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Roviditések jegyzéke

1D/2D = egy-/kétdimenzids

ACHC = aminociklohexankarbonsav

CD = cirkularis dikroizmus

COSY = correlation spectroscopy/korrelacids spektroszkopia

d = dublett

DEPTQ = distorsionless enhancement by polarization transfer with retention of

quaternaries

diexo-ABHEC = diexo-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav
diexo-AOBHEC = diexo-3-amino-7-oxabiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav

DOSY = diffusion ordered spectroscopy/diffuziokontrollalt spektroszkopia

DLS = dynamic light scattering/dinamikus fényszoras

DQF = Double Quantum Filter/dupla kvantumsziiré

ECD = elektronikus cirkularis dikroizmus

FID = free induction decay/szabad lecsengés

HMBC= heteronuclear multi-bond correlation/tobbkotéses heteronuklearis korrelacid

HMQC = heteronuclear multiple-quantum correlation/heteronuklearis tobbkvantum

korrelacid

HPLC = high pressure/performance liquid chromatography/
nagy nyomasut/nagyhatékonysagt folyadékkromatografia

HSQC = heteronuclear single quantum coherence/heteronuklearis egykvantum

koherencia

INEPT = insensitive nuclei enhanced by polarization transfer/érzéketlen magok

felerdsitése polarizacid transzfer altal
m = multiplett

NMR = nuclear magnetic resonance/magneses magrezonancia



NