Peptidek, peptidmimetikumok és fémkomplexek ECD és VCD spektroszkdpiai
vizsgalata

Zarojelentés
1. Bevezetés

A , Peptidek, peptidmimetikumok és fémkomplexek ECD és VCD spektroszkdpiai vizsgalata”
cimd, K81175 sz. OTKA-palyazat f6 célkitlizése a kiroptikai spektroszkdpiai mddszerek (ECD, VCD) és
molekulamodellezés kombinalt alkalmazasa a szerves- és biokémiai kutatdsok soran felmerilé
térszerkezeti problémak megoldasara. Célul tliztik ki tovabba a VCD-spektroszkdpia
alkalmazhatdsaganak tesztelését, feltdrva a mddszer hatdrait, valamint Uj technikdk fejlesztését és
kiprébalasat.

2011 decemberében sikertlt béviteni kiroptikai mlszerparkunkat egy 52 MFt érték(i BioTools
ChiralRaman-2X tipusi Raman optikai aktivitdas (ROA) spektrométerrel az ELTE altal elnyert KMOP-
4.2.1/B-10-2011-0002 palyazat keretébdl. A VCD-spektroszkdpia kiegészitGjeként a ROA-technika Uj
lehet&séget nydjtott a kirdlis molekuldk (jelen projektiink esetében elsGsorban diamid

modellvegyiiletek) vizes oldatokban kialakulé térszerkezetének (abszolut konformaciéjanak)
felderitésében.

2. A projekt keretében végzett kutatasok
2.1. Diamid modellvegyiiletek spektroszkopiai vizsgalata

A diamid tipusi modellvegyiletek térszerkezetének spektroszkdpiai vizsgalata az a- és B-
aminosavegyégek konformacids preferencidjanak, az aminosav-oldalldnc, valamint olddszer
térszerkezetre gyakorolt szerepének tisztdzdsara, a H-kotésekkel stabilizdlt masodlagos szerkezeti
elemek detektaldsara iranyult.

Kutatasaink soran hat diamid modellvegyiilet (Ac-Aaa-NHMe, Aaa: Ala, Phe, Pro, valamint ezek
B-homoaminosavat tartalmazé Ac-B-HAaa-NHMe analdgjai) elGallitasara és komplex spektroszkopiai
vizsgalatara kerult sor (FTIR, VCD, ECD, egyes esetekben Raman, ROA). A modellvegytletek teljes kord
spektroszkopiai vizsgalatat tobb esetben is oldékonysagi és spektrumszamitasi problémak is
nehezitették, ezért nem minden vegyuletrdl sikerilt minden oldészerben (FTIR, VCD: ACN-d3;, DMSO-
ds, DCM; ECD: ACN, H,0, TFE, Raman és ROA: H,0), spektrumot felvenni, illetve a mért és szamolt
spektrumokat interpretalni.

A diamid modellvegyiiletek el6dllitasa Boc-védett a-L-aminosavbdl kiindulva tortént, az
oldatfazisu peptidszintézis egyszer(, ismert mddszereit alkalmazva. A B-homoaminosavak elGallitasa
két lépésben tortént, Arndt-Eistert lanchosszabbitdst koveté Wolff-atrendezédéssel. A termékek
tisztasdgvizsgalata és azonositdsa RP-HPLC és ESI-MS segitségével tortént.

A modellvegyiiletek szerkezetvizsgalata kiterjedt a molekuldk konformacidanalizisére és
spektrumok szamitasara, valamint oldat- és szilardfazisu spektroszkdpiai vizsgalatdra. A szamitasokat
Gaussian 09 kvantumkémiai szoftvercsomaggal végeztik. Az IR- és VCD-spektrumok szamitdsa
B3LYP/6-31++G** elméleti szinten, mig az ECD-spektrumok szamitdsa TD-DFT mddszerrel, B3LYP/6-
311++G** elméleti szinten tortént, ugyanezt a B3LYP/6-311++G** elméleti szintet alkalmaztuk a
Raman- és ROA-spektrumok szamitdsanal is. A konformerek eloszlasara gyakorolt olddszerhatas
feltérképezésére a szamitasokat IEF-PCM olddszermodellel végeztiik a mérések sordan hasznalt
olddszerekre. Az ECD-spektrumok szamitdsat csak acetonitril (ACN) oldészermodellben végeztiik el.

Az FTIR- és VCD-spektrumok felvétele Bruker Equinox55/PMA37 tipusu spektrométerrel, az
oldatfazisi ECD-spektrumok felvétele Jasco J-810 vagy J-815 (a szilardfazisu spektrumok esetén)
spektropolariméterrel, a Raman- és ROA-spektrumok BioTools ChiralRaman-2X spektrométerrel
tortént.



2.1.1. Fenilalanin- és -homofenilalanin-szarmazékok vizsgdlata

A Phe-szarmazékok diklérmetanban (DCM) rosszul oldédnak, ezért az FTIR- és VCD-
spektrumokat DMSO-ds és ACN-d; olddszerben vettiik fel. Az a-Phe-szarmazékndl mindkét
olddszerben a mért és szamolt VCD-spektrumok az Amid Il (1570-1500 cm™) tartomdanyban teljesen
megegyeznek, mig az Amid | tartomanyban (1700-1600 cm™) eltérés lathatd (1. dbra). Az eltérés
magyardzata lehet a rezgési médusok nem robusztus jellege, egyes esetekben ugyanis a szamitott VCD
sav elGjele megfordulhat a kortilményekben bekovetkez6 legkisebb valtozasra is, példaul kélcsénhatas
kialakulasa az olddszer molekuldval, vagy valtozas a szamitasi modszerben. Ezeket perturbaciéra
érzékeny VCD rezgési médusokat nem robusztusnak nevezziik.'? Egy masik lehetséges magyarazat az
eltérésre, hogy az olddszerrel kialakult specialis kélcsénhatas miatt el6fordulhat, hogy nem a PCM
olddszermodellel szamitott energiasorrendnek megfeleld legstabilabb konformer a dominans, hanem
egy nagyobb energidju konformer. Mindkét olddszerben ez a nagyobb energiaju konformer a nyujtott
szerkezet( Bi(g-), melynek szamitott spektruma jo egyezést mutat a mért spektrummal (1. dbra).
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1. dbra. Az Ac-a-Phe-NHMe ACN-d; olddszerben mért (bal) és szamolt (jobb) VCD-spektruma, valamint a B.(g-)
konformer szerkezete

A B-HPhe-szarmazék mért és szamolt VCD-spektrumai kozott is fennall az eltérés az Amid |
tartomanyban. Ebben az esetben is az adott mddusok nem robusztus jellegébél adddik az eltérés. Az
Ac-B-HPhe-NHMe domindns konformere mindkét olddszerben egy Cs H-kotéses szerkezetli konformer
(2. dbra).

