ZAROJELENTES

Altalanos megjegyzések

A T 048713 sz. kutatasi palyazat futamideje soran az eredeti munkatervhez képest tobb
moddosulas / médositast tortént; ezeket tulnyomo részben a kiilsé koriilmények elére nem latott —
ezért nem tervezheté — megvaltozasa indukalta. A fontosabb valtozasok az alabbiakban
Osszegezhetok:

Személyi feltételek: Dr Illyés Tiinde-Zita (ITZ) 2006. februartol- 2008. szeptemberig
sziilési-gyermekgondozasi szabadsagon volt. Dr Kiss Laszlo egyetemi docenst 2006-ban
nyugdijaztak, a diplomazo egyetemi (ill. tervezett PhD) hallgaté (Giran Levente, GL) pedig
2005-ben gy dontott, hogy mas téméban kivanja szakdolgozatat elkésziteni. ITZ helyettesitésére
Szabo Ildiko (Szl) frissen végzett okleveles vegyészt alkalmaztuk 2006. marcius — 2008. junius
kozotti idészakra.

Koltségvetés: az OTKA orszagos koltségvetésének 2005. évi csokkentése miatt jelen
palyazat 2005. évi tamogatasat is csokkentették 10%-kal (259 eFt). 2008-ban a koltségterven
beliili atcsoportositasra kértem — és kaptam — engedélyt a Miiszaki és Természettudomanyi
Kollégiumtdl ill. az OTKA Irodétol.

Futamidd: kérésemre az illetékes grémium hozzdjarult a kutatas befejezési hataridejének
egy évvel torténé meghosszabbitasahoz.

Kutatasi tematika: a szintetikus célkitlizések megvalositasa a két junior résztvevd (ITZ és
GL) feladata volt a munkaterv szerint (72 ill. 80%-os kutatasi id6-raforditassal). ITZ jelentds
szakmai tapasztalatokkal rendelkezett: doktori fokozatat a palyazat benyujtasanak évében (2004)
szerezte meg a tervezett szintetikus munka kozvetlen elézményét képezd kutatasi témaban. A
munkaerd- és iddigényes szintetikus célkitlizések teljesitésében a hallgatdi résztvevd (GL)
munkdjara hangsulyosan szamitottunk perspektivaban is, doktoranduszként. Két kutatd kiesését
egy, a szénhidratkémial hatteret és tapasztalatokat nélkiil6z6 kezdé vegyész alkalmazasa a
palyazati ciklus felére értelemszeriien csak kis részben potol(hat)ta. Emiatt kénytelenek voltunk a
kutatasi terv szintetikus komponensét redukalni, igy nem valosulhattak meg a szialil-Tn és a
calicheamicin diszacharidok analdgjainak szintézisére tervezett elképzeléseink.

Az NMR metodikai fejlesztések és molekulaszerkezeti alkalmazasok témakorében

ugyanakkor sikeriilt a kutatési tervben szerepl6 célkitlizéseken tilmend eredményeket is elérniink



els6 sorban a heteronuklearis csatolasok ¢és az STD-NMR moddszerek tekintetében.
Rontgendiffrakcios, mikrokalorimetriai (ITC) és kiroptikai modszerekkel bovitettiik tovabba a
szerkezetvizsgalati metodikak palettajat. A részleteket a Kutatasi eredmények fejezetben
taglaljuk.

Eredményeink elérésében nagy szerepet jatszottak kutatdsi egyiittmiikodési kapcsolataink
hazai ¢és kiilfoldi partnerekkel. Utdbbiak a kutatdsi munkatervben is szerepld argentin (T¢T)
[4,7]* és dél-afrikai (TET) [13] kapcsolatokon tal a palyazat futamideje alatt tovabb béviiltek
indiai (T€T) [11], spanyol (MTA-CSIC) [6] és chilei (tamogatas nélkiil) [2, 8] partnerekkel.

Osszességében 11 szakcikket jelentettink meg referalt, nemzetkozi kémiai
cikkiink [14] nyomdaban van (megjelenik 2010. marciusban), egy masik publikalasra dsszeallitva
[13] rovidesen bekiildésre keriil, és egy harmadik a teljes kisérleti anyag birtokaban Osszeallitas
alatt all (1. Kozleményjegyzék ill. Kutatdsi eredmények). Ez a publikdcids teljesitmény
lényegesen feliilmulja a munkatervben a teljes futamiddre prognosztizalt kozlemények szamat (4-
8). A kozlemények anyaganak nagy részét hazai és nemzetkézi konferencidkon és egyéb
forumokon (Munkabizottsdgok, Bruckner-termi eldadas, Magyar Tudomany Unnepe, stb.)

ismertettik.

Kutatasi eredmények

3-Kotéses interglikozidos hidat (3KGH) tartalmazé szénhidrat szarmazékok
szintézise

Oscar Varela (Buenos Aires) professzor csoportjaval egylittmiikodve olyan 1) tipusa
diszacharid mimetikumok szintézisérél szamolunk be, amelyekben az alegységeket egy
haromkotéses tioéter-hid koti Ossze oly moddon, hogy a kapcsolédasban résztvevd egyik
pillératom sem anomer szén. EbbdOl kovetkezden ezen szarmazékok masik specifikuma kér
anomer centrum megjelenése egy adott diszacharidban. A szintézisek szénhidrat tioloknak hex-
olyan ortogonalis véddcsoport-stratégiat alkalmaztunk, amely lehetdvé tette az eredeti anomer

konfiguraciok részleges megdrzését, és ezaltal az elvileg lehetséges izomerek szaméanak



csOkkentését. A tioéter-kotés, ellentétben a természetes (acetal tipusu) glikozidos kotéssel, nem
hidrolizalhato, igy e szarmazékok a glikanhidroldz enzimek potencialis inhibitorai [4].

Mono-, bisz (1,2; 1,3 ill. 1,4)- és trisz(1,3,5)-brom-metil-benzolszarmazékokbol
metantioszulfonato-metilén szarmazékokat allitottunk eld, amelyek nukleofil szubsztiticios
reakciokban jo hozammal reagaltak a- és B-glikozil-tiolatokkal enyhe koriilmények koztott. 1y
moédon egy kozponti aromas maghoz diszulfido-metilén-kotésekkel kapcesolt, D-gliiko-, D-
galakto- ill. D-manno-konfiguracioji monoszaccharid egységeket tartalmazé oligovalens
szénhidrat-szarmazékokat konstrualtunk [11]. Az a-D-manno-sorozat tagjai specifikus koétédnek
egy novényi lektin-fehérjéhez, a Concanavalin-A-hoz (1. alabb).

Diszulfid tipust di- és oligoszacharidok szintézismddszereinek fejlesztése céljabol
vizsgaltuk N-diacil-szulfénamidok (N-glikoziltio-szukcinimidek és —ftalimidek) glikozilszulfenil-
donor tulajdonsagait. Ezen szulfénamid-tipusu szulfenil-transzfer reagensek tobb tekintetben
elényosebbnek bizonyultak az eddig altalunk, és masok altal is e célra hasznalt szarmazékoknal
(altalaban B-glikozil- alkil- és -ariltioszulfonatok). Egyszertien, j6 hozammal eldallithato, gyakran
kristalyos, stabilis vegyiiletek, és — a tioszulfonat tipusi donoroktol eltéréen — a- és f-anomer
formaban egyarant hozzaférhetok. Tiolokkal nukleofil szubsztiticios reakcioban enyhe
koriilmények kozott reagalnak, és kozepes-j6 hozammal szolgéltatjdk a megfelelé vegyes
diszulfid szarmazékokat. Az akceptor tiol tipusatdl fiiggben ezzel az eljarassal szitetizaltunk
szamos Glyc-S-S-Glyc’ tipust nem-szimmetrikus diglikozil-diszulfidot (ahol Glyc és Glyc’
kiilonb6z6 monoszacharid egységeket jelol, amelyek 1—1" és 1—6’, vagy 1—4’ pozicidkban
kapcsolodnak diszulfid-kotésen keresztiil). Az oldallanchan tiol-csoportot tartalmazo ciszteinbdl
¢és glutationbol hasonld6 modon Glyc-S-S-Pept (ahol Pept aminosav/peptid) tipusi vegyes
diszulfidokat allitottunk eld. Ez utobbi reakcié fehérjék kontrollalt glikozilezése utjdn nyerhetd
neoglikoproteinek szintézisére nyujt Gjabb lehetdséget. [Szabé Tamas: Uj glikozil-szulfénamidok
elallitasa és reakcioik vizsgalata. Vegyész diplomamunka, Debrecen, 2009. Témavezetd: Tothné

dr. Illyés Tiinde Zita. Kozlemény 6sszeallitasa folyamatban].

Uj NMR médszerek kidolgozasa és alkalmazasa:

Uj 2D NMR moédszert fejlesztettiink ki tobbkotéses proton-szén (proton-nitrogén, proton-

foszfor, proton-szelén, stb.) skalaris spin-spin csatolasi allandok meghatarozasara. A javasolt



CPMG-HSQMBC kisérlet eredményeként tisztdn abszorpcids fazisi multipletteket kapunk,
melyek alapjan a csatolasok mérése a korabbiaknal Iényegesen pontosabban €s megbizhatobban
valdsithatd meg. A nem kivant ‘H-'H csatolasi evolciot — mely a multiplettek torzulasat
eredményezi — proton-szén (illetve 1H-X) CPMG-szekvencia alkalmazéasaval oldottuk meg. A
CPMG-szekvencia optimalizalasaval — Ssszetett (composite) *H és *C (X) 180°-0s impulzusok
valamint rovid (kb. 120-150 ps) impulzusok kozti véarakozasi idé alkalmazasaval — tovabbi
jelentds javulast értiink el. A modszer alkalmazhatosagat és eldnyeit kiillonbozd szénhidrat
szdrmazékok proton-szén csatoldsi allanddinak meghatarozasaval igazoltuk. A heteronuklearis
csatolasi allandok mérése Osszetett proton-multiplettek esetén is megbizhato volt. [3]

Erzékeny, 'H-detektalason alapuldé INADEQUATE  kisérleteket (IPAP-DEPT-
INADEQUATE és RINEPT-INADEQUATE) javasoltunk a tSbb-kdtéses *C-°C csatolasi
allandok pontos és megbizhatd mérésére. A modszer alkalmazhatdsdgat szdmos mono- és
diszacharid péld4jan bizonyitottuk, megmérve azok Osszes lehetséges tavolhato BC-1BC csatolasi
allandoit. A kapott *C-*C multiplettek szamitogépes elemzésével 2 Hz-nél kisebb csatolési
allandok is mérhetOk. Korszerii, nagyérzékenységii hiitott mérdfejek (cryoprobe) alkalmazéasaval
a modszer lehetdséget nyujt a csatoladsi allandok meghatarozasara természetes B3c-
izotopgyakorisag (~ 1%) esetén is. A DEPT-INADEQUATE kisérlet altalanosan alkalmazhato C,
CH és CH; atomok/csoportok C-C korrelacidinak és csatolasi allandoinak meghatarozasara. Az j
kisérletek érzékenysége kb. kétszerese a megfeleld 13C-detektalason alapuld modszerekének. [9]

Uj, csoport-szelektiv telités-atvitel differencia ("°N GS-STD) kisérleteket fejlesztettiink ki
fehérje-ligandum  kolcsonhatasok  vizsgalatara konnytivizes kozegben '°N-jelzett fehérje
alkalmazésaval. A 15N-BIRDd’x-impulzusok alkalmazasan alapulé moédszerrel a *°N-izotoppal
jelolt fehérje valamennyi amid-proton atmenete egyidejiileg és direkt modon telithetd illetve
invertalhatd. A javasolt eljarassal szelektiv telités valosithatdo meg a ligandum és fehérje proton-
rezonancia jeleinek teljes atfedése esetén is. A modszer tovabbi elénye a kisérlet robosztussaga,
azaz nem igényli a mérési korlilmények ¢és kisérleti paraméterek tobbnyire iddigényes
optimalizalasat. Tanulméanyoztuk a N GS-STD kisérlet alkalmazhatosagat fehérje-peptid
valamint fehérje-szénhidrat komplex rendszereken. A mddszer nemcsak a kdlcsonhatd partnerek
jelatfedési problémdjara nyljt megoldast, hanem a ’kozvetlen’ (direkt) telités révén a telités-

atvitel hatékonysagat is noveli, és ezaltal jelentds érzékenység-ndvekedést eredményez. Tovabbi



elény, hogy a fehérjének azon flexibilis koté-régioi is hatékonyan telithetok, amelyeknél a spin-
diffuzion alapuld telités a régido mozgékonysaga miatt nem hatékony. [6]

valamint intramolekuléaris H-kotés kialakitasara valod hajlamat. Gradiens TOCSY, HETLOC ¢és
HECADE spektrumok tisztan abszorpcids fazisa multiplettjeinek elemzésével meghataroztuk az
OH-csoportok 6sszes haromkotéses proton-proton és proton-szén csatolasi allandojat. A mért
3Jh.on 6s *Jc.on adatokbol kiszamitottuk az OH-rotamer-populaciokat, valamint meghataroztuk a
SJC(i-l)OH(i) csatolasra vonatkozo - az irodalomban eddig még nem leirt - Karplus paramétereket. A
kapott paraméterek kis mértékben eltérnek az interglikozidos 3Jc 4 csatolasra Tvaroska és mtsai.
altal megadott értékekt6l. Az OH-konformer-populaciokat és rotacio-atlagolt csatolasi allandokat
kvantumkémiai szamitasokkal is meghataroztuk; a kisérleti és a szamitott adatok jO egyezést
mutattak. [12]

Hasonld rotamer-populacié analizist elvégeztiink az altalunk kordbban szintetizalt nem-
szimmetrikus diglikozil-diszulfid szarmazékokra is. A konformacidés viszonyok teljesebb
felderitésére — kiilonos tekintettel az -S-S- kotés koriili torzids szogekre — a ROESY/NOESY
mérésekbdl kapott proton-proton tavolsagokat molekuladinamikai (MD) szamitasokkal vetettiik
0ssze. Az MD szimulacié (10 ns, CHARMM33b, CSFF er6tér, explicit DMSO-,,doboz”)
statisztikai elemzésével (ART2’ adaptiv analdg mintazat-felismerés) nyert konformer csaladokra
szamitott NMR-paraméterek jol egyeztek a kisérleti értékekkel. Az interglikozidos torzids szogek
értékei hasonldak voltak a szilard fazisban mértekhez (1. alabb), az OH-csoportok
intramolekularis H-kotésre kevéssé hajlamosak, az olddszer-molekuldkhoz (DMSO) kapcsolodd
H-kotés viszont minden esetben kimutathat6 volt. [13, Kézirat kozlésre elokészitve].

Ketdzoknal, mint pl. az ¢él6 szervezetekben kulcsfontossagi N-acetil-neuraminsav
esetében, az anomer konfiguraci6 NMR modszerrel torténd meghatarozésa éaltalaban a (kvaterner)
anomer C 3Jcy csatolasan alapul. Szamos szintetizalt ketopiranozil-glikozid és ismert szerkezetii
modellvegyiileten torténd mérés, valmint az irodalmi adatok kritikai értékelésére alapozva
kimutattuk, hogy ez a modszer csak kelld koriiltekintéssel alkalmazhato, mivel a szubsztituens-
effektusok jelentds mértékben befolyasoljak a vonatkozo, altalaban kicsi ((Jcy ~1-2 Hz) csatolasi

allandokat [5]



Rontgendiffrakcios és kiroptikai szerkezetvizsgalatok

Egy korabban altalunk leirt diglikozil-diszulfid [Glcpp(1->1)Galp oktaacetat], valamint egy
diglikozil-tioszulfinat szarmazék rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalataval megallapitottuk, hogy a
C1-S-S-C1’ interglikozidos torzios szog az oldatfazisban korabban valoszinisitett értékhez hasonld
(ca. -90°). A tioszulfinat-szarmazékban a trivalens kén konfiguracidja (S)s, a megfeleld torzids szdg
pedig ca. 170°ra nd a kén oxidacids fokanak valtozasaval [2]. A Glcpp(1->1)Galp oktaacetat THF
szolvatja egy masik kristalyformaban azonos szerkezeti paraméterekkel bir [8].

Altalunk korabban szintetizalt diglikozil-dikalkogenidek (Glyc-S-S-Glyc’, Glyc-S-S-Glyc
ill. Glyc-Se-Se-Glyc, ahol Glyc és Glyc’ kiilonboz6 monoszaccharidokat jelol) Kiroptikai
vizsgalataval (CD mérések, ill. elméleti szamitasok) megallapitottuk, hogy mind szilard-, mind

oldatfazisban az M helicitasu dikalkogenid-kotéssel jellemzett izomerek dominalnak [10].

Szénhidrat — fehérje kolcsonhatasok

A szintetikus részben emlitett oligo-diszulfido-metilén-glikozil benzolszarmazékok koziil
tartomanyban, ITC mérésekbdl) kotddnek a Concanavalin-A lektinhez. A termodinamikai
paramétereken (entalpia, entropia) til a komplexek sztochiometridjat is meghataroztuk. Utobbi
olyan oligomerek kialakulasara utal amelyekben a fehérjemolekulakat a ligandumok kapcsoljak
Ossze keresztkotésekkel. A ligandumok specifikusan a lektin szénhidrat-k6t6helyéhez

kapcsolodnak: ezt a tényt STD-NMR kompeticios kisérletekkel bizonyitottuk [11].

Egyéb

Felkérésre két 0sszefoglalo cikket készitettiink a palydzathoz kapcsolodd témakorben. Az
egyik tioglikozidok és nem-konvencionalis, 3-kotéses interglikozidos hidat (3KGH) tartalmazo
szénhidrat szarmazékok szintézisével és szerkezetével foglalkozd legujabb irodalmat tekinti at
[4], a masikban szénhidrat-szarmazékok NMR szerkezetvizsgalatanak témakorében 468 szakcikk
eredményeit Osszegeztiik; €z a kozlemény az Elsevier egyik nagymonografijaban jelenik meg

rovidesen [14].

* A weboldalon a,,ZAROJELENTES Koézlemények” rovatban megadott sorszam.



