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Osszefoglalé

A tid6égiimdkort okozdé Mycobacterium tuberculosis (Myc) baktérium hajlamos az antibiotikum-
rezisztencidra, ezért az antibiotikumok nem a legmegfeleldbb gydgyszerek a betegség legydzésére. Viszont a
baktérium fennmaraddsdhoz alapvetd leucin bioszintézis egyik 1épését katalizalo izopropilmaldt-dehidrogendz
(IPMDH) enzim célzott gétlasa uj lehetdségeket nyithat a betegség elleni kiizdelemben. Kutatdsom célja a Myc
IPMDH enzim alapvetd fizikai kémiai és funkciondlis tulajdonsdgainak jellemzése, valamint a mar ismert, mas

baktériumoktdl szarmazé IPMDH-kkal valé 6sszehasonlitasa volt.



A Myc IPMDH génjét E. coli sejtekbe torténd transzformdlds utdn bakteridlis expresszidval
fermentorban dallitottam el a Myc IPMDH-t, melyet a sejtek feltirdsa utin Ni-affinitdskromatografidval
tisztitottam. Ily médon sikeriilt limitalt mennyiségii (5-6 mg) nativ allapotd, aktiv enzimet eldallitanom.

Az oldott fehérje fizikai-kémiai tulajdonsagait nativ gélelektroforézissel, CD-, UV- és fluoreszcencia
emisszids spektroszképids mddszerekkel vizsgdltam. A Myc IPMDH a tobbi vizsgilt IPMDH-hoz hasonléan
dimer szerkezetlinek bizonyult, s a mdsodlagos szerkezete sem kiilonbozd. Az adatok j6l egyeznek a mar
kordbban meghatarozott kristilyszerkezetb6l' szarmazé ismereteinkkel. A Myc IPMDH érdekes jellemzéje
(eltérden a tobbi eddig ismert IPMDH-t6l), hogy a tisztitott enzim részlegesen koti az egyik szubsztratjat, a
NAD"-ot.

Meghatdroztam az enzim kinetikai paramétereit (K, Vinax, Kcar), €s az IPM szubsztrat kotédési dllandéjat
(Ky). A tobbi vizsgdlt IPMDH-hoz viszonyitva a Myc IPMDH-nak a legkisebb a specifikus aktivitdsa (kc),
viszont a szubsztratokkal val6é kolcsonhatdsa legerdsebb (K, alacsony), igy katalitikus hatékonysdgban nem
kiilonbozik 1ényegesen. Akdrcsak a tobbi IPMDH esetén, az IPM K értéke megegyezett a K, értékkel, azaz a
katalizis mechanizmusa azonos. Az enzim aktivitisinak pH fiiggése a 7t IPMDH-hoz hasonléan egyetlen
bézikus oldallanc (pK=7,4) részvételét valdsziniisiti a katalizisben.

Denaturéciés folyamata a szintén mezofil Ec IPMDH-hoz hasonlit, mind sebességi egyiitthatéban, mind
pedig abban, hogy az IPM védo hatast gyakorol a fehérjére a kaotrép dgenssel szemben. Az izolalt fehérjét csak
részlegesen sikertiilt renaturalni.

Molekuldris grafikai analizissel arra a kovetkeztetek, hogy a Myc IPMDH térszerkezete és atomi
kontaktusai tekintetében nagyon hasonlé a tobbi IPMDH-hoz. fgy miikodésének mechanizmusa megegyezik a
nagyobb hatékonysiggal elddllithaté Tt IPMDH-éval, tehit a tovabbi szerkezet-funkcid vizsgalatokat célszerlibb
a Tt IPMDH-val végezni.

ISingh, R. K.; Kefala, G.; Janowski, R.; Mueller-Dieckmann, C.; von Kries, J. P.; Weiss, M. S. J Mol Biol, 122, 1-
11 (2005)
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Napjaink orvostudomdnyédnak egyik legéget6bb problémdja a daganatos megbetegedések hatékony
kezelése. A terdpids készitmények szdmos vegyiiletcsaladb6l szdrmazhatnak, egyik csoportjuk az
elektronhidnyos Pt-tartalmu atmenetifém komplexek (pl. ciszplatin). A ciszplatin hatdsmechanizmusa a DNS-hez
torténd interkaldcidval magyardzhatd, melyet mds dtmeneti fémet tartalmazé vegyiiletnél (pl. Rhy(OAc),) szintén
tapasztaltak. Azonban a Rh,(OAc), rossz penetricids képessége csokkenti felvételét, igy sejtbejutdsat ezért jol
penetrdl6 peptid-ligandumok koordindldsdval kivantam ndvelni.

A kirdlis peptid-ligadumokkal végbement komplexképzddés konnyen detektdlhatovd valt az ECD-
spektrumok megjelenésével, illetve tovabbi vizsgalatok sordn Osszetett spektrometrids médszerekkel (ECD, UV,
MS) is igazoltam jelenlétiiket. A spektrumok elemzése azonban még nem magyardzta a kialakult addukt
geometridjét, ezért a szekvencidban kotést létesité *Met komplexképz6 hajlamat kezdtem el vizsgdlni. A Met-
dirédium komplexek szintézise sordn két 4j - irodalomban eddig nem kozolt - karboxilat-csoporton keresztiili

ligandumcserés reakcioval keletkezett adduktumot azonositottam FT-IR és MS mddszerekkel. Tovéabbi



vizsgdlataim szerint a ligandumok donoratomjai (O, N, S) eltéré affinitdst mutatnak az elektronhidnyos
fémmaghoz torténd kotdédésben, igy a komplexképzddés paramétereinek valtoztatdsaval eltérd Osszetételll és
geometridji komplexek jelenhetnek meg az elegyben. Ezért a Rh,"*-mag és a heteroatomok kozotti kotések

relativ er6sségét UV-spektrofotomerids titrdlds segitségével szintén meghataroztam.

IChifotides, H. T.; Koshlap, M. K.; Pérez, L. M.; Dunbar, K. R. J.Am. Chem. Soc., 125, 10714-10724. (2003)
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Munkdm sordn az elsd kitlizott célom az volt, hogy kétféle sejtvonalat (HeLa és S2) kezeljek olyan
drogokkal, melyek a DNS 0sszetételét, integritdsat metabolizmus szintjén (hidroxi-urea, 5-fluoro-dezoxiuridin),
illetve kozvetleniil (etoposide, bleomycin) befolydsoljdk. A drogok éltal kivaltott esetleges DNS-beli
mddosuldsokat a sejtben bekovetkezd, a véltozds hatdsdra aktivdlédo fehérje szintli sejtvdlasz kimutatdsaval
szerettem volna meghatdrozni. Immuncitokémia segitségével mutattam ki az ATR-ATM dttvonal aktivdlédasit, a
pH2AX mddosult hiszton fehérje detektdlasaval, ami kettOs szaltorés hatdsara jelenik meg, illetve aktiv kaszpdz
3 elleni antitestet alkalmaztam az apoptdzis kimutatdsara. Mindkét tipusi drog esetén tapasztalhaté volt festodés
a sejteken, de a pH2AX elleni festés esetén tobb pozitiv sejtet kaptam. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy
akdr metabolizmus szintjén, akdr kozvetten befolydsoljuk a DNS &sszetételét, integritdsit, eredményiil ugyanazt
kapjuk: DNS szaltorések jelennek meg és azonos jeldtviteli utvonal aktivdlodik, mely segitségével a sejt

megprobalja kijavitani a hibat, azonban néhdny esetben erre nem képes, igy beindul apoptézis. A pH2AX elleni



festés optimalizdldsa sikeres volt, igy azt késébbi munkam sordn tudtam alkalmazni Osszetettebb rendszereken is.

Masik f6 célom volt annak vizsgalata, hogy a dUTPaz és a Thd1l enzimek hidnya milyen mddosuldsokat
okoz a DNS-ben. Kisérleteimet Drosophila melanogaster-bdl szarmazd szoveteken végeztem. Ismert, hogy
dUTP4z hidanydban megemelkedik a muslica genom uracil tartalma, és kivancsi voltam, hogy az uracil
szubsztitudlt DNS hatdsdra véltozik-e a DNS integritdsa. Ennek vizsgdlatdra alkalmaztam a pH2AX elleni
immunhisztokémiai vizsgélatot és a TUNEL assay-t, melyek segitségével emelkedett szamu, kettds szaltoréseket
és szabad DNS szdlvégeket tartalmazd sejteket detektdltam a dUTPdz-t csokkent mértékben expresszald
szovetekben. Ez azt bizonyitja, hogy az uracil valéban hibds bdzis a DNS-ben és megjelenésekor a DNS
integritdsa csokken, szaltorések jelennek meg. Feltételezéseink szerint a szaltorések megjelenésért felelds lehet a
Thdl enzim, a muslica f6 uracil-DNS glikozildza. Munkdm sordn kimutattam egy kvantitativ PCR alapu
mddszert alkalmazva, hogy a DNS wuracil tartalma megemelkedik az enzim hidnydban. Az eredmény azért
meglepd, mert az eddig vizsgalt uracil-DNS glikozildz hidnyos él6lényekben nem sikeriilt a DNS-beli uracil
mennyiségének novekedését kimutatni. Mivel ez az enzim igen fontos az uracil eltdvolitidsdban, emelkedett
uracil tartalom esetén, tilzott miikddése vezethet DNS széiltorésekhez. A két enzim kapcsolatdnak pontos

