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1. Bevezetés

A biopolimerek, koztiikk a nukleinsavak, fehérjék és peptidek
alapvetd szerepet toltenek be az €16 szervezetek szerkezetében
¢s mukodésében. A fehérjék aminosavakbol épiilnek fel, és a
kutatasban egyre fontosabba valtak a nem természetes
aminosavak és peptidszerii analégok. A peptidek hormonalis
szabalyozasban, immunvélaszban ¢és  gydgyszerszallitasi
rendszerekben betoltott szereplik miatt kiemelt alkalmazasi
potenciallal rendelkeznek. A kutatdsok intenziven vizsgaljak a
peptidek szerkezetét és stabilitasat, kiilonos tekintettel a -, y- és
o-peptidekre ¢és az Onszervezddd foldamerek biomimetikus
alkalmazasaira. A B-peptid foldamerek f-aminosavakbol allnak,
nagyobb stabilitdst ¢és protedzrezisztenciat mutatnak az
a-peptidekhez  képest, ¢és jobb membranpermeabilitast
biztositanak. Oldallancaik ~ moddosithatosdga,  ciklikus
szerkezeteik és kiralitasuk széles konformacios valtozatossagot
¢s funkciondlis sokszinliséget tesz lehetévé. A [B-peptidek
antimikrobialis,  antiviralis és  antitumor  aktivitassal
rendelkezhetnek, valamint képesek enzimeket és fehérje—fehérje

kolcsonhatasokat gatolni, ezért igéretes terapids jeloltek.



A folyamatos aramlésos szintézis preciz hdmérseklet, nyomas ¢és
tartozkodasi 1d6 szabalyozast, jobb reprodukalhatosagot és
skalazhatosagot kindl a hagyomdnyos batch modszerekhez
képest. A mikroreaktorokra és aramlasos rendszerekre jellemz6
kival6 ho- és anyagatadas, valamint csokkentett hulladék- és
olddszerhasznalat kiilondsen elényds a gyogyszeriparban és
anyagtudomanyban. Az SPPS Fmoc-stratégiaja automatizalhato
¢és dramlasos integracioval kombinalva révidebb ciklusidét, jobb
hozamot ¢és zoldebb, fenntarthatobb peptidszintézist tesz

lehetové.

2. Célkituzések

Doktori kutatdsom soran mesterséges, Onszerelé foldamerek
szintetizalasara, szerkezetiik clemzésére, szintézisiik
automatizalasara, a szintézis térfogatanak ndvelésére és
kornyezeti fenntarthatosaguk fokozasdra torekedtem. Elso
1épésként szilard fazist peptidszintézissel B-aminosavakbol allo
onszervez0dd molekulat allitottam el6, majd a keletkezett
peptidet forditott fazisi HPLC-vel tisztitottam. A szintetizalt

peptid szerkezetének feltérképezésére kiillonboz6 NMR-



méréseket (COSY, TOCSY, ROESY), ECD- ¢és FT-IR-

vizsgalatokat végeztem.

A kovetkezd 1épés a szintézis automatizalasa volt, amely
kezdetben nehézségekbe litkdzott a P-aminosavak kapcsolasa
miatt; ennek kovetkeztében az automatizalt szintézis feltételeit a
lehetd legoptimalisabb paraméterekkel kellett meghatarozni. Ezt
el0szor rovidebb, a-aminosavakbol all6  peptidlancokkal
végeztem, majd fokozatosan ndvelt lanchosszakkal és jobb
hozamokkal hosszabb szekvenciakat allitottam eld. A sikeres
szintézishez sziikséges paraméterek igy meghatarozhatok voltak.
A kisérlet egy folyamatos dramlasu, automatizalt rendszerben
sikeresen megvalosult. A legfobb kihivast a szintézis kdrnyezeti
fenntarthatosaganak javitdsa jelentette. A kutatas azt mutatta,
hogy az elmult években a propilén-karbonat valt a legelterjedtebb
,,z0ld” oldoszerré, ezért a DMF-et ezzel az alternativaval

helyettesitettem.