B1-1

2. abra. Az Ac-B-HPhe-NHMe legkisebb energidju konformerének szerkezete

! Gdbor Magyarfalvi, Gyérgy Tarczay, Elemér Vass ,Vibrational Circular Dichroism” WIREs Comp. Mol. Sci. 2011,
1, 403-425.

2 Tarczay Gyorgy, Vass Elemér, Gobi Sandor, Magyarfalvi Gébor, ,Rezgési optikai aktivitds — Abszolat
konfigurdacié és konformacié meghatarozasa” Magyar Kémiai Folydirat, 2013, 119, 53-66.



Az a- és a B-HPhe szdrmazékok ECD-spektrumai mindharom olddszerben egyezést mutatnak.
A mért spektrumokon a dominans aromas jelek atfednek az amid kromofor savjaival, ezért a szamolt
spektrumok interpretaldsa nehézségeket okoz.

Sor keriilt a Phe-szarmazékok szilardfazisi ECD spektroszképiai vizsgalatara is, azonban a
szamolt és mért spektrumok megfeleltetése tovabbi vizsgalatokat igényel.

A Phe-szarmazékok vizben rosszul oldddnak, ezért a ROA- és Raman-spektroszkopiai
mérésekre nem keriilt sor.

2.1.2. Alanin- és f-homoalanin-szarmazékok szerkezetvizsgdlata

Korabbi vizsgdlatok szerint az Ac-a-Ala-NHMe DMSO kozegben Cs és C; H-kotéses
kanyarszerkezetet alakit ki (B, v, 0.). Az Ac-B-HAla-NHMe esetén a Cs H-kotéses és a nyujtott
konformerek dominalnak DMSO-ban (3. abra).

A B-HAla diamid modellvegyiilet DMSO oldészermodellel végzett konformacidanaliziséhez az
irodalomban kozo6lt, vakuum allapotra szamitott geometridkbdl tovabb optimalizaltuk a szerkezeteket
és kiszamitottuk az elméleti spektrumokat. A mért és szamitott VCD-spektrumok az Amid Il
tartomanyban jo egyezést mutatnak, azonban Amid | tartomanyban nagyfoku eltérés tapasztalhato,
ami az Amid | médusok nem robusztus jellegével magyarazhato (4. dbra)
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3. Abra. Az Ac-a-Ala-NHMe (B, yi, 6) és az Ac-B-HAla-NHMe (B1, B10) domindns konformereinek
szerkezete DMSO-ban
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4. abra. Az Ac-B-HAla-NHMe DMSO-ds olddszerben mért (bal) és szamolt (jobb) VCD-spektruma

Az a- és a B-HAla szarmazékok ECD-spektrumai vizben és acetonitrilben egyezést, TFE-ben nagy
eltérést mutatnak. Az Ac-B-HAla-NHMe ACN-ben mért és szamolt spektruma (5. abra) savalakban
egyezést mutat, a sdvok helye szempontjabdl a szamolt spektrum kisfoku voros eltolédast mutat a
mért spektrumhoz képest. A mért spektrum és a Bl-konformer spektrumanak savalakbeli
hasonlésagabdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Bl-konformer ACN-ben is domindl. ECD-



spektroszkdpiai vizsgalatok torténtek szilardfazisban (KCl) is. A mért spektrumok 6sszevetése a szamolt
spektrumokkal tovabbi terveink kozott szerepel.
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5. dbra. Az Ac-B-HAla-NHMe ACN-ben mért (bal) és szamolt (jobb) ECD-spektruma

Az el6z6ek soran targyalt, nyilt lancd aminosavegységeket tartalmazé diamid
modellvegylleteken végzett kutatdsaink eredményeit hazai és nemzetkozi konferencidkon poszterek
és el6adasok formajaban ismertettiik.>*>®

2.1.3. Prolin- és f-homoprolin-szarmazékok szerkezetvizsgdlata

A diamid modellvegytletek koziil az Ac-Pro-NHMe és Ac-B-HPro-NHMe vegyiileteket sikertilt a
legrészletesebb vizsgdlatnak alavetni. Ezeknél a modelleknél FTIR, oldat- és szilardfazisu ECD és VCD,
vizes kozegben kivitelezett Raman- és ROA-spektroszképiai, valamint rontgenkrisztallografias
szerkezetvizsgalat is tortént, melyek — kvantumkémiai szamitasokkal kiegészitve — bizonyitottak az a-
Pro és B-HPro diamid rendszerek szignifikdnsan eltéré konformaciés viselkedését kulénb6z6
kérnyezetekben.’

A rontgenkrisztallografiai adatok szerint kristdlyos dllapotban az egyedi Ac-Pro-NHMe
molekuldk geometridja megfelel egy az a-helikdlis konformacidhoz kozel allé ta,— konformerének.
Vizsgalataink alapjan poldris olddszerekben (ACN, DMSQ) és vizes oldatban szintén ez a legstabilabb,
legnagyobb populaciéval rendelkezd konformer. A vizsgéltak kozil a legkevésbé polaris olddszerben
(DCM) a legnagyobb populacidval rendelkezé konformer a C; intramolekularis H-kotéssel stabilizalt y-
kanyar-szerkezet (ty—). Megjegyzend6, hogy a polaris olddszerekben legstabilabb és
kristalyszerkezetben azonositott ta— konformer a szamitdsok szerint vdkuumban nem stabil,
geometriai optimalizacié soran ugyanis a ty,— konformerbe (y-kanyar) konvergal.

Az Ac-B-HPro-NHMe rontgenkrisztallografidval kapott geometridja nem egyezik sem az
oldatfazisban, sem pedig az alacsony hémérsékletli Ar- és Kr-matrixban kordbban valdszin(sitett
konformerekével. Kristalyban az egyes molekuldkat intermolekularis N—H-:-O hidrogénkdtések tartjak

3 Knapp Krisztina ,,a- és B-homo-aminosavak szarmazékai, mint spektroszkdpiai modellvegyiiletek” Kémiai
ElGaddi Napok, Szeged, 2010. oktdber 25-27. (ElGadas)

4 Knapp Krisztina, Holl4si Miklds, Vass Elemér, Majer Zsuzsa , A bioldgiailag jelent8s kanyarszerkezetek
vizsgdlata diamid modellvegyuletekkel” MKE I. Nemzeti Konferencia, Sopron, 2011. majus 22-25. (Poszter)

5> Knapp Krisztina, Majer Zsuzsa, Holldsi Miklés, Vass Elemér , Kanyarszerkezetek kiroptikai spektroszképiai
jellemzése modellvegyiiletekkel” MTA Peptidkémiai Munkabizottsagi Ulés, Balatonszemes, 2011. szeptember
19-21. (El6adas)

6 Krisztina Knapp, Marcin Gérecki, Miklds Holldsi, Elemér Vass, Zsuzsa Majer ,,Chiroptical spectroscopic
investigation on diamide peptide models” Peptides 2012, Proceedings of the Thirthy-Second European Peptide
Symposium, September 2-7 2012 — Athens, Greece, pp 676-677.

7 Krisztina Knapp, Marcin Gérecki, Jadwiga Frelek, Roman Luboradzki, Miklés Holldsi, Zsuzsa Majer, Elemér Vass
,Comprehensive Chiroptical Study of Proline-Containing Diamide Compounds” Chirality 2014, 26, 228-242.
(2014)



Ossze, szdlszer(i strukturat alkotva, az Ac-B-HPro amidkotés konformacioja transz. ROA-spektroszkopiai
mérések és kvantumkémiai szamitdsok szerint az Ac-B-HPro-NHMe esetében a vizes kozeg erdsen
indukalja az N-terminalison cisz amidkotéseket tartalmazd konformerek kialakulasat, ellentétben az a-
aminosavegységet tartalmazo Ac-Pro-NHMe diamiddal. Vizben a legstabilabb konformer (Cc—) cisz Ac-
B-HPro peptidekotést tartalmaz, ugyanezt az Cg intramolekularis H-kotést kialakitani nem képes
konformert taldltuk dominansnak DMSO és ACN oldatban is.

Fontos eredménynek tartjuk, hogy szilard fazisban (KClI) mért ECD-spektrumok j6 egyezés
adtak a rontgenkrisztallografidval kapott geometridkra TD-DFT-mddszerrel szamolt spektrumokkal,
tehat egyetlen szerkezethez rendelhet6k. Ez sajnos, nem mondhaté el a szilardfazisi VCD spektrumok
esetén, itt fel kell tételeznlink, hogy spektrumban nem az egyedi molekuldk, hanem a kristalyban levé
szupramolekuldris struktira sajatossagai tikrozédnek. Ez azt is jelenti, hogy flexibilis diamidok
szilardfazisu VCD-spektrumanak értelmezése kell§ korultekintést igényel.

A prolinegység egyedi, ciklusos jellege lokalis merevséget kolcsénbéz az a-aminosavabdl

sz

formaja domindl minden kézegben. Az Ac-B-HPro-NHMe megndvekedett flexibilitdsa megmagyarazza
konformacids eltérését az Ac-Pro-NHMe modellhez viszonyitva. Eredményeink rdmutattak arra, hogy
az a-Pro helyettesitése B-HPro egységgel a peptidkonformacié jelentds valtozdsat indukalhatjak,
melyek egyedi masodlagos és harmadlagos szerkezeti elemekhez vezethetnek, igy a B-HPro fontos
peptidmimetikum elemnek tekintheté.

2.1.4. 2-Amino-ciklopentdn- és 2-amino-ciklohexdnkarbonsav-egységeket (Acpc, Achc)
tartalmazd modellvegyiiletek vizsgdlata

Jelen projekt kozvetlen el6zményeként a Bielefeldi Egyetemmel egyittmiikédve tobb,
peptidmimetikumnak tekinthet6 transz-(1S,2S)-2-amino-ciklopentan- (transz-Acpc) vagy transz-
(1S,25)-2-aminociklohexan-karbonsav (transz-Achc) egységeket tartalmazd ciklusos penta- és -
hexapeptidet vizsgaltuk VCD- és ECD-spektroszkdpiaval, valamint NMR-rel . Az elsédleges cél a transz-
Acpc/Achc egység térszerkezet-indukald hatasanak felderitése, a varhatdan létrejové Ciy H-kGtéssel
stabilizalt pszeudo-B-kanyarok kimutatdsa, valamint a VCD-spektroszképian és NMR-en alapuld
szerkezetvizsgalat hatékonysagdnak 6sszehasonlitasa volt. Mivel az eredmények alapjan ugy tlint, hogy
ezek a nem-természetes aminosavegységek jelentGs mértékben determinaljak a kialakul VCD-
spektrum jellegét, célul tliztik ki az Ac-cisz- ill. Ac-transz-Acpc/Achc-NHMe tipusd diamid
modellvegyiletek kiroptikai spektroszképiai vizsgdlatat. A diamid modellvegylletek szintézisénél
fentebb leirt mddszereket alkalmazva tobbtiz mg mennyiségben elGallitottuk az Ac-transz-(1S,25)-
Acpc-NHMe, Ac-transz-(1S,2S)-Achc-NHMe, Ac-cisz-(1R,2S)-Acpc-NHMe és Ac-cisz-(1R,2S)-Achc-NHMe
modellvegyiileteket. Sajnos e vegylletek oldhatdsaga rendkivil alacsonynak bizonyult a VCD-
spektroszkdpidban hasznalatos olddszerekben, ezért nem sikerilt értékelhetd spektrumot kapni. Az
Acpc-szarmazékok (cisz- és transz egyarant), valamint a cisz-Achc-szarmazék vizben jél oldédott, igy e
diamid modellekrél jo min6Gségli Raman- és ROA-spektrumokat sikerilt felvenni. A
konformacidanalizis, a spektrumok részletes kiértékelése jelenleg folyamatban van.

8 Elemér Vass, UIf Strijowski, Katrin Wollschlager, Istvan M. Mandity, Gabor Szilvagyi, Michat Jewginski,
Katharina Gaus, Soledad Royo, Zsuzsa Majer, Norbert Sewald, Miklés Holldsi ,,VCD studies on cyclic peptides
assembled from L-a-amino acids and a trans-2-aminocyclopentane- or trans-2-aminocyclohexane carboxylic
acid” J. Peptide Sci. 2010, 16, 613-620. — kdzvetlenil jelen projekt induldsa elStt, de annak témakorében
szlletett

9 Hollsi Miklds, Knapp Krisztina, Majer Zsuzsa, Szilvagyi Gabor, Vass Elemér ,,A VCD-spektroszkdpia
alkalmazasa peptidek, peptidmimetikumok és kiralis atmenetifém-komplexek térszerkezetének felderitésében”
Magyar Kémiai Folydirat 1012, 118, 145-150.



2.2. Egyéb peptidek, peptidmimetikumok spektroszkopiai vizsgalata
2.2.1. p-Kanyarszerkezetek kimutatdsa VCD-spektroszkopidval

A VCD-spektroszképia egyik alkalmazasi terililete a kanyarszerkezetek kimutatasa,
megkiilonboztetése és spektroszkdpiai sajatossdgainak tisztdzasa ciklopeptid modellvegyileteken
végzett vizsgalatok segitségével. Mi az antamanid-analdg ciklo(Pro-Pro-Gly-Pro-Pro-Gly) peptid VCD-
spektroszkopiai vizsgalatat végeztilk DMSO-ds oldatban. Korabbi NMR-adatok alapjan varhaté volt,
hogy kristalyszerkezetéhez hasonldéan oldatban is aszimmetrikus szerkezet jon létre, melyben két
egymast kdvets amidkdtés is cisz konformacioju (Gly3-Pro* és Pro*-Pro®), a molekula masik felében (a
Pro! és Pro? koriil) pedig Cio kotéssel stabilizalt B-kanyar taldlhatd. E szerkezetet sikeriilt minden
kétséget kizardan igazolni a mért és szamitott VCD-spektrumok dsszehasonlitasaval, tovabba igazolni,
hogy a spektrum Amid | tartomanyanak alsé felében jelentkezd pozitiv couplet-szeri savpar (pozitiv
VCD-sav 1635 cm™-nél és negativ sav 1650 cm™-nél) megjelenéséért az | tipusu B-karnyart kialakitd
amidcsoportok felelgsek.®

2.2.2. Efrapeptinek konformdciéjdnak VCD-spektroszkopiai vizsgdlata

Az efrapeptinek csalddjat a Tolypocladium niveum gomba 4dltal termelt F1-ATPase inhibitor
peptid antibiotikumok képezik, melyek igéretes tumorellenes, malariaellenes, valamint rovarolé
hatadssal rendelkeznek. Felépitésiikben gyakoriak a C*-dialkil aminosavak (Aib, Iva, Acc), emellett
tartalmaznak egy [B-alanin, valamint tobb pipekolinsav (Pip) egységet, C-termindlisuk pedig egy
specidlis kationos heterociklusos csoporttal van lezarva.

6. abra. Az Efrapeptin C szerkezete

A Bielefeldi Egyetem Prof. Dr. Norbert Sewald altal vezetett csoportjaval egyittm(ikddve az
efrapeptin C (6. dbra), valamint tobb, médositott aminosav-szekvenciaju analdgja ([D-Pip*!]efrapeptin
C [Pro*3Mefrapeptin C, [MeAla'3]efrapeptin C és [MeAla>*!]efrapeptin C) szerkezetét vizsgaltuk VCD-

10 Miklés Holldsi, Elemér Vass, Gabor Szilvagyi, Andreja Jakas, llona Laczké ,Structure analysis of proteins,
peptides and metal complexes by vibrational circular dichroism” ARKIVOC 2012, 5, 291-300.



spektroszkdpiaval.l¥1? A peptidek szintézise, kiegészit6 NMR- és ECD-spektroszkopiai vizsgalata a
Bielefeldi Egyetemen tortént. Mind az efrapeptin C, mind pedig a D-Pip vagy Pro egységekkel
modositott analdgjai esetében megdllapitottuk, hogy szerkezetiik dontSen helikdlis. Az efrapeptin C
VCD-spektruma arra utal, hogy diklormetan oldatban déntéen 310-hélix szerkezetli, mely H-k6téseket
destabilizadlé dimetil-szulfoxidban is nagyrészt megérz6dik. A VCD-kisérletek igazoltak, hogy azon
analdgok esetén, ahol a gy(rls aminosavegység (Pip vagy Pro) cseréje tortént MeAla egységre, a 310-
helikalis konformdacié részlegesen megmaradt, annak ellenére, hogy az N-metil-L.-a~aminosav egység
sokkal flexibilisebb a Pro vagy Pip egységnél (¢-100° és +60° kdzott valtozhat).

2.2.3. Reumatoid artritisz specifikus biotinilezett peptidkonjugdtumok szerkezetvizsgdlata

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoporttal egylttm(ikédve ECD-spektroszkdpian alapuld
térszerkezet-vizsgdlatokat végeztiink a reumatoid artritisz specifikus autoantitest felismerésben
szerepet jatszo citrullinezett vagy arginin-tartalma filaggrin epitép peptideken, valamint ezek N- vagy
C-terminadlison biotinilezett konjugatumain. A vizsgalatok vizes vagy trifluoretanolos oldatban
torténtek és kiterjedtek mind a teljes epitdp régidra ((®*SGQESTXGXGXSXGRSGRSGS®**, X = Cit), mind
pedig a régid kdzepén taldlhatdé minimélis epitdp pentapeptidre (3'TXGRS*'), illetve ezek
konjugatumaira. Az ECD-spektroszkopiai adatok alapjan az arginin/citrullin csere nem okozott |ényeges
konformacidévaltozast a peptidkonjugdtumokban, ezzel szemben a biotinrészlet jelenléte és N- vagy C-
terminalis helyzete erételjes hatdssal volt a minimdlis epitop pentapeptidek térszerkezetére, mig a
teljes epitdp régidonak megfelel6 19-tagu peptidek masodlagos szerkezetét nem maddositotta. A C-
terminalison biotinnal konjugalt minimalis epitop pentapeptid esetében a vizben mért ECD-spektrum
PPIl konformacié és/vagy strukturdlatlan mdasodlagos szerkezeti elemek keverékére utalt, ezzel
szemben az N-termindlison konjugdlt szarmazék esetében jelentGs mennyiségl B-kanyar (B I-1lI)
szerkezetre, és ez j6l korrelalt a bioldgiai vizsgélatok eredményével.’

2.2.4. Amiloid prekurzor fehérje (APP) 667-676 fragmensének térszerkezetvizsgdlata
kiroptikai modszerekkel

A Vanderbilt Egyetem (Nashville, TN, USA) Prasad L. Polavarapu professzor altal vezetett
kutatdcsoportjaval egylittm(kodve ECD-spektroszkdpidval vizsgaltuk az Alzheimer-kor kialakulasaban
szerepet jatszo amiloid prekurzor fehérje 667—676 szakaszanak megfelel6 Ac-Ser-Glu-Val-Lys-Met-
672psp-Ala-Glu-Phe-Arg-NH, peptid (APPess7—s76), valamint 672-es pozicidban D-Asp vagy iso-Asp
aminosavakkal médositott szarmazékainak térszerkezetét. E vizsgdlatokat a Vanderbilt Egyetemen
VCD-spektroszkdpiai mérésekkel egészitették ki. A spektroszkdpiai adatok szerint az APPgg7—676 Vizben
flexibilis PPll-szer(i, dimetil-szulfoxidban pedig tipikus PPII-hélix konformacidval jellemezhetd, ezzel
szemben trifluoretanolban Iényegében a-helikdalissa valik. Vizben és dimetil-szulfoxidban az ¢”?Asp / b-
672psp / iso-%72Asp csere nem okozott jelent8s térszerkezet-valtozast, trifluoretanolban az a-hélix
aranya jelent6sen csokkent B-redd és B-kanyar szerkezetek javara. Az eredmények arra utalnak, hogy
az APPgs7-s76 peptidszakasz meglehetGsen flexibilis, kdrnyezeti hatasra jelentésen megvaltozhat

11 Sven Weigelt, Thomas Huber, Frank Hofmann, Micha Jost, Markus Ritzefeld, Burkhard Luy, Christoph
Freudenberger, Zsuzsanna Majer, Elemér Vass, Jorg-Christian Greie, Lavinia Panella, Bernard Kaptein, Quirinus
B. Broxterman, Horst Kessler, Karlheinz Altendorf, Miklés Hollési, Norbert Sewald ,,Synthesis and
conformational analysis of efrapeptins” Chem. Eur. J. 2012, 18, 478-487.

12 Anita Dutt Konar, Elemér Vass, Miklds Holldsi, Zsuzsa Majer, Gerhard Griiber, Katrin Frese, Norbert Sewald,
,Conformational properties of secondary amino acids: Replacement of pipecolic acid by N-methyl-L-alanine in
efrapeptin C”, Chem. Biodivers. 2013, 10, 942-951.

13 Fruzsina Babos, Eszter Szarka, Gyorgy Nagy, Zsuzsa Majer, Gabriella Sdrmay, Anna Magyar, Ferenc Hudecz
,Role of N- or C-Terminal Biotinylation in Autoantibody Recognition of Citrullin Containing Filaggrin Epitope
Peptides in Rheumatoid Arthritis” Bioconjugate Chem. 2013, 24, 817-827.



térszerkezete.' Ez az informacid segitheti az Alzheimer-kérhoz vezetd folyamatokban szerepet jatszo
B-szekretdz — APPgs7—676 Szubsztrat kozti kdlcsdnhatds megértését.

2.3.  Aminosavak dirodium-komplexeinek szintézise és szerkezetvizsgalata kiroptikai
spektroszkopiai modszerekkel

A dinuklearis rédiumkomplexek rendkiviil sokoldalu vegyiletek, ebbdl kdvetkezéen nagy
érdekl6désre tettek szert. Elmondhatd, hogy népszerlségiikhdz a kimagaslé stabilitasuk, jellegzetes
szerkezetiik és katalitikus aktivitdsuk nagyban hozzdjarult. A mai napig e vegylletek f6 alkalmazasi
terllete a katalizis, de bioldgiai (elsGsorban potencidlis tumorellenes) hatasuk miatt is érdekesek. A 80-
es évektdl kezdve igen intenziv kutatas folyik ilyen fémkomplexek elGallitasara, szerkezetvizsgalatara
valamint katalitikus hatasuk és bioldgiai hatasuk tesztelésére (az alkalmazott kirdlis ligandumok
altaldban karboxilatok, védett aminokarboxilatok, amidatok, stb.).

Mind bioldgiai, mind pedig potencialis katalizatorhatasuk miatt rendkivil fontos a fémkomplex
oldatbeli térszerkezetének ismerete. A kirdlis atmenetifém-komplexek oldatbeli térszerkezetének
illetve konformaciés viszonyainak feltérképezésére kivald lehetGséget nyudjtanak a kiroptikai
spektroszképiai technikak (els6sorban ECD, VCD), egylttes alkalmazasuk kvantumkémiai
szamitdsokkal kiegészitve igen hatékony és megbizhaté mddszer a molekuldk abszolut

sz

kétmagvu rédiumkomplexek elGallitasat és kiroptikai szerkezetvizsgalatat végeztik.
2.3.1. Kirdlis ligandumként N-védett aminosavak tartalmazo rédiumkomplexek

Jelen palyazat keretében végzett kutatomunka kozvetlen el6zményeként védett aminosavat
tartalmazo roédiumkomplexeket allitottunk el6 dirédium(ll)-tetraacetatbdl kiindulva, melynek 4
acetdtja lecserélhet6 az aktudlis kirdlis ligandumra. E komplex vegyliletek esetében a kiralis
aminosavszarmazék kétfogu karboxilat ligandumként kétédik a fémcentrumhoz. Ligandumként acetil-
(Ac) vagy karbobenziloxi- (Cbz) véd6csoportot tartalmazéd S-fenilalanint alkalmaztunk. A kiilonbo6zé
szubsztituciés fokud rdédiumkomplexeket sikeresen izoldltuk forditott fazisi oszlopkromatografias
eljarassal. A vegylletek oldatfazisu szerkezetét kiroptikai mdédszerekkel (ECD, VCD spektroszkdpia)
deritettik ki, amelyeket DFT szint(i szamitasok segitségével tdmasztottunk ald. Megallapitottuk, hogy
az ilyen tipusi komplexek esetében az N-védett aminosav ligandum az acetat helyére ekvatorialis
helyzetben épiil be, karboxilatcsoporjaval athidalt médon kapcsolddik a Rh(Il), maghoz (7. abra).’
Acetonitril oldatban a Rh(ll),-komplex szabad axialis pozicidiba olddszermolekuldk koordinalédnak.

Kloroformban vizsgdlva a vegyiiletek VCD-spektruma drasztikusan megvaltozik és nem irhaté
le az 6nall6 komplexek elméleti spektrumadval. Mindez megmagyardzhaté, ha feltételezzik, hogy
intermolekularis kolcsénhatas jon létre az uretancsoport karbonil oxigénje és egy szomszédos
komplexmolekula Rh-atomja kozott a betoltetlen axidlis pozicioban (a kloroform az acetonitrillel
ellentétben nem koordinalédik a Rh-hoz, ezért axialis pozicidk szabadok), és az igy kialakult dimerek
végil szupramolekuladris komplexként stabilizdlédnak a 8. dbran bemutatott koordinaciés séma
szerint.®

14 Ganesh Shanmugam, Prasad L. Polavarapu, Emma Lang, Zsuzsa Majer ,,Conformational analysis of amyloid
precursor protein fragment containing amino acids 667-676, and the effect of b-Asp and iso-Asp substitution at
Asp672 residue” J. Struct. Biol. (2012) 177: 621-629

15 Gabor Szilvagyi, Zsuzsa Majer, Elemér Vass, Miklds Hollési, ,,Conformational Studies on Chiral Rhodium
Complexes by ECD and VCD Spectroscopy” Chirality 2011, 23, 294-299.
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7. abra. A Rh,(0O-Phe-Cbz);(OAc)s (bal) és Rhy(0O-Phe-Ac):(OAc); (jobb) acetonitril-d; oldatban mért (folytonos
vonal) és szamitott (szaggatott vonal) VCD-spektruma, valamint legkisebb energidju konformereinek
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8. abra. A Rh,(0O-Phe-Cbz)(OAc); komplex kloroform-d olddszerben mért VCD-spektruma, valamint a
kloroformban kialakulé szupramolekularis asszociatum lehetséges szerkezete.

2.3.2. Nem védett aminosavakat tartalmazo kirdlis rodiumkomplexek elédllitdasa és
szerkezetvizsgdlata

Az el6z6 pontban emlitett komplex vegyliletekkel szemben itt a ligandum koordinaciés
lehet&ségei a dinuklearis fémcentrumhoz a primer vagy szekunder aminocsoport jelenlétével
megnovekedtek. Kiralis és akiralis aminosavak felhaszndlasaval kiralis dirodiumkomplexeket allitottunk
el6. Kirdlis ligandumként N-metil-R-fenilalanint, valamint S- és R-fenilalanint, -prolint, -pipekolinsavat,
-fenilglicint, -valint, akiralis ligandumként pedig glicint és metilalanint (2-amino-izobutdnsavat)
alkalmaztunk. A reakcidban a kétszeresen szubsztitualt [Rh,(aminokarboxilat),(OAc),] termékek
keletkeztek 30-65 % kozotti izoldlt termeléssel. E komplexekben az aminosav ligandumok a
karboxilatcsoport egyik oxigénatomjdval illetve az aminocsoport nitrogénjével keldtosan
koordinalédtak a dinuklearis fémcentrumhoz (9. dbra), amit részletes kiroptikai, valamint kiegészité
NMR-vizsgalatokkal is bizonyitottunk.®

16 Zsuzsa Majer, Gabor Szilvagyi, Laszlé Benedek, Antal Csdmpai, Miklds Holldsi, Elemér Vass ,,Chelate Structure
of a Dirhodium—Amino Acid Complex Identified by Chiroptical and NMR Spectroscopy” Eur. J. Inorg. Chem.
2013, 3020-3027.



9. dbra. A Rhy(OAc),(0O-R-Phe-NHMe), komplex kelatos szerkezete

A ligandumok koordindacidja kirdlis elrendez6déshez vezet, igy a vegyiiletek inherensen is
kiralisak. Adott kiralitasi aminosavbdl (S vagy R) csak egy adott diasztereomer komplex képz4dott. S-
aminosavakbdl  [A-Rhy(aminokarboxildt)(OAc),] komplexek, mig az R-aminosavakbdl [A-
Rhz(aminokarboxilat),(OAc),] komplexekek képzGdtek. A prolin volt ez egyetlen kivétel, ahol S-
prolinbdl A illetve R-prolinbdl A konfiguraciéju komplex képz&dott. A kiralitdscentrummal nem
rendelkez6  ligandumok  (glicin,  metilalanin)  esetében racém  komplexhez  [A/A-
Rhz(aminokarboxilat),(OAc),] jutottunk, amit kirdlis HPLC segitségével sikerllt enantiomerjeire
szétvalasztani. ECD- és VCD-spektroszkdpia segitségével végeztiik el a vegyliletek szerkezetvizsgalatat,
amely tobb részbdl allt. EIGszor a lehetséges geometriai izomerek eldéntésé volt a kérdés, hiszen a két
ligandum kilonféleképpen tud koordindlédni a fémcentrumhoz, illetve a ligandumok egymashoz
viszonyitott relativ helyzete sem elhanyagolhaté kérdés. A szerkezetvizsgalatnak a lehetséges
konformerek kiroptikai mddszerekkel valé feltérképezése is részét képezte.

E vegylletek esetében a koordinalédé aminokarboxilat ligandum antiszimmetrikus karboxilat
rezgései csatolnak és a VCD-spektrumban egy intenziv pozitiv vagy negativ ,couplet”-et adnak
(excitoncsatolds), melynek el6jele a vegyiilet abszolut konfiguracidjatol (A vagy A) fiigg (10. dbra).” Az
excitonkiralitds mddszerével gyorsan és hatékonyan meghatdrozhaté az ilyen tipusi vegyulletek
abszolut konfiguracidja, anélkil, hogy DFT szamitdsokat végeznénk.
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10. abra. A kidolgozott VCD excitonszabdly sematikus abrazolasa (csak a Rh, maghoz kelatosan kapcsolédd
aminosavakat tlintettiik fel)

17 Gabor Szilvagyi, Baldzs Brém, Gabor Bati, Laszlé Tolgyesi, Miklés Holldsi, Elemér Vass ,,Dirhodium complexes:
determination of absolute configuration by the exciton chirality method using VCD spectroscopy” Dalton
Trans., 2013, 42, 13137-13144.



2.3.3. N-arilezett/alkilezett aminosavak, mint kirdlis ligandumok Rh(ll)-komplexekben

Az el6z6ekben targyalt, nem védett aminosavakat tartalmazé Rh(ll),-komplexek érdekessége,
hogy a ligandumok koordindcidja kirdlis elrendezé6déshez vezet, tovabba azokban az esetekben, ahol
szekunder aminocsoport van jelen (prolin, pipekolinsav), a fémhez kotott nitrogén szintén sztereogén
centrumma valik. A kirdlissd valt nitrogén sztereokémiajanak behatdbb vizsgdlata érdekében
el6allitottuk néhany aminosav (Phe, Val, Pgl, stb.) N-fenilezett és -izopropilezett szarmazékat és azok
rodiumkomplexeit. Kiroptikai spektroszképiai moddszerekkel, valamint DFT szamitasokkal a
koordinalédott N-atom konfiguracidja kénnyen meghatdrozhato, f6ként az ECD-spektrumok elemzése
révén. Tobbdimenziés NMR vizsgdlatok is alatdmasztottdk a koordindlédé N-atom koordindacids
stabilitdsat és konfiguraciojat. A fentiek alapjan elmondhatd, hogy a ligandum kiralitasa (S/R)
egyértelmiien meghatdrozza a kialakuld komplex konfiguraciéjat (A/A) illetve a koordinalédott N-
atomét (S/R).:8

2.4. Egyéb alkalmazasi teriiletek

e 707

sz

meghatdrozdsa a mért és kvantumkémiai mddszerekkel (DFT szinten) szamitott spektrumok
Osszehasonlitasa alapjan.

A kolozsvari Babes-Bolyai és a budapesti Semmelweis Egyetemmel egylittm(kodés keretében
vizsgaltuk a 3-klor-1-(4-fluorfenil)propan-1-ol, 3-klor-1-(4-jédfenil)propan-1-ol, valamint a 3-klor-1-
fenilpropan-1-ol lipaz-katalizalt enantioszelektiv enzimatikus reakcidkkal elGallitott enantiomerjeinek
abszolut konfiguraciéjat. Az egylttmiikoédd partnerek a szintézis soran racém alkoholokon
Pseudomonas fluorescens-b6l szarmazd lipazzal (LAK) enantioszelektiv acetilezést hajtottak végre,
majd az igy nyert 1-aril-3-klorpropil-észterekbdl Candida rugosa eredet( lipdz (CRL) jelenlétében
enantioszelektiv hidrolizis segitségével jutottak az enantiomertiszta alkoholokhoz. A mért és szamitott
VCD-spektrumok Osszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy az aromas gyd(rin levé szubsztituenstél
fuggetleniil a jobbra forgatd enantiomer abszolut konfiguracidja R, a balra forgatdé pedig S.»°

Nemrég, tanszéken beliili egylttm(ikodés keretében a 1,3-kuneandikarbonsav-dimetilészter
enantiomerek abszolut konfiguracidjat is meghataroztuk VCD-spektroszkdpia segitségével. A vizsgalt
vegyllet el6allitasa 1,4-bisz(acetoxmetil)-kubanbdl Ag(l)-sékkal kivaltott atrendezddéssel 1,3-
bisz(hidroximetil)-kunednon keresztll tortént, melyet K,MnOs-os oxidacidval racém 1,3-
kuneadndikarbonsavva lehet alakitani (11. dbra). Brucinnal végrehajtott parcidlis reszolvalassal a (+)-
1,3-kuneandikarbonsav atkristalyositas utan 86% enantiomerfelesleget mutaté termékként izoldlhaté
(az anyaligbdl hasonld tisztasagu (-)-1,3-kunedndikarbonsav is kinyerhetd).

COOMe CH,0H COOH  COOH
e —— R
MeOOC CH,OH HoOC COOH
*+) 8]

11. abra

18 Gabor Szilvagyi, Mark Szabd, Mark Kleineisel, Elemér Vass, Antal Csdmpai, Miklds Holldsi ,,AC determination
of twisted rhodium complexes: can the coordinated amino group be chiral?” 26th International Symposium on
Chiral Discrimination, ISCD-26, 2013, Praga, Csehorszag - poszter

19 Laura Ancuta Pop, Andrea Czompa, Csaba Paizs, Monica loana Tosa, Elemér Vass, Péter Matyus, Florin-Dan
Irimie , Lipase-Catalyzed Synthesis of Both Enantiomers of 3-Chloro-1-arylpropan-1-ols” Synthesis 2011, 18,
2921-2928.



A balra forgatdé termék diazometannal torténd O-metilezésével elGallitott (-)-1,3-
kuneandikarbonsav-dimetilészter DMSO-ds-ban végzett VCD-spektroszképiai vizsgalata és a
kvantumkémiai szamitasok alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a molekula 4 konformer majdnem
egyenlé ardnyu elegyeként van jelen az oldatban, és (-)-(1R,2S,3S,4R,55,6R,7S5,8R)-kunedan-1,3-
dikarbonsav dimetilésztereként azonosithatd. Az eredményekrél egy publikacié van elkésziiletben.?®

2.4.2. Gydgyszerhatéanyagok polimorf formdinak megkiilbnbéztetése szildrdfdzisu ECD- és
VCD-spektroszkopidval

A polimorfok ugyanazon molekula kiilonb6z6 térbeli elrendez6déseibdl vagy konformereibdl
létrejové szuperstrukturak, amelyek eltérd fizikai tulajdonsagokkal (pl. oldhatdsag, higroszképossag,
stabilitds, stb.) rendelkeznek, emiatt a gydgyszeriparban alkalmazott hatdéanyagok esetében
jellemzésiik és azonositasuk kiilonos jelentéséggel bir. A Lengyel Tudomdnyos Akadémia Szerves
Kémiai Intézetével egylttmiikddve szilardfazisu kiroptikai spektroszkdpiai mdédszerekkel (ECD és VCD)

vizsgaltuk a linezolid gydgyszerhatdanyag Il és Ill polimorfjainak szerkezetét (12. dbra).?
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12. abra. A linezolid Il (bal) és Il (jobb) polimorf formdjanak szerkezete

A Il forma ECD-spektrumaban 221 nm-nél jelentkezik egy diagnosztikai sav, mely hidnyzik a lll
forma spektrumabdl. A mért szilardfazisi ECD-spektrumok jol egyeznek a rontgenkrisztallogréfiai
adatok alapjan a két polimorf szerkezetre szamitott ECD-gorbékkel. A két polimorf forma VCD-
spektruma erdsen eltérd, elsésorban a karbonil vegyértékrezgési tartomanyban, ahol két erds,
ellentétes elGjell diagnosztikai értékd sav észlelhetS. Az eredmények egyértelmden igazoljak a szilard
fazist ECD és VCD alkalmassagat kiralis molekulak polimorf szerkezeteinek megkiilonboztetésére.

2.4.3. Erés és gyenge hidrogénkétések VCD-spektrumra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata 2-
klérpropionsav esetében

Az ELTE TTK Kémiai Intézet Molekulaspektroszkodpiai Laboratériumaval (Dr. Tarczay Gyorgy és
munkatarsai) egylttmdikodve vizsgaltuk az S-(-) és R-(+)-2-klérpropionsav VCD-spektrumat CCl, és
CHCIl; oldatban, valamint alacsony hémérsékletl szilard Ar-matrixban (matrixizolacids koriilmények
k6z6tt).22 A monomer allapoti molekuldk mellett erds H-kétéssel stabilizalt dimerek, valamint gyenge
H-kotéses 2-klérpropionsav — CHCl; komplexek tanulmanyozasara is sor ker(lt mind kisérleti (oldatban
és szilard Ar-matrixban), mind pedig elméleti szinten, kvantumkémiai szamitasok segitségével.

Kimutattuk, hogy a H-kotéses dimerképz6dés drasztikusan megvéltoztatja, de még a
kloroformmal kialakitott gyenge H-kotéses komplexképzidés is jelentGsen befolyasolja a VCD-

20 70ltdn Szényegi, Istvén Jalsovszky, Gabor Szilvagyi, ,Synthesis and absolute configuration of 1,3-disubstituted
cuneane derivatives”, el6késziiletben.

21 Jadwiga Frelek, Marcin Gdreczki, Marta taszcz, Agata Suszczyriska, Elemér Vass, Wojciech J. Szczepek
,,Distinguishing between polymorphic forms of linezolid by solid-phase electronic and vibrational circular
dichroism” Chem. Commun. 2012, 48, 5295-5297.

22 S4ndor GAbi, Elemér Vass, Gabor Magyarfalvi, Gyoérgy Tarczay ,Effects of strong and weak hydrogen bond
formation on VCD spectra: a case study of 2-chloropropionic acid”, Phys. Chem. Chem. Phys, 2011, 13, 13972-
13984.



spektrum alakjat. Az eredmények alapjan a karbonsavak abszolut konfiguraciéjanak VCD-
spektroszkdpiai meghatdrozasara altaldnos kovetkeztetések vonhatdk le. A méréseket célszer( a
dimerképz8dés el8segitése érdekében viszonylag témény oldatban (0.1 mol dm) végezni, a dimerek
elméleti és szamitott spektruma ugyanis jobb egyezést mutat. Mivel kloroformban a monomerek
stabilizdlasa és/vagy gyenge H-kotéses komplexek kialakuldsa miatt a spektrum bonyolultabb és
kevésbé intenziv, mint CCls-ban, célszerl az utdbbit valasztani oldészerként, amennyiben a vegyiilet
oldhatdsaga ezt lehet6vé teszi.

3. Kovetkeztetések és kitekintés

Projektlink keretében szamos diamid modellvegyiilet, peptid, peptidmimetikum, védett vagy nem
védett aminosavat tartalmazd kiralis Rh(ll);-komplex és mas tipusd kiralis szerves vegyiilet
térszerkezetének felderitését végeztik el kiroptikai spektroszkdpiai mdédszerek (ECD, VCD és egyes
esetekben ROA) segitségével. A projekt Knapp Krisztina és Szilvagyi Gabor Ph.D. hallgaték doktori
munkajdhoz szorosan kapcsolddik (diamid modellvegyiiletek ill. Rhy-komplexek témakoérében),
valamint Szabd Mark BSc hallgatd diplomamunkajat tette lehetévé (Rha-komplexek teriiletén).

A projekt egyik kiemelked6 eredményének tekintjik a keldtosan koordinalt aminosavakat
tartalmazo, axialis kiralitassal rendelkezd Rh(ll),-komplexek abszolut konfiguracidjanak egyszer( és
gyors megallapitasat lehetévé tevé VCD excitonkiralitdsi szabaly kidolgozasat.

A sokrét( vizsgdlatok lehet6vé tették néhdny, a mddszerek alkalmazhatdsaganak hatarat érinté
kérdés megvdlaszoldsat. Az egyik probléma a VCD-savok szdmitott elGjelének egyes esetekben
tapasztalt bizonytalansaga, az ugynevezett nem robusztus rezgési modusok léte, ezek rontjak a
mddszer alkalmazhatdsagat és kell6 dvatossagra intenek a spektrumok értelmezésében.

Eredményeink arra utalnak, hogy a szilard fazisu kiroptikai technikak kozil a szilard fazisa ECD
viszonylag jol alkalmazhatd molekularis szintli informacid kinyerésére, ezzel szemben a szilard fazisu
VCD a kristalyban kialakuld szupramolekularis rendszerre jellemz8, ahol az intermolekularis
kolcsdnhatdsok torzité hatasa megneheziti a spektrumok értelmezését. Bizonyitottuk viszont, hogy a
szilard VCD alkalmas polimorf kristalyszerkezetek megkilonboztetésére.

Problémat okozhat az olddszer orientalt koordindcidja, amely megvaltoztathatja egyes VCD- vagy
ROA-savok el6jelét, de befolyasolhatja a konformereloszlast is, ami az explicit oldészermodellek
alkalmazasanak sziikségességét vetiti elGre.