vizsgalatdhoz tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges, mely jovébeli munkam targyat fogja képezni.
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homoldgjaik, hiszen illatuk szignifikdnsan megvéltoztathaté egy-egy funkcids csoport cseréjével, vagy akir a
szénldnc hosszisdganak novelésével. A ciklopropil-csoportot tartalmazé oxovegyiiletek ilyen jellegl
vizsgalatar6l eziddig nem sziiletett publikdcid, ezért elhatdroztam, hogy kisérletsorozatomat ekoré a
vegyiiletcsaldd koré épitem. Kiinduldsi anyagként diciklopropil-keton allt rendelkezésemre, célomul ennek a
komponensnek a homologizaldsat ill. aldehiddé alakitasat tliztem ki célul. Az 6sszefoglalé dbra tartalmazza az
0sszes mddszert, amit a diciklopropil-ketonnal kiprébéltam. Munkdm sordn j6 néhdny modszert kiprébaltam és
végiil sikeriilt is megvaldsitanom az egyik célomat, eldéllitottam a 2,2-diciklopropil-aldehidet. Egy hdromlépéses
reakcion keresztiil jutottam el a pozitiv eredményig, melynek elsé 1épése egy glicidészter képzés Darzens-
kondenzicidéval. A keletkezett glicidészterbdl hidrolizis, majd dekarboxilezés utdn jutottam el a 2,2-
diciklopropil-aldehidhez. Az eddig még leiratlan aldehid illata igen kellemes volt, zold kategéridba sorolndm, a

kiindulasi keton kissé fanyar illatdval szemben.
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A Mitogén Aktivalt Protein Kindz (MAPK) jelatviteli rendszerben a linedris motivumoknak kozponti
szerepe van, a MAPK-ok rajtuk keresztiil kotddnek aktivdtoraikhoz (MAP2K), szubsztratjaikhoz és
foszfatazaikhoz is. Ezek olyan fehérje-peptid természetli kolcsonhatdsok, amelyek meghatdrozzdk a teljes
hossziisdgu fehérjék kozti kolesonhatasok erésségét és specifitdsat is.'

Fehérje-peptid komplex szerkezetek meghatdrozdsdhoz a rontgenkrisztallografia hatékony médszernek
szamit, mivel atomi pontossdgd modellhez jutunk és a fehérje mérete nem limitdlé tényezd, azonban fehérje-
peptid komplex kristdlyok ndvesztése sokszor az lehet. A tilsdgosan szoros kristdlypakolédas, noha nagyméretii
és szerkezeti munkdhoz idedlis kristdlyokat eredményez, nem minden esetben kedvezd, mivel a kozeli
szimmetriamolekuldk ki tudjak szoritani a kotdfelszinrdl a kotd-peptidet.

Munkdm sordn hdrom biolégiai rendszerbdl szarmazé és egy mesterségesen tervezett peptid ERK2
MAPK-al adott komplex szerkezetét akartam meghatdrozni rontgenkrisztallografids tdton. Munkdm korai
szakaszdban a fent leirt problémadba iitkoztem. Megolddsként pedig egy ritkan hasznalt krisztallografiai technikat
alkalmaztam, ahol a kristdlypakolddést 1étrehoz6 kontakt aminosavakat mutdcidval megvéltoztatva a kristaly

pakolddast is megvaltoztattam.
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A moédszer alkalmazasdval sikeresen meghatdroztam kiilonbozé tipust peptid szerkezetét (egy aktivator,
egy szubsztrat és egy foszfatdz molekuldbdl szarmazd, tovabba egy szintetikus modellpeptidét) az ERK2-vel
komplexben. A szerkezetek elemzésével lehetdségiink nyilt a specifitast kialakité tényezék mélyebb

megértésére.

'Reményi, A., Good, M. C. and Lim, W. A. Docking interactions in protein kinase and phosphatase networks.

Curr. Op in Struct. Biol. 16, 676-685. (2006)
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Munkdm sordn a Pyrococcus horikoshii acilaminoacil-peptidazt (PhAAP) vizsgiltam. Ez a fehérje
biolégiai szerepe miatt molekuldris szintli kutatdsok célpontja, mert katalizatorként szerepel bizonyos
oligopeptidek N-termindlisdn 1év6 acilezett aminosavak lehasitdsdban, igy kozvetve részt vesz neuropeptidek
szintjének szabdlyozdsdban is. Kovalens inhibitorral képzett komplexét kristdlyositottam, szerkezetét
meghatdroztam, Osszevetettem a csalddon beliili, mds fehérjékkel és molekuladinamikai szdmitdsokkal
egészitettem ki a rontgendiffrakcids adatokat.

