Zarojelentés

Az aszparaginon glikozilalt peptidek szintézisének modellezésére szintetizaltuk a
védett Fmoc-Leu-Lys(Fmoc)-Asp-Gly-Gly-Pro-NH, peptidamidot Boc stratégia
felhasznalasaval. Az aszparaginsav béta karboxilja aktivaldsa utan megkiséreltiik a
kapcsolast a peptid €s az aminocukor kozott. A szintézis soran jelentés mértékben
nem kivanatos mellékreakcio jatszodott le az oldallancban (aminoszukcinimid
keletkezett), ennek kikiiszobolésére egy 1) szelektiven védett gyantahoz kotott
modellpeptidet allitottunk eld gyantan torténd glikozilaciohoz: Boc-Leu-Lys(Boc)-
Asp(All)-Gly(Hmb)-Gly-Pro-2-klértritil  gyanta. Ezzel péarhuzamosan synthon
ekvivalensként eldallitottuk a teljesen O-benzilezett glikozil azidokat: GlcNAc(B1-
N3), GlcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N3), Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N3). A
peptidek szintézisek soran a kovetkezd glikopeptideket allitottuk el6: H-Leu-Lys-
GlcNAc(B1-N)Asn-Gly-Gly-Pro-OH, H-Leu-Lys-GlcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn-
Gly-Gly-Pro-OH, H-Leu-Lys-Man(1-4)GIcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn-Gly-Gly-
Pro-OH. A GIcNAc(B1-N)Asn tartalmti glikopeptid szintézisénél jo termeléssel
kaptuk a kivant terméket, amely a korrekt tomegspektrummal rendelkezett. A
GlcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn tartalmu glikopeptid véddcsoporteltavolitasa soran
a kivant diszacharid-hexapeptid szdrmazék mellett egy monoszacharid egység
lehasadasa is megfigyelhetd volt. Az O-glikozidkotés hasadasaval keletkezd
melléktermék mennyisége Osszemérhetd volt a kivant termékével. A H-Leu-Lys-
Man(B1-4) GIcNAc(B1-4)GlcNAc(B1-N)Asn-Gly-Gly-Pro-OH glikopeptid esetében,
gyantarol val6 hasitas utan, a kivant triszacharid-hexapeptid szdrmazék mellett szintén
megfigyelheté volt a mono- illetve a diszacharid-hexapeptid szdrmazékok
keletkezése. A probléma athidalasara 1j stratégidkat probaltunk ki. Elsédlegesen egy
fluorén szarmazeékot allitottunk elo: N-[(9-hidroxi-metil)-2-fluorenil]
borostyankdsavat, amelyet aztan szekunder amin érzékeny linkerként hasznéltunk fel.
Megprobalkoztunk 0j lehetdséggel a glikozil-aminosav beépitésére. A peptid elsd
harom aminosavat Fmoc kémia felhasznalasaval Rink amid polimerre kotottiik, majd
a szerepld védett glikozil aszparagin szarmazékok katalitikus hidrogénezése utan
kapott Boc védett szarmazékokat kapcsoltuk. A Boc véddcsoportot egy j modszerrel,
SnCly-gyel tavolitottunk el, amely a linker-prolin kotést érintetleniil hagyta. A Fmoc

kémiaban szokasos alkoxibenzil alkohol polimerek hasadnak SnCly-gyel. Ezutan



Fmoc kémidval befejeztiik a peptidet. Osszeségében tobb sikeres stratégiat
valositottunk meg a fenti glikopeptiszdrmazékok eldallitasara. Ezek publikalasa
megtortént.

Ay eldzbéekben vazolt N-glikopeptid szintézisek utdn O-glikopeptidek szintézisével
kezdtiink foglalkozni. Modellként az aggrecan fehérje két fragmensét valasztottuk. Az
aggrecan a porc-alapallomany egyik f6 makromolekularis komponense, mely a
rheumatoid arthritis egyik lehetséges autoantigénje. A kivalasztott szekvenciak (Gly-
Val-Glu-Asp-Ile-Ser*-Gly-Leu-Pro-Ser-Gly ¢és Glu-Val-Leu-Glu-Thr*-Ala-Ala-Pro-
Gly-Val-Glu-Asp ahol Ser* és Thr* a glikozilacidé helye) a molekula legerésebben
glikozilezett régidjabol szadrmazo, repetitiv szekvencia. A glikozilalt peptidek
eléallitasara 2,3,4-triacetil-xilopiranozil-(f1-O3)-N-a-Fmoc-szerint, 2,3,4-tribenzoil-
xilopiranozil-( B 1-O3)-N-a-Fmoc-szerint, 2,3,4-tribenzoil-xilopiranozil-( § 1-O3)-N-
o-Fmoc-threonint valamint (B 1-4)-2,3,4-triacetil-xilopiranozil-( $1-O3)-N-o-Fmoc-
szerint  ( 2,3,4,6-tetrabenzoil-galaktopiranozil- hasznaltunk. Az O-glikopeptid
épitdelemek szintéziséhez megvizsgaltuk a megfeleléen védett szerin és treonin
szarmazékok xilozilezési reakcidit az anomer centrumban kiilonb6zo tavozd csoportot
(OAc, Br, SEt, OCNHCCI;) tartalmazo xilozil donorokkal. A legjobb hozamokat a
megfeleld trikloracetimidattal és tioglikoziddal torténd glikozilezés szolgaltatta.
Miutdn ezen reakcidkban 10% koriili mennyiségban a nem kivant alfa-anomer is
képzodott, a sztereoszelektivitas javitdsanak érdekében, az O-acetil résztvevo csoport
helyett O-benzoilt alkalmazva is megismételtik a kapcsolasi reakcidkat. Az
alkalmazott koriilmények kozott mind a trikloracetimidattal, mind a tioglikoziddal
torténd glikozilezés teljes sztereoszelektivitassal és kivalo hozammal eredményezte a
kivant xilozilezett aminosav szarmazékokat, melyeket katalitikus hidrogénezést
kovetden sikeresen alkalmaztunk Fmoc véddcsoport bevitele utan peptidszintézisre.
A kiilonb6z6 glikozilalasi reakciok eredményének Osszefoglalasa az aldbbi dbran

lletve az alabbi tablazatban lathato:
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R R, R, R; kapcsolasi kérilmények o:p hozam

OAc H Ac Boc BF3OEt2, CHZC]Z, 0°C 0%
H Br Ac Boc AgOTf, CH,Cl,, -40°C 0:100* 35%
OAc H Ac Bn BF;0Et,, CH,Cl,, 0°C 0:100 56%

H OCNHCCl;  Ac Bn Me;SiOTf, CH,Cl, -40°C 1:9* 62%

H OCNHCCl; Bz Bn Me;SiOTT, CH,Cl,, -40°C 0 : 100* 78%

SEt H Ac Bn  NIS, AgOTf, CH,Cl,, -40°C 15 : 85* 67%

SEt H Bz Bn  NIS, AgOTf, CH,Cl,, -40°C 0 : 100* 73%

Az anomerkonfiguraciot NMR felvételekkel igazoltuk.

A csillaggal jelolt vegyliletek esetén a csatolasi allandok az axidlis OR, csoportokat
igazoltdk. Pontosabban az 'C4D) és a *Ci(D) konformerek kozott dinamikus
egyensuly van és ezen vegyiileteknél az 'C4(D) konformer irdnyaban van eltolodva. A
két konformer populacidja szamithaté a mért kapcsolasi allandok és az 'C4(D) és a
4C1(D) konformerekre jellemz6 Jieqpeq 1.0 +/- 0.5 Hz illetve Jiaxpax 8.1 +/- 0.1 Hz
értékekbol.
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El6 kivantuk allitani a Gal(p1-4)-Xil(B1-O)-szerin és treonin szarmazékokat is, mely
munka sordn meg kellett valdsitanunk a xiléz 4-es helyzetben torténd iddleges
védelmét. Ennek sordn azonban nem vart problémak meriiltek fel a kloracetil
véddcesoportok eltavolitasanal. Ezért ez a munka még folyamatban van.

A szintetizalt peptidek tobb olyan aminosavat tartalmaztak, ahol az oldalfunkcio
védése elengedhetetlen (Ser, Asp, Glu). Ezek a szokvanyos véddcsoportokkal nem
megoldhatok. Az aminodikarbonsavak w-karboxiljanak védésére allil-, illetve 4-(N-
(1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociklohexilidén)-3-metilbutil)Jamino)benzil észtert (ODmab)
hasznaltunk. A szilard fazisi szintézis utdn a peptidet kiméletes, enyhe savas
kezeléssel tavolitottuk el a 2-klortritil hordozérdl, majd megvizsgaltuk a

véddcsoportok eltavolithatésaganak optimumat. Azt talaltuk, hogy:




1.; ODmab: legcélszerlibben szilard fazison 2% hidrazin-hidrat/DMF eleggyel 15 perc
alatt eltavolithato. Ilyen koriilmények kozott a Bz stabil,az Ac részlegesen hasad.

2.; Az Ac-véddcesoportok teljes eltavolitasara 1,5 oras 5% hidrazin-hidrat/MeOH-os
kezelés volt sziikséges.

3.; A szerin hidroxiljanak szabadon hagyasa nem vezetett megfelel termékhez.

4.; A szerin hidroxiljat legcélszertibben Bn-éterrel tudtuk védeni. Ennek eltavolitasa
azonban nem bizonyult problémamentesnek, H-Cube késziilékkel Pd black katalizator
hasznalataval azonban reprodukalhatéan sikeres volt.

5.; Az allil-észter hasitdsa tetrakisz-(trifenilfoszfin)-palladium(0) katalizatorral
diklérmetanban Fmoc-Asp(OAll) és Fmoc-Glu(OAll) aminosavakon sikeres volt, de a
peptidek oldasara hasznalt polaros olddszerben nem. A fent emlitett aminosavakon
[CpRu(n-C3HS5)(2-kinolinkarboxilato)|PFs  katalizatorral sikeres proba reakciot
végeztiink metanolban. Az ezzel a komplex-szel peptiden végrehajtott reakcio
azonban csak részlegesen volt sikeres, minddssze 15%-o0s konverzidt sikeriilt
elérniink. Ezért jabb mddszereket probaltunk ki.

Megallapitottuk, hogy az allil véddcsoportot jo eredménnyel -eltavolithatjuk
katalitikus hidrogénezéssel, H-Cube késziilékkel Pd black katalizator hasznélataval.
Ez 0j médszer az irodalomban.

6.; A Bz- véddcsoport eltavolitasa redukciéval nem volt sikeres, a KCN a glikozidot
is hasitotta, 20% hidrazin-hidratos kezelés viszont sikeres volt.

Osszefoglalasként megéllapithatjuk, hogy a fenti glikozilalt aggrecan fragmensek
eléallitasara a kovetkezd véddcsoport-kombinacid tinik optimalisnak: Ser-Bn; Xil-
Bz; Glu, Asp-ODmab.

Sikeriilt tovabba a konvergens modszer hatékonysagat jelentdsen befolydsolo, a
szelektiven védett oligopeptid ¢és glikozil-aminok kozotti kapcsolasi  reakciod
koriilményeit optimalizalni. Az alkalmazott reakcio koriilmények kozott a nem kivant
mellékreakciokat erételjesen visszaszoritottuk.

2010-ben folytattuk az aggrecan fragmensek szintézisénél hasznalt véddcsoportok
szelektivitasanak ill. eltdvolithatosdganak vizsgalatat, megkiséreltiik a lagyabb
enzimatikus hasitast kiilonboz6 lipaz enzimek felhasznéaldsaval, de az erre vonatkozo
kisérleteink lényegében sikertelenek voltak. A  glikozilalni nem kivant
hidroxiaminosavak oldalfunkcidinak védelmére egyébként jol hasznalhatdé volt a
TBDMS csoport is. Az Ac véddcsoportok Bu,SnO-val is jol eltavolithatok voltak. A

fenti munkénkbol hét konferenciaeldadas és eddig két kozlemény sziiletett.



Mivel a valasztott aggrecan fragmensek szamos gyakori trifunkcids aminosavat nem
tartalmaztak, ezért egy 1j modellvegyiiletet kerestiink. Ez az Sp1 transzkripcids faktor
két fragmense (Lys-Arg-Phe-Met-Arg-Ser(Glc-NAc)-Asp-His-Leu-Ser(Gle-NAc)-
Lys-His-Ile-Lys-Thr-His-Gln-Asn ~ és  Gly-Lys-Val-Tyr-Gly-Lys-Thr(Glec-NAc)-
Ser(Glc-NAc)-His-Leu-Arg-Ala-His-Leu-Arg-Trp-His-Thr-Gly)  volt. A fenti
fragmensek esetében a His, a Lys és az Arg oldalfunkcioinak szelektiv védelmét
kellett megoldanunk. Azt talaltuk, hogy a Lys Dde védelme (eltavolitas
hidrazinolizissel) jol hasznalhaté volt, hasonloképpen jol tudtuk hasznalni a His
védésére a Bn csoportokat. Ezzel szemben az Arg védésére semmilyen kereskedelmi
forgalomban kaphaté véddcsoport sem volt hasznalhato. Az elterjedten hasznalt Pbf
¢s Pmc a glikozid savérzékenysége miatt nem volt alkalmas, az elméletileg
szobajohetd Z, pedig dnmagaban sem bizonyult felhasznalhatonak. Ezért egy teljesen
1j, dimetilindol alapu véddcsoport elkészitése €s felhasznalasa mellett dontottiink.
Elokisérleteket végeztink a védett N-acetilglikézamin-szerin ill. treonin
konjugatumok Konigs-Knorr reakcidval torténd eldallitdsara. A kordbban szintetizalt
aggrecan fragmensekkel NMR vizsgalatokat végeztink és az O-glikopeptidekkel
kapcsolatos kezdeti munkakbol harom konferenciaeldadéds sziiletett, egy Uj
kdzleménytink publikalasa folyamatban van.

A foszfopeptidekkel kapcsolatos munkdnk soran szintetizaltuk az alabbi Gabl fehérje
fragmenseket részben foszforilalt, részben (kontrollként) nem foszforilalt formaban. A
peptideket részben fluoreszcens festékkel is megjeldltiik. A szintetizalt szekvencidk és
roviditett kodjuk az aldbbiak:

GDKQVEpYLDLDLD (GDLD)

DERVDpYVVVDQQK  (DEQK)
QVEpYLDLDLDSGKSTPPRKQKSSGSGSSVADERVDpYVVVDQQK (QVQK)

pY = foszfotirozin, GDKQVEpYLDLDLD, = TAMRA jelolt
TAMRA:




A foszfopeptidekkel végzendd biologiai vizsgédlatok az ELTE Immunologiai
tanszékén torténnek és ezek jelenleg is folyamatban vannak. Ezekbdl kozlemény még
nem jelent meg.

Uj, azacikloaminosav foldamert allitottunk eld és épitettiink be aliciklusos béta
aminosav oligomerekbe. A modositassal jo hidrofilicitds szabalyozasi lehetdséghez
jutottunk, valamint vizes rendszerekben konformadciostabilizalast értiink el. Egy
kozleményiink ¢és két eldadasunk késziilt beldle.

Szamos sejtpenetrald peptidet és szarmazékot allitottunk eld
(CGGRQIKIWFQNRRMKWKK, Rg, CGGRRRRRRRR, CGGYGRKKRRQRRR ¢s
ezek Alexa Fluor® 555 jelolt szarmazékai, RQIKIWFQNRRMKWKK,
RQIKIFFQNRRMKWKK, SRYDDSVPRYHAVRIRKEEREIKDEK,
LEAEKERRKSGLSS, ASMWERVKSIIKSSLAAASNI,
IGVAASGISGLSALFEGFGF), ezek kooperacioban végzett vizsgalatabol két
kozleménylink jelent meg. Modszert dolgoztunk ki a mezo diamino pimelinsav
gazdasagos eldallitasara, ez a peptidoglikdnok egyik fontos alkotérésze. Az

eredményt egy kozleményben publikéltuk.



