PEPTIDEK, PEPTIDMIMETIKUMOK ES MAS KIRALIS SZERVES
VEGYULETEK TERSZERKEZET-VIZSGALATA VCD-
SPEKTROSZKOPIAVAL

ZAROJELENTES

Bevezetés

A kutatds f6 célkitlizése a Magyarorszagon els6ként az ELTE Kémiai Intézetének
Kiroptikai Szerkezetvizsgald Laboratériumaban bevezetett VCD-spektroszkdpia
meghonositdsa volt a peptidek és peptidszarmazékok térszerkezetének vizsgalataban,
valamint alternativat kinalni a rontgendiffrakciés mddszerrel szemben a folyékony vagy nem
kristalyosithatd kiralis szerves vegyiiletek abszolut konfiguracidjanak meghatarozasara. A
projekt keretében kirdlis szerves molekuldk széles korének vizsgalatat terveztik annak
érdekében, hogy feltarjuk a VCD-spektroszkdpa kinalta el6nyok mellett a mddszer hatranyait
és alkalmazhatdsaganak korlatait is.

A kisméretl peptideken és peptidmimetikumokon végzett vizsgalatok egyik célja a
kiilonb6z6 kanyarszerkezetek (elsGsorban C; H-kotéses y-kanyarok és Cg vagy Cg H-kotéses
pszeudo-y-kanyarok) VCD-spektroszkdpai azonositdsa, valamint az olddszer- és konformacios
hatasok szétvalaszthatésaganak tesztelése volt.

A projekt keretében nem kizardlag VCD-spektroszkopiai mérésekre kerilt sor, hanem
esetenként kombinalt FTIR- és CD-spektroszkdpiai vizsgalatokat is végeztiink a konkrét
probléma legcélszeribb megoldasa érdekében. A spektrumok értelmezése — amennyiben a
molekula mérete lehet6vé tette — kvantumkémiai szamitasok alapjan tortént.

Eltérések az eredeti munkatervtol

A kutatas f6 vonalait tekintve az eredeti munkatervet kovette, voltak azonban
eltérések. Ez leginkabb abbdl adddott, hogy a projekt nagyban tdmaszkodott
egylttmukodések keretében el6allitott modellvegyiiletekre és nem tartalmazott kimondott
preparativ kémiai részt. A vizsgdlandd vegylletek egy része a vartnal kés6bb allt
rendelkezésre, vagy pedig a tervezettdl eltérd szerkezetii volt. Igy nem keriilt példaul sor
kirdlis bifenilszarmazékok vizsgalatara. A kutatas soran bevezetett Uj matrixizolaciés VCD-
technika (a késGbbiekben erre még részletesebben kitérek) és Uj tipusi modellvegyiletek
vizsgalata miatt szlikségessé valt a kutatasi terv részleges moddositasa illetve 1 éves
meghosszabbitasa.



A legfontosabb kutatasi eredmények 6sszefoglalasa

B-Aminosavakat tartalmazo ciklopeptidek VCD-spektroszkopiai
vizsgdlata

A kutatas egyik kiemelt témakore a B-aminosavakat és B-homo-aminosavakat
tartalmazd kisméret(i ciklopeptidek VCD-spektroszképian alapuld térszerkezet-vizsgalata
volt. E peptidmimetikumuk kozll a y-kanyar-modellvegylleteknek szant, 2 db. B-alanin
egységet tartalmazo ciklo(B-Ala-Xxx-B-Ala-Yyy) (Xxx, Yyy = Ala, Pro) tipusu ciklotetrapeptidek
részletes konformadcidvizsgalatara, valamint a rezgési spektrumok olddszerfliggésének
tanulmanyozasara tettiik a hangsulyt.

A ciklo(B-Ala-Pro-B-Ala-Pro) és ciklo(B-Ala-Ala-B-Ala-Pro) modellvegyiiletek esetében
megallapitottuk, hogy a vizsgalt olddszerekben (acetonitril-ds, diklérmetan, trifluor-etanol-
d,) gyakorlatilag egyetlen konformer formajaban vannak jelen, melyben két inverz y-kanyar
taldlhatd. A ciklo(B-Ala-Pro-B-Ala-Pro) esetében a két Pro aminosavrészlet, a ciklo(B-Ala-Ala-
B-Ala-Pro) esetében az Ala és Pro koril alakulnak ki a y-kanyarok. A szerkezetek stabilitasara
utalt a hidrogénkotések megmaradasa dimetil-szulfoxidban is. Az infravords spektrumban
trifluor-etanolban  észlelt nagyobb saveltolédasokrél megallapitottuk, hogy nem
konformacid-valtozdsra, hanem olddszerhatdsra vezethet6k vissza, ugyanis a konformaciéra
jéval érzékenyebb VCD-spektrumok savmintazata Iényegében nem valtozott. E két vegylilet
esetében a trideutero-acetonitril bizonyult a legmegfelel6bb oldészernek a VCD-
spektroszkdpiai vizsgalatokhoz, igy az egyes konformerek geometridjanak optimalizalasa és
elméleti VCD-spektrumanak kiszamitasa soran acetonitrilre kidolgozott polarizalhato
kontinuum olddszermodellt alkalmaztunk a Gaussian03 programcsomag segitségével.
Mindkét esetben 0Gsszesen 8-10 konformer B3LYP/6-31G* elméleti szint(i geometria-
optimalizalasat, majd ezt kovetéen VCD-spektrumanak kiszamitasat végeztik el. A
konformerek relativ energidjan alapuld pupulacidanalizis kizarta tobb konformer egyideji
jelenlétét. A VCD-spektroszkdpia és kvantumkémiai maodszerek kombinalasan alapuld
konformdacidanalizis Iényegét a ciklo(B-Ala-Pro-B-Ala-Pro) peptid esetében az 1. dabra
szemlélteti a harom legkisebb energidju (A-C) konformerrel. A két legalacsonyabb energiaju
konformer (A és B) egyardnt 2-2 C; H-kotéses inverz y-kanyar-szerkezetet tartalmaz a Pro
egységek koriil, eltér6 azonban a B-Ala aminosavegységiik gerinconformacioja, igy mig az A
konformer C, szimmetriaju, a B konformer aszimmetrikus. Nem meglepd, hogy szamitott
VCD-spektrumaik igen hasonldak és rendkivil j6 egyezést adnak a mért spektrummal, a B
konformer szamitott populacidja azonban elhanyagolhaté. A C konformer mar csak egyetlen
y-kanyart tartalmaz, mivel az egyik B-Ala-Pro kotése cisz konfiguracidju. Ez utdbbi konformer
kizarhatd mind a mért spektrumtdl igen eltéré elméleti spektruma, mind pedig igen nagy
relativ energidja alapjan. A rezgési savok értelmezéséhez figyelembe kell venni, hogy a
nagyfokd szimmetria miatt erés az amidcsoportok rezgéseinek csatoldasa, ami a VCD-
spektrumban jellegzetes sdvpdrokhoz (couplet) vezet. Az alacsonyabb hulldmszamua (1625
cm™ koriili) pozitiv couplet a y-kanyarban részvevs, H-kétés-akceptor karbonilok, a nagyobb