A jelenleg folyé kutatdsok (kiilonbozé AAP-k) arra a kérdésre keresik a vélaszt, hogy milyen

paraméterek befolydsoljdk az enzimek szelektivitasat. A térszerkezetbdl adéddan (hidroldz és propeller domén,

13



kozottik viszonylag mozgékony 6sszekotd szakasz) azt feltételeztiik, hogy a sejtben az enzim el6fordulhat
Hhyitott” illetve ,,csukott” formdban is. A vizsgdlat célja tovabbd az volt, hogy megéllapitsuk, hogy van-e
szerkezetrendez0 hatdsa az aktiv helyhez koordindlédott 1,6-hexdndiol molekuldnak (kordbban megoldott
szerkezet), illetve okoz-e valtozdst a fehérje globdlis szerkezetében, ha kovalens inhibitor kotédik az aktiv
helyhez. A molekuladinamikai szimuldciébodl kapott modelleken megmutattuk, hogy a fehérje monomer alakban,
nagymértékil szolvatdcié hatdsara képes kismértékii felnyildsra. Azonban ebben a fellazult dllapotban is konnyen
aktivdlhaté marad a katalitikus tridd. Ezek alapjdn arra kovetkeztettiink, hogy nem a hexamerizdcié hatdsa a
téralkat, hanem a monomer térszerkezetében megfigyelheté dn.szabad S-é1 védelmére alakul ki a ,stabil”
szerkezetli monomerek kozott.

J6 kozelité modellt készitettiink a teljesen iires szerkezet téralkatdra. A Pyrococcus horikoshii
acilaminoacil-peptiddzban meghatdrozott sajitos ,nyitottsdga” hozza 1étre a sziik belépdkaput a molekula
oldaldn, ami hexamerizdcié sordn keletkezd csatornarendszerrel kiegészitve a méretszelekcié sajatos, tjszerli

maddjat eredményezi.
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Munkdm sordn optikailag aktiv o-hidroxi-karbonsavészterek nukleofil szubsztitiiciés reakcidit
vizsgaltam kiilonboz6 trifluormetil csoportot tartalmazé alkoholdtokkal a driga és bizonyos esetekben teljes
racemizaciét okoz6 Mitsunobu-reakcié helyettesitése céljabdl. Ezek a vegyiiletek felhasznalhatok fluoros-kirdlis
épitéelemként. A benniik taldlhaté észter funkcids csoport segitségével véltozatos és egyszerii médon alakithatéok
at tovabbi kirdlis szdrmazékokkd. A molekuldkban taldlhaté rovid, eldgazé trifluormetil csoportok jelenléte
jelentdsen javithatja az adott vegyiilet oldhat6sagi és stabilitasi tulajdonsagait ezzel lehet6vé téve 1j és hatékony
gybgyszerek' kifejlesztését. A fluoratomok miatt a vegyiiletek érzékeny NMR-spektroszképids médszerekkel
vizsgalhat6k és nyomon kovethetdk kiilonféle reakcidkban, vagy akdr az él6 szervezetben is. A szubsztiticids
reakciok vizsgalatdhoz elddllitottam reaktiv szulfonitésztereket, illetve a megfeleld fluoros alkoholok natrium
s6it. Megvizsgéltam az olddszer és a reakci6idé hatdsat a szubsztiticids reakcidra. A célvegyliletek izoldldsat
tobbféle médon is megkiséreltem. A nonafluor-tercier-butoxi csoportot tartalmazé optikailag aktiv etil-laktat

szarmazékot kozepesen jo termeléssel sikeriilt el6allitanom.

1. L. P. B. Goncalves, O. A. C. Antunes, G. F. Pinto, E. G. Oestreicher, Tetrahedron: Asymmetry, 11, 1465-1468
(2000)
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A kalpain enzimaktival6 hatdssal rendelkezé KalpC peptid a KalpA peptiddel egyetemben két okbdl is
tudomdnyos érdeklddésre tarthat szdmot. Egyrészt, mivel specifikus a kalpainra nézve, segithet az enzimcsaldd
szabdlyozasban betoltott szerepének pontosabb megértésében, masrészt, mivel aktivalja az enzimet, a csokkent
kalpain miikodéssel jar6 betegségek elleni kiizdelemben is felhaszndlhaté. Munkdm soran olyan 4j, irodalomban
nem ismert konjugdtumokat készitettem, amelyben a fluoreszcensen jelolt KalpC peptidszarmazék
diszulfidhiddal, illetve tioéter kotéssel kapcsolddik a penetratinCys sejtpenetrdlé peptidhez. A célom elsdsorban
a sejtbejutds mechanizmusinak, a konjugdtumokban taldlhaté diszulfid-, és tioéter kotések sejten beliili
stabilitdsdnak és az esetlegesen keletkezd fragmensek sorsdnak vizsgdlata volt. Ennek érdekében a
konjugdtumok mindkét alkotéelemét fluoreszcens jelzdmolekuldval jeloltem (CysKalpC-rod / ClAc-KalpC-rod,
illetve cf-penetratinCys), hogy konfokalis mikroszképpal figyeljem meg a sejten beliili torténéseket. A fluorofér
part ugy valasztottam meg, hogy FRET jelenség jatszddjon le koztiik, ezzel ugyanis a kotések felhasaddsat a

