048-6057.

(64) Baldauf, C.; Gunther, R.; Hofmann, H. J. Helvetica Chimica Acta 2003, 86, 2573-2588.

(65) Vasudev, P. G.; Shamala, N.; Ananda, K.; Balaram, P. Angewandte Chenrie-International Edition
2005, 44, 4972-4975.

(66) Khurram, M.; Qureshi, N.; Smith, M. D. Chemical Communications 2006, 5006-5008.

(67) Jones, C. R.; Qureshi, M. K. N.; Truscott, F. R.; Hsu, S. T. D.; Morrison, A. J.; Smith, M.
D. Angewandte Chemie-International Edition 2008, 47, 7099-7102.

(68) Le Grel, P.; Salaun, A.; Potel, M.; Le Grel, B.; Lassagne, F. Journal of Organic Chemistry 2006,
71, 5638-5645.

(69) Simo, C.; Salaun, A.; Arnarez, C.; Delemotte, L.; Haegy, A.; Kachmar, A.; Laurent, A. D.;
Thomas, J.; Jamart-Gregoire, B.; Le Grel, P.; Hocquet, A. Journal of Molecular Structure-Theochem
2008, 869, 41-46.

(70) Le Grel, P.; Salaun, A.; Mocquet, C.; Perochon, R.; Lecorgne, A.; Le Grel, B.; Potel, M.
Journal of Organic Chemistry 2008, 73, 8579-8582.

(71)  Violette, A.; Averlant-Petit, M. C.; Semetey, V.; Hemmerlin, C.; Casimir, R.; Graff, R;;
Marraud, M.; Briand, J. P.; Rognan, D.; Guichard, G. Journal of the American Chemical Society 2005,
127, 2156-2164.

(72) Violette, A.; Lancelot, N.; Poschalko, A.; Piotto, M.; Briand, J. P.; Raya, ].; Elbayed, K.;
Bianco, A.; Guichard, G. Chemistry-a Enropean Jonrnal 2008, 74, 3874-3882.

(73) Fischer, L.; Didierjean, C.; Jolibois, F.; Semetey, V.; Lozano, J. M.; Briand, J. P.; Marraud,
M.; Poteau, R.; Guichard, G. Organic & Biomolecular Chemistry 2008, 6, 2596-2610.

(74)  Fischer, L.; Claudon, P.; Pendem, N.; Miclet, E.; Didierjean, C.; Ennifar, E.; Guichard, G.
Angewandte Chemie-International Edition 2010, 49, 1067-1070.

97



dc_335 11

(75) Claudon, P.; Violette, A.; Lamour, K.; Decossas, M.; Fournel, S.; Heurtault, B.; Godet, J.;
Mely, Y.; Jamart-Gregoire, B.; Averlant-Petit, M. C.; Briand, J. P.; Duportail, G.; Monteil, H.;
Guichard, G. Angewandte Chemie-International Edition 2010, 49, 333-330.

(76) Prabhakaran, P.; Kale, S. S.; Puranik, V. G.; Rajamohanan, P. R.; Chetina, O.; Howard, J. A.
K.; Hoftmann, H. J.; Sanjayan, G. J. Journal of the American Chemical Society 2008, 130, 17743-17754.
(77) Yang, D.; Qu, J.; Li, W.; Wang, D. P.; Ren, Y.; Wu, Y. D. Journal of the American Chemical
Society 2003, 125, 14452-14457.

(78) Yang, D.; Li, W.; Qu, J.; Luo, S. W.; Wu, Y. D. Journal of the American Chenzical Society 2003,
725,13018-13019.

(79) Sharma, G. V. M.; Chandramouli, N.; Basha, S. J.; Nagendar, P.; Ramakrishna, K. V. S.;
Sarma, A. V. S. Chemistry-an Asian Journal 2011, 6, 84-97.

(80) De Pol, S.; Zorn, C.; Klein, C. D.; Zerbe, O.; Reiser, O. Angewandte Chemie-International
Edition 2004, 43, 511-514.

(81) Hayen, A.; Schmitt, M. A.; Ngassa, F. N.; Thomasson, K. A.; Gellman, S. H. Angewandte
Chemie-International Edition 2004, 43, 505-510.

(82) Schmitt, M. A.; Weisblum, B.; Gellman, S. H. Journal of the American Chenzical Society 2004,
126, 6848-6849.

(83) Choi, S. H.; Guzei, 1. A.; Spencer, L. C.; Gellman, S. H. Journal of the American Chemical
Society 2008, 730, 6544-6550.

(84) Baldauf, C.; Gunther, R.; Hofmann, H. J. Biopolymers 2006, 84, 408-413.

(85) Zhu, X. A,; Koenig, P.; Hoffmann, M.; Yethiraj, A.; Cui, Q. A. Journal of Computational
Chemistry 2010, 31, 2063-2077.

(86) Zhu, X.; Koenig, P.; Gellman, S. H.; Yethiraj, A.; Cui, Q. Journal of Physical Chemistry B 2008,
1712, 5439-5448.

(87) Zhu, X,; Yethiraj, A.; Cui, Q. Journal of Chemical Theory and Computation 2007, 3, 1538-1549.
(88) Schmitt, M. A.; Choi, S. H.; Guzei, 1. A.; Gellman, S. H. Journal of the American Chemical
Society 2005, 727, 13130-13131.

(89) Seebach, D.; Jaun, B.; Sebesta, R.; Mathad, R. I.; Flogel, O.; Limbach, M.; Sellner, H.;
Cottens, S. Helvetica Chimrica Acta 2006, 89, 1801-1825.

(90) Jagadeesh, B.; Prabhakar, A.; Sarma, G. D.; Chandrasekhar, S.; Chandrashekar, G.; Reddy,
M. S.; Jagannadh, B. Chemical Communications 2007, 371-373.

(91) Segman, S.; Lee, M. R.; Vaiser, V.; Gellman, S. H.; Rapaport, H. Angewandte Chemie-
International Edition 2010, 49, 716-719.

(92) Roy, R. S;; Karle, I. L.; Raghothama, S.; Balaram, P. Proceedings of the National Academy of
Stciences of the United States of America 2004, 107, 16478-16482.

(93) Roy, R. S.; Gopi, H. N.; Raghothama, S.; Karle, 1. L.; Balaram, P. Chemistry-a European
Journal 2006, 12, 3295-3302.

(94) Wang, D. Q.; Jaun, B.; van Gunsteren, W. F. Chembiocherz 2009, 10, 2032-2041.

(95) Gardiner, J.; Mathad, R. L; Jaun, B.; Schreiber, J. V.; Flogel, O.; Seebach, D. Helvetica
Chimica Acta 2009, 92, 2698-2721.

(96) Choi, S. H.; Guzei, 1. A.; Spencer, L. C.; Gellman, S. H. Journal of the American Chenical
Society 2009, 7131, 2917-2924.

(97) Schmitt, M. A.; Choi, S. H.; Guzei, 1. A.; Gellman, S. H. Journal of the American Chemical
Society 2006, 728, 4538-4539.

(98) Baldauf, C.; Gunther, R.; Hofmann, H. |. Journal of Organic Chemistry 2006, 71, 1200-1208.
(99) Vasudev, P. G.; Ananda, K.; Chatterjee, S.; Aravinda, S.; Shamala, N.; Balaram, P. Journal of
the American Chemrical Society 2007, 129, 4039-4048.

98



dc_335 11

(100) Vasudev, P. G.; Chatterjee, S.; Ananda, K.; Shamala, N.; Balaram, P. Angewandte Chemie-
International Edition 2008, 47, 6430-6432.

(101) Chatterjee, S.; Vasudev, P. G.; Ananda, K.; Raghothama, S.; Shamala, N.; Balaram, P.
Journal of Organic Chemistry 2008, 73, 6595-6600.

(102) Guo, L.; Chi, Y. G.; Almeida, A. M.; Guzei, 1. A.; Parker, B. K.; Gellman, S. H. Journal of the
American Chemical Society 2009, 7131, 16018-16019.

(103) Sharma, G. V. M.; Jadhav, V. B.; Ramakrishna, K. V. S.; Jayaprakash, P.; Narsimulu, K.;
Subash, V.; Kunwar, A. C. Journal of the American Chemical Society 2006, 128, 14657-14668.

(104) Guo, L.; Almeida, A. M.; Zhang, W.; Reidenbach, A. G.; Choi, S. H.; Guzei, 1. A.; Gellman,
S. H. Journal of the American Chemical Society 2010, 132, 7868-7869.

(105) Palyi, G.; Zucchi, C.; Caglioti, L.; 1st ed.; Elsevier: Amsterdam ; Boston, 2004, p 1 online
resource (xiii, 429 p.