3. Modszerek
A szilard fazisu peptidszintézist Merrifield-tipusu tivegedényben
végeztem, Fmoc-stratégiat alkalmazva Tentagel R RAM (0,20

mmol g ') gyantan. A kapcsolashoz Fmoc-védett aminosavat,
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OxymaPure aktivaloszert ¢s DCC-t hasznaltam. Az oldoszer
(DMF) wvolt. Az aminosavak kapcsolasa 2 oOran keresztiil,
razatassal tortént. A kapcsolast kdvetden a gyantat tobbszor
mostam DCM-mel és MeOH-val a reagensek eltavolitasa miatt.
A deprotektalds 2% DBU-t és 2% piperidint tartalamzo DMF
oldattal tortént, 5 illetve 15 perces reakcioidokkel, majd az
el6z6ekhez hasonldan moséasok kovették. A gyantarol vald
lehasitast TFA/water/TIPS/DTT (95:2:2:1) keverékvel 0 °C-on, 2
oran at végeztem.

A folyamatos aramldsos (continuous flow) szilard fazisu
peptidszintézis soran is Tentagel R RAM (0,20 mmol g ') gyantat
alkalmaztam. A berendezés egy modularisan Osszedllitott CF
rendszer volt, melyet PEEK oszlop, félautomata pumpa, HPLC
mintaadagolo, termosztat, szelepegységek €s nyomas-szabalyozo
egység alkotott. A kapcsoloszerek keverékét az autosampler
készitette eld kozvetleniil a reakcio elétt; a reagensek aranya 1,5
ekv. Fmoc-védett f-aminosav, 1,5 ekv. OxymaPure és 1,5 ekv.
DIC wvolt DMF oldoszerben. Az Fmoc véddcsoport
eltavolitasahoz 2% DBU ¢és 2% piperidin DMF-oldata keriilt
felhasznalasra, illetve a Iépések kozotti mosashoz DMF-et
alkalmaztam 5 percig. A hasitds a fent leirtak alapan tortént,

TFA/water/TIPS/DTT (95:2:2:1) keverékvel 0 °C-on, 2 6ran at.
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Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpia

A CD-spektrumok rogzitése Jasco J-1500 spektropolariméterrel,
25 °C-on, 0,1 cm optikai uthosszi kvarc kiivettdban, folyamatos
pasztizas mellett 190-250 nm tartomdnyban, 50 nm-min!
sebességgel, 0,5 nm adatlépéssel, 1 nm savszélességgel ¢és
haromszori akkumulécidval tortént. A mintak koncentracioja 1
mM volt ultrapure vizben, metanolban és PBS-ben.
Fourier-transzformélt infravords spektroszkopia (FT-IR)

FT-IR méréseket Varian 2000 Scimitar késziilékkel, MCT

detektorral ¢és ,,Golden Gate” egyreflexios gyémant ATR
kiegészitdvel végeztem. A mintabél 3 pl-t helyeztem a
gyémantfeliiletre, a pufferolddszer fokozatos elparologtatasa utan
szaraz filmen mértem a spektrumot. Elvégeztem az ATR-
korrekcidt, pufferkivonast ¢€s alapvonal-korrekcidt, valamint
GRAMS/32 szoftverrel végeztem a spektralis feldolgozast.

Nuklearis magneses rezonancia (NMR)

A strukturalis hozzarendeléshez 500 MHz-es Bruker Avance III
spektrométer cryoprobe-bal szolgalt, a mintdk 4 mM
koncentracioban késziiltek H>O/D,O (90:10), DMSO-ds vagy
CD;OH olddszerekben. ROESY ¢és TOCSY spektrumokat is
rogzitettiink. T2-relaxaciés vizsgalatokat CPMG alapu pulzus-

sémaval végeztiink kiilonbozd relaxacids késleltetések mellett.
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Az NH/ND cserét CD30D-ban 4 mM mintdkon Varian Mercury
400 késziiléken rogzitettik. Az 1H spektrumok 45°-o0s
impulzussal és 5 s relaxécios késleltetéssel késziiltek, a felvétel a
teljes feloldodast kovetd 10. perctdl indult.

Dinamikus fényeloszlas (DLS)

A részecskeméret-eloszlas meghatarozasahoz a peptideket 4 mM
koncentracioban oldottam MQ vizben, ¢és 25 °C-on mértem
Litesizer 500 késziiléken He—Ne 1ézerrel. A mérési konfiguracio
backscatter detektorral 175°-nél, oldalszoras 90°-nal és
frontszoras 15°-nél volt rogzitve; a korrelacids fiiggvényt €s a
latszolagos hidrodinamikai atméré (dh) intenzitds szerinti
eloszlasat 3x10 felvétel alapjan hataroztam meg.

Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

A morfologiai vizsgalatokhoz 1 mM peptid vizes oldatat 5 percig
szonikaltam, majd 5 pL cseppet helyeztem 200-mesh rézhald
formvar filmmel boritott racsra és 10 percig levegdn szaritottam.
A mintakat MORGAGNI 268D TEM-mel, 80 kV rafeszitéssel és
Quemesa 11 MP CCD kameraval vizsgaltuk. A felvételeket
x8 000 és x10 000 nagyitassal készitettiikk és iTEM platformon

elemeztiik.



4. Eredmények
4.1. Betain-konjugalt foldamerek

A kisérletek soran eldszor tobb dnrendez6d6 foldamer szintézisét

végeztem el. Az eléallitott foldamerek szerkezetei az alabbi abran

lathatok:
o} 3@3 2OSQS4O SQS
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3

A homokiralis [1S,2S]-ACPC homooligomerek altal alkotott 1-es
vegyiilet H12-es hélix szerkezetet, tovabba a masik homokiralis
vegyiilet, melyet az [1R,2R]-ACHC tetramer hoz létre H10-es
hélix szerkezetet mutat. Ez a H10-es hélix szerkezet a betain
konjugatum rakapcsolasaval H14-es hélix szerkezetté alakult. A

szalszeri konformacidt tokéletesen bemutatja az alternalo
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heterokiralis [1S,2S]- és [1R,2R]-ACPC egységekbdl allo
homooligomer. Ezeket az oligomereket az N-terminalis részen
betain-konjugatummal lattuk el: Igy allitottuk eld a foldamerek
végleges szerkezetét.

A 1-3. vegyiiletek kezdeti eldallitasa hagyomanyos szilard fazisu
peptidszintézissel sikertelen volt, mivel a betain, mint térfoglald
kvaterner ammoniumcsoportot tartalmazé rész, nem volt
beépithetd és a céltermékek nem voltak izolalhatok. A problémat
folyamatos aramlasu, szilard fazisu peptidszintézissel oldottuk
meg, mely hatékony kotéssel, minimalis aminosav-tobblettel és
teljes konverzi6 biztositasaval mitkddik. Optimalizalt CF-SPPS
feltételek mellett a vegyiiletek sikeresen eldallithatok voltak; a
nyers termékek tisztasaga meghaladta a 96%-ot, az izolalt hozam
pedig 91% folotti volt.

Az NH/ND cserekinetika és részletes NMR (COSY, TOCSY,
ROESY) vizsgalatok igazoltak, hogy a betain-konjugacid erdsen
modositja a B-peptid foldamerek masodlagos szerkezetét. Az 1-es
vegyiilet HI12 tipusa hélixet tart meg intramolekularis
hidrogénkotésekkel és lassu, helyenként védett NH-cserével. A 2-
es vegyiilet H14 jellegli hélixre és lehetséges Onasszocidciora
utald, extrém lassi NH/ND cserét és megfelel6 NOE-mintéazatot

mutat. A 3-as vegyiiletnél az azonnali amidproton-csere, a NOE-
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hiany és gyenge jeldiszperzid szal szert, kiterjedt konformaciot
valoszinlisit; a betain kvaterner ammoniumcsoportja javitja az
oldhatdsagot.

A tovabbiakban elvégzett elektronikus cirkularis dikroizmus
(ECD) vizsgalatok metanolban ¢és vizes oldatban (1 mM,
szobahOmérséklet) alatamasztottdk a szintetizalt vegyiiletek

masodlagos szerkezetére vonatkoz6 NMR-eredményeket.

()
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Az ECD-adatok konzisztensen megerdsitik, hogy a

betain-konjugacié nem rontotta a spektralis mérhetdséget, sot
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javitotta az oldhatosagot metanolban €s vizben, €s egyértelmiien
hélixet, a 2-es H14 jellegli, kompakt hélixet, a 3-as pedig
kiterjedt, szal-szerli szerkezetet képvisel.

A Fourier-transzformécids infravords spektroszkopia (FT-IR)
amide | tartomanya alapjan a 1-3. vegyiiletek konformacids
jellemz6i jol elkiilonithetdk, és 0sszhangban vannak a korabbi

NMR/ECD eredményekkel.

a)

A dekonvulélt amide I spektrumok alapjan mindharom vegytilet

esettben a f6 sdvok a kiilonb6zd erdsségli C=0O---H-N
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hidrogénkotések meglétét jelzik, amelyek a masodlagos szerkezet
tipusat hatarozzédk meg. Az els6 vegyiilet domindns ~1641 cm™
savja erds intramolekularis hidrogénkdtésre és stabil helikalis
konformacidra utal, mig a mésodikon a 1646/1690 cm™ savok
aranya H14 tipusu hélix kialakulasat tamasztja al4, ami a betain-
konjugacidé hatdsara bekovetkezd szerkezetatmenetet jelzi. A
harmadik vegyiiletnél a ~1643 és ~1690 cm™ jelek mellett
megjelend ~1611 cm™ vall intermolekularis hidrogénkotéseket és

szélas, B-redd-szerli konfiguraciot valoszintisit.

