Szintetikus és NMR kutatasok peptidek és szénhidratok korében.......................
A kutatas id6tartama: 2001 —2005.

Bevezetés

Tobb, mint 5 évvel ezelott benyujtott kutatasi munkaterviinkben tobb altémat
jeloltiink meg peptidek illetve szénhidratok teriiletén, amelyek egyrészt 1j tipusu,
varhatoan bioldgiai aktivitassal biré mimetikumok szintézisét, masrészt ezen vegyiiletek,
valmint hasonld természetes, ill. félszintetikus szarmazékok szerkezetének, ill.
térszerkezetének meghatarozasat tiizték ki célul. A szerkezetvizsgalatok tilnyomod
tobbségét a biologiai rendszereket kozelitd folyadékfazisban terveztiik, és végeztik is el,
f6 vizsgalati modszerként a nagyfelbontdst, tobbdimenzids, multinukledris NMR
spektroszkopia alkalmazésaval. Ez a kozelités magaban foglalta a legmegfeleldbb NMR
technikak kivalasztasat, ill. azok tovabbfejlesztését is. A megjeldlt két vegyiiletcsoport
kozott az Osszekotd kapcsot a bakterialis sejtfalbol izolalt, ill. félszintetikus uton
NMR- és molekulamodellezési modszerekkel korabban behatéan vizsgéltunk (Matter, H;
Szilagyi, L; Forgo, P; Marinic, Z; Klaic, B: J. Am. Chem. Soc, 119, 2212 (1997)).

Az eredetileg 4 évre tervezett kutatds idétartamat a KM2 zsiiri elndkének
hozzajarulasaval 1 évvel meghosszabbitottuk. Egyrészt a hosszu id6tartam miatt,
masrészt a kutatomunka természetének velejardjaként (nem vart nehézségek, j szempont
felbukkanasa, nem tervezheté 1j felismerések, eredmények, stb.) az eredetileg kitlizott
program bizonyos modositasokat szenvedett, ezekre az egyes alpontok targyaldsanal
konkrétan ki fogok térni.

Peptidek  konformdciojanak és  kolcsonhatisainak NMR  vizsgdlata

oldatfazisban

Vizsgalni kivantuk a humdn pankreasz ribonukleaz (RNdz) fehérje — melynek
szerkezet-meghatarozasaban részt vettiink (El-Joubary,A; Bruix,M; Santoro,J; Cafaro,V;
Scognamiglio,R; Di Donato,A; D'Alessio,G; Kovér,KE; Batta,Gy; Szilagyi,L; RicoM J.
Biomol. NMR 15, 265 (1999)). -- bels6- és globalis reorintacids mozgasait modern,
tobbdimenziés NMR technikdk segitségével. Ujabb izotdpjelzett minta, amelyre
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laboratériumaban (Néapolyi Egyetem) mivel erre irdnyulé EU- és egyéb palyazataink nem
nyertek timogatast. Ezért az '"N-izotopjelzett ubikvitin fehérje és a trehaléz diszacharid
példdjan bemutatva javasoltuk a Lipari-Szabd féle NMR relaxacios dinamikai modszer
kiterjesztését. Igazoltuk, hogy a Ti, T, NOE, longitudindlis és transzverzalis kereszt-
korrelacios relaxaci6 mérésével a szokdsos dinamikai paramétereken  feliil
meghatarozhat6 a kémiai eltolodas anizotropidja (CSA) és a geometriai faktor is [2]. A
CSA/DD kereszt-korrelacios relaxacid mérésére uj, kis és nagy molekuldk vizsgalatara
egyarant alkalmas modszereket dolgoztunk ki. Uj TROSY modszert javasoltunk
fehérjékben a szekunder struktarara jellemzé NH-Ha homonukleéris csatolasi allandok
mérésére [3]. A moddszer érzékenysége adatgyljtés alatti savszelektiv Hy-proton
lecsatolassal sziikség esetén tovabb novelheto.

A masik tervezett peptid témaban Lovas Sandor prof. (Omaha, Nebraska, USA)
csoportjaval egyiittmiikodve vizsgaltuk az aromas gytrik és a peptid amid-hidrogének
kozotti kdlesonhatast helikalis modell peptidekben. Laboratoriumunk az NMR méréseket
¢és azok kiértékelését, az amerikai csoport a molekuladinamikai szamitasokat végezte.
Megallapitottuk, hogy az emlitett kolcsonhatdsok gyakoriak helikalis térszerkezetii
peptidekben és egyéb gyenge kdlcsonhatasokkal egyiitt a szerkezetet stabilizaljak [11].