(106) Meierhenrich, U. Amino acids and the asymmetry of life : canght in the act of formation; 1st ed.;
Springer: New York, 2008.

(107) Carroll, J. D. Chirality 2009, 27, 354-358.

(108) Mahalakshmi, R.; Balaram, P. The use of D-amino acids in peptide design; 1 ed.; Nova Science
Publishers, 20006.

(109) Rana, S.; Kundu, B.; Durani, S. Chemical Communications 2005, 207-209.

(110) Rana, S.; Kundu, B.; Durani, S. Chemical Communications 2004, 2462-2463.

(111) Rana, S.; Kundu, B.; Durani, S. Bigpolymers 2005, 80, 531-531.

(112) Rana, S.; Kundu, B.; Durani, S. Bivorganic & Medicinal Chenzistry 2007, 15, 3874-3882.

(113) Raguse, T. L.; Lai, J. R.; LePlae, P. R.; Gellman, S. H. Organic Letters 2001, 3, 3963-39606.
(114) Cheng, R. P.; DeGrado, W. F. Journal of the American Chemical Society 2002, 124, 11564-
11565.

(115) Bruckner, A. M.; Chakraborty, P.; Gellman, S. H.; Diederichsen, U. Angewandte Chemie-
International Edition 2003, 42, 4395-4399,

(116) Kwon, S.; Jeon, A.; Yoo, S. H.; Chung, 1. S.; Lee, H. S. Angewandte Chemie-International
Edition 2010, 49, 8232-82306.

(117) Daniels, D. S.; Petersson, E. J.; Qiu, J. X.; Schepartz, A. Journal of the American Chenzical
Society 2007, 129, 1532-1533.

(118) Qiu, J. X,; Petersson, E. J.; Matthews, E. E.; Schepartz, A. Journal of the American Chemical
Society 2006, 728, 11338-11339.

(119) Goodman, J. L.; Petersson, E. J.; Daniels, D. S.; Qiu, J. X.; Schepartz, A. Journal of the
American Chemical Society 2007, 129, 14746-14751.

(120) Molski, M. A.; Goodman, J. L.; Craig, C. J.; Meng, H.; Kumar, K.; Schepartz, A. Journal of
the American Chemical Society 2010, 7132, 3658-3659.

(121) Petersson, E. J.; Craig, C. J.; Daniels, D. S.; Qiu, J. X.; Schepartz, A. Journal of the American
Chemical Society 2007, 129, 5344-5346.

(122) Giuliano, M. W.; Horne, W. S.; Gellman, S. H. Journal of the American Chenzical Society 2009,
731, 9860-9861.

(123) Oshea, E. K.; Klemm, J. D.; Kim, P. S.; Alber, T. Science 1991, 254, 539-544.

(124) Horne, W. S.; Price, J. L.; Keck, J. L.; Gellman, S. H. Journal of the American Chemical Society
2007, 729, 4178-4179.

(125) Harbury, P. B.; Zhang, T.; Kim, P. S.; Alber, T. Scence 1993, 262, 1401-1407.

(126) Lumb, K. J.; Kim, P. S. Biochemistry 1995, 34, 8642-8648.

(127) Price, J. L.; Horne, W. S.; Gellman, S. H. Journal of the American Chemical Society 2007, 129,
6376-6378.

99



dc_335 11

(128) Price, J. L.; Hadley, E. B.; Steinkruger, J. D.; Gellman, S. H. Angewandte Chemie-International
Edition 2010, 49, 368-371.

(129) Beke, T.; Somlai, C.; Magyarfalvi, G.; Perczel, A.; Tarczay, G. Journal of Physical Chenzistry B
2009, 773, 7918-7926.

(130) Beke, T.; Czajlik, A.; Balint, B.; Perczel, A. Aes Nano 2008, 2, 545-553.

(131) Beke, T.; Csizmadia, 1. G.; Perczel, A. Journal of the American Chemical Society 2006, 128, 5158-
5167.

(132) Clark, T. D.; Buehler, L. K.; Ghadiri, M. R. Journal of the American Chemical Society 1998, 120,
651-656.

(133) Stoeckli, M.; Staab, D.; Schweitzer, A.; Gardiner, J.; Seebach, D. Journal of the American
Society for Mass Spectrometry 2007, 18, 1921-1924.

(134) Ross, N. T.; Katt, W. P.; Hamilton, A. D. Philosophical Transactions of the Royal Society a-
Mathematical Physical and Engineering Sciences 2010, 368, 989-1008.