hulldmszamu (1625 cm™ kérili) aszimmetrikus pozitiv couplet a szabad karbonilok
antiszimmetrikus ill. szimmetrikus csatolt rezgésébdl szarmazik (2a abra).
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1. dbra. A ciklo(B-Ala-Pro-B-Ala-Pro) peptid legkisebb energiaju (A-C) konformerei, valamint
acetonitril-d; oldészerben mért és az A-C konformerek szamitott VCD-spektruma az amid I-II
tartomanyban
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2. abra. A ciklo(B-Ala-Pro-B-Ala-Pro) (a) és ciklo(B-Ala-Ala-B-Ala-Pro) (b) amid | VCD-savjainak
értelmezése az egyes amidcsoportok karbonilrezgései alapjan (a hozzarendelést szinkddok
szemléltetik)

A ciklo(B-Ala-Ala-B-Ala-Pro) VCD-spektruma (ld. 2b abra) hasonlit az el6z6 peptidére.
Mivel e ciklopeptid nem szimmetrikus szerkezet(i, az egyes amidcsoportok rezgései kozt
nincs csatolds, igy a VCD-savok egyértelmien hozzarendelhet6k az egyes amidcsoportokhoz.



A legalacsonyabb hullamszamu, széles pozitiv amid | sav a Pro kérili, az 1660 cm™ kérili
negativ sav pedig az Ala korili y-kanyar H-kotés-akceptor karboniljatdl szarmazik. A
magasabb hulldmszdmu savok itt is a szabad karbonilokhoz rendelhet&k.

Az elGbbiekkel analdg ciklo(B-Ala-Ala-B-Ala-Ala) problémasabb modellvegyiiletnek
bizonyult, ugyanis a legtobb VCD-spektroszkdpiaban hasznalatos szerves olddszerben igen
rosszul oldddott, vagy pedig rovid idén beliil agregalt. A vegyiilet rossz oldékonysaga szamos
szerves olddszerben illetve igen jo vizoldhatdsdga mar a szintézise és HPLC-s tisztitasa soran
is gondot okozott. A VCD-spektrum még a peptideket altalaban jol oldd dimetil-szulfoxidban
is rendkivll erés koncentraciéfiiggést mutatott, a 4-10 mg/ml koncentracidtartomanyban
elGjelet valtott és nagyobb koncentraciondl rendkivil intenzivvé valt, ami erGs agregacids
hajlamra utal. Nagyobb koncentraciénal (> 6 mg/ml) a molekuldk DMSO-dg-ban valdszin(ileg
szendvicsszer(i intermolekularis asszociatumokat képeznek, melyek spektruma mar nem
értelmezhetd az 6nalld6 molekula egyes konformereinek szamitott spektruma alapjan.
Ertékelhet6 VCD-spektrumot csak hig (< 4 mg/ml) DMSO-ds oldatban illetve a vegyiiletet jdl
oldé, am draga és viszonylag szlk spektrumtartomanyban hasznalhaté dideutero-
trifluoretanolban (TFE-d,) sikerult felvenni (10 mg/ml koncentraciot alkalmazva). A hig
DMSO-dg-ban és TFE-d,-ben kapott VCD-goérbék hasonld lefutdsuak, igy azonos
térszerkezetre utalnak. A konformacidanalizis és spektrumszamitas soran trifluor-etanolra
kidolgozott olddszermodellt alkalmaztunk. A spektrum alapjan a vegylilet térszerkezete
trifluor-etanolban megfelel a legkisebb energidju, C, szimmetriaval rendelkez6, viszonylag
nyujtott konformerével, melyben a két alaninrészlet koril inverz y-kanyar talalhatd, és ez
teljesen analég a ciklo(B-Ala-Pro-B-Ala-Pro) és (B-Ala-Ala-B-Ala-Pro) szerkezetével. A VCD-
spektrum hasonlit a ciklo(B-Ala-Ala-B-Ala-Pro) peptidére, azzal a kilonbséggel, hogy a Pro
egység hidanya miatt nem jelentkezik 1650-1620 cm™ kozott a széles pozitiv sdv. Erdemes
megjegyezni, hogy a TFE olddszermodellel kapott legkisebb energidju konformer vakuumban
végzett geometria-optimalizalas soran instabil, és tulajdonképpen egy hasonld, de sokkal
kompaktabb szerkezetbe megy at, melynek szamitott spektruma mar nem irja le j6l a mért
spektrumot. Ez a tapasztalat a konformacidanalizis és a VCD-spektrumok szamitdsa soran
alkalmazott olddszermodell fontossagat hangsulyozza.

