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Bevezetés és célkitlizések

A modern gyogyszerkutatasban egyre nagyobb igény mutatkozik (1j molekulak felfedezésére
¢s eldallitdsara, mivel a hagyomanyos hatéanyagok kémiai tere fokozatosan kimertil. Kiilonds
figyelem iranyul a kiralis vegyiiletekre, amelyek esetében a térszerkezet dontéen befolyasolja
a receptorkotddést, a biologiai aktivitdst és a farmakokinetikai viselkedést. A peptidalapu
molekulak ebben a folyamatban kiemelt szerephez jutnak: szerkezeti valtozatossaguk, célzott
hatdsmechanizmusaik és természetes fehérjefunkciokat utanzo tulajdonsagaik miatt a tertileten
valodi reneszansz figyelhetd meg. A peptidmimetikumok és peptid-szdrmazé¢kok ma mar
egyarant jelen vannak terapids ¢és diagnosztikai alkalmazasokban.

Az 0j vegyiiletek felfedezését jelentdsen felgyorsitia az aramlasos kémia (AK), amely
pontosan szabalyozhaté reakciokoriilményeket, magas reprodukalhatdosdgot és biztonsagos
iizemeltetést kindl. Az AK rendszerekben olyan extrém hOmérsékleti, nyomés- és
reagensfeltételek is alkalmazhatok, amelyek a hagyomanyos szakaszos technikédkban alig vagy
egyaltalan nem megvalosithatok.

Kutatasunk célja a gyogyszeripar ndvekvd igényeire reagélva harom AK technologiai irany
fejlesztése volt: (i) hidrogenolizis ¢és deuterdlds kis molekulak gyors modositasara és
izotopjelolésére, (if) organokatalitikus AK folyamatok uj kiralis épitdegységek eléallitasara,
valamint (iii) nagyhatékonysagl dramlasos peptidszintézis, amely természetes és mesterséges
peptidmimetikumok gyors és zold eldallitasat teszi lehetévé. E komplex megkozelitéssel
kiilonbozé kis molekulakat, peptideket és peptidmimetikumokat hoztunk létre, amelyek
potencialisan farmakoldgiai hatdssal rendelkezhetnek vagy természetes bioldgiai funkcidkat

képesek utanozni.

Modszerek

Az AK hidrogénezési és deuteralasi reakciokat ThalesNano H-Cube® reaktorban
valositottuk meg. A reakcidparaméterek precizen szabalyozhatdak, ami gyors és reprodukalhaté
reakciooptimalizalast tett lehetdvé; igy a termékeket a reakcid végén egyszerii beparlassal
izolaltuk. Az AK organokatalizishez sziikséges peptidkatalizatorokat manuélisan készitettiik
Fmoc/fBu véddcsoport-rendszerrel TentaGel® és PS-MBHA gyantdkon. Az immobilizalt
peptidkatalizatorokat TFA-s6 formaban hasznaltuk fel az organokatalitikus reakciokban,
melyeket ugyancsak H-Cube® reaktorban valdsitottunk meg. Az AK peptidszintézist
TentaGel® R RAM gyantan hajtottuk végre 1,5 ekvivalens Fmoc-aminosav, DIC ¢és

OxymaPure® alkalmazéséaval az altalunk fejlesztett reaktorban.
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Az é4ramlédsos reakciok eredményeként kapott termékeket NMR spektroszkopidval MS
mérésekkel jellemeztiik. Az optikailag aktiv vegyliletek esetén az ee értékek meghatarozasa
kiralis normal fazisu HPLC-vel tortént, a diasztereomer arany kiszamitasahoz pedig a nyers
termékek 'H NMR spektrumat hasznaltuk. A peptidek és foldamerek szerkezetét is 1D és 2D
NMR mérésekkel jellemeztiik. A mésodlagos szerkezet tovabbi igazoldsara ECD és FT-IR
méréseket alkalmaztunk. Az 6nasszociaciot €s nano-/mikroszerkezeteket TEM-mel vizsgaltuk.

A molekulamodellezést molekula mechanikai €s ab initio szinteken végeztiik.

Uj tudomanyos eredmények

1. AK hidrogénezési és deuteralasi reakciok

Egyszerti és hatékony modszert dolgoztunk ki benzil- és benzilidén-védett szénhidratok
véddcsoportjainak eltivolitasira AK hidrogénezé reaktorral. Az eljaras sav- és bazislabilis
funkcidk mellett is joI mikodik, amit acetil- és szilil-szdrmazékok sikeres reakcioi igazolnak.
A magas hatékonysag, a gyors reakcioidd és az egyszerti feldolgozas miatt kiilondsen vonzo a
szénhidratkémiaban. [1]