(135) Martinek, T. A.; Fulop, F. European Journal of Biochemistry 2003, 270, 3657-3660.

(136) Shandler, S. J.; Korendovych, I. V.; Moore, D. T.; Smith-Dupont, K. B.; Streu, C. N.;
Litvinov, R. L; Billings, P. C.; Gai, F.; Bennett, J. S.; DeGrado, W. V. Journal of the American
Chemical Society 2011, 133, 12378-12381.

(137) Gademann, K.; Ernst, M.; Hoyer, D.; Seebach, D. Angewandte Chemie-International Edition
1999, 38, 1223-1226.

(138) Kritzer, J. A.; Hodsdon, M. E.; Schepartz, A. Journal of the American Chenrical Society 2005,
127,4118-4119.

(139) Kiitzer, J. A.; Lear, ]. D.; Hodsdon, M. E.; Schepartz, A. Journal of the American Chemical
Society 2004, 726, 9468-9469.

(140) Kritzer, J. A.; Luedtke, N. W.; Harker, E. A.; Schepartz, A. Journal of the American Chemical
Society 2005, 727, 14584-14585.

(141) Michel, J.; Harker, E. A.; Tirado-Rives, J.; Jorgensen, W. L.; Schepartz, A. Journal of the
American Chemical Society 2009, 131, 6356-6357.

(142) Bautista, A. D.; Appelbaum, J. S.; Craig, C. J.; Michel, J.; Schepartz, A. Journal of the American
Chemical Society 2010, 732, 2904-2905.

(143) Campbell, F.; Plante, J. P.; Edwards, T. A.; Warriner, S. L.; Wilson, A. J. Organic &
Biomolecular Chemistry 2010, 8, 2344-2351.

(144) Plante, J. P.; Burnley, T.; Malkova, B.; Webb, M. E.; Warriner, S. L.; Edwards, T. A.;
Wilson, A. J. Chemical Communications 2009, 5091-5093.

(145) Lee, E. F.; Sadowsky, J. D.; Smith, B. J.; Czabotar, P. E.; Peterson-Kaufman, K. J.; Colman,
P. M,; Gellman, S. H.; Faitlie, W. D. Angewandte Chemie-International Edition 2009, 48, 4318-4322.
(146) Sadowsky, J. D.; Fairlie, W. D.; Hadley, E. B.; Lee, H. S.; Umezawa, N.; Nikolovska-
Coleska, Z.; Wang, S. M.; Huang, D. C. S.; Tomita, Y.; Gellman, S. H. Journal of the American
Chemical Society 2007, 129, 139-154.

(147) Sadowsky, J. D.; Schmitt, M. A.; Lee, H. S.; Umezawa, N.; Wang, S. M.; Tomita, Y.;
Gellman, S. H. Journal of the American Chemical Society 2005, 127, 11966-11968.

(148) Horne, W. S.; Boersma, M. D.; Windsor, M. A.; Gellman, S. H. Angewandte Chemie-
International Edition 2008, 47, 2853-2856.

(149) Bautista, A. D.; Stephens, O. M.; Wang, L. G.; Domaoal, R. A.; Anderson, K. S.; Schepartz,
A. Bioorganic & Medicinal Chemistry 1etters 2009, 19, 3736-3738.

(150) Stephens, O. M.; Kim, S.; Welch, B. D.; Hodsdon, M. E.; Kay, M. S.; Schepartz, A. Journal
of the American Chemical Society 2005, 127, 13126-13127.

100



dc_335 11

(151) Horne, W. S.; Johnson, L. M.; Ketas, T. J.; Klasse, P. J.; Lu, M.; Moore, J. P.; Gellman, S.
H. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 2009, 106, 14751-14756.
(152) Johnson, L. M.; Horne, W. S.; Gellman, S. H. Journal of the American Chemical Society 2011,
733, 10038-10041.

(153) Kaszowska, M.; Norgren, A. S.; Arvidson, P. L; Sandstrom, C. Carbobydrate Research 2009,
344, 2577-2580.

(154) Gelman, M. A,; Richter, S.; Cao, H.; Umezawa, N.; Gellman, S. H.; Rana, T. M. Organic
Letters 2003, 5, 3563-3565.

(155) Imamura, Y.; Watanabe, N.; Umezawa, N.; Iwatsubo, T.; Kato, N.; Tomita, T.; Higuchi, T.
Journal of the American Chemical Society 2009, 131, 7353-73509.