Mindharom el6bb targyalt vegyllet esetében sor kerilt az ECD spektrumok
felvételére is, és a VCD-spektroszkdpia alapjan valdszinUsitett geometriat nemrég sikerilt
alatamasztani az ECD spektrumok TD-DFT médszeren alapuld kvantumkémiai szamitasaval.
Ezt azért tartjuk rendkivlil fontosnak, mert a VCD technika kis érzékenysége miatt 1-2
nagysagrenddel téményebb oldatot igényel, igy kizarhattuk a térszerkezet nagy koncentracio
miatti lényeges moddosulasat illetve az esetleges agregacid miatti artifaktumokat. Az
eredményeket publikalasa folyamatban van, részleges kozlésiikre poszter formajaban a 28.
Eurdpai Peptidszimpdziumon kerilt sor.

! Vass E; Kéhalmi K; Hollési M; Majer Zs: Spectroscopic investigations on model cyclic peptides containing
beta-amino acids, pp. 1037-1038, Peptides 2004, Proceedings of the Third International and Twenty-Eighth
European Peptide Symposium, September 5-10, 2004, Prague, 2005.



Tobb olyan ciklotetrapeptid VCD-spektroszkopiai vizsgalatat is végeztiik, amely nem
2, hanem csak 1 darab B-aminosav egységet tartalmazott, és ahol a ciklo(Ala-Pro-Phe-Gly)
szekvencidban az egyes a-aminosavakat rendre a homoldg B-aminosavra cseréltik ki. E
vegylletek altaldban rosszul oldddtak kevésbé polaros olddszerekben, de DMSO-dg-ban
sikerilt felvenni a VCD-spektrumukat, igy a konformacioanalizis és spektrumszamitas soran
DMSO oldészermodellt alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy a B-homoaminosavegység
jelenléte a szomszédos a-aminosavegységek koril y-kanyart (C;) indukalt, de a varttal
ellentétben nem jottek létre C¢, Cg H-kOtéses un. pszeudo-y-kanyar szerkezetek a f-
aminosavegységek koral, ami arra utal, hogy a kisméret(i, feszilt rendszerekben a C;
kedvezGbb. A szamitdsok szerint tobb esetben mar a kisebb energidju konformerekben is
kialakulhat cisz-peptidkotés és tobb esetben konformerelegy volt valdszin(sithetsé. A
sorozatbol minden kétséget kizardan a ciklo(B-homoAla-Pro-Phe-Gly) térszerkezetét sikerdlt
megoldani és a mért VCD-spektrumot a 3. dbran lathaté A-C konformerek spektrumanak
populdcidval sulyozott Osszegeként értelmezni. A spektrumban a legkisebb energidju A
konformer hozzajaruldsa dominal, ebben a Gly aminosavegység koriil jott |étre egy klasszikus
y-kanyar, melyet egy tovabbi, a Phe aminosavegységen beliili Cs H-kotés stabilizal (bifurkalt
H-kotéses séma jon létre). Az eredményt a 28. Eurdpai Peptidszimpdziumon poszteren
mutattuk be.’
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3. abra. A ciklo(B-homoAla-Pro-Phe-Gly) peptid legkisebb energidju (A-C) konformerei, valamint
DMSO-dg olddszerben mért és az A-C konformerek szamitott VCD-spektruma

A Bielefeldi Egyetem Szerves és Bioorganikus Kémiai Tanszékével folytatott
egylttmlkodés keretében az el6bbiekkel analdég, nagyobb méretli (6t- és hattagu)
ciklopeptidek kombinalt spektroszkdpiai vizsgalatat is végeztik (CD, FTIR, NMR), melyek egy
részében a Pro egységet B-homoPro egységre cseréltik: ciklo(Ala-Val-Pro-Phel-Gly),



ciklo(Ala-Val-B-homoPro-Phe-Gly),  ciklo(Leu-Ala-Val-Pro-Phel-Gly),  ciklo(Leu-Ala-Val-B-
homoPro-Phe-Gly). Mig a Pro egységet tartalmazod ciklopeptidek esetében Il tipusu B-kanyar
és inverz y-kanyar jelenlétét sikerilt kimutatni, addig a B-homoPro egységet tartalmazé
homolégoknal a CD spektrumban 205 nm-nél jelentkezé dominans negativ savot pszeudo-p-
vagy pszeodo- y-kanyarhoz rendeltiik, melyet FTIR- és NMR-spektroszképidval is igazoltunk.
A ciklo(Ala-Val-B-homoPro-Phe-Gly) peptideben a Cg H-kotéssel stabilizalt pszeodo-y-kanyar
a B-homoPro egység korul alakult ki, ugyanakkor a B-homoPro egy C;; H-kétéses pszeudo-B-
kanyar kialakitdsaban is részt vesz, igy végeredményben egy bifurkalt H-kotéses rendszer jon
létre.> A ciklo(Ala-Val-B-homoPro-Phe-Gly) és  ciklo(Leu-Ala-Val-B-homoPro-Phe-Gly)
esetében megvizsgaltuk a Ca’"-ionok kotését IR- és VCD-spektroszkdpidval, megallapitva,
hogy 1:1 sztéchiometriaju komplexek képzédnek.

