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engedélyezett valtozasok):

1) Dr. Nemes Aniko (alkalmazva: 2012. november 01.-2014. oktober 31.

Az j munkatarsat félévnyi csuszassal tudtuk alkalmazni és nem volt gyakorlata sem a
peptidkémiai eljarasokban (szintézisek, elvalasztasok), sem az ECD, illetve fluoreszcencia
spektroszkopiai mérésekben - betanitasa kb. félévet vett igénybe. Ugyanakkor szintetikus multja
révén, igéretesnek tlint Gjabb fluorofor molekulak szintézisét tervezni, amelyeket a szulfhidril-
csoport kimutatasara, mint ujabb jel6lé molekulakat vezettiink volna be. Sajnos ez utdobbi nem
jart eredménnyel. Bodi Péter és Kerényi Péter hallgatok (ELTE, Kémia alapszak) iranyitasa
mellett végezték szakmai gyakorlatukat.

2) Knapp Krisztina doktorandusz - eredetileg is nevesitett a projektben -, egyrészt mint
doktori 6sztondijas, masrészt mint alkalmazott kutatdé (2014. szeptember 01.-2015. jalius 31.)
vett részt a projektben. Az 6 munkajat féleg a modellezés/peptidszintézis mellett a fluoreszcencia
mérések tették ki, melyet Dr. Csik Gabriella iranyitasa mellett végzett. Aktivan részt vett a
tomegspektrometrids és konformacids vizsgalatokban is, amelyek a kutatdsi témakor
kibévitésével jelentek meg a projektben. Iranyitasa alatt szakmai gyakorlatat Sajti Akos ELTE,
Kémia alapszak) végezte, illetve mint tars-témavezetd Czirok Mdarton (ELTE, Kémia alapszak)
hallgat6 szakdolgozati munkéjat iranyitotta.

3) A modellek fotolitikus reakcidinak, a gyokstabilitasi vizsgalatainak témafelelése Dr. Grof
Pal (Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet), akinek iranyitasa mellett Bozo
Tamas (Pharm. dr.) dolgozott a témaban.

4) A kutatasi téma kibovitését (egyben a projekt hosszabbitasat is) a 3. év eredményei tették
sziikségessé. A peptid modellek fotolizisének kiértékelése fluoreszcencia spektroszkopiaval és
HPLC-moédszerrel tortént, de az eredmények nem voltak egyértelmiiek. gy sziikségesnek itéltiik
és a fotolitikus termékek azonositasat tomegspektrometriaval (LC-MS; MS/MS).

- NMR vizsgalatok (Dr. Kévér Katalin Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai
Tanszék; Dr. Borics Attila SzBK, Biokémiai Intézet) képet adtak az oldatbeli konforméacios
vizsgalatokrol, amelyet ECD spektroszkopiaval is vizsgaltunk. Nagy Tamds Milan (DE, Kémiai
Alapszak) harom modelliink NMR-modellezésébdl irta szakdolgozatat (Témavezeté: Dr. Kovér
Katalin professzor)

- Az ECD spektroszkopiai vizsgalatokhoz kiegészitésként elméleti spektrumszamitasokat
is végeztiink: Fehér Domonkos (ELTE, Kémia mesterszak; szakdolgozati téma) Dr. Farkas
Odén (ELTE, Kémiai Intézet) irdnyitasaval.,

- Tomegspektrometriai vizsgéalatokat sziikségesnek itéltiik a fotolizisben kapott termékek
azonositasara, illetve az MS/MS fragmentacidjuk tisztazasara. A munkat Dr. Schlosser Gitta
(ELTE-MTA Peptidkémiai Kutatocsoport) és Dr. [llyés Eszter (nevesitett kutatdo, Vichem
Chemie Kft.) végezte.



Az egyiittmiikodéseket rendkiviil hasznosnak itélem, mivel ezek a mérések/szamoldasok
nagyban hozzdjarultak a vigsgalt peptidmodellek fotolitikus reakcidjanak a leirdsahoz,
tisztazdsdhoz és ujabb publikdciokat is lehetdvé tettek | tesznek.

TEMA ELOZMENYEI INDITTATASA

Tobb fehérje esetében igazolt, hogy a fényérzékeny triptofan fotoindukalta elektron-
transzfer reakciokra képes'. A redukalhaté diszulfid-hidak esetében az egy-elektron redukcios
folyamatban igy szulfhidril, és tiil-gyok keletkezhet”. Bizonyitottak, hogy a Trp térbeli
kozelsége a diszulfid-hidhoz (d= 4-7 A) felelds a fehérjék fényérzékenységért és a kiilonbdzé
lebomlasi termékek keletkezéséért’, ami a biologiai hatas megvaltozasaval (pl. enzimkatalizis)
jér4. A fehérjék vizsgalatainal, ahol tobb aromds aminosav is egymas kozelében lehet (pl.
aromas loop), vagy tobb triptofan (Trp, W) és/vagy tirozin (Tyr, Y) oldallanca a diszulfidhid
(SS-hid) kozelében® helyezkedik el, a fotolitikus vizsgalatok elemzése bonyolult feladat. Mivel a
fehérje, mint egy komplex egység, a behatasokra mindig ad valami valaszt, célszeriinek tinik
bizonyos folyamatok, reakcidk tisztazasara egyszerlibb modell vegyiileteket hasznalni, pl.
peptideket. A peptidek kisebbek, a szekvenciajukba céliranyosan be lehet épiteni az adott
hatasért felelés molekularészletet. Szerkezeti egységeikben viszont megegyeznek a fehérjékkel,
tehat egy adott jelenség vizsgalatakor a peptidekkel kapott részeredményeket akar a fehérjékre is
ki tudjuk terjeszteni. gy az UV-fény hatéséara lejatszodé fotokémiai reakciot a fehérjéknél kisebb
egységeken, peptidmodelleken vizsgaltuk és feltételeztiik, hogy ezek a modellek (kisebb ciklikus
peptidek) vizsgalata nagyban hozzajarulhat a fotolizis folyamatanak szélesebb kor
megértéséhez. A valasztott peptidmodellek flexibilitasat diszulfidhidon keresztiili ciklizalassal
csOkkentettiik; olyan ciklikus kispeptideket konstrualtunk, melyek szekvencidjaban aromas
oldallancti aminosav és diszulfidhid van, de a laktalbumin fehérje (kecske, GLA) adott Trp
mikrokornyezetének ,.kivagasaval” is késziilt modell. A kistagszamu peptidek altalaban 5-6-7
aminosavat tartalmazo Ciklikusok, melyeknek Osszetételét szisztematikusan valtoztattuk, igy a
diszulfid-kotés kiilonboz6 kémiai kdrnyezetbe kertilt. A kis tagszamu ciklikus peptidmodellek jo
modelleknek tiintek, mert: i) a linearis peptidnél kevesebb konformaciés lehetdséggel birnak
(SS-hid szerkezetmerevit6 hatasa), ii) a megfelelé kozelségbe keriilhet a Trp és az SS-hid és igy
jol tanulmanyozhatdé az UV-VIS fény hatasara a feltételezett Trp kozvetitette elektrontranszfer
folyamat révén bekovetkezo diszulfidhid hasadas.

Az eddigi kutatisok eredményei alapjan (fehérjék®’, ill. oligopeptidek®®) az alabbi
paraméterek jatszhatnak szerepet a Trp €s SS-hid kozotti fotokémiai folyamatban, melyeket
figyelembe vettlink a modellek tervezésénél:

1) A Trp oldallanc és SS-hid kozotti térbeli téwolsaigag”11 (optimélis 4-7 A)

2) A fehérjékben a Trp koriili lokalis kornyezet — mikrokdrnyezet —, azaz a térben kozeli
aminosavak hatasa (oldalldnc mindsége: aromas, illetve nagy térigényl alifas)™.

3) A mikrokornyezetben talalhato lizin (Lys, K), illetve arginin (Arg, R) oldallanca (e-
NH,, illetve guanidil-csoport) befolyasolhatja a folyamat lejatszodasat, pl. a Kkation-n
kélcsonhatés révén (5-8 A)*,

4) Védett N- (acetil-csoport) és C-terminalist (amid-csoport) tartalmazé peptidmodellek
alkalmazasa (lancvégi ionos tOltésti csoportok jelenlétének elkeriilése, peptidgerinc
kiterjesztése).



Munkdnk a kbvetkezo fejezetekre tagolddott:

1) ciklikus kispeptidek és fehérje kdrnyezeti modellek tervezése és molekulamechanikai
modszerrel (MM véakuumban) a legkisebb energidju konformer(ek) keresése. A két tavolsagi
kritériumot teljesité modellek kivalasztidsa, szekvencia-variansok tervezése ¢és ezek MM
szamolasa;

2) kivalasztott modellek szintézise, azonositasa;

3) ciklikus peptidmodellek fluoreszcencia vizsgalata (,.kvencselés™)

4) Fotoredukcios kisérletek: UV-VIS besugarzasok optimalizalasa (Iampak teljesitménye és
az alkalmazott fény hulldmhossza, koriilmények optimalizaldsa) és a folyamatban keletkezett
szulfhidril-csoport Kkvalitativ kimutatasa tobbféle reagenssel (0j reagensek fejlesztése) és
modszerrel (fluoreszcencia, LC/MS, MS/MS, HPLC);

5) Szulthidril csoport kvantitativ meghatarozasa

6) Szerkezet-hatas Osszefiiggés, azaz oldatbeli (valés) konformacios viszonyok tisztazasa
NMR, ECD spektroszkopiaval

7) Fotolitikus folyamatok vizsgalata ESR spektroszkopia segitségével

8) Fehérjék és fehérjefragmensek vizsgalatai

EREDMENYEINK

1. Molekulamechanikai (MM) szamitasokat végeztink vakuumban a tervezett peptid-
sorozatokra, azaz az oOt-, hat-, illetve hét aminosavbol allé ciklikus peptidekre, ahol a
szekvenciak kiilonb6z6 aromas aminosavat - Trp (W), Tyr (YY), fenilalanin (Phe,F) -, illetve
valint (Val,V) tartalmaznak a szekvencia kiilonb6z6 helyein. A Val-tartalmu (alifas oldallanc)
modellek fotolizise esetén nem, vagy a legkisebb SS-hid felszakadasat vartuk az aromas
oldallancot idedlis tavolsagban tartalmaz6 szekvencidkhoz képest. Az optimalizalas és
konformer keresési eljards a lent megadott feltételekkel €s paraméterekkel tortént. Az
»optimalis” modellvegyiiletek kivalasztdsdnak az alapja a legkisebb energidju konformereknél
leolvasott aromas mag-diszulfidhid, illetve a kation-n tavolsag. A kedvezé aromas-diszulfidhid
tavolsag esetén (d~4-7 A)! nagyobb az esély a nagyobb mennyiségii -SH képzSdésére, mert
nagyobb foku SS-hid hasadasa. A bazikus oldallanc-aromas mag kedvezé tavolsaga (d~5-8 A)*
esetén a kation-m kolcsonhatas eldsegitheti a diszulfid-kotések hasadasat.

Aromas mag-diszulfid tavolsag: 4-7 A

~ ?H\ Val




kation-rt kolcsénhatas: 5-8 A

, Lys

MM Szdmoldsi paraméterek: HyperChem 6.0, vakuum, Amber erdtér; Newton-Raphson és
Polak-Ribiere algoritmus (2000 ciklus); rdgzitett transz-amidkotések és d(S-S)=2,04 A; torzios

szogek: o1, y, &L, 1

Jelmagyarazat: peptid modelleknél az atomok kozotti tavolsagok méréséhez

d; /A Az aromas gyirti megfelelé C és a SS hid fele kozti tivolsag (,,fantomatom™)
- Trp indol-gytirtijében a Ce2-atomtol; a Tyr, Phe aromas gyiirii legtavolabbi C-atomjatol (aromas-SS)
- Val: oldallancban harmadrendii C atom

d,/A és dy/A kation-r hatés esetében

- kationok: Lys oldallancanak -NH;'-csoportja; Arg oldallanc guanidil-csoportjanak mértani kdzepe

- aromasok: Trp indol-gyiirtijében a Ce2-atomtol; a Tyr és a Phe az aromas gylir(i mértani kézepe

Tovabbi aminosav roviditések: cisztein (Cys, C); alanin (Ala, A), glicin (Gly, G)

1.1  Ciklikus pentapeptid modellek

Pentapeptidek d, /A (Ss/2) d, / A (Lys-NH) d; / A (Arg-NE)
Ac-c(CAXAC)-NH,

X=V 8.26154 - -

X=Y 9.07417 - -

X=F 10.64513 - -

X=w 5.49121 - -
Ac-c(CXAGC)-NH,

X=V 6.60316 - -

X=Y 10.5157 - -

X=F 10.3899 - -

X=w 9.61117 - -
Ac-c(CXAKC)-NH,

X=Vv 6.57262 - -

X=Y 9.64502 10.07436 -

X=F 10.3983 9.98268 -

X=w 7.91659 7.87089 -
Ac-(CXARC)-NH,

X=Vv 7.8165 - -

X=Y 10.2755 - 8.04758
X=F 11.4658 - 6.40667
X=w 9.88286 - 10.4482
Ac-(CXGAC)-NH,

X=Vv 6.80832 - -

X=Y 8.74973 - -




X=F 6.48993

X=w 9.67964
Pentapeptidek d, /A (S5/2) d, / A (Lys-NH) d; / A (Arg-NE)
Ac-(CXKAC)-NH,

X=v 7.76335 -

X=y 10.3313 6.89629

X=F 9.16893 9.9857

X=W 7.95261 7.82582

Ac-(CXRAC)-NH,

X=v 7.51346 B

X=y 8.21491 - 9.81522
X=F 10.1649 - 10.32462
X=W 9.75967 - 10.799
Ac-(CAXKC)-NH,

X=v 8.18645 -

X=Y 9.15727 8.51474

X=F 9.67174 3.78181

X=w 8.62061 7.44406

Ac-(CKXAC)-NH,

X=v 8.48349 -

X=Y 10.59146 10.50955

X=F 10.31466 10.21498

X=w 10.09892 10.51892

A fenti modellek koziil igéretes az  Ac-Ciklo(CAXAC)-NH, sorozat a W-SS tavolsag
szempontjabol, mig a kation-m kolcsonhatas szempontjabol az Ac-ciklo(CWKAC)-NH; illetve
az Ac-ciklo(CWAKC)-NH; modell.

1.2 Ciklikus hexapeptid modellek esetében novekedett a gytrii flexibilitasa. A vizsgalt 10
modell kéziil az Ac-ciklo(CWAGAC)-NH; (d; / A= 6,92915), illetve az Ac-W-ciklo(CAGAC)-
NH, (d; / A= 7,00559) modellek esetében volt a legjobb a W-SS tavolsag, de ez rosszabb volt a
ciklikus pentapeptidek esetében talalt modellénél.

1.3 Ciklikus heptapeptid modellek vizsgalatanal (Czirok M. szakdolgozat, 2013)™
modunkban allt, hogy a kation-r kdlcsonhatas 1étrejottének egyik tényezdjét, azaz az aromas és
kationos oldallancu aminosavak egymastol vald tavolsagat (m=0,1,2,3, ahol az m kozottik
talalhaté aminosav-részek szama), valamint az aromas aminosavak szekvenciaban elfoglalt
helyét valtoztatva (k=0,1,2, ahol a k az N-terminalison elhelyezkedé Cys és az aromas
oldallancot tartalmazd aminosav ko6zott elhelyezkedd aminosavrészek szama), vizsgaljuk a
kialakul6 konformacids viszonyokat. Itt jelentdsége volt az N-terminalison 1év6é  acetil-
csoportnak és a C-terminalisii amidcsoportnak, mert igy a lancvégi potencialis kation és anion
nem alakithat ki ujabb kdlcsonhatast az aromas oldallanccal.

Az Ac-ciklo(CGA-X-A-Z-C)-NH,, az  Ac-ciklo(C-X-AGA-Z-C)-NH, , az Ac-ciklo(C-X-Z-
GAGC)-NH; ¢és az Ac-ciklo(C-X-AG-Z-GC)NH, (X=W, Y, F, V és Z=G, R,K) modellek
esetében mind az aromas-SS, mind a kation-n hatas tivolsaga nagyobb volt, mint 7.5A. Az
Ac-ciklo(CG-X-AA-Z-C)-NH,, és az  Ac-ciklo(C-X-A-Z-AGC)NH;, sorozatnal pedig a
tavolsagok 10A kériiliek, illetve nagyobbak. Nem talaltunk igazan optimalis modellsorozatot a
vizsgalt szekvenciak kozott.



Peptid (legkisebb energiaja | d,/ A d,/ A d; /A
konformer)

Ac-(CWAGAGC)-NH, (Ref) | 9,74206 - -

Ac-(CWAGKGC)-NH, 9,73633 7,99941 | -
Ac-(CWAGRGC)-NH, 6,99576 8,4896 8,03685
Ac-(CYAGKGC)-NH, 8,50655 12,60038 | -
Ac-(CYAGRGC)-NH, 10,55056 13,01344 | 11,04784

Az abran a kivalasztott Trp-t és Arg-t tartalmazo szekvencia legkisebb energiaju konformere
lathato.

14  Fehérje (GLA) kornyezeti modell

Modelleztiik a kecske laktaloumin (GLA) fehérjének a Trp-60 aminosav térbeli kozelségében
1év6 aminosavakbol felépitett szekvenciat, azaz az adott mikrokornyezeti modellt: Ac-
ciklo(CKIY1-X-IC)-NH; ahol X=W, F, Y. A lizil-részt egyes szekvenciakban arginil-részre
cseréltiik, vizsgalva ez utdobbi konforméciora gyakorolt hatasat.

Peptid (HyperChem- d, /A d, /A Aromas
kéd) centroid-Lys/Arg(N)

Ac-(CKIYIWIC)-NH, 8,7829 W-K: 5.39901
Ac-(CKIYIFIC)-NH, 12,80339 F-K: 8.25585
Ac-(CKIYIYIC)-NH, 11,03598 Y-K: 8.75154
Ac-(CRIYIWIC)-NH, 3,59557 W-R:11.11202
Ac-(CRIYIYIC)-NH, 5,01645 Y-R:8.72841
Ac-(CRIYIFIC)-NH, 13,72122 F-R: 10.56333
Ac-(CIWIYIKC)-NH, 9,19442 W-K: 9.4099
(7A-retro)

Ac-(CKAYIWIC)-NH, 9,90022 W-K: 4.00102

A modellezés eredménye szerint a diszulfid-aromas tavolsag az Ac-Ciklo(CKIYIWIC)-NH;
modellben kb. 8.7 A — ami esetleg teljesiti @ W-hat4sédnak érvényesiilését a diszulfid-hidak
fotolizisében, de ezt erdsitheti a kedvezd kation-m kolcsdnhatds (kb. 5.3 A). Az Ac-
Ciklo(CRIYIWIC)-NH; ¢és az Ac-ciklo(CRIYIYIC)-NH, modellek esetén az aromas mag és
diszulfidhid tavolsiga optimalis (kb. 3.5, illetve kb. 5 A), tehat az UV-fénnyel torténd
besugarzas hatasara feltételeztik a diszulfidhid fotoredukcidjat a tirozin esetében is (Tyr-
kozvetitett elektrontranszfer folyamat)'™®.  Ez utobbinadl a kation — m kolesdnhatasnak
valosziniileg nem lesz szerepe, mivel a tavolsag 11.1 A, illetve 8.7 A.

2. Peptidmodellek szintézise

A peptidmodellek manualis szilardfazisu peptidszintézissel (Fmoc/tBu modszer) késziiltek, Rink
amid MBHA gyantéan. A gyantardl tortént lehasitds utdn kapott nyers linearis peptidek
vizsgalata és azonositasa analitikai HPLC-vel és ESI-MS vizsgalattal tortént. Amennyiben a
linearis peptid tisztasaga nagyobb volt, mint 80%, ciklizalasi reakciot végeztink a levegd
oxigénjének segitségével a peptid hig vizes oldatdban (Cpeptia=0,05-0,1 mg/ml), ahol a pH =7,8-8
(NH4HCO3) volt. A reakciot RP-HPLC-vel kovettiik, majd a kapott ciklikus peptidet preparativ
RP-HPLC-vel tisztitottuk, azonositasa pedig analitikai RP-HPLC és ESI-MS segitségével tortént.
A liofilizalt termékek peptidtartalma: 70-80%, tisztasaga ~95%

2.1  Ciklikus pentapeptid-modellek esetében figyelembe véve a két tavolsag-kritériumot,
kivalasztottunk az optimalisnak tiind modelleket, és a kevésbé optimalis modelleket is, amelyek



fotolizisének Osszehasonlitdsdval varhatoan olyan informéciokhoz jutunk, melyekbdl
kovetkeztetni tudunk részben a ciklopeptid szerkezete és igy az aromds aminosav, illetve a
kation-nt kolcsonhatas szerepére a fotolizisben. Nagyszamu peptidtarat allitottunk eld.
2.2 A ciklikus hexapeptideknél nem talaltunk kiemelkedden jol megfeleld6 modellt, ahol a
Trp-SS tavolsagot optimalis lenne; nem tortént szintézis.
2.3  Ciklikus heptapeptid-modellek kozii egy triptofan-tartalmt modellsorozat, az Ac-
ciklo(CWAGZGC)-NH, (Z= R, K, A) sorozat szintézise megtortént'. Az alanin tartalmi
szekvencia a referencia peptid, mivel itt nem johet 1étre kation-m kdlcsonhatés.
24 A Trp-60 kornyezeti modellsorozat mikrohulldmu peptidszintetizatorral késziilt. Ezen
peptidek analizise szintén RP-HPLC, MALDI-MS vizsgélatokkal tortént, de tisztitdsuk (HPLC)
vizben valo oldhatatlansaguk miatt meghiusult.
2.5  Linearis prekurzorok és ezek szarmazékainak elkészitése:

- Ac-C(Acm)WAKC-NH,, Ac-CWAKC(Acm)-NH, (Acm= acet-amidometil csoport)

- Ac-C(Acm)WAKC(CPM)-NH,, Ac-C(CPM)WAKC(Acm)-NH, Ac-C(CPM)WAKC(CPM)-NH,
CPM= fluorofor csoport, 1asd késébb

3. Modell peptidek fluoreszcenciaja

A peptidek és fehérjék esetében fluoreszcens vizsgalatok® lehetségesek, ha aromés oldallanca
aminosavak (természetes fluorofor) vannak a szekvencidban. Az UV-VIS tartomanyban
gerjeszthet6k és a kibocsatott fény (kisebb energiaji — nagyobb hullamhossz; intenzitds aranyos
a koncentracioval) spektruma fiigg az aromds rendszer kornyezetétdl, igy ez minden esetben
molekulara jellemzd spektrumot ad. Ha a fluoroforok altal kibocsatott fény intenzitdsa nem
egyezik meg a mért intenzitassal, akkor kioltas (,,kvencselés”) torténik, amelyért a fluorofor-
csoport kozelében 1évé mas molekula, molekularészlet vagy ion jelenléte a felelds. Ezeknek, a
kioltasért felelés részeknek az elektronszerkezete alkalmas arra, hogy a gerjesztett allapotban
1évo fluoroforokkal ,,kolesonhatast™ létesitve annak gerjesztési energidjat atvegyék és igy azt
disszipaljak. Ebbdl kovetkeztetni lehet arra, hogy kioltasért felelds részekbdl mennyi és milyen
tavol helyezkedik el a fluorofér aromas rendszertdl. A Trp fluoreszcencia intenzitdsanak
csokkenése peptidekben és fehérjékben a Trp kornyezetében eléforduld diszulfidhidak, aromas
rendszerek, amino-csoportok és amid-csoportok (peptidkotés) jelenlétének tulajdonithatok.

A szintetizalt Trp-tartalmi modelleknek felvettilk a fluoreszcencia spektrumat. Azt
vartuk, hogy amint a fehérjék esetében is*’, az SS-hid kozelében 1év6 Trp oldallanca csokkenteni
fogja (kvencseli) a Trp-fluoreszcencia intenzitasat a ciklikus modellekben. Osszehasonlitisra az
Ac-Trp-OMe és a linearis Trp-szekvenciakat (nagyobb flexibilitas/ konformacids szabadsag)
hasznaltuk. A spektrumok c=35 uM koncentracioju oldatokbol késziiltek

26007 AcTrpOMe
—— Ac(CWAKC)NH,
2.0x10° Ac(CAWAC)NH,
—— Ac(CWAGC)NH,
AcCWAKCNH,
1.5x10° 4 AcCAWACNH,

AcCWAGCNH,
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1.0x10°

5.0x10* -

0.0




A vizsgalt pentapeptideknél - kiillondsen az Ac-Ciklo(CAWAC)-NH; modellnél - a talalt
intenzitascsokkenés a Trp-fluoreszcencia intenzitasahoz képest, arra utalt, hogy a diszulfidhid a
Trp-molekularészlet kdzelében lehet.

A heptapeptidek modelleken végzett MM szdmolasok alapjan nem vartunk jelentds kiilonbséget
a szintetikus ciklikus modellek fluoreszcens intenzitdsa kozott, de méréseink szerint ezek nem
kiilsnboznek a linearis modellek intenzitas értékeitél sem'®. A mért adatok tiikrében, erre a
lehetséges magyarazatok a kovetkezok lehetnek:

- az MM szamolas kvalitativ mddszer, a szdmolasok soran az optimalizalas és konformer-keresés
vakuumban, mig a fluoreszcencia mérések oldatfazisban (szolvatacio) torténtek;

- a linedris peptidek felvehetnek olyan szerkezetet (hosszabb peptidlanc, sok konformer), ahol
kiolté hatéssal rendelkezd molekularészek (pl. lizin/arginin oldalldnc, amid-vaz) kozel keriilnek
a Trp-hoz igy okozva a fluoreszcencia intenzitas csokkenését.

4. Fotoredukcios kisérletek

Figyelembe véve a modelleknél az MM szamitdsok eredményét és a szintézis, ill. a szintetizalt
modellek oldhatosdgi soran fellépett nehézségeket, sziikitettiik a fotolitikus reakcioban vizsgalni
kivant modellek szamat:

- a ciklikus heptapeptid modelleknél (Ac-ciklo(CWAGXGC)-NH,, X= Arg, Lys, Ala) a
konformerek sokasaganak egymasmellettisége nem adhat egyértelmii eredményt™. A fotolizist
nem végeztik el.

- a ciklikus pentapeptidek fotolizisét vizsgaltuk. A Trp-SS tavolsag, illetve varhatéan a
fotolitikus  viselkedés szempontjabol is, Kivalasztottunk egy-egy Szekvenciat: Ac-
ciklo(CAWAC)NH; (d1=5,49121A, JO modell); Ac-ciklo(CWAGC)-NH, (d;=9,61117A ROSSZ
modell) és Ac-Ciklo(CWAKC)-NH, (d;=7,91659A KOZEPES modell). A KOZEPES modell
esetében a vart fotolitikus hasadasi értéket a kation — 1 kolcsonhatas (d,=7,87089A) erdsitheti. A
harom reprezentans szekvencia analogjainak (W helyett Y, F, V) is vizsgaltuk a fotolizisét.

4.1  Besugarzasok

A gerjesztésre kiilonboz6 fényforrasokat hasznaltunk.

Az alkalmazott fényforrasok: Fluorolog-lampa, FS-20 UVB-lampa, valamint Germicid-lampa.
Az els6 két lampaval torténd besugarzasnal a Trp, ill Tyr kozvetitette fotolizis mehet végbe, mig
a Germicid-lampa kozvetleniil a diszulfid-hidak hasadasat is eredményezheti Azt vartuk, hogy a
vizsgalt peptidminta diszulfidhidjainak hasadasa a Germicid-lampa hasznalata esetén a
legnagyobb mértékii, de ezen a hullamhosszon mar mas fotokémiai bomlas is lehetséges.

Foton fluxus

Fényforrasok

foton/sec* mW/cm? **
L1 | Jobin-Yvon Fluorolog 4 spektrofluoriméter, 450W | 2290 nm: 3,03-10" -
Xe, monokromator A=280 nm: 1,92- 10%
L2 SFZS{j-r26(1/Z?V5zelessegu UVB-lampa WG-305 nm-es 2305 nm: 9,00-10% | 45305 nm: 0.9-1.4
L3 | Philips TMS022 Germicid-lampa A~254 nm - -

* Aktinometria®®
** Doziméter: Vilber-Lourmat VLX-3W,; Szenzor: CX-312.

4.2  Modellek besugdzasa: a peptid minta (Cpepia =185-220 mM) besugarzasa NH4HCOs3-
puffer oldatban (5SmM, pH=7.5) tortént a fenti hullamhosszakon, 16nm résszélességgel, T=4°C
homérsékleten kevertetéssel 1h iddtartamig. Az NH4HCOs-puffer buborékmentesitése



vakuumpumpéval, szonikalassal tortént. A A= 254 és 305 nm esetén a homérséklet magasabb
volt (T=25°C).

Egy-egy besugdrzott minta oldatabol parhuzamosan végeztiik el a vizsgdlatokat a kiilonbozé
reagensekkel és modszerekkel.

4.3 Szulfhidril-csoport detektdildasa (kvalitativ kimutatas)

A fotokémiai reakcioban keletkez6 szulfhidril-csoport kimutatasara tobb reagens és modszer
alkalmas; ezeket a reagenseket /modszercket a kimutatasi hatartol fiiggben kell megvalasztani:
Ellman- reagens™® , jodacetamid- és maleimidszarmazékok®.

A fotolizis soran a viszonylag kis mennyiségben keletkezé szulfhidril-csoport kimutatasa
addukt-képzési reakcioval torténik ,,in situ” és a képzodott vegyiilet detektalasara tobb modszer
lehetséges: fluoreszcencia mérés, HPLC és tomegspektrometria.

> HPLC UV-Vis detektalas: viszonylag nagy koncentracio sziikséges a vizsgalathoz, ami
oldhatosagi és detektalasi problémakhoz vezethet, mivel a fotolizis vart hatékonysaga a
mintaknal 3-20% kozé esik;

> MS detektalas: altalaban fragmentacioval torténik a vegyliletek azonositasa, ezért
elévizsgalatok (work-up step) sziikségesek;
> Fluoreszcencia: érzékeny ¢és szelektiv modszer. Kis koncentracidban torténik a

meghatarozas, igy nincsenek oldhatosagi problémak és mar 1-2% HS-tartalom s
meghatarozhatd. A detektalas alapja, hogy a fotolizis soran képzodott HS-csoport reakcioba 1ép
a szulfhidril-specifikus (Gn. ,tiolspecifikus™) fluoreszcens jelzévegyiilettel (festék). Az igy
képzodott addukt a festéknél erOsebben fluoreszkal, igy a peptidminta besugarzasat kovetden a
fluoreszcencia intenzitasanak novekedése a keletkezett HS-csoportok mennyiségével aranyos,
fluorimetridval meghatarozhato.

A fotolizisekor keletkezé szulfhidril-csoport kimutatdsdra és azonositdsara hasznalt
reagensek, modszerek:
4.3.1 Uj fluorofor reagensek szintézise: sikertelen.
A keletkez6 -SH csoport egyértelmii kimutatasasara olyan reagens sziikséges, amellyel gyorsan
képzoédik a szulfhidril-csoportot tartalmazd peptidb6l reagens adduktja; az addukt stabil és
szelektiv a kimutathatosdga, ill. megkiilonboztethetdsége (pl. intenziv jel és addukthoz
rendelhetd egyértelmii fluoreszcencia spektrum).
A) A 3-(4’-maleimidofenil)-7-(dietilamino)-kumarin — ez egy CPM?*-analog — el8allitasat 3-
brom-7-(dietilamino)kumarinbdl probaltuk Ullmann reakcidval. A brom-szarmazék eldallitasa
(Knoevenagel reakcio és brémozas) sikeres volt, de az Ullmann reakci6 lejatszédasat mar nem
sikeriilt kimutatni (NMR spektrum).
B) Eloallitottuk a 7-hidroxi-4-metilkumarin és a fluoreszcein 2,4-dinitrobenzolszulfonil-
észterét, egyik vegylilet sem mutatott fluoreszcenciat. Tiolokkal reagdlva azonban 2,4-
dinitrotioészterek mellett SO, és 7-hidroxi-4-metilkumarin, illetve fluoreszcein keletkezik,
melyek mar fluoreszcens vegyiiletek. Az elOkisérletek soran azonban vegylileteink mar az
oldoszerként alkalmazott vizzel, illetve metanollal is reagaltak, igy nem szulfhidril-szelektivek.
4.3.2 7-(dietilamino)-3-(4-((2-(2-(vinilszulfonil)etoxi)etoxi) -metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-
kumarin (VSC) reagens®” peptid adduktjai.




A peptid-VSH adduktképzési reakcio kovetésére HPLC maodszert dolgoztunk ki, amely alkalmas
a jovében a szintetizalt peptid-VSC addukt segitségével a kvantitativ szulfhidril-meghatdrozasra .
Az eredményeket konferencia eléadason® és poszteren® mutattuk be.

Optimalizaltuk az HS-csoport (linearis peptid szabad S-csoportja) reakciojat a VSC reagenssel,
illetve ennek linkerével (3-{2-[2-(vinilszulfonil)etoxi]etoxi}-prop-1-in, VS); a reakcid kovetése
HPLC-vel tortént. Vizsgalt koriilmények: pH=6 - 8.5, T=20 - 37°C, peptid:VSC=1:4 arany
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A linearis modellpeptidekb6l  Ac-C(Acm)WAKC-NH,;, Ac-CWAKC(Acm)-NH, és Ac-
CWAKC-NHj; Aallitottuk elé a megfeleld VSC szarmazékokat, ahol az optimalis koriilmények a
kovetkezok voltak: dimetilformamid-viz elegyben pH=7.9 értéknél szobahémérsékleten, 20-30
perc alatt lejatszodott az adduktképzés. Az adduktokat izolaltuk és azonositottuk (ESI-MS). Az
addukt tobb oran keresztiil stabil.

Jelenleq csak kvalitativ kimutatasra alkalmas a modszer, mert:

- a fotolizis soran modelljeinkbdl csak kis szazalékban keletkez6 peptid-VSC addukt gyenge
jelintenzitast mutatott a HPLC kromatogramban, a jel-zaj arany nem optimalis, igy nem
hasznalhato a csucsok alatti teriilet 6sszehasonlitasara;

- az érzékenyebb fluoreszcencia mérés nem alkalmazhatd, mivel a VSC-reagens €s a
képz6dott peptid-addukt fluoreszcens spektruma atfed.

Fluorolog besugérzas
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4.3.3 7-dietilamino-3-(4’-maleimidilfenil)-4-metilkumarin (CPM) #

A peptid-CPM addukt detektaldasat fluoreszcens-, LC-MS mddszerekkel végeztiik a
peptidek fotolizalt oldatabol. Egy linedris modellbdl eléallitottunk peptid-CPM  adduktokat
(kalibracios standard), amelyek teljes korii MS/MS analizise megtortént. A peptidek fotolizalt
oldataban a keletkezett CPM-adduktok kivetése Imeghatdrozasa HPLC-vel nem egyértelmii.
Ebbol a témakorbol sziiletett eredményeinket tobb poszteren mutattuk be és egy bekiildott
Clkkben 25a,b, 26,27.

Ezzel a reagenssel végeztikk a legtobb eredményes kisérletet, j0 egyezéssel kaptuk a parallel
mérések értékeit.
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(CPM: Ax=387 nm, Aem=475 nm
CPM esetén a maleimidil-gytlri kettds kotése €s az SH kozott megy végbe a reakcio, a képzodott
addukt erésebben fluoreszkal, mint a CPM-reagens

4.3.3.1 A peptid-CPM addukt detektalasa (kvalitativ) fluoreszcenciaval.

A fehérjéknél alkalmazott modszert kovettiik: a CPM reagenst DMSO-ban oldottuk, majd a
torzsoldatot metanollal higitottuk. A besugarzott peptidoldathoz (Cpeptia =35 uM; NH4HCOs-
puffer pH 7,5) adtuk a CPM-reagens DMSO/MeOH oldatat (ccpm =3.5 uM). A reakcidelegy
fluoreszcencia spektrumat 30 perc kevertetés utan (az addukt képzddése 25 °C-on) vettiik fel
A=395-680 nm tartomanyban.

'-‘-ex,T = 281 nm

= Fluorclog
3.0x10% 4 — Germicid
—_—F520-UVB
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A kiilonboz6 hullamhosszokon tortént besugarzas hatékonysagat az Ac-Ciklo(CWAKC)-NH;
modellen vizsgaltuk a CPM reagens alkalmazasaval, a keletkezett peptid-CPM addukt
fluoreszcencia detektalasa mellett.
Osszehasonlitva a harom hullaimhosszon tortént besugéarzast:

A spektrumokban két emisszios maximum (357 és 478 nm) jelenik meg, a gorbe lefutasok
hasonléak. Mindharom besugarzéasnal kozel azonos mennyiségii -SH képzodatt (1. a peptid-CPM
addukt intenzitas értékei). A Germicid —lampa esetében nagyon kicsi a Trp emisszios savja
A=357 nm-nél, valosziniileg a besugéarzas hatasara erdsen karosodott a Trp-oldallanca (oxidacios
termékek). Ugyanakkor a varttal ellentétben nem keletkezett tobb szulfhidril viszonyitva a masik
két hullamhosszhoz.

A legtobb peptidmodell besugarzasa foleg 280 nm (Tyr UVmax) és 290 nm (Trp UV max) tortént.

4.3.3.2 Ujabb detektalasi modszerek a peptid-CPM adduktok kimutatéséra a fotolizalt oldatban.
Peptid-CPM adduktok HPLC — detektdlasa (poszter bemutatds)*.

Az itt alkalmazott toményebb oldatok készitése sziikségessé tette, hogy vizsgaljuk a CPM-
reagens oldékonysagat (vizben c~50mM, metanolban c~100mM), a stabilitasat (legalabb 40-60
perc peptid-CPM addukt kialakulasahoz), a hidrolizisét és a kKimutathatosagi hatarat. 30 perc utan
a CPM abszorbancia, ill. fluoreszcencia értéke megvaltozik (CPM kivalasa és /vagy hidrolizise).
A méréseinknél minden esetben a peptid-CPM addukt képzddését 30 perc reakcididé utan
detektaltuk itt.




A CPM-peptid adduktok HPLC-azonositasahoz tjabb szintetikus modellekre volt sziikségiink.
Elkészitettik ~ Ac-C(Acm)XAKC(CPM)-NHs, Ac-C(CPM)XAKC(Acm)-NH;, Ac-
C(CPM)XAKC (CPM)-NH; sorozatot (X=W, F) az altalunk optimalizalt reakciokoriilmények
kozott (DMSO, T = 37 °C, 4-24 ora, egy, illetve 2 ekv. CPM). A linearis peptid-CPM
szarmazékok jol megkiilonboztethetdk volta egymastél a HPLC kromatogramban. A fotolizalt
peptid oldat kromatogramjanak kiértékelésénél problémat jelentett, hogy mind a CPM, mind a
maradék ciklikus modell peptid intenziv jele mellett, a fotolizis-adduktoknak nagyon Kkis
intenzitasu cstcsai voltak jelen. Jelenleg a modszer a modellek besugarzasakor keletkezett HS-
kimutatasara csak kvalitativ modszerként alkalmazhato.

A peptid-CPM adduktok LC-MS és MS/MS vizsgdlata (poszter bemutatdsa és publikacié
bekiildve)*>®®.

A modellek fotolizis termékeinek vizsgalatira LC-MS modszert is alkalmaztunk,
fejlesztettiink. Mind a vart peptid-CPM, mind a melléktermékek azonositasahoz sziikség volt a
szintetizalt Ac-C(Acm)XAKC-NH,, Ac-CXAKC(Acm)-NH;, AcC(Acm)XAKC(CPM)-NH,, Ac-
C(CPM)XAKC(Acm)-NH;, Ac-C(CPM)XAKC(CPM)-NH; (X=W,F) sorozat

crer

crer

peptidek MS/MS fragmentaciojara. A tandem tomegspektrometridss mérések soran
utkozeésindukalt disszociaciot (CID) alkalmaztunk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a CPM
fluoreszcens jelzémolekula segitségével torténd szulthidril-meghatarozas kombindlhat6 a tandem
tomegspektrometridra  €piild6 szerkezetvizsgdlati modszerekkel, mivel a jelzOvegyiilet
karakterisztikus modon Dbefolydsolja a peptidek MS/MS fragmentaciojat. A tandem
tomegspektrumokban intenziven jelentkeznek a modosulast hordozo fragmensionok, fiiggetleniil
attol, hogy a peptiden belill melyik cisztein hordozza a jelzémolekulat. A karakterisztikus
fragmensionok alapjan a moddosulds helye a szekvencidban pontosan lokalizalhatdé és igy
lehetdség nyilik az egyes modosulasi pontok nagy érzékenységii, kvantitativ meghatarozasara is
tandem tomegspektrometriaval..
Peptid-CPM adduktok LC-MS vizsgdlata a modell peptidek fotolizalt oldataban.

A besugarzas, valamint adduktképzés sordn keletkezd vegyiiletek azonositdsara LC-MS
vizsgalatokat végeztiink. A keletkezd komponensek kromatografids profiljat, molekulatomegét
egy Bruker Esquire 3000+ ioncsapda tipust tomegspektrométerrel hataroztuk meg. Ezutdn a
legfontosabb OsszetevOok szerkezetigazolasahoz on-line LC-MS/MS méréseket valamint
nagyfelbontast tomegspektrométerrel (Waters Q-TOF Premier) pontos molekulatomeg-
meghatarozast végeztiink. A méréseink azt igazoltak, hogy a keletkezé peptid-CPM adduktok
mellett t5bb melléktermék is azonosithato™®®, ezek a kromatogramban szamos azonos
molekulatomegili (izomer) csucsként jelentkeztek. Azonositottuk példaul a ciklikus peptidtioéter-
, illetve oxidalt triptofant tartalmazo szarmazékokat (tobb HPLC csucs formajaban); ciklikus
peptideket, illetve az oligopeptidek dimerjeit; valamint a peptid-CPM adduktok szerkezeti
izomerjeit (szintén tobb HPLC csucsban).

Az Ac-ciklo(CWAKC)-NH; modell peptid tandem tomegspektruma (A.) abran, valamint ezen
peptid oxidalt formajanak LC-ESI-MS/MS spektruma (B.) abran lathato.

Abramagyardzat: A ciklopeptidbdl szarmazo belsé fragmenseket az aminosavak egybetiis
kodjaival jeloltik. A diszulfidhiddal 6sszekapcsolt fragmensionok zardjellel vannak jeldlve.
*jelet hasznalunk a 17 tomegegység-vesztés (NHs), mig ° jelet a 18 tdmegegység-vesztés (H,0)
jelolésére.
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A bemutatott MS/MS spektrumok alapjan igazolhatd, hogy az oxidaci6 a triptofdnon kovetkezett
be.

5. Szulfhidril-csoport kvantitativ meghatarozasa
Az eredményekbdl tobb poszter keriilt bemutatdsra és két konferencia dsszefoglalo
sziiletett 2",

5.1 Peptid-CPM addukt mennyiségi meghatdrozdsa a besugdrzott oldatokbél fluorimetridval.
A modellek fotolizisekor keletkez6 szulfhidril kvantitativ kiértékeléshez kalibrdcios gorbére volt
sziikségiink. A linearis peptid Ac-CWAKC-NH; (két szulfhidril-csoport) és az Ac-CWAKC
(Acm)-NH; (egy szulfhidril-csoport) oldatat titraltuk CPM oldattal.

Mind a kalibracio értékeit, mind a modellek besugarzasakor keletkezett peptid-CPM mérési
adatait 2-3 azonos minta 0j besugarzasi adatainak atlagolasabol nyertiik.



CPM kalibrécio Ac-CWAKC(Acm)-NH, peptiddel

CPM kalibracié Ac-CWAKC-NH, peptiddel
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Peptidek SH%* SH%* SH %* SH %* d(ss-X) /A d(Lys-X)/A
Ac(CWAKC)NH, 4.10 4.31 6.44 7.24 7.91659 7.87089
Ac(CYAKCINH, 2.63 13.58 8.83 9.64502  10.07436
Ac(CFAKC)NH, 3.95 2.47 9,62 8.09 10.3983 9.98268
Ac(CVAKC)NH, - 3.16 10.64 - 6.57262
Ac(CAWAC)NH, 7.21 9.05 9.21 5.49121 -
Ac(CAFAC)NH2 12.67 11.56 10.64513 _
Ac(CAYAC)NH, 5.93 - 9.07417
Ac(CWAGC)NH2 - 8.48 9.03 9.61117 -
Ac(CYAGC)NH, - 10.91 - 10.5157
Ac(CWKAC)NH, - 8.64 6.31 7,91659 7,87089
Ac(CWYGC)NH, . 3.26 3.89 . .

*SH%: a C¢-ekre szamolva; a CVAKC-, a CFAKC-,a CAFAC- ésa CWYGC-szekvenciaknal a peptidtartalomra
(75%) van szamolva.

A fotolizis eredményeibdl harom poszter keriilt bemutatasra 26.21,30

Bar szisztematikusan elvégeztiik a A= 280, 290 nm-en a valasztott modellek besugarzasat, a
detektalt —SH értékek kozotti kiilonbség, tovabbra sem a triptofan (Cy,), illetve aromas mag és a
diszulfidhid kozotti tavolsagnak (MM szamoldsok vakuumban) megfelelé elvarast mutatta.
Egyugyanazon sorozaton beliil a Phe-t, Ty-t illetve Val-t tartalmazé modellek fentivel azonos



hullimhosszon torténé besugarzasanak eredményeként a detektalt —SH% értékek magasabb
voltak, mint amit a Trp-t tartalmaz6 modelleknél mértiink.

5.2 A besugdarzott peptid mintdk vizsgalata LC-MS modszerrel

Az LCMS vizsgalatokat ugyanazokbol a besugarzott ciklikus modellek oldataibol végeztiik,
amibdl a kvantitativ fluoreszcens vizsgalatok (peptid-CPM addukt mérése) torténtek.

A fotodegradacio mértékét itt a ciklikus modell peptidek elbomlott mennyiségére szamoltuk.

Besugarzott LCMS Besugarzas utani SS&Trp(Ce2)
peptidek MH+/AUC bomlastermékek d<7A
(c¢/umol) alapjan c/pumol mennyisége % NMR-modell
Ac(CWAKC)-NH, 100 69.7 30 3.4% + kation-nt
Ac(CFAKC)-NH, 100 12.4 87.6
Ac(CWAGC)-NH, 96,7 81 16.3 0%
AC(CYAGC)-NH, 100 80.2 20
Ac(CAWAC)-NH, 100 65.9 44 33.4%
Ac(CAFAC)-NH, 99 74.68 24

A A=280-290nm-en besugarzott ciklikus modell peptidek 100uMos oldatabol 3 parallel
injektalas tortént az LC-MS késziilékbe. A besugarzott ciklikus peptidekben a bomlési
szazalékot a nem-besugdrzott ciklikus peptidek oldatabol késziilt kalibracios egyenes alapjan
szamoltuk Ki (a ciklikus peptid mennyiségének a fogyasat a besugarzast kovetden). A kalibracios
egyenes 6 pontos volt: 10 és 200uM kozotti koncentraciokban torténtek a mérések, 50pl
peptidoldat injektalasdval minden esetben; és mérésekbdl 3 parhuzamos mérés késziilt. A
mérések kiértékelése a tomegspektrum AUC (tomegcstcs alatti intenzitas érték) alapjan tortént.
A kisérleteknek nagy a szorasa (5-10%). A detektalt ciklikus peptid mennyiségének valtozasa
szazalékosan van megadva a tablazatban. Ezek az értékek azt mutatjak, hogy milyen mértéki
magéanak a ciklikus peptidnek a fotodegradacidja. Eszerint a fluoreszcenciaval detektalt
szulfhidril-csoportok (diszulfid hasadasanak egyik terméke) mellett nagy szazalékban vannak
mas termékek is jelen a vizsgalt fotolizalt oldatban. A tomegcsucsok tovabbi analizisével a
bomlastermékek és a keletkezett szulfhidril-csoportok aranyat reméljik kimutatni az
azonositasuk segitségével. A modszer ezek utan alkalmas lesz a szulfhidril-csoportok kvantitativ
meghatarozasara

A két kvantitativ moédszerrel kapott HS-mennyiségek redlis megitéléséhez és igy a triptofin
(illetve mas aromas oldalldanc) szerepének megdllapitasahoz a fotolizisben, még sziikség van az
LC-MS kromatogramokban 1évé termékek pontos tomeganalizisére, amelyek folyamatban
vannak.

6. Szerkezet-hatas osszefiiggés, azaz oldatbeli konformacios viszonyok (ROA, NMR, ECD)

A fotolizisben vizsgalt modelleket az MM-szamolasok vakuumban kapott eredményei alapjan
valasztottuk Ki. Elképzelhet6 volt, hogy az itt kapott legkisebb energiaju konformerek
kiilonboznek a modellek oldatfazisban felvett konformaciotol és a diszulfidhid fotolizise
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mag és diszulfidhid kozotti tavolsagot. A tavolsag megallapitasanak szempontjabol két modszer
tlint elérhetonek: a ROA ¢és az NMR spektroszkopia.

6.1 ROA mérésekkel (ELTE, Kémiai Intézet, KSzL) tanulmanyozhat6 vizes kézegben a Trp
és diszulfidhid tavolsaga, amelyre szamos irodalmi példa van®*. A Raman spektroszkopia
alkalmazhatdé az HS-csoportok kvantitativ meghatdrozasara is. A modszernél az alkalmazott
koncentraci6 ~20-100 mg/ml, amit a ciklopeptidek modelleknél nem sikeriilt megvalositani
rossz oldékonysaguk, ill. gélesedésiik miatt sem vizben, sem metanolban. gy ez nem jarhat tt.

6.2  NMR spektroszkopiai mérésekre harom Trp-tartalmu ciklopeptid modellt valasztottunk
ki, ahol a Trp-SS tavolsag kiilonbozé az MM szamolasok szerint: Ac-Ciklo(CWKAC)-NH;
(KK1, dss-1ip=7.952A), Ac-ciklo(CAWAC)-NH, (KK2, dss-1p=5.491A) és Ac-ciklo (CWAGC)-
NH2 (KK3, dSS-Trp =9.61 lA)

Az NMR-alapon torténé molekulamodellezést Kovér Katalin 3prof. témavezetésével, Nagy
Tamas Milan kémia BSc. hallgato végezte a Debreceni Egyetemen 2

A hérom ciklikus peptid NMR-alapt molekulamodellezése a kdvetkezd vazlattal mutathaté be:

a) NMR spektrumok felvétele oldatfazisban

A 'H-'H COSY, TOCSY, ROESY *H-"*C HSQC NMR felvételek a Bruker Avance Il 500MHz

késziiléken torténtek DMSO olddszerben
b) jelhozzarendelés

c) konformacios kényszerfeltételek megallapitasa
d) haromdimenzids szerkezet
e) a szerkezet finomitasa (a peptidek folancanak jellemzése és konformer-csaladokba valo
csoportositasa)
2D Szerkezetszamolast ROESY intenzitas adatokbol AtnosCandid algoritmussal végeztek. A

molekuladinamikai vizsgalatok GROMACS 4.5.5 programcsomaggal torténtek. Az intra-
molekuléris hidrogén-hidak feltérképezésére hdmérsékletfiiggd mérések is torténtek (298, 303 ¢€s
308 K egy dimenzios proton-spektrumok felvétele). A vizsgélatok alapjan kideriilt, hogy Ac-
Ciklo(CWKAC)NH; (KK1) és Ac-ciklo(CAWAC)NH, (KK2) peptid hasonlé flexibilitassal
rendelkezik, mig az Ac-Ciklo(CWAGC)NH, (KK3) hozzajuk képest merevnek mondhato.

A masodlagos szerkezeti elemek el6fordulasat, illetve a szerkezetfinomitast koveten
kapott szerkezeti sokasdgokban a tavolsag-kritériumot teljesité konformerek %-os megoszlasat a
kovetkezd tablazat mutatja:

B- B- B- B- y-kanyar | 30 hélix Trp(Ce2)-
kanyar | kanyar | kanyar | kanyar | (inverz) SS-Trp K(eN)
0] (m (V) (V) d<7A 6A <d<
10A
Ac-c(CWKAC)NH, | 29,3% | 0,3% 236% |05% 0,3% 1,2% 3,4% 46%
Ac-c(CAWAC)NH, | 0,6 % - 306% | 1,0% 7,8 % - 33,4%
Ac-c(CWAGC)NH, | 437% | - 107% | - 0,2% - 0%

Ezek alapjan a ,kritikus tavolsagok™ vizsgélata a ciklikus modellekben a kovetkezd joslasokat
engedi meg:

Ac-ciklo(CWKAC)NH, (KK1) A Trp- és az SS-hid tdvolsaga 8-10 A kozott fluktudl, azaz a
fotolizist nem segiti el6 a Trp. A dinamika soran viszont olyan szerkezetek is eléfordultak, ahol 7
A ala keriil ez az érték (3,4 %). A kation-pi kolcsonhatds a Lys protonalt oldallancanak




nitrogénatomja és a Trp(Ce2) kozétt tavolsagtartomany 6-10 A a trajektoridk jelentds részében
(46%). Ez geometriailag megengedi a kolcsonhatas létrejottét, eldsegitheti a diszulfid-hid
nagyobb mértékii fotolizisét

Az  Ac-ciklo(CAWAC)NH, (KK2)modellben a dinamika soran a diszulfidhid-indolgytirii
tavolsag jelentdsen valtozik, egyarant megjelennek a kdlcsonhatast megengedd (33,4%) és a
kolcsonhatason kiviili tavolsagtartomanyok is.

Az Ac-ciklo(CWAGC)NH,  (KK3) dinamikajaban a triptofan-diszulfidhid tavolsag az egész
dinamika mentén nem valtozott nagyon és kiviil esett azon a tavolsagon, amely eldsegithetné a
fotolizist. Az -SH mért értéke viszont a vizsgalt modellek kozott a A=290nm besugarzasnal a
legnagyobb!

SS&Trp(Ce2) SH% SH % SS&Trp(Ce2) d<74A
Peptid modellek (M M—szémolz’ts) A=280nm | 2=290nm | NMR-modellezés
Ac-c(CWKAC)-NH, (KK1) | 7.95261 A 8.64 6.31 3.4 % ¢s a kation-m hatés
Ac-c(CAWAC)-NH, (KK2) | 5.491 A 9.05 8.71 33.4%
Ac-c(CWAGC)-NH, (KK3) | 9.61117 A 8.48 9.03 0 %

Az eredmények szerint™;
- SS&Trp(Ce2) tavolsag és a Trp(Ce2)-K(eN) jo egyezést mutatott a vakuumban tortént

szamolas és az NMR-vizsgalatok alapjan az MD szerkezetfinomitast kovetden kapott szerkezeti
sokasagok adataival;

- A kapott konformerek hasonloak, kisebb kiilonbségek mutatkoznak a flexibilis oldallancok
jelenléte).

- A fotolizis eredményei, a fluoreszcencidsan detektalt HS-értékek nagysaga, nem
magyarazhatok a Trp-SS hid tavolsagaval, azaz tovabbi vizsgalatokat indokoltak. Ugyanakkor a
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szerint — lehet szerepe a Trp-SS tavolsagnak.

6.2 Tovabbi konformdcios vizsgdlatok: ECD mérések

6.2.1 Az NMR-rel vizsgalt harom ciklikus modell ECD oldészeres méréseit és a spektrumok
oldészermodelles szamolasait is elvégeztiik. A Trp-tartalm mintakat, Ac-ciklo(CWKAC)-NH,,
Ac-ciklo(CAWAC)-NH;, Ac-ciklo(CWAGC)-NH; vizben, acetonitrilben ¢és trifluoretanolban
vizsgaltuk, majd ezek szekvencia-analogjait is mértik. A Trp-modellek vizben késziilt
spektrumaibol kapott adatok az NMR-mérésekhez kiegészité informaciokat adhatnak a
konformacios viszonyokra nézve, de a kiilonb6z6 oldoszerekben felvett spektrumok segitségével
a peptidgerinc oldoszer-érzékenységére is kapunk adatokat. Az egyazon szekvencidban
valtoztatott aromas aminosavak segitségével pedig adatokat kaphatunk a masodlagos
szerkezetvizsgalatban a Trp-aminosavrész ECD-spektralis hozzajarulasarél. A Trp-tartalmu
modellekbdl elméleti szamolédsok is késziiltek, illetve folyamatban vannak. (Fehér Domonkos,
Kémia MSc. szakdolgazati témaja.)