(156) Epand, R. F.; Raguse, T. L.; Gellman, S. H.; Epand, R. M. Biochemistry 2004, 43, 9527-9535.
(157) Epand, R. F.; Mowery, B. P,; Lee, S. E.; Stahl, S. S.; Lehrer, R. I.; Gellman, S. H.; Epand, R.
M. Journal of Molecular Biology 2008, 379, 38-50.

(158) Liu, D. H.; DeGrado, W. . Journal of the American Chemical Society 2001, 123, 7553-7559.
(159) Chene, P. Nature Reviews Cancer 2003, 3, 102-109.

(160) Harker, E. A.; Daniels, D. S.; Guarracino, D. A.; Schepartz, A. Bioorganic & Medicinal
Chemistry 2009, 17, 2038-2046.

(161) Daura, X.; Bakowies, D.; Seebach, D.; Fleischhauer, J.; van Gunsteren, W. F.; Kruger, P.
European Biophysics Journal with Biophysics Letters 2003, 32, 661-670.

(162) Glattli, A.; Daura, X.; Seebach, D.; van Gunsteren, W. F. Journal of the American Chemical
Society 2002, 124, 12972-12978.

(163) Pomerantz, W. C.; Grygiel, T. L. R.; Lai, J. R.; Gellman, S. H. Organic Letters 2008, 70, 1799-
1802.

(164) Halgren, T. A. Journal of Computational Chemistry 1996, 17, 490-519.

(165) Halgren, T. A. Journal of Computational Chemistry 1999, 20, 730-748.

(166) Tomasi, J.; Mennucci, B.; Cammi, R. Chemical Reviews 2005, 7105, 2999-3093.

(167) Topol, 1. A.; Burt, S. K.; Deretey, E.; Tang, T. H.; Perczel, A.; Rashin, A.; Csizmadia, I. G.
Journal of the American Chemical Society 2001, 7123, 6054-6060.

(168) Arvidsson, P. I.; Rueping, M.; Seebach, D. Chemical Communications 2001, 649-650.

(169) Kritzer, J. A.; Tirado-Rives, J.; Hart, S. A.; Lear, ]. D.; Jorgensen, W. L.; Schepartz, A.
Journal of the American Chemical Society 2005, 127, 167-178.

(170) Hetenyi, A.; Szakonyi, Z.; Mandity, I. M.; Szolnoki, E.; Toth, G. K.; Martinek, T. A.; Fulop,
F. Chemical Communications 2009, 177-179.

(171) Mandity, I. M.; Weber, E.; Martinek, T. A.; Olajos, G.; Toth, G. K.; Vass, E.; Fulop, F.
Angewandte Chemie-International Edition 2009, 48, 2171-2175.

(172) Ananda, K.; Vasudev, P. G.; Sengupta, A.; Raja, K. M. P.; Shamala, N.; Balaram, P. Journal
of the American Chemical Society 2005, 127, 16668-16674.

(173) Sharma, G. V. M.; Nagendar, P.; Jayaprakash, P.; Krishna, P. R.; Ramakrishna, K. V. S.;
Kunwar, A. C. Angewandte Chemie-International Edition 2005, 44, 5878-5882.

(174) Srinivasulu, G.; Kumar, S. K.; Sharma, G. V. M.; Kunwar, A. C. Journal of Organic Chensistry
2006, 77, 8395-8400.

(175) Diblasio, B.; Saviano, M.; Fattorusso, R.; Lombardi, A.; Pedone, C.; Valle, V.; Lorenzi, G.
P. Biopolymers 1994, 34, 1463-14068.

(176) Daggett, V. Accounts of Chemical Research 2006, 39, 594-602.

(177) Martinek, T. A.; Toth, G. K.; Vass, E.; Hollosi, M.; Fulop, F. Angewandte Chemie-International
Edition 2002, 47, 1718-1721.

101



dc_335 11

(178) Chandrasekhar, S.; Babu, B. N.; Prabhakar, A.; Sudhakar, A.; Reddy, M. S.; Kiran, M. U.;
Jagadeesh, B. Chemzical Communications 2006, 1548-1550.

(179) Kothari, A.; Qureshi, M. K. N.; Beck, E. M.; Smith, M. D. Chewmical Communications 2007,
2814-2816.

(180) Rueping, M.; Mahajan, Y. R.; Jaun, B.; Seebach, D. Chemistry-a European Journal 2004, 10,
1607-1615.