Bakterialis endotoxinok (lipopoliszaccharidok, LPS) karos hatasat egyes peptidek
az LPS-hez kotédve gatoljak. Az egyik LPS-gatld peptid a szintetikus uton eldallitott
LALF-14 (Limulus anti-LPS factor) hexadekapeptid, amely a teljes LALF (Limulus anti-
LPS factor) protein lipid-A-koté szekvencigjat tartalmazza. A Ljubljana-i Nemzeti
Kémiai Intézet NMR- ¢és molekulamodellezési csoportjaval egylittmiikodve
tanulmanyoztuk az LPS/LALF-14 kolcsonhatast. A kooperacid mobilitasi koltségeihez
egy TéT palyazat keretében kapunk tamogatast. Elvégeztik a LALF-14 teljes NMR
jelhozzarendelését lipid-A-hoz kotott dllapotban, majd csere-atviteli 2D NOE modszerrel
szdmos tavolsag-kényszerfeltételt hataroztunk meg. Partnereink ezen kisérleti adatokat
felhasznalva molekuladinamikai és dokkolasi szamitdsai segitségével meghataroztdk a
szegmensére jellemzo B-lemez masodlagos szerkezet nem talalhaté meg a LALF-14-ben
sem szabad, sem kotott allapotban, a dokkoldsi szamitasok azt mutattdk, hogy ez a

szerkezeti elem nem eldfeltétele a LALF protein LPS-hez torténd kotdédésének [12].



A Bevezetésben idézett korabbi cikkiinkben kimutattuk, hogy a Brevibacterium
divaricatum sejtfal peptidoglikan ismétlddd egysége, amely egy diszaccharid-pentapeptid
(peptidoglikan-monomer, PGM), vizes oldatban olyan konformaciét vesz fel, amely a
molekulanak amfifil jelleget kolcsondz: a molekula hidrofil- és lipofil feliiletei jol
elkiiloniilnek. A molekula markans immunomodulans hatdssal bir: ebben a lipofil jelleg
szerepet jatszhat a gazdasejek membranjaval valo kdlcsonhatas soran. E kérdés tovabbi
vizsgalatdhoz egyilittmiikodé partnereink a zagrdbi Immunologiai Intézetben
félszintetikus uton két lipofil szarmazékot allitottak el6 (BocTyrPGM ¢és AdGlyPGM). E
segitségével tanulmanyoztuk. Elvégeztik mindharom glikopeptid teljes, dnkonzisztens
'H- és °C jelhozzarendelését. DMSO oldészerben. NOESY- ill. ROESY kisérletekkel
mintegy 130 'H-"H-tavolsagfeltételt hatiroztunk meg, és a konforméacios preferencidkat
erre alapozott tavolsag-geometriai szamitasokkal hataroztuk meg. Kimutattuk, hogy a
alapvegyiilet¢thez (PGM) képest, ezen konforméacids kiilonbségek azonban a lipofil
szarmazékok bioldgiai aktivitdsat (immunmoduldcio, enzimkotddés) lényegesen nem
befolyasoljak [6].

Bioaktiv szénhidratok analogonjainak szintézise és szerkezetvizsgdlata.

Ismeretesek  oligoszacharidok olyan heteroanalogonjai, melyekben az
interglikozidos oxigént mas atomok (N, S, Se, C) helyettesitik. Kevés példa van azonban
olyan szerkezetekre, amelyekben. a monoszacharid komponenseket két heteroatomot
tartalmaz6 hdromkotéses hid (3KGLH) kapcsolja 6ssze. Egy ilyen tipus a diszulfid kotés,
mely szerkezeti elem jol ismert peptidek és fehérjék korében, szénhidratok teriiletén
azonban gyakorlatilag ismeretlen volt. Eldallitottunk ezért olyan diszacharid-
mimetikumokat, melyekben két kiillonb6z6 monoszacharid-egységet egy diszulfid
interglikozidos kotés kapcsol Ossze [1]. Eldzetes vizsgalatokban tanulmanyoztuk e
szarmazékok konformdacids sajatsagait ill. szénhidrat-koto enzimekkel vald
kolcsonhatasaikat. Az egyik uj diglikozil-diszulfid szdrmazék az N-acetil-glilkdzaminidaz
enzimet kompetitiv mechanizmus szerint gatolja kozepes erdsséggel [nem kozolt

eredmények].