fluoreszcens jel intenzitdsdnak valtozasabdl egyértelmiien tudtam volna igazolni, a spektralis vizsgdlatok sordn
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azonban kideriilt, hogy a konjugdtumban nem Iép fel a FRET jelenség. A konjugdtumok stabilitdsat analitikai
RP-HPLC-val vizsgdltam. A konjugdtumok stabilnak bizonyultak a sejtbejutdsi vizsgalatokhoz alkalmazott
médiumban és hémérsékleten. A konfokalis fluoreszcens mikroszképpal végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy
mindkét konjugdtum mar 1 uM-os koncentracidban is bejut a sejtekbe. A diszulfidhidat tartalmazé konjugdtum
esetén az internalizdcié mértéke sokkal nagyobb 10 pM-os kezelési koncentricié esetén, a tioéter kotéssel
kialakitott konjugdtum azonban ebben a koncentrdcioban mar kicsapddik a sejtek kezeléséhez haszndlt oldatbol.
Az eredmények arra utalnak, hogy mindkét vizsgdlt konjugdtum endocit6zissal jut be a sejtekbe. Valdszind,
hogy az eldzetes elképzeléseinknek megfelelden a diszulfidhid a sejten beliil felnyilik, a két peptid pedig térben
is eltdvolodik egymadstdl, ezzel szemben a stabilnak vélt tioéter kotést tartalmazé konjugdtum a vizsgalatok

alapjan egyben marad a sejtekbe jutva is.
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A poli(N-izopropil-akrilamid) (roviditve PNIPAAm) az intelligens anyagok, ezen belill az tun.
termoreszponziv polimerek kozé tartozik. A PNIPAAm kiemelked6en a legfontosabb és legalaposabban
tanulmanyozott intelligens polimer, amely 30-35 °C kozotti alsé kritikus szételegyedési hdmérséklettel (LCST)
jellemezhetd. A polimer molekuldris szerkezetének és topoldgidjdnak megfeleld kialakitdsdval (kiilonbozd tipusu
(hibrid) kopolimerek és térhdlék) mddositani, fejleszteni lehet azok intelligens viselkedésével kapcsolatos
tulajdonsagait.

Elséként hdromféle ldncatadészer-monomer — mélardny (B-D) mellett lancataddsos gyokos polimerizacidt
alkalmazva trimetoxiszildn-termindlis poli(N-izopropil-akrilamid)ot allitottam el6 (inicidtor: AIBN,
lancataddszer: 3-merkaptopropil-trimetoxiszilan, oldészer: tertahidro- furdn), egy lancatad6szert nem tartalmazo,

referenciaként szolgdldé minta (A) szintézisével parhuzamosan (60 °C, hdrom nap). A polimerizicié
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végbemenetelét, a trimetoxiszilan-csoport beépiilését proton-NMR-spektroszkdpidval igazoltam. A spektrumok
adatai (csucsteriiletek) alapjan becslést tudtam adni az egyes mintdk szdmatlag polimerizaciéfokdra (A
kivételével).

Etanol és viz 1:1 térfogatardnyu elegyét olddszerként (utdbbit reagensként is), ecetsavat katalizatorként
alkalmazva sikeres hidrolizis-kondenzaciot [Rl(-O)ZSi-O-Si(O-)zR2 csoportok kialakitdsa] hajtottam végre a
legkisebb (B) ldncidtadészer-monomer bemérési moélardnnyal késziilt polimerrel (70 °C, négy nap). A
gyakorlatilag 100%-os konverziét szintén '"H-NMR-spektroszképiaval bizonyitottam (a metoxiprotonok jelének
eltlinése). Ily moédon valdsziniileg un. szilszeszkvioxdn maggal és PNIPAAm karokkal rendelkezd
csillagpolimert sikeriilt Iétrehoznom. Ezt kdvetden ugyanilyen Osszetételi polimerrel (B) és koriilmények kozott
a hidrolizis-kondenzacié kinetikdjat (idobeli lefolydsit) elemeztem, amelyrél megallapitottam, hogy a
feltételezettnél sokkal gyorsabban jatszodik le, mar 6t 6raval a folyamat kezdete utdn sem volt lathaté az NMR-
spetrumban a metoxiprotonok jele. Végiil a mintdk vizes oldatainak als6 kritikus szételegyedési hdmérsékletét
vizsgaltam, melynek sordn nem taldltam lényeges eltérést a kiilonboz6 polimer szerkezetek kozott, a hidroféb

csoportok / szegmensek jelenléte nem csokkentette az LCST-t.
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A biodegradabilis és biokompatibilis gélek a 21. szdzad egyik legfontosabb kutatédsi tém4ja, ahol foleg a

gyobgyszerkutatds és a gydgyszer hatékony leaddsa a legintenzivebben kutatott teriilet.

Szakdolgozatomban a poli-(glicerin-szebacinsav) (PGS) duzzadasi és degradébilitasi folyamatét vizsgaltam. A
dolgozat magdba foglalja a polimer el6allitdsat - amit glicerin és szebacinsav termikus polikondenzacidjaval
végeztem-, a polimer ldncok térhaldsitasit és az igy elddllitott termékek vizsgilatdt. A szakdolgozatban ezen
kisérletek rovid lefrdsat és a vizsgdlatok (FT-IR, duzzaddsi kinetika) sordn kapott eredmények kiértékelését

taglalom.

Osszegezve a kutatdsi eredményeimet. A vizsgdlt PGS polimerbél orvosbiolégiai és gyégyszerészeti célokra
alkalmazhaté olyan biokompatibilis és biodegraddbilis gél dllithaté eld, amelynek kémiai és/vagy
biodegradicidja sordn nem keletkezik kdros anyag. A cél sikeres megvaldsitdsa még tovabbi kutatémunkat

igényel tervezhetden elbomld polimer rendszer kifejlesztése érdekében.

'Wei Cai, et al.:Shape-memory effect of poly (glycerol-sebacate) elastomer. School of Materials Science and

Engineering, Harbin Institute of Technology; No.2006CB708609
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Munkdm sordn egy lehetséges foldamer komponens, a 3-azido-3-dezoxi-1,2-O-izopropilidén-a-D-
ribofuranozil-karbonsav el6éallitdsanak egyik kulcsfontossdgu reakcidlépését, a 3-azido-3-dezoxi-1,2:5,6-di-O-
izopropilidén-a-D-allofuranéz szintézis lehetdségeit vizsgaltam. Célom volt, hogy a S. A. Gruner és H. Kessler
altal leirt', koltséges 3-O-triflil-szarmazékon 4t DMF-ben lejatsz6d6 reakci6 kivélthaté lehessen mds, lényegesen
olcsobb szulfondt-szdrmazékokat haszndlva.

Az 1,2:5,6-di-O-izopropilidén-a-D-gliikofuran6zbdl  kiindulva a  3-O-triflil-szdrmazék  mellett
elééllitottam a 3-O-tozil- és a 3-O-mezil-szarmazékot is. E vegyiileteket vittem tovdbb az Sn2 szubsztiticidval
lejatsz6do, a C-3 atom inverzidjaval jaré szulfondt - azid csere reakci6kba, melyeket kétféle reagens (NaNs,
BuyNN;3), valamint tobb old6szer (DMF, DMSO, HMPTA) kiprébélasaval végeztem. Az oldészerek koziil a
DMSO bizonyult a legjobbnak. A 3-O-tozil- és 3-O-mezil-szarmazékkal DMSO-ban végrehajtott reakciét eddig
nem irtdk le az irodalomban. Tetra-n-butilammoénium-sé (CI'; HSOy) katalizatorok mindkét esetben gyorsitottak
a reakcit. A mezildt > azid csere a vértnak megfelelden lassabban jatszédott le a tozildt = azid cseréhez
képest, viszont a reakcié végén a 3-azido-3-dezoxi-vegyiiletet valamivel jobb termeléssel nyertem ki. Ezen
reakciok igéretesek, ugyanis a célvegyiiletet a 3-O-triflil-szdrmazékbdl kiindul6 reakcidhoz hasonlé termeléssel

kaptam meg és a termékek kozott megjelend elimindciés melléktermék mennyisége is kisebb volt.
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A 3-azido-3-dezoxi-szarmazékot a megfeleld 3-amino-3-dezoxi-vegyiiletté a Staudinger reakcié uj
alkalmazasaval alakitottam at. Eredményeim aldtimasztjdk, hogy ez a reakcié alkalmas a 3-azido-3-dezoxi-1,2-
O-izopropilidén-a-D-ribofuranozil-karbonsav megfeleld szarmazéka esetében is amino funkci6 kiépitésére a C-3
atomon.

'S. A. W. Gruner; V. Truffault; G. Voll; E. Locardi; M. Stockle; H. Kessler, Chem. Eur. J, 8, 4366-4376 (2002)
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A szintetikus kémia egyik kiemelked6 fontossdgu reakcidtipusa az éterkotés kialakitdsa, ezen beliil is az
aromds alkoxidok szintézise. A kis szénatomszdmu alkoxi-csoportok beépitése akar gy6gyszermolekuldk, akar
fluoreszcens festékek eldéllitdsakor fontos reakcidlépés lehet.

Napjainkban egyre inkdbb meghatarozé szerepet toltenek be az dtmenetifém-katalizalt keresztkapcsoldsi (cross-
coupling) reakcidk.' Ezt j61 mutatja a témdban egyre novekvé publikdcick szdma, ipari jelentdségiik novekedése
is.

Kutatdsunk sordn célunk egy uj, palladium-katalizalt alkoxilalasi eljaras kifejlesztése volt. A médszer
egy Uj keresztkapcsoldsi reakcio segitségével dllitja el6 a kivant aromds étert a megfeleld aromds halogenid,
leginkabb klorid, és natrium-tetraalkil-borat felhasznalasaval.

Az eljaras katalitikus mennyiségli (2 mol%) Pd(0)-vegyiiletet, illetve foszfan alapu ligandumot (4 mol%)
igényel, melyekbdl in-situ képzddik a katalitikus aktivitdssal rendelkezé pallddium-komplex.

A szintézis a klasszikus eljdrdsokkal szemben nem igényel rendkiviil magas hémérsékletet, vagy erdsen bdzikus
kozeget, ezdltal alkalmas lehet érzékenyebb molekuldk 4talakitdsdra is a racemizicid, vagy bomlds veszélye

nélkiil.

lMiyaura, N., Suzuki, A., Chem. Rev., 95 (7), 2457-2483 (1995)
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Napjainkban a természettuddsok, orvos- é€s gydgyszerkutatok tisztdban vannak azzal, hogy egy
gyogyszerhatdanyag elkészitése nem egyszerli feladat. A hatéanyag-kutatds szdmos nehézségekbe iitkozik.
Manapsdg is az egyik nagy problémadt a reakcidok sordn lejatszod6 racemizicié okozza. Kirdlis szolvatdldszer
segitségével NMR spektroszkopiai mérések elvégzésével racém karbonsav [(R;S) — tejsav,(R;S) —mandulasav]'
illetve e vegyiiletek racém fluorozott szdrmazékainak [(R;S) — O-nonafluoro —tercier — butoxi — tejsav, (R;S) —
O-nonafluoro — fercier — butoxi — mandulasav]”® analizisével kivdntam magyardzni az enantiomer-elvdlds
jelenségét.

A mérések elvégzéséhez az n. shiftreagens — technikat alkalmaztam és a racém elegyeket (S) — FEA és
(-) — kinin CSA vizsgiltam. Az egyes rendszereket pedig 'H, °C, "°F és HSQC és HMBC mérésekbél szarmazé
informécidk segitségével analizdltam. A megfigyelést diasztereomer komplexképzési reakcidkra alapoztam. Az
elvélast legnagyobb mértékben az (S) — FEA idézi eld, emellett a fluoros csoportot tartalmazé racém
vegyliileteknél nagyobb az anizokrénia jelensége. A m — m kolcsonhatds az aromds szubsztituensii karbonsav
esetén eldsegiti a nagyobb anizokréniat. Azonban a rendszerek vizsgdlatainak kiértékelése ramutatott arra, hogy
a m — m kolcsonhatds elégséges, de nem sziikséges feltétele az enantiomer — elvaldsnak, hiszen az alifds
szubsztituensl (R;S) — O-nonafluoro —fercier — butoxi — tejsav és (R;S) — tejsav esetén is érzékelhetd volt az

effektus. Az enantiomer — elvilds mértéke inkdbb attdl fiigg, hogy az egyes racém karbonsavak O-nonafluoro -
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vagy hidroxil funkcids csoportot tartalmaznak. A fluoros csoport kilenc fluor atomja nagyban megndveli a
molekula pKa értékét, hiszen egy erdsen elektronszivé tulajdonsdggal rendelkezik. A két racém, amely

tartalmazza ezt a funkcids csoportot nagyobb anizokréniat szenved el minden a két CSA alkalamzéasa esetén.

'w. Wang, F. Ma, X. Shen, C. Zhang, Tetrahderon Asymmetry, 18, 832 — 837. (2007)
’D. Szabé, J. Mohl, A. M. Bilint, A. Bodor, J. Rébai, Journal of Fluorine Chemistry, 127, 1496 — 1504. (2006)
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Az utébbi idében az oxidativ direkt kapcsolasok egyre népszerlibb kutatdsi teriiletnek szamitanak az 4j
szén-szén kotés kialakitdsat célzé szerves kémiai dtalakitasok terén. A klasszikus keresztkapcsoldsi reakcidkkal
ellentétben az oxidativ direktkapcsoldsok halogénmentes szubsztratok kozott, C-H aktivaldson keresztiil alakitjak
ki az Gj szén-szén kotést, leegyszertiisitve ezzel a reakcidutat és kornyezetkimélébbé téve ezzel a szintézist.