Ezzel parhuzamosan tobbféle kiinduldsi anyagra alkalmazhato deuteralasi modszert is
fejlesztettiink, amely nagysagrendekkel gyorsabb (1 mg/perc) a kordbbiaknal, és akar 99%-os
nyerstermék-tisztasagot biztosit. Elvégeztiik kiilonbozé C—C és C—N tobbszords kotést
tartalmaz6 vegyiiletek deutériummal valo telitését. A D-O-fogyasztas minden esetben rendkiviil
alacsony, igy a technologia koltség-, id6- és anyagtakarékos. [2]

A mddszert heterociklusos vegyliletek deutériumjeldlésére is kiterjesztettiik. A heteroaromas
gylrtik telitése erélyesebb koriilményeket igényelt, de a szubsztituensek jelenléte nem rontotta
sem a konverziot, sem a deutériumbeépiilést, igy nagyszamu rokon vegyiilet gyors eldallitasa

valt lehetdvé. [3]

Kidolgoztuk az elsd pallidiumkatalizalt AK deuterodehalogénezést, amely csak magas
hémérsékleten és nyomadson, 10j, szférikus aktiv szén hordozd és propilén-karbonat (PK)
oldészer alkalmazéasaval adott teljes konverzidot és >95%-os deutériumbeépiilést. A
bromtartalmu szarmazékok kivald eredményt adtak, a klérszarmazékok szintén jol reagéaltak. A
fluoros vegyiileteket viszont nem tudtuk reakcidba vinni, illetve a jodvegyliletek mérgezték a
katalizatort. Kiemelendd, hogy a benzilcsoport hidrogenolizise nem tortént meg ezen erélyes

koriilmények kozott. [4]
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2. AK organokatalitikus atalakitisok

Elséként valdsitottuk meg y-nitroaldehidek szelektiv, aszimmetrikus szintézisét AK
koriilmények kozott, szilard hordozora rogzitett peptidkatalizatorokkal. A katalizatorok
eléallitdsa és immobilizalasa egy 1épésben tortént, ami jelentdsen egyszeriisiti a folyamatot,
lehetdvé teszi az Ujrahasznositast, a konnyt 1éptékndvelést és a termék gyors izolalasat. A
reakcid optimalizalasa a hozamot és a sztereoszelektivitast a szakaszos eljarasokkal azonos

szintre emelte, lényegesen rovidebb szintetikus idok mellett. [5]

AK moédszert dolgoztunk ki aszimmetrikus aldol reakcioéra is, amelyben a peptidalapt
organokatalizator szildrd hordozds peptidszintézis (SzZHPSz) eljarassal késziilt és a szintézis
soran azonnal rogzitésre keriilt. Mivel a lehasitas sziikségtelen, nincs tovabbi feldolgozas vagy
tisztitds, igy ezért a mddszer kimondottan fenntarthatd. Optimalizalt koriilmények kozott a -
hidroxiketonok magas hozammal ¢és sztereoszelektivitassal, minddssze 6 perces tartdzkodasi
1d6 mellett késziiltek, mikozben a katalizator tObbszor Gijrahasznosithatd maradt. [6]

Harmadik fejlesztéslinkben egyszerli, gyantara rogzitett prolin—aszparaginsav dipeptid
katalizatort alkalmaztunk aldehidek és DBAD reakcidjaban. Az AK technolégia és a
tartozkoddsi id6 tudatos szabdlyozdsa egyiittesen tette lehetévé, hogy magas
enantioszelektivitast és nagy hatékonysagot érjiink el, 90-99 % ee értékkel jellemezhetd a-
hidrazino alkoholok szintézisével. A heterogén katalizator kiemelkedden stabilnak bizonyult:
20 orés folyamatos mitkddés soran sem mutatkozott deaktivalodéds. Az eredmények igazoljak,

crer

aszimmetrikus eldallitasaban. [7]

katalizator toltet futhetd foglalat

immobilizalt peptid katalizator

1. abra
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3. Nagy-hatékonysagii AK SzHPSz technika fejlesztése és szintetikus kiterjesztése
Rendkiviil hatékony AK SzHPSz modszert fejlesztettink ki, amely mindossze 1,5

ekvivalens aminosav alkalmazdsaval is kozel kvantitativ konverziot biztosit kapcsolési
1épésenként. Az AK reaktorral lehetdvé valt a magas hdmérséklet és nyomés hasznalata, ami
jelentdsen gyorsitotta az amidkdtés képzddését, mikozben a kapcesolasi €s deprotektalési idok,
valamint az oldoszerfogyasztas is minimalisra csokkent. Optimalizalt koriilmények kozott mind
a 20 proteinogén aminosavat sikeresen beépitettilk, és nehezen szintetizdlhatd peptidek
esetében is kivald tisztasagot értiink el. A modszer kiilondsen értékes, mert aliciklusos
oldallancot tartalmazé B-peptid foldamereket is magas hozammal allitottunk eld, ami lehetévé
teszi ritka, drdga mesterséges aminosavak beépitését is rendkiviil alacsony ekvivalencia mellett.
[8]