3KGLH szarmazékok térszerkezetét gyengén orientalt folyadékkristalyos fazisban
is terveztiik vizsgalni. Az ilyen koriilmények kozt NMR moédszerrel mérhetd un. maradék
dipoléris csatolasi allandok tovabbi értékes informdaciot szolgaltatnanak e molekulak
térszerkezetérdl. Ez a megkozelités kiilondsen diglikozil-diszulfid szarmazékok
térszerkezetének meghatarozasdban jatszhat fontos szerepet. Ennek elokészitésére 2D
NMR moédszereket fejlesztettiink ki, amelyek a maradék dipolaris csatolasok mérését a
Iényegesen pontosabba és érzékenyebbé teszik [7]. A modszer korabbiakndl nagyobb
felbontoképességét a tavolhatd heteronukledris csatolasok lecsatoldsa révén értiik el a t;
evolucios 1d6 kozepén G-BIRD' impulzus alkalmazisaval. Fehérjék esetén a
hasonloképpen modositott G-BIRD'-TROSY Kkisérletet javasoltuk és alkalmaztuk a
maradék dipolaris csatolasok pontos mérésére.

Szénhidratokban a lancvégi metilén-csoportok diasztereotop protonjainak skalaris
és dipolaris csatolasai fontos szerkezeti és dinamikai informéacidkat kozvetitenek. Uj
NMR modszert kozoltiink ezen protonok egykotéses proton-szén-, ill. a kétkotéses
proton-proton csatolasaihoz tartozé dipolaris jarulékok meghatdrozasara [10]. A mért és
szamitott egykotéses proton-szén maradék-dipolaris csatolasok (RDC) Gsszevetésével a
metilén-hidrogének sztereospecifikus hozzarendelése is megadhato.

A szulfénamid-kotés a 3KGLH-szdrmazékok ujabb tipusat képviseli. Ezen
kotéstipus gyakorlatilag szintén ismeretlen volt szénhidratok korében. Kidolgoztunk két
altalanos modszert S-glikozil-N-aril-, S-glikozil-N-alkil- illetve S-glikozil-N-aralkil
szulfénamidok szintézisére [9]. E mddszerek kiterjesztésével lehetdség nyilik a
calicheamicin daganatgatlo antibiotikumok oligoszacharid részében a hidroxilamin tipusu
interglikozidos kotés szulfénamidra torténd cseréjére.

A gyliris aminoguanidinnek tekintheté 2-hidrazino-4-oxo-6-metil-pirimidin
reakcidja aldehidekkel hidrazonokat eredményez, amelyek acilezési koriilmények kozott
gylirit zarnak. Aldehidként egyszerli monoszacharidokat alkalmazva nyilt lancu
nukleozid analogon szarmazékok allithatok eld. Modellvegyiiletként egyszerii aromas
aldehidekkel végzett reakciok 3-szubsztitualt tetrahidro-[1,2,4]triazolo[4,5-a]pirimidin-4-
on szadrmazékokat eredményeztek. A keletkezett termékek szerkezetét 2D NMR
mérésekkel hataroztuk meg, €s javaslatot tettiink ezen Uj tipust gylirizarasi reakcid

mechanizmusara [8].



A munkatervben nem szereplo kutatdasok

Liptak Andras akadémikus szénhidratkémiai kutatocsoportjaval évtizedek oOta
egyittmiikodiink az altaluk szintetizalt vegyliletek szerkezetének NMR modszerekkel
torténd igazolasaban, térszerkezetiik meghatdrozasaban. Liptak akadémikus felkérésére
ezuttal az altaluk szintetizalt, szamos védett monoszaccharid-szarmazék, nevezetesen
naftilmetil-éterek, ¢és az ezek felhasznaldsaval szintetizalt arabinogalaktan-tipusa
oligoszaccharid részletes NMR szerkezetvizsgalatat végeztiik el. Ezen egylittmiikddés
eredményeképpen két kozlemény sziiletett [4, 5]. Ezek a munkdk — ha lazan is —
kapcsolodnak palyazatunk szénhidrat résztematikdjahoz, u.i. a nagyszami molekula
vizsgalata soran 0sszegytlt tapasztalatokat jol tudtuk hasznositani az altalunk szintetizalt
molekulakkal kapcsolatban is. Ezért e kozleményekben résztamogatasként hivatkoztunk

jelen palyazatunkra is.