B-Aminosav-egységekbdl felépiilo linedris oligopeptidek vizsgdlata

A B-aminosav egységeket tartalmazé modellpeptidek vizsgalata soran figyelmiink
kés6bb egyre inkabb a kizardlag B-aminosavakbol feléplil6é un. B-peptidekre iranyult, melyek
VCD-spektroszkapiai jellemzése korabban feltaratlan teriilet volt. E témaban a cisz-B-amino-
ciklopentankarbonsav (cisz-ACPC) alternald kiralitasu enantiomerjeibdl felépitett H-[(1S,2R)-
cisz-ACPC-(1R,2S)-cisz-ACPC],-NH, (n=2, 3) tipusu heterokirdlis oligomerek vizsgalatat
végeztiik Fulop Ferenc (Szegedi Tudomanyegyetem Gydgyszerkémiai Intézete) csoportjaval
vald egylttmdlkodés keretében. Diklormetdn és DMSO-ds olddszerben végzett VCD-
spektroszkdpiai mérésekkel és kvantumkémiai szamitasokkal egyértelm(ien igazoltuk, hogy
az ilyen tipusu alternalo oligomerek igen stabilis jobbmenetes H10/H12-hélixet képeznek. Ezt
a specialis hélixet valtakozd Cig és Cy, intramolekularis H-kotések stabilizaljak, mely még a
kdzismerten H-kotéseket felszakitd dimetil-szulfoxid olddszerben is nagyrészt megmarad. Az
alterndld kiralitdsi homo-oligomerek térszerkezete teljesen eltér a korabban FTIR-, CD-, és
NMR-spektroszkdpiaval vizsgalt H-[(1R,2S)-cisz-ACPC],-NH, tipusi homo-oligomerekétdl,
melyek esetében Cg intramolekuldris H-kotésekkel stabilizalt un. Z6-szal masodlagos
szerkezet alakul ki. Az eredmények kozlésére a Gdansk-ban 2006. szeptember 3-8 kozott
megrendezett 29. Eurdpai Peptidkémiai Szimpdziumon (poszter), valamint a J. Am. Chem.
Soc. folydiratban cikk formajaban kerilt sor.?

Kiralis B-laktamok VCD-spektroszkdpiai vizsgdlata
A Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszerkémiai Intézetével folytatott egylttm(ikodés
keretében racém gydrls B-laktdmokbdl kiinduld, lipolazzal katalizalt enantioszelektiv

> Malegevi¢ M; Majer Zs; Vass E; Huber T; Strijowski U; Holldsi M; Sewald N: Spectroscopic Detection of Pseudo-
Turns in Homodetic Cyclic Penta- and Hexapeptides Comprising 6-Homoproline, Int. J. Pept. Res. Ther., 12,
165-177, 2006

* Martinek TA; Mandity IM; Fllop L; Téth GK; Vass E; Hollési M; Forrd E; Fllop F: Effects of the Alternating
Backbone Configuration on the Secondary Structure and Self-Assembly of 8-Peptides, ). Am. Chem. Soc., 128,
13539-13544, 2006



enzimatikus hidrolizis soran nyert kirdlis gylrds B-laktamok abszolut konfiguracidjanak
meghatarozasat végeztiik el (1. séma). Az abszolut konfigurdcid meghatarozdsa mellett a
VCD-spektroszkdpia és molekulamodellezés lehetévé tette a kilonboz6 gylirltagszamu,
esetenként kettGskotést tartalmazd, vagy aromas gydrlivel kondenzalt aliciklusos B-laktamok
(6sszesen 10 vegyilet) konformacids viszonyainak feltarasat, valamint tobb esetben
hidrogénkotéses ciklusos dimer szerkezetek azonositasat is. Egyértelmden igazolhatd volt,
hogy az enzim jelenlétében mindig ugyanolyan abszolut konfiguracidju termék keletkezett,
fliggetlenll a kondenzalt gylrd méretétdl, annak telitett, telitetlen vagy aromas jellegétél. Az
eredmények részletes ismertetése egy a Chirality folydiratban 2006-ban kozolt cikkben
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1. Séma. A vizsgalt, lipolaz-reakcidval elGallitott kiralis B-laktamok szerkezete

Ugyancsak PB-laktam tipusu vegylletek VCD-spektroszkdpiai vizsgalatat végeztik a
Lengyel Tudomanyos Akadémia Szerves Kémiai Intézetével folytatott egylttm(ikddés
keretében. Ebben az esetben a pB-laktam gy(liri kefalosporin tipusu antibiotikum-
intermedierek szerkezeti elemeként volt jelen, és a vizsgalat célja a B-laktam gyl(ir(ih6z
kapcsolédo oldallancok vagy gy(ird konformdaciéjdnak meghatdrozasa volt. Az eredmények
arra utaltak, hogy a vizsgalt laktamok kloroformos oldatban konformer-elegyként vannak
jelen, tobbnyire dominans konformer nélkdl.

* Vass E; Hollési M; Forré E; Fiilop F: VCD spectroscopic investigation of enantiopure cyclic 8-lactams obtained
through Lipolase-catalyzed enantioselective ring-opening reaction, Chirality, 18, 733-740, 2006



a-Laktalbumin Ca-koto helyét modellezé ciklopeptidek rezgési és
kiroptikai spektroszkopiai vizsgalata

Kombinalt FTIR- és CD-spektroszkdpiai médszerrel vizsgaltuk az a-laktalbumin Ca®*-kété
helyét modellezé tdbb ciklopeptid Ca**-ionok hatdsara bekdvetkezd térszerkezet-valtozasat,
melynek alapjan sikerdlt tisztazni a kalciumkoté helyen taladlhatd aszparaginsav-oldallancok
szerepét a kalciumion komplexdlasaban, valamint a karboxildtion és a Ca®* kiilénboz6
komplexalasi sémait (mono-, bidentat, H-kotéses athidalt szerkezetek). E vegyiletek
esetében nem lehetett VCD-spektroszkdpiai mérést alkalmazni, mivel az ehhez a sziikséges
nagy koncentracidban a vizsgélt peptidek Ca**-ionok hatasara azonnal kicsapodtak volna. Az
e témakodrben sziletett eredményeket a Bioorganic and Medicinal Chemistry c. folydiratban
publikéltuk.’

Az SV40 sejtmag-lokalizdcios szigndlpeptid oligodezoxinukleotidokhoz
valé kétodésének FTIR-spektroszkopiai vizsgdlata

Az SZBK Biofizikai Intézetével és a parizsi Gustave Roussy Intézettel folytatott
egyuttmikodés keretében a Pro-Lys-Ser-Lys-Arg-Lys-Val-Ser szekvencidju SV40 sejtmag-
lokalizacios szigndlpeptid, valamint N-oktil- (Oct-SV40) és N-palmitoil (Pal-SV40)
szarmazékanak egy 18-tagu oligo-dezoxiribonukleotiddal (ODN) valé kot6dését vizsgaltuk
ATR-FTIR-spektroszkdpiai moddszerrel, vizes puffer oldatban. A bioldgiai szempontbdl is
relevans vizsgdlati kortilmények (vizes puffer, az agregacié csokkentését célzd viszonylag
alacsony koncentracié) miatt VCD-mérés technikailag nem volt lehetséges. Az FTIR-
vizsgalatok alapjan a peptid-ODN komplex elsGsorban a peptid pozitiv toltésl
aminocsoportjai és az oligonukleotid negativ toltési foszfatcsoportjai kozti erGs
elektrosztatikus kolcsonhatdsnak tulajdonithatd. A Pal-SV40 szarmazék erGsebb kotédést
mutatott, mint az SV40 vagy az Oct-SV40 szdrmazék, mely &sszhangban van a bioldgiai
vizsgalatok soran tapasztalt sejtmembran-transzlokacios aktivitassal. Az eredményekbdl az
Arch. Biochem. Biophys. folyéiratban jelent meg publikacio.®

Tengeri ingola GNR-III peptidek FTIR- és VCD-spektroszkopiai
vizsgadlata

Az ELTE-MTA Peptidkémiai Kutatdcsoporttal egyittm(ikodve egy daganatellenes
hatasu peptid, a tengeri ingola GNR-III (Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,; IGnRH-
1), valamint lizin oldalldancon keresztil cisztinnel vagy N-acetil-cisztinnel kialakitott diszulfid-
hidas dimer szdrmazékainak {[IGNnRH-III(H-Cys)], ill. IGnRH-IlII(Ac-Cys)],} térszerkezetét

> Farkas V; Vass E; Hanssens |; Majer Zs; Hollési M: Cyclic peptide models of the Caz+-binding loop of a-
lactalbumin, Bioorgan. Med. Chem., 13, 5310-5320, 2005

® Laczké I; Vard Gy; Bottka S; Balint Z; Illyés E; Vass E; Bertrand J-R; Malvy C; Hollési M: N-terminal acylation of
the SV40 nuclear localization signal peptide enhances its oligonucleotide binding and membrane
translocation efficiencies, Arch. Biochem. Biophys., 454, 146-154, 2006



vizsgaltuk FTIR- és VCD-spektroszképiaval. A harom vegyillet DMSO-dg olddszerben mért
FTIR-spektruma hasonlé volt, 1668 cm™ koriili széles amid | savval, melyhez a VCD-
spektrumban negativ couplet tartozott. Ez arra utal, hogy a vizsgdlt peptidek z&mében
rendezetlen szerkezetlek, ugyanakkor az IGnRH-1Il monomer és az [IGNnRH-III(Ac-Cys)], dimer
bizonyos fokig B-agregatumok képzésére is hajlamos, mely e vegyiiletek VCD-spektrumaban
1611 cm™ ill. 1617 cm™ kérul kis negativ savként volt tapasztalhaté. Az eredményekbdl a
Peptides folydiratban publikacié sziletett.’

Aca-Lys és aca-Nys* részletekbdl felépiil6 sejtpenetrdcios oligopeptidek
FTIR- és CD-spektroszkopiai vizsgadlata

A Floridai (Gainsville) és a Miami-i Egyetemekkel, valamint az IVAX Gydégyszerkutatd
Intézettel (Budapest) egylittm{kddve arginiben gazdag penetraciés peptidek Ujonnan
szintetizalt lizin és trigonellin oldalldncu [Lys(Nys’) vagy egyszerien Nys'] analdgjainak
térszerkezetét vizsgaltuk FTIR- és CD-spektroszkdpiaval. A vizsgalt oligopeptidek szekvencidja
alterndlé e-aminokapronsav (aca) és Lys' vagy Nys® egységekbdl épiilt fel, az N-terminalison
BOC védd&csoportot tartalmazé illetve fluoreszcein-jel6lést (Fl) tartalmaztak (2. séma).

BOC*ENH f—LNh
\—\—/CO—NH CO—NH
C(§|~NH2
9

2. Séma

E vegylletek daganatellenes szerek célbajuttatdsdhoz hordozémolekuldkként
jatszhatnak szerepet. A Nys' tartalmu peptid human karcinoma (Hela) sejtekben fokozott
mértékl felvételt mutatott, mely 6sszhangban allt a spektroszkopiai és molekuladinamikai
adatok alapjan valdszindisithetd, lépegets hernydra emlékeztetd, nydjtott szerkezettel.®

" Mez6 G; Czajlik A; Manea M; Jakab A; Farkas V; Majer Zs; Vass E; Bodor A; Kapuvari B; Boldizsar M; Vincze B;
Csuka O; Kovacs M; Przybylski M; Perczel A; Hudecz F: Structure, enzymatic stability and antitumor activity of
sea lamprey GnRH-Ill and its dimer derivatives, Peptides, 28, 806-820, 2007.

® Bodor N; T6th-Sarudy E; Holm T; Pallagi I; Vass E; Buchwald P; Langel U: Novel, cell-penetrating molecular
transporters with flexible backbones and permanently charged side-chains, ). Pharm. Pharmacol, 59, 1065-
1076, 2007.



B-Amiloid agregaciojanak vizsgdlata kisméretil, potencidlisan
fibrillogenezis-gatlo peptidek jelenlétében

Az SZBK Biofizikai Intézetével egylittmikodve kombindlt CD- és FTIR-spektroszkopiai
vizsgalatuk az Alzheimer-kor kialakulasaért felel6s AB(1-42) amiloid peptid LPFFD-OH és
LPYFD-NH, szekvencidju linearis pentaptidek jelenlétében illetve hianydban bekévetkezd
agregacidjat, a pentapeptidek esetleges fibrillogenezis-gatld, B-red6z6tt réteg rombold
tulajdonsaganak kimutatasara. A vizsgalatokat nem lehetett VCD-spektroszkdpiai mérésekkel
kivitelezni, mert a B-amiloid nagy koncentracid mellett azonnal irreverzibilisen agregal,
kicsapadik az oldatbdl. A spektrumok idGbeni valtozasat 1 hétig kovetve megallapitottuk,
hogy a LPFFD-OH nem akaddlyozta a B-fibrillumok kialakuldsat (s6t enyhén el6segitette az
agregaciot), ezzel szemben az LPYFD-NH, peptid bizonyos mérték(i agregaciot késleltetd
hatast mutatott. A két peptid eltérd viselkedése feltehetén a konformaciods sajatossagaiknak
tulajdonithatd: az LPFFD-OH részben nyujtott, részben B-kanyar szerkezetdl, az LPYFD-NH,
viszont tulnyomorészt B-kanyar konformaciéju. Az eredményeket 0Osszefoglald cikk
megjelenése folyamatban van.’

Kisméretii kirdlis molekuldk és védett aminosav-szarmazékok
madtrixizoldciés VCD-spektroszkopiai vizsgdlata

Az ELTE Kiroptikai Szerkezetvizsgalé Laboratériuma dltal Uzemeltetett VCD-
spektrométerrel és a Molekulaspektroszkdpiai Laboratérium munkatarsai (Tarczay Gyorgy,
Magyarfalvi Gabor) 4ltal kifejlesztett matrixizolacidos berendezéssel végzett kisérletek
Osszekapcsolasa egy igen gyiimolcs6z6 egylittmikodést eredményezett, |étrehozva a vildgon
elsé rendszeresen m(ikod6é matrixizolacios VCD-spektroszkdpiai laboratériumot (mintegy két
évtizeddel ezel6tt az irodalomban mar kozoltek matrixizolacios VCD-spektrumot, azonban a
technikai nehézségek miatt a kisérleteket abbahagytak). A matrixizolacids technika elénye,
hogy a nagy feleslegben alkalmazott nemesgaz (Ar, Kr) dramban a vizsgdlandé molekulakat
8-12 K hémérsékleten, nagy vakuumban szilard nemesgaz matrix formajaban kifagyasztjuk
egy infravoros sugarzast atereszt6 (Csl vagy BaF,) kristalyra, igy mintegy kolcsonhatasmentes
kornyezetet hozva létre. Az alacsony hémérséklet sokkal jobb felbontast, a spektralis savok
jo elkuloniilését eredményezi, tovabba az izoldlt (matrixba zart) molekuldk spektruma sokkal
jobb egyezést ad a szamitott spektrummal, mint amit oldatfazisu kisérletek soran kapnank.

Az alacsony hémérséklet(i matrixizolaciés VCD-spektroszkopidval (MI-VCD) elséként
sikerllt egy bonyolult konformdcios egyensulyban levé és hidrogénkotéses asszociacidkra

? Laczké I; Vass E; So6s K; Fiilop L; Zarandi M; Penke B: Aggregation of AB(1—-42) in the presence of short
peptides: conformational studies, ). Peptide Sci. 64, DOI: 10.1002/psc.990, 2008.



hajlamos kiralis molekula, az R-2-amino-1-propanol VCD-spektrumat a legfontosabb
konformerek egyedi spektralis hozzajarulasanak sulyozott 6sszegeként értelmezni.”

Az MI-VCD technika — a nagy felbontas, a konformacids egyensuly befagyasztdsa és az
intermolekularis kdlcsonhatasok minimalizdlasa miatt — igéretesnek tlint védett aminosav-
szarmazékok, dipeptidek térszerkezet-vizsgalataban, igy példaul az Ac-Ala-NHMe, Ac-Pro-
NH, (és matrixizolacids infravoros spektroszképiaval az akiralis Ac-Gly-NHMe) tipusu
diamidok konformereinek tanulmanyozasara. Az MI-VCD-spektrumban az Ac-Ala-NHMe
esetében a nyujtott, Cs H-kotéses Byp) s a C; H-kotéses y-kanyart tartalmazé y, konformert
egyértelmden sikerilt azonositani, mig oldatban (diklérmetan, DMSO-ds) ezek VCD-savjai
nem valtak szét (az Ac-Gly-NHMe esetében egy nyitott szerkezetli harmadik konformer, a
8.0 is valdszindsithetd volt a matrixizolacids FTIR-spektrum alapjan).*! Az olddszeres VCD-
spektrumokban az amid Il tartomanyban pozitiv-negativ sdvpar jelentkezett, mely nem
egyezett a konformerek szamitott spektrumaval (csak pozitiv amid Il savokat vartunk),
viszont matrixizolacids korlilmények kozott ez az anomalia nem jelentkezett, igy az eltérést
az olddszerrel vald kdlcsonhatdssal lehet magyarazni. Az Ac-Pro-NH; esetében egy dominans
konformert, a C; H-kotéses y-kanyart tartalmazo ty,-t (a t jel6lés a transz Ac-Pro amidkotésre
utal), valamint nyomokban a H-kotést nem tartalmazo cisz Ac-Pro amidkotéses ca, -t lehetett
kimutatni.'?

A témakorben a legfrissebb eredmények az Ac-Ala-NHMe vizzel torténd
komplexképzésének oldatfazisi és MI-VCD-spektroszkdpiai vizsgalatabdl szulettek.'®
Kimutattuk, hogy a viz és a diamid modellvegyiilet kozt l1étrejové H-kotéses komplexekben az
Onmagdaban akiralis vizmolekula kiralissa valik, igy deformacios rezgése negativ savként
megjelenik mind a vizzel telitett diklormetan-oldatban, mind pedig a vizes Ar-matrixban
nyert VCD-spektrumban (4. dabra). A jelenség kiralitastranszferként ismert, létrejotte
egyértelmlen bizonyitja a komplexképzést. A szamitott és a mért MI-VCD spektrumok
dsszehasonlitasa alapjan megallapitottuk, hogy elsésorban az Ac-Ala-NHMe f,p) konformere
vesz részt a komplexdlasban, a vizmolekuldt mind a C- mind pedig az N-terminalis
amidcsoport kotheti.

B P rczay Gy; Magyarfalvi G; Vass E: Towards Absolute Configuration Determination of Complex Molecular
Systems: Matrix Isolation Vibration Circular Dichroism Study of R-2-amino-1-propanol, Angew. Chem. Int. Ed.,
45,1775-1777, 2006.

" pohl G; Perczel A; Vass E; Magyarfalvi G; Tarczay Gy: A matrix isolation study on Ac-Gly-NHMe and Ac-L-Ala-
NHMe, the simplest chiral and achiral building blocks of peptides and proteins, Phys. Chem. Chem. Phys. 9,
4698-4708, 2007.

2 pohl G ; Perczel A; Vass E; Magyarfalvi G; Tarczay Gy: A matrix isolation study on Ac-L-Pro-NH, : a frequent
structural element of 8- and y-turns of peptides and proteins, Tetrahedron 64, 2126-2133, 2008.

B 13 rczay Gy; Gobi S; Vass E; Magyarfalvi G: Model Peptide - Water Complexes in Ar Matrix: Complexation
Induced Conformation Change and Chirality Transfer, Vibrational Spectroscopy, 2008, kozlésre bekdildve.



AA

1700 1650 1600 1550 1500
Hullamszam (cm™)

4. abra. Az Ac-Ala-NHMe VCD-spektruma Ar-matrixban (a), vizes Ar-matrixban (b), széraz
diklérmetdnban (c) és vizzel telitett dikldrmetanban (d). A komplexalt viz kiralitastranszferbél eredé
VCD-savjat * jeloli.

Spiro-A*-szulfanok VCD-spektroszkopiai vizsgdlata

A kutatasi tervnek megfelel6en specialis, pszeudo-trigonalis-bipiramis szerkezet(, a
vizsgalatat is végeztik. E vegylletekben a spirociklusba zart kénatom képezi a
kiralitdscentrumot. A méréseket a 3. séman feltlintetett, N-S(IV)-O axialis kotésrendszeri
diaril(acilamino)(aciloxi)spiro-A*-szulfanok balra forgaté enantiomerjein végeztiik, melyek
aszimmetrikus axidlis kotésrendszere nagymértékben polarizalhato, igy e vegyiletek
dtmenetet képeznek a klasszikus A*-szulfan és az ikerionos szulfénium-karboxilat szerkezet
kozott. Ez a fokozott polarizalhatdsag az infravords spektrumban jol nyomon kévetheté volt:
mar a két ottagu gylrls | vegyllet aciloxi-karboniljanak vC=0 rezgési frekvencidja is (1653
cm™) alacsonyabb volt az azonos gy(irtitagszamu laktonénal (tehat részben karboxilat jellegii
volt), és még tovabb csokkent az eltérd gylrldméret Il és Il szulfan esetében (1638 em il
1645 cm™). Az utdbbi esetben jelentSs mérték( rezgési csatolds volt megfigyelhets az
aciloxi- és karbamoilrészlet két karbonilja kdzott. Az | szulfan acetonitrilben agregdlt, ezért
vizsgalatat DMSO-dg olddszerben végeztiik, a masik két vegyilet IR- és VCD-spektrumat
acetonitril-d; olddszerben vettiik fel.
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3. séma. A vizsgalt N-S(IV)-0 axialis kotésrendszer( spiro-A*-szulfanok szerkezete

Az axidlis kotésrendszer er@s polarizalhatdsag miatt a kvantumkémiai szamitasokat
vakuumban (B3LYP/6-31G*, B3LYP/6-311G** és B3LYP/6-311++G** szinten) és PCM
olddszermodell alkalmazasaval (B3LYP/6-31G* szinten) is elvégeztik, a legjobb egyezést a
kisérleti adatokkal egyértelmlen az olddszermodellel végzett szamitdsok adtak. Az
infravoros spektrumokban altaldban a két karbonilcsoport (részben atfedd) sdvja dominalt,
az ujjlenyomat-tartomanyban csak kis- vagy kézepes intenzitasu savok jelentkeztek. A VCD-
spektrumban forditott helyzet 3llt el6, az ujjlenyomat-tartomanyban nagy, a karbonil
tartomanyban kicsi volt a VCD savok intenzitdsa, elsGsorban a két 6ttagu gydrds | vegyulet
esetében (5. dbra).
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5. abra. Az | spiro- A*-szulfan mért és szamitott IR- és VCD-spektruma



Az abszolit konfigurcidé meghatarozasara az 1300 cm™ kérili tartomdnyban
jelentkez6 v,sC-CO-N (3) és v,sC-CO-0 (4) rezgések intenziv savjai voltak legalkalmasabbak (5.
abra), melyek a szomszédos aromds gyUr(k hidrogénjeinek sikban deformacios rezgéseivel is
csatoldst mutattak. A mért és szamitott VCD-spektrumok 0Osszehasonlitasa révén
egyértelmlen megallapitottuk, hogy a vizsgalt szulfanok balra forgaté enantiomerjeinek
abszolut konfiguracidja az | és lll szerkezet esetében R, a Il szerkezet esetében S volt, azaz
megfeleltek a 3. séman bemutatottaknak. Valéjaban mindharom vegyiilet azonos kiralitasu,
az eltérd jeldlés csupan a Cahn-Ingold-Prelog konvencidbdl ered.

Kovetkeztetések

A vizsgalt kiralis vegylletek sokfélesége alapjan az alabbi altalanos kovetkeztetéseket
vonhatjuk le:

A VCD-spektroszképia a legtobb esetben hatékony moddszernek bizonyult kiralis

molekuldk abszolut konfiguracidjanak vagy oldatban kialakulé konformacidjanak
maghatdrozdsaban, de nem alkalmazhatd rutinszerlien minden esetben.

A tobbféle ciklusos és linedris modellpeptid és peptidmimetikum VCD-spektroszkdpiai
vizsgalata egyértelmivé tette, hogy nem lehet altalanos empirikus szabdlyokat alkotni a
VCD-spektrum alapjan valé térszerkezet-becslésre, minden szerkezet egyedi esetként
kezelend6 és a spektrum értelmezéséhez konformacidanalizis és kvantumkémiai szamitas
sziikséges. Kivételt képeznek a nagyobb méret(, periodikus masodlagos szerkezeti elemeket
tartalmazé peptidek és fehérjék, melyek esetében a VCD-spektrum savmintdzata alapjan
globalis térszerkezeti informacidhoz juthatunk.

A VCD-spektroszkopia alkalmazdasat tobb esetben nehezitette (vagy egyes esetekben
megakaddlyozta) a minta rossz oldhatdsaga, az agregacié ugyanis értékelhetetlen
spektrumokat eredményez. llyen problémas esetekben a térszerkezeti informacidhoz kisebb
koncentracioju mintakat igényl6 technikdak kombinalasaval (pl. CD és FTIR) jutottunk.

Nehézséget okozhat a molekula tulzott konformacids mozgékonysaga, ugyanis
kozepes vagy nagyobb méretli molekuldknal az Osszes lehetséges konformer figyelembe
vétele és spektrumanak megfelel6 kvantumkémiai szintl szamitasa igen nagy szamitogép-
kapacitast igényel, a spektrum kiértékelése még igy is bizonytalan lehet a konformerek
becsllt populdcidjanak pontatlansaga miatt.

Az oldészer erés koélcsonhatdsa a molekuldval megnehezitheti a spektrum
értelmezését, e probléma kikiiszobolésére a matrixizolaciés VCD-technika (MI-VCD) nyujthat
megoldast, mely egyidejlleg nagyobb spektralis felbontast is eredményez, igy tobb
konformer detektdlasat teszi lehetévé. Az Aaltalunk mar sikeresen bevezetett MI-VCD
technika jelenleg kisméretd, viszonylag illékony mintakra korlatozott, de a kozeljovében
egylttmUkodés keretében egy olyan berendezés kifejlesztését tervezziik, mely lehet6vé teszi
az elektrospray elve alapjan nagyobb méretl molekulak nemesgaz-matrixba juttatasat.