Gyors és egyszerli AK peptidszintézist valositottunk meg N-metilezett alanin- és
valinszekvencidk eldallitdsara. Az optimalizalds soran igazoltuk, hogy a kapcsolashoz
altalanosan elegendd 1,5 ekvivalens aminosav, igy a mddszer idd- és koltséghatékony, illetve
lényegesen kevesebb oldoszert igényel. Lényeges eldny, hogy az aminosavak gyantan torténd
N-metilezését teljesen kiiktattuk, igy hdrom szintézislépés volt megtakarithatd. Valtozatos N-
metilezett pentaalaninokat és nehéz szekvenciaként pentavalinokat készitettiink; utobbiaknal a
kivalo tisztasag eléréséhez DIC/Oxyma rendszer és 2 ekvivalens aminosav alkalmazasa
bizonyult optimalisnak. [9]

Az AK SzHPSz technologiaval hatékonyan allitottunk el6 teljesen védett peptideket is,
gondos reakcidoparaméter-optimalizalds utdn. A gyanta, a linker, a hdmérséklet és az
aminosavfelesleg finomhangoldsaval a kapcsoléasi konverzid teljes lett, mikozben a szintézis
iddtartama kevesebb mint felére csokkent a hagyomdnyos modszerekhez képest. Az
oldészerfelhaszndlas mintegy egy nagysdgrenddel alacsonyabb, igy az eljaras kiemelkedden
kornyezetbarat. A modszer jol tolerdlta a kiilonb6zd véddcsoportokat, és sikeresen alkalmaztuk

védett kalcitonin- és kortikotropin-fragmensek eléallitaséra is. [10]

Oszlop termosztat

Nyomas
szabalyzo

Mintaadagolo Oszlop

Peptidlanc ®)

2. abra
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4. Fentarthaté AK SzHPSz technika és amidkotés kialakitasi médszerek fejlesztése

Gyors, kornyezetbarat és 1éptéknovelhetd AK szilard hordozos technolégiat fejlesztettiink
ki peptidek ¢és foldamerek eldallitasaira PK oldoszerrel. A cél a DMF fenntarthatobb
alternativaval vald kivaltasa volt; a PK négy a-peptid szintézisében is kivaldo hozamot és
tisztasagot adott. A mddszer hatékonysagat tovabbi négy B-peptid foldamer és egy o/B-kiméra
sikeres eldallitasa igazolta. Az eljarast >4 g-os mértékre is 1éptékndveltiik, rendkiviil alacsony
PK-felhasznalassal. A PMI értékek mindkét 1éptékben allandok maradtak (434-693), és ezek

jol dsszevethetdk a kis molekulak szintézisével. [11]

250 x 10 mm
250 X 4 mm 4 g 250 x 20 mm

/
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Fenntarthato AK eljarast dolgoztunk ki aminok szelektiv N-acetilezésére, olcso aluminium-
oxid katalizatorral és ipari melléktermékként keletkezd acetonitrillel mint kiméletes acetilezd
reagenssel. A modszer gyors (27 perces tartozkodasi idd), koltséghatékony és jo—kivalod
konverziot ad aromads, valamint primer és szekunder alifas aminok esetében; kivételt csak a
nitro-anilinek jelentettek. Kiemelten fontos, hogy a paracetamol hatéanyag nagy hozammal

késziilt, és az enantiomertiszta 1-feniletil-amin acetilezése racemizacié nélkiil zajlott. [12]

Emellett AK technolégiaval kozvetlen amidképzést is megvalositottunk aluminium-oxid és
szén-diszulfid alkalmazasaval. Tizendt amid szintézisét végeztiik el harom karbonsav és 6t
amin felhasznalasaval, szinte teljes konverzioval, kivalé hozamokkal és minimalis tisztitast
igényelve. A katalizator 30 futdsig megdrizte aktivitasat, és a reakcidt 2 g-os léptékre is

sikeresen 1éptékndveltiik. [13]
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5. Nagyhatékonysagii AK SzHPSz technika alkalmazasainak Kiterjesztése

A fejlesztett AK SzZHPSz technolégiank lehetdvé tette aromas oldallancok beépitését H10/12
helikalis B-peptidekbe, mellyel a masodlagos szerkezet extra stabilizalasat tudtuk elérni. Az 1-
amino-1,2,3,4-tetrahidronaftalin-2-karbonsav egységek alternalo, heterokiralis, gytirtis cisz-p3-
aminosavakbol felépiild szekvencidkba illesztve CH—n kolcsonhatdsok kialakuldsat tették
lehetdvé, amit elméleti szamitasok is alatdmasztottak. NMR és CD mérések igazoltak a H10/12
hélix 1étét szerves olddszerekben, és elsOként sikeriilt stabil H10/12 hélixet kimutatni
mindossze tetramer lanchossz esetén. Metanolban 6nasszociacioval képzddo vezikuldk jelentek

meg, melyek méretét az aromas oldalldncok szaménak ndvelése tovabb fokozta. [14]