TEM-vizsgéalatok 4 mM vizes oldatokban megmutattak, hogy a
helikalis 1-es ¢és 2-es betain-konjugalt B-peptidek gyorsan
vezikulakat képeznek; az 1-es vezikuldi ~130-200 nm, a
2-es¢inek atlagos mérete ~200 nm. A 2-es komponensnél a
vezikulaképzddés azonnal, oldoédas és szonikalas utan
jelentkezett, ami arra utal, hogy a betainnel bevezetett kvaterner
ammoniumcsoport noveli az amphifilitast és eldsegiti az
onszervezOdést. A 3-as vegyiilet nem ad vezikuldkat, hanem
nanoméretii fibrillaris halozatot alkot, 6sszhangban a szal szer(i
konformacioval. Az eredmények Osszességében azt mutatjak,
hogy a betain funkcionalizacio egyszerre modositja a B-peptidek

masodlagos szerkezetét és a magasabb rendli Oonszervezddést,
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lehetové téve vizi kornyezetben vezikuldk ¢és fibrillumok

- .
200 nm

kialakulasat.

a
-
-

v L\

’ : | d
200 nm 200 nm

4.2. Peptidszintézis folyamatos aramlast reaktorban

A folyamatos aramlésos szilard fazisu peptidszintézis (CF SPPS)
fejlesztése csokkenti a veszélyes reagenshasznalatot és ndveli a
folyamat hatékonysagat, igy hozzajarul a fenntarthatobb kémiai
gyartashoz. A propilén-karbonat kornyezetbarat olddszerként
ismert, mert eldallitasa propilén-oxid és CO: reakcidjan alapul,
ezaltal CO:-hasznositast tesz lehetévé. A propilén-karbonat

alacsony toxicitdsa javitja az emberi és kornyezeti biztonsagot.

A cél propilén-karbonat beépitése CF SPPS protokollokba ¢és egy
gramm-skalan mikodoé, skalazhaté folyamatos aramléasos
peptidszintézis platform kialakitasa volt. A rendszer HPLC

autosamplerbdl, termosztitos rozsdamentes acél kolonnabol,
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félautomata HPLC pumpébol, visszanyomas-szabalyozobol és

vonalvélaszto szelep-sorozatbc')l allt, amelyek lehetové tették a

crer

pulzusmentes, reprodukalhato adagolast.

Plunp Auto- Valve Pressure
sampler rezulator
Column termostat

= I

PC Waste

A CF-SPPS protokoll feltételeinek rendszeres optimalizalasa
soran a reakciohdmérsékletet, a nyomase, a térfogatdramot és az
aminosav-egyenértéket vizsgaltam.

A kisérletek sordn az aldbbi paraméterek bizonyultak a
legoptimalisabbnak: 70 °C hodmérséklet, 60 bar nyomas, 5 perces
tartozkodasi id6 (0,3 ml-min '), 25 cm hosszi oszlopba toltott
300 mg TentaGel R RAM gyanta, 1,5 ekv. aminosav + 1,5 ekv.
OxymaPure + 1,5 ekv. DIC, automatikus reagenskeverés ¢&s
PC-alapti deprotektalas (2% piperidin + 2% DBU), 5 perc
PC-mosassal a 1épések kozott.

Ezzekel a paraméterekkel kiillonbozé a-peptidek szintézise 96%

izolalt hozammal és >98% tisztasaggal zarult. A protokoll
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sikeresen alkalmazhato volt tovabbi biomedikalisan relevans
a-peptidre, koztiik antimikrobidlis és sejtpenetralo szekvenciakra,
magas tisztasagokkal és jo hozamokkal.

A modszert P-aminosavakat tartalmazd szekvencidkra s
kiterjesztettem. Kezdetben a HATU/DIPEA keverék PC-ben
csapadékképzddést  és  csOeldugulast  okozott,  ezért
OxymaPure/DIC kapcsoldszereket alkalmaztam recirkulacios
tizemmoddal. A kapcsolds és deprotektalas idejét 30 percre
noveltem, ami sikeresnek bizonyult a szintézist tekintve, hiszen a
nyers termékek kivalo tisztasdgot és jO izolalt hozamokat
mutattak, igazolva a CF-SPPS robosztussdgat Osszetett
szerkezetek esetén.

Osszehasonlitasok alapjan a CF-SPPS jelentésen roviditette a
szintézis idejét az SPPS-hez képest, ¢és kozel két nagysagrenddel
csokkentette az olddszer-felhasznéldst, javitva a kornyezeti
fenntarthatosagot és csokkentve a koltségeket.

A méretnovelési kisérletek 250 mm hosszu oszlopokkal (10 mm
¢s 20 mm belsO atméro) lehetové tették a gramm méreti peptidek
eloallitasat 5-8 ora alatt. A 20 mm atméréjli oszlop
alkalmazaséaval penetratinbol >4 g izolalt mennyiséget kaptunk,

kevesebb mint 6 Ora alatt.
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5. Kovetkeztetések

A szintetizalt, moédositott B-peptidek megfeleltek a kitlizott
koncepcionak, és jol definidlt szerkezetek alakultak ki, amelyek
onszervez0dé modon helikalis konformécio felvételére képesek.
A B-aminosav-alapti peptid viz-oldhatésaga betainnal torténd
kvaterner toltés bevezetésével novelhetd.

A kordbbi B-peptid hélixek szerkezetének modositasa
N-terminalis betain-konjugaciéval valosult meg. Részletes
szerkezetvizsgalatok (NMR, ECD, FT-IR) és
molekulamodellezés alapjan a betain-konjugécidé nem valtoztatta
meg az [1S,2S]-ACPC pentamer HI12 jellegli helikalis
jelentds konformécios eltolodast mutatott, és a vart H10 helyett
H14 hélixet vett fel.

Kiemelend6, hogy a tanulmdny elsdként igazolta
vezikularis struktardk képzdédésével. Az alternalod heterokiralis
pentamer betain-konjugéacidja fokozta a vizes oldhatdsagot és
tdmogatta a vart kiterjedt szal konformdci6d kialakulasat.
TEM-képek fibrilszeri halozatot mutattak, amely a szal alapt

onszervezodésre jellemzo.
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Az eredmények azt igazoljak, hogy a betain-konjugécid egyarant
befolyéasolja az oldhatdésagot, a masodlagos szerkezetet és a
magasabb rendi (tercier) Onszervezddést vizes kozegben. A
kvaterner ammoniumcsoportok bevezetése Uj lehetdségeket nyit
bioaktiv B-peptid foldamerek tervezésében, kiilondsen receptor—
ligandum kolcsonhatasok ¢€s anyagtudomanyi alkalmazasok
tekintetében.

Ezzel parhuzamosan kidolgozasra keriilt egy hatékony,
kornyezetbarat és skalazhato folyamatos dramlasos szilard fazisu
peptidszintézis (CF-SPPS) protokoll propilén-karbonat (PC)
oldoszer alkalmazasaval. A 6 cél a dimetil-formamid (DMF)
helyettesitése a GSK olddszervalasztdé utmutatd altal ajanlott,
okologiailag kedvezd PC-vel volt. A kompatibilitas felmérésére
négy eltérd a-peptidet szintetizaltak, kivalo tisztasagl termékeket
kapva; a modszer hatékonysagat komplex szekvencidk, koztiik
négy P-peptid foldamer és egy o/p hibrid sikeres szintézise is
igazolta.

A skalazhatosdgot geometriai szamitasokkal ¢és fokozatos
kisérleti validacioval vizsgaltdk; meghataroztak a sziikséges
gyanta-mennyiséget ¢és az optimalis térfogataramot a kivant 5
perces tartozkodasi 1d6 fenntartasahoz nagyobb kolonnak esetén.

Az iterativ skalazas eredményeként a CF-SPPS platform képes
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volt hatékonyan peptideket eldallitani tobb grammos
mennyiségben. A PC alkalmazidsa nemcsak javitotta a
fenntarthatosagot, hanem minimalisra csokkentette az
oldoészer-felhasznalast, igy a kifejlesztett technologia igéretes
elorelépést jelent a peptidszintézis terén, kiilondsen a

gyogyszerfejlesztés €s a gyogyszeripari eldallitds szamara.
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