Kutatdsaink sordn acetanilidek és benzaldehidek kapcsoldsdval foglalkoztunk. A szubsztratumok
palladium-katalizélt kapcsoldsa 4j, hatékony lehetdségeket kindl diaril-ketonok szelektiv szintézisére. Azonban
az eddig ismert eljardsok szerint csak szerves olddszerek alkalmazdsdval és csak magas hdmérsékleten (90-120

°C) kivitelezhetéek a kapcsolasi reakciok'.

Kutatdsaink sordn hatékonyabb katalitikus koriilményeket kivantunk kidolgozni a kapcsolds
megvaldsitdsdhoz vizes kozeg alkalmazdsa mellett. Munkdnk sordn a reakcidkoriilmények optimalizdldsdval,
valamint a szubsztritok konverzidra gyakorolt hatdsdval foglalkoztunk. Ehhez szdmos kiilonbozd helyzetben
szubsztitudlt benzaldehid- és acetanilid-szarmazékot vizsgaltunk meg. Az igy reakcidba vitt anyagok koziil tobb
esetében is teljes konverzidt értiink el. A munkank sordn szdmos diaril-ketont izoldltunk, koztiik tobb 4j anyagot

is. Az igy eldallitott anyagokrél GC-MSD, IR és NMR spektroszképiai vizsgdlatok késziiltek.

lLi, C., Wang, L., Li, P. and Zhou, W, Chemistry - A European Journal, 17, 10208—10212. (2011)
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Szakdolgozatom témdjanak a szintetikus kémia egy uj, érdekes és dinamikusan fejlédd dgat, a C-H
aktivdlast vélasztottam. Munkdm sordn a két pallidium centrummal rendelkezd komplexek szintézisét
valdsitottam meg. Eldallitottunk négy tj pallddium-organikus vegyiiletet acetanilid és kiilonboz6 savak
felhasznéldsaval (ecetsav, trifluorecetsav, perfluoronondnsav, perfluoroglutarsav) valamint egyet difenil-
diszulfidbdl és trifluorecetsavbdl kiindulva. Az eldallitott komplexek szerkezetvizsgdlatan kiviil az elemi C-H
aktivalasi 1épés tanulmanyozasat és a komplexeket acetanilidek orto arilezési reakcidjadban katalizatorként vald

alkalmazhat6sdgédnak vizsgdlatét tliztiik ki célul.
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Fluoreszcens uracil szenzor eloallitasa és tesztelése

Osszefoglalo

A szakdolgozati munkdm célja egy olyan jelolt enzim elddllitdsa és jellemzése volt, amellyel a
tovabbiakban, sejtekben és szovetekben lehetne vizsgdlni a DNS-ben el6forduld uracil eloszldsdnak mintdzatét.
Erre a feladatra a DsRed nevll floureszcens fehérjével fuzionalt, katalitikusan inaktiv hUNG2-t (D145N és
H268N muticid) szeretném haszndlni. A konstrukt génjét hordoz6 rekombinans DNS kész dllapotban allt a
rendelkezésemre. A kisérleteim elsd része a fehérjeexpresszié optimalizdldsdbol, majd ezt kdvetden a sziikséges
mennyiségli fehérje eldallitdsabdl és tisztitdsabol tevédott Ossze. SDS-PAGE és mikroszképos eredmények
alapjdn az enzim termelését E. coli BL21 ung- sejttipussal végeztiik, 20°C-os hdmérsékleten, 16 6ran keresztiil.
A fehérjét Ni-NTA toltetli oszlopon tisztitottuk gradiens eliiciét alkalmazva. Western blot segitségével
kimutattuk, hogy a tisztitott prepardtumban 1év6 szennyezok jelentds része a célfehérje degradaci6jabol

szarmazik.
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A kisérteteim mdsodik része az elddllitott fehérje tesztelése volt. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a
D145N és H268N pontmuticidk hatdsara a jeloletlen hUNG?2, az uracil kotd képességének megtartdsa mellett,
képtelenné valik a -N-glikozid kotés hidrolizisére. Kérdés azonban, hogy a DsRed-el torténd kapcsolds utdn
megmaradnak-e ezek a tulajdonsdgok. Ennek eldontésére a fehérje aktivitdsit agar6z-assayvel, a DNS kot
képességét pedig elektroforetikus mobilitds tesszttel (EMSA) ellendriztiik. Az agardz-assay és az EMSA alapjan

megallapitottuk, hogy a konstrukt katalikusan inaktiv és rendelkezik DNS kot6 képességgel.
Az eléallitott fehérjét a késObbiekben az antitestes jelolés mintdjdra szeretnénk haszndlni. Ez esetben az

antigén megfelel6je a DNS-ben 1év6 uracil lenne, amelyet a DsRed fluoreszcencidjaval tudnank detektdlni. A

fent vazolt mddszer sejteken és szoveteken valé optimalizadldsa a jovobeli munkam targyat képezi.
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