(181) Abraham, M. H.; Abraham, R. J.; Byrne, |.; Gritfiths, L. Journal of Organic Chemistry 2006, 71,
3389-3394.

(182) Szakonyi, Z.; Martinek, T. A.; Sillanpaa, R.; Fulop, F. Tetrahedron-Asymmetry 2008, 19, 2296-
2303.

(183) Chandrasekhar, S.; Sudhakar, A.; Kiran, M. U.; Babu, B. N.; Jagadeesh, B. Tezrabedron Letters
2008, 49, 7368-7371.

(184) Wieprecht, T.; Apostolov, O.; Beyermann, M.; Seelig, J. Journal of Molecular Biology 1999, 294,
785-794.

(185) Wieprecht, T.; Beyermann, M.; Seelig, |. Biophysical Chemistry 2002, 96, 191-201.

(186) Sakajiri, K.; Satoh, K.; Kawauchi, S.; Watanabe, J. Journal of Molecular Structure 1999, 476, 1-8.
(187) Otoda, K.; Kitagawa, Y.; Kimura, S.; Imanishi, Y. Bigpolymers 1993, 33, 1337-1345.

(188) Vieira-Pires, R. S.; Morais-Cabral, J. H. Journal of General Physiology 2010, 736, 585-592.

(189) Appella, D. H.; Christianson, L. A.; Katrle, I. L.; Powell, D. R.; Gellman, S. H. Journal of the
American Chemical Society 1999, 121, 6206-6212.

(190) Fandrich, M. Cellular and Molecular Life Sciences 2007, 64, 2066-2078.

102



dc_335 11

11 Koszonetnyilvanitas

K6szoném Fulop Ferenc professzor urnak, hogy befogadott a csoportjaba és aztan
késébb is vele dolgozhattam. Nem hagyott elkallédni annak ellenére sem, hogy az elején
bizonyos dolgok keresztilhuztak szamitasainkat. A foldamerekkel az & inspiracidjara kezdtem
tfoglalkozni.

Halas vagyok Frank G. Riddellnek, aki a St. Andews-i Egyetemen megmutatta, hogy
memcsak a lombik mellett lehet valaki j6 vegyész.

Ezeket az eredményeket nem érhettik volna el, ha nincs mogottink az Intézet
munkatarsainak munkaja, amivel a kiilonleges aminosavakat biztositottak szamunkra.
Készonet illeti Szakonyi Zsoltot, Forré Enikét és Arva Juditot. Ezen til is készoném az
Intézet minden jelenlegi és volt munkatarsanak, hogy ebben a kreativ és jokedvi kozegben
dolgozhattam.

Nem voltam egyedil. Halas vagyok Hetényi Anasztazianak, Mandity Istvannak, Wéber
Editnek és Szolnoki Evanak, hogy PhD hallgatéként szivvel lélekkel dolgoztak. Sok
munkajuk van ezekben az eredményekben. Kosz6nom Hegedts Zsotianak, Olajos Gabornak
és Németh Lukacsnak, akikkel eddig diakkérésként dolgoztunk egyiitt, hogy mar 1) vizeken
vitorlaznak velem. Kiilon kész6ném Simon Istvannak, hogy ra mindig lehet szamitani.

Kosz6n6m a kooperalé partnereknek, hogy mindig készek voltak az egyuttmikodésre.
Prof. Toth Gabor megtanitott minket a peptidszintézisre, Prof. Hollosi Miklés és Vass
Elemér vezetett be minket a kiroptikaba. Fulop Livia az elektronmikroszképiaban volt 6riasi
segitséglinkre. Koszonet illeti Prof. Dombi Gyorgyot, mert nélkile nem lenne az SZTE-n
ilyen NMR laboratérium.

Halas vagyok szileimnek, azt hiszem, sikertlt nekik. Ezt a dolgozatot néhai
¢desanyamnak ajanlom. A batyamnak is k6szoném, nagyon sokszor batoritott.

Végtl pont ennek a dolgozatnak lehetek halas, mert az otthoni iras lehetévé tette, hogy
sokat legyliink egyiitt a csaladommal. Julesi és Zsazsi vidamsaga tOobbszor atsegitett a
holtponton. Andrissal sok j6 zenét hallgattunk egytitt iras kdzben, bar erre még 6 aligha fog
emlékezni. Feleségemnek, Jo6 Gabriellanak koszonok mindent. Kilénosen halas vagyok a

gyumolcssalatakért és az alapos korrekturazasért.
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