ECD spektroszkopiaban jol megkiilonboztetheté egymastol a B-I(IIT), B-II és y-kanyar, de
nem szignifikans a tobbi kanyar-tipus ECD spektruma. Ha egymas mellett azonos mennyiséghben
tobb tipusti kanyarszerkezet, valamint mas, nem tipikus H-kotéses szerkezet is jelen van, a
spektrumok atfednek, igy széles lesz az ECD-sav — jelenleg csak kvalitativ értékelés van.

A vizben mért ECD spektrumok az adott szekvenciaja modellnél, tobbféle kanyarszerkezet
egyidejli jelenlétére engednek kovetkeztetni, de nem tipikus H-kotéses szerkezetek is jelen




vannak. Igy az ECD nem adott kiegészité informéaciét az NMR vizsgalatokbol kapott
masodlagos szerkezetekhez. A trifluoretanol olddszerben a konformer ardny eltolddott a
rendezettebb és stabilabb kanyarszerkezetek javara, megjelennek a jellegzetes kanyarszerkezetre
jellemzd spektrumok (jelenleg értékelésiik folyik).

Az ECD gorbék elméleti szamitasai Gaussian® programcsomaggal torténtek. A spektrumok
szamitasahoz az id6-fliggd siriiség funkcional elmélet (Time-dependent Density Functional
Theory, TD-DFT) mobdszert hasznaltuk®™. A szamitasok a 6-31G* bézison torténtek.
Oldoészermodellnek a polarizalhatdé kontinuum modell integral egyenlet formalizmusu
(PCMIEF)* verzi6jat hasznaltuk vizre paraméterezve.

A TD-DFT modszerrel az elsé 100 gerjesztett allapotot kerestiik meg. Ez legtobbszor
elegendd volt a mérési tartomany lefedésére. A kiindulasi szerkezetek NMR spektrum alapjan
lettek megallapitva. A spektrum szamitdsa elott elvégeztiink egy geometriai optimalast is az
adott szinten. A moddszer — és a bazisfiiggés vizsgalatakor, ugyanazt a szerkezetet (B3LYP/6-
311G* szinten optimaltat) hasznaltuk az Gsszes szdmitas esetében.

Az Ac-ciklo(CAWAC-NH,) modell esetén, az elméleti Giton szamolt spektrum jo egyezést
mutat a mért spektrummal. A szdmolt spektrumban a cstucsok eltolodnak a kisebb hullamhosszak
fel¢ (~20 nm), de a spektrum lefutdsa megegyezik. Az elméleti spektrumban két azonos
intenzitdsu cstcsot latunk, a mért spektrumban a nagyobb hulldmhossznal 1évd csucs joval
kisebb, mint a masik.

Ac-c(CAWAC)NH, peptid kiilsnbdz6 Ac-c(CAWAC)NH; peptid vizben mért (—)

oldészerekben mért ECD spektruma és szamolt () ECD spektruma
100000 - —— Ac-(CAWAC)-NH,-H,0 v
—— Ac-(CAWAC)-NH, TFE 50000 -
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A masik két Trp-tartalmt ciklikus modellnél nincs j6 egyezés a mért €s a szdmolt spektrum
kozott. Igy sziikségesnek latszik, hogy tovabbi konformacio-vizsgalatot végezziink el.
6.2.2 Ciklikus peptid-sorozatban vizsgaltuk a diszulfidhid, illetve a tioéter-hid konformaciora
gyakorolt hatasat is NMR-ECD komplex spektroszkopiai modszerrel. Eredményeinket a
J.Med.Chem. folyéiratban (2015) publikaltuk™.

7. FRET jelenség Kkisziirése/kihasznalasa

A képz6dott peptid-CPM adduktban a Trp- és CPM-rész kozott elképzelheté a FRET-jelenség
(Forster rezonancia energia transzfer). Ez két szempontbdl is fontos: egyrészt, hogy a
fluoreszcens méréseknél megjelenhet-e (esetlegesen rontva a kiértékelést), masrészt hogy a Trp
¢és SS-hid kozotti tdvolsdg megallapitasanal hasznalhatjuk-e.
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A FRET olyan folyamat, amely akkor kovetkezik be, ha egy fluorofor emisszids spektruma atfed
az akceptor molekula (példaul a kvencser) abszorpcids spektrumévale. A besugarzaskor kapott
peptid-CPM adduktok fluoreszcencias mérésénél minden esetben detektaltuk a FRET-hatast.
7.1  Peptid-CPM adduktok vizsgdlata a FRET-hatds szempontjabdl (poszter)®
A szintetizalt és azonositott linearis peptid-CPM adduktok sorozata, Ac-CWAKC-NH; linearis
peptid, ill. szarmazékai Ac-C(Acm)WAKC-NH,, Ac-CWAKC(Acm)-NH,, Ac-C(Acm)-
WAKC(CPM)-NH;, Ac-C(CPM)WAKC(Acm)-NH, Ac-C(CPM)WAKC (CPM)-NH,
alkalmas volt arra is, hogy a FRET-hatast vizsgaljuk.

Spektrum felvétel: Jobin-Yvon Fluorolog 4 spektrofluoriméter, 1=1cm, Aex w=281 nm,
Aex.cpm= 387 NM Aget: 290-550 nm és 395-680 nm; c= 5 mM, CH;OH

Ac-CWAKC-NH,-281 nm

6x10° Ac-C(CPM)WAKC(CPIM)-NH,-281 nm Asbs: Eem
Ac-(CWAKC)-NH,-281 nm

5x10° Ac-C(CPM)WAKC(CPM)-NH,-387 nm
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Jobb oldali dbrdn a Trp abszorpcids (A) és emisszios (E) spektruma®

Mint a fenti abran is lathatd, a linearis Ac-CWAKC-NH; és a ciklo Ac-Ciklo(CWAKC)-NH,
egy emisszios maximummal rendelkezik 346 nm-nél (Trp-sav). A CPM-peptid addukt
koncentracié fluoreszcencia spektrumok alapjan torténd kvantitativ meghatirozdsakor a
gerjesztés 387 nm-en torténik, a spektrumokat 395-680 nm-es tartomanyban rogzitjiik. A Trp
elnyelési sdvja nem tartalmazza az adott gerjesztési hullimhosszat, igy az ebbdl eredd torzitd
hatasra nem kell szamitanunk. Ez a szabad HS-meghatarozasnal fontos tényez0. A besugdrzdsi



kisérleteknél nem zavaro tényezd a felléepé FRET-jelenség, nem kell korrigdlni vele a mért
spektrumokat.

Ugyanakkor a Trp emisszids spektruma megfeleld atfedést mutat a CPM 300-400 nm kozott
elnyelési savjaval, ami felvetette a FRET felhasznalasi lehetoségét a szerkezet
meghatarozasaban. Sajnos azonban a CPM egy tovabbi elnyelési savval rendelkezik az 220-300
nm kozotti savban (emisszidos maximum: 281nm), ami nem kiilonithetd el a Trp elnyelési
(gerjesztési) saviatol. Igy, habdr megjelenik az energia transifer a kromoférok kizott, az
tavolsag meghatarozdsdara nem alkalmazhato.

7.2 Modell peptid szekvencidgjiba épitett fluorofér — sikertelen (poszter)*

Irodalmi adatokat kerestiink olyan reakciora, amely sordn szekvencia modositassal (pl.
glutaminsav beépitése) ¢s "klikk" reakcioval a peptidmodellbe be tudunk épiteni fluorofér-részt,
¢s igy a kérdéses tavolsdgokat a (Trp-diszulfidhid, valamint kation-pi kolcsonhatas) FRET-
mérésekkel tisztazni tudnank. Eldkisérletként réz katalizator helyett rodium-katalizatorral
vizsgaltuk a szulfid-csoport stabilitasat, metionint/metionin-szarmazékokat alkalmazva modell
vegyliletnek. Sajnos az alkalmazott dirddium-teraacetdt a vizsgalt koriilmények kozott
komplexet képzett a modell vegyiilettel s nem katalizatorként miikodott.

8. Peptid modellek ESR-vizsgalata (poszterek bemutatasa)®® '

A kiilonb6z6 hullamhosszon (A= 280, 290, ~305 nm) besugarzott peptid oldatok ESR-vizsgalata
is megtortént. A CPM-reagenssel torténd fluoreszcencias mérésekkel parhuzamosan a kontroll és
a besugarzott mintdkhoz a besugarzas végén, NH4HCOs-puffer oldatban (5mM, pH=7.5)
DEPMPO-gyokfogot — 5-(Diethoxy-phosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline-N-oxid — adtunk,
amivel a besugarzds soran felszabaduld paramagneses gyokoket kivantuk detektalni. Az
oldatokat minden esetben, az irodalmi hivatkozésok alapjan Ar-gazzal oxigénmentesitettiik. A
kontroll és a besugéarzott mintakat a méréseket kovetden kdzvetleniil, vagy — 80 °C-on tortént
tarolds utdn mértiik. A kontroll mintdk esetén kettds kontrollt alkalmaztunk. Egyrészt a
besugarzas nélkiili peptid mintak oldatait, masrészt a peptideket nem tartalmazé oldatokat
besugaroztuk (azonos koriilmények a peptid oldatokéval) és mindketténél mértiik a gyokfogo
jelenlétében képzddd paramagneses gyokoket. Megfigyeléseink az Osszes minta esetén azt
mutattak, hogy a szélessavi UVB/UVA besugarzas hatasara mind a peptid jelenlétében, mind
peptidmentes esetben oxigén- és széncentrumu szabadgyokok is képzddtek, amik a gyokfogoval
kimutathatok voltak. Ezek a gyokos termékek azonban, csak 0jboli, az EPR-mérések alatti
besugarzas hatasara voltak detektalhatok, mig a mintak ismételt UV-besugarzas nélkiil csak a
spektrométer érzékenységi kiiszobébe esé mennyiségli szabadgyokmennyiséget tudtunk
detektalni. Ezek a megfigyelések arra mutattak, hogy az irodalomban ismert reakciok alapjan az
NH;HCO3-bol UV-besugarzas hatasara, esetleg a vizmolekuldk fotolizisekor keletkezd koztes
termékek, OH*, OOH* és O, hatasara is C0O, -adduktum keletkezik. A kapott ESR-spektrumok
azonban azt is mutattak, hogy leszdmitva az -OH ¢és esetleg O-centrumu gyokoket, a keletkezd
nitroxid-vegyiiletek nagyon hamar elbomlanak. Ezt eldsegitik a ciklikus diszulfidhidak
felszakadasakor keletkezd SH-csoportok, amik a mar keletkezett gyokos adduktumokat
redukalni képesek. Az UV-besugarzas hatasara a diszulfidhidakbol diszulfid-anion gyokok is
képzédhetnek, amiknek igen erés a redukald képességiik®®. Kisérleti stratégiank ennek
megfelelden kiegésziilt azzal, hogy az eddig hasznalt pufferek helyett foszfatpuffert
alkalmaztunk, és az UV-besugarzas utan enyhe redukaloszerrel, K3Fe(CN)g, kivantuk a
képzodott, a DEPMPO altal befogott, de redukalodott gyokoket ismét EPR-aktiv nitroxid



vegyiiletekké oxidalni. (Kisérleti koriilmények: NH4HCO3, foszfat (pH >7,2-7,8); a pufferek
végkoncentracidja 20 mM (+2mM DTPA); 20 mM DEPMPO. K3Fe(CN)g hozzaadasakor az
oxidalészer koncentracidja 0,5 mM. UV-forras: FS20 (4x 15W; WG-305 sziirdvel) irradiancia
UVB(312 nm): 1,5 mW/cm?% UVA(365 nm): 0,50 mW/cm?. Maximalis dézis: 8,1 kJ/cm?
(UVBY); 2,7 kilcm?. Vizsgalt ciklo-peptidek: Ac-c(CWAKC)-NH, (0,4 mM) és Ac-c(CYAKC)-
NH; (1 és 04 mM). EPR spektroszképia: X-sava (9,5 GHz Bruker EMX6) mérés;
spektrumtartomany 140 gauss; modulacids frekvencia/amplitido 100 kHz/1gauss, 1024 pont
(~0,137 gauss felbontés); 83,8 s mérési ido; 20,48 ms iddallando; 64 scan; 20 mW mikrohullamu
teljesitmény. Spektrumszimulaciok: izotrop gyorsforgast spektrumok P, N valamint 3- és y-H-
nek hiperfinom csatolasi allandoinak figyelembe vételével; az illesztett y-H-nek maximalis
szama harom. Nem-linearis spektrum-illesztés a kisérleti spektrumokhoz a Levenberg-Marquardt
algoritmus alapjan. Maximalisan harom spektralis komponens illesztése Iehetséges. A
spektrumszimulaciokhoz sziikséges kiindulasi adatok becslése a kisérleti spektrumokon mérhetd
felhasadasok, valamint a vonalak szama alapjan lehetséges.

A kovetkezd abran 0Osszefoglaljuk a kapott fobb eredményeket. UVB/UVA szélessavu
besugarzas hatdsara a peptidmentes foszfat pufferben is képzddnek oxigén-alapu szabadgyokok,
amik a DEPMPO-val csapdazhatdéak. A peptideket (az abran pl. Ac(CYAKC)NH, modell)
tartalmazéd mintdk UV-besugarzasakor tovabbi szén-centrumil gyokok is képzdédnek, amik a
besugarzast kovetden/kdzben gyorsan elbomlanak. Enyhe oxidéloszer hatdsara az EPR inaktiv
hidroxilaminok detektalhato mennyiségii nitroxid-szarmazékka alakulnak vissza.
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9) Fehérjék és fehérje-fragmensek vizsgalatai

Az immunoglobulin fehérjecsaladba tartozo 28 kDa-os fehérjefragmens, a 82D6A3
monoklonalis antitrombotikus antitest ¢s mutansainak fotolizisével kapcsolatos eredményeinket
Osszefoglald publikacio 2014-ben jelent meg az International Journal Biochemistry Research &
Review (JBCRR) folydiratban. A fehérje-fragmens két diszulfid hidat és 6t Trp-t tartalmaz,
melybdl harom Trp a diszulfid hidak kozvetlen kozelében talalhato. Kordbbi egyiittmitkodés
révén a fotolitikus hasadast tanulmanyoztuk a vad, illetve a Trp — SS-triadhoz tartoz6 Trp-Phe
mutansokon. Eredményeink igazoltak, hogy a Trp kozelsége révén szulfhidril-csoport/ok
keletkeztek, ami szerkezetvaltozast és a biologiai aktivitas csokkenéséhez vezetett.

A fehérjék fluoreszcens vizsgalatainal mindig felmeriil a kvencselés jelensége, akar mint
probléma, akar mint a triptofan aminosavrész mikrokdrnyezetének valtozasat méré modszerek
standardizalasanal. Ez utébbi mérés pl. informaciokkal szolgal a fehérje dinamikai és
konformécios valtozasainak tisztdzasara. Ezzel kapcsolatosan vizsgaltunk tobb fehérjét
kiilénboz6 fiziko-kémiai eljarasokkal®, eredményeinket a J. Photochemistry and Photobiology B:
Biology folydiratban publikaltuk 2013-ban.

OSSZEFOGLALAS

A palyazat f6 eredményeinek a kovetkezoket tartjuk:

1) Sikeriilt az MM modellezések alapjan hdrom pentapeptid sorozatot (kiilonbozd aromas
oldallancok, kationos oldallanc) taldlni, amelyek megfelelnek a fehérjék aromas oldallanc
befolyasolta UV-VIS hatasara lejatszodé fotolizisét tanulmanyozni.

2) Szintetikus peptidtarat hoztunk létre, melyek tobb hulldamhosszon toérténd besugarzasaval
sikertilt a diszulfidhidak fotoredukciojat tanulmanyozni.
3) A fotolizis soran keletkezd szulfhidril-csoportok reakcidelegyben torténd kimutatdasdra

¢s kvantitativ meghatdrozdsara kiilonb6z6 modszereket dolgoztunk ki (fluoreszcens, HPLC,
LCMS).

4) A CPM-jelzémolekulaval képzddott peptid adduktok esetében nem tudtuk kihasznalni a
FRET-jelenséget az aromas mag és a diszulfidhid kozotti tdvolsdg meghatdrozasara. De a a
jelenség a fluoreszcens méréseket sem zavarta

5) A T7-dietilamino-3-(4-maleimidofenil)-4-metilkumarin ~ —  CPM,  fluoreszcens
jelzdmolekula segitségével torténd kvantitativ szulfhidril-meghatarozas jol kombinalhato a
tandem tomegspektrometridra épiild szerkezetvizsgalati modszerekkel, mivel a jelzOvegyiilet
fragmensionok alapjan a modosulés helye a szekvencidban pontosan lokalizalhato.

6) A ciklikus pentapeptid modellek oldatbeli konformécios viszonyainak tisztazdsara NMR
¢s ECD vizsgalatokat végeztiink. Az igy meghatarozott kritikus tavolsagok (aromas mag-
diszulfidhid; kation-m hatas) a modellben kozel azonosak voltak az MM vakuumban végzett
szdmolasok joslataival. Megallapitottuk, hogy a kis tagszdmu peptid modelljeinkben sok
konformer van egyidejlileg jelen, a kritikus tavolsagok viszonylag tag hatdrok k6zott mozognak.
7) Adataink szerint, a ciklikus pentapeptid modellek fotolitikus reakcioiban keletkezett
szulfhidril-mennyisége nem fiigg 0Ossze a modellekben talalhatdé aromas aminosavak
mindségével, sem a korabbi adatok szerinti optimalis tavolsagokkal.



8) A fotolitikus termékeket vizsgalva szdmos oxidacidos reakcidterméket taldltunk.
Ugyanakkor a ciklikus peptidek fotodegradacio-mértékénél - a jelenlegi LCMS és MS/MS
adataink ¢s feltételezésiink szerint — lehet szerepe az aromas mag ¢és a diszulfidhid tavolsagnak.
9) ESR spektroszkopiai vizsgalataink szerint az UVB/UVA szélessavu besugarzas hatasara
a peptidmentes hasznalt pufferekben is képzddnek oxigén-alapti szabadgyokok, amik a
DEPMPO-val csapdazhatéak. A modell peptideket tartalmazé mintak UV-besugarzasakor
tovabbi szén-centrumt gyokok is képzddnek, amik a besugarzast kovetden/kdzben gyorsan
elbomlanak.

10)  Sikeriilt egy ujabb fehérjefragmens esetében igazolni a Trp-kozvetitette fotodegradaciot,
valamint adatokkal kozelebb kertilni a fehérjék vizsgalatanal fontos kvencselések elemzéséhez.
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