Az AK SzHPSz médszeriink lehetdvé tette hat 11j pentamer B-peptid gazdasagos eléallitasat
H14 hélixképzd hajlamuk vizsgalatara. A kdzponti diexo-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-
karbonsav vagy diexo-3-amino-7-oxabiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav egység
konfiguracidja meghatarozta az 6nszervezddést: egy adott enantiomer épitdelem H14 hélixet
eredményezett, mig annak tiikorképi parja konformacids torzulds miatt nem alakitott ki
helikalis szerkezetet. A Z-dehidro-B-alanin merev, konjugalt szakaszként szintén megnytlt

konformacidhoz vezetett. [15]

A modszeriinkkel PK oldoszerben eldallitott, betainnal valo konjugélt vegytiletek esetén a
bevezetett kvaterner toltés jelentdsen modositotta a f-peptidek onrendezédését és oldhatosagat.
Az [18,25]-2-aminociklopentankarbonsav (ACPC) pentamer megtartotta H12 hélixet, de erds
Onasszocidciot mutatott, 130-180 nm-es vezikuldk alakjdban. Az [1R2R]-2-
aminociklohexankarbonsav tetramer esetében a betain konjugacid hatasara a vart H10 helyett
H14 hélix alakult ki, és mar szonikalas utan is ~200 nm-es vezikulak jelentek meg. Az alternalo,
heterokiralis ACPC pentamer oldhatosaga ndtt, és a vart szalstruktardhoz kapcsolodo,

fibrinhalo-szerli aggregatumok alakultak ki. [16]
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6. Mesterséges proteinmimetikus kloridion transzporter konjugatum fejlesztése

Létrehoztuk a ConjuPepDB-t, az elsd szabadon hozzaférhetd, atfogd adatbazist peptid—
gyogyszer konjugatumokrol. A gondos, manudlisan gyiijttt adatok tartalmazzak a konjugatum
szerkezetét, CAS-szamat, a peptid és a gyogyszermolekula nevét, a farmakoldgiai alkalmazast
¢és a kovalens kapcsolodast biztosito kotéstipust. A jelenlegi 1645 bejegyzés 238 publikacidobol
¢s 95 folyoiratbol szarmazik, €s az egyik legteljesebb forras ezen a gyorsan fejlédé kutatasi
tertileten. [17]

Létrehoztuk a CPP1708 adatbazist is, amely jelenleg a legnagyobb és legmegbizhatobb
sejtmembran penetralo peptid (CPP) gytijtemény. Erre épitve fejlesztettiik a GraphCPP modellt,
egy graf neurdlis haléo alapt predikcios rendszert, amely a peptid molekularis grafjabol
automatikusan tanulja meg a topologiai €s térbeli jellemzdoket. A modell minden tesztelt
paraméterben feliilmulta a korabbi modszereket, és kiilondsen nagy pontossaggal miikodik 40
aminosavnal révidebb peptidek esetében. [18]

Teljes atomi molekula dinamikai (MD) szimulacidkban vizsgaltuk CPP-gyogyszer
konjugatumok membrankolcsonhatasat. Teljes penetracio nem tortént, de a penetratin jelentds
szerkezeti atrendezOdést €s membrankotést mutatott, mig a merevebb analdgok stabilak
maradtak. A konjugélt kismolekuldk polaritdsa erésen befolyasolta a membrannal vald
kolcsonhatast. [19]

Kifejlesztettiink tovabba egy biokompatibilis, penetratin-alapu, tiokarbamid funkcios
csoporttal konjugdlt kloridion-transzportert. A proteomimetikus konstrukcio hatékony
membranpermeabilitassal és kloridszelektivitassal rendelkezik, és alkalmas a CFTR-funkcid
sejtes potlasara. A vizsgalt kisméretii konyvtarbol a CLTR2 bizonyult leginkabb megfelelonek:
mesterséges membranokon és sejtekben kiemelkedd transzportaktivitdst mutatott, alacsony
citotoxicitas mellett. NMR és MD vizsgalatok igazoltak a kloridszelektivitast. Polarizalt léguti

hamsejteken a CLTR2 helyreéllitotta a kloriddramot, dozisfiiggden novelte a 1éguti felszini
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folyadék és a periciliaris réteg magassagat, mikozben megdrizte a barrierintegritast. Xenopus
oocitakon végzett mérések CFTR-fliggetlen kloriddramot igazoltak, amelyhez a penetratin és a

tiokarbamid egység egyarant sziikséges volt. [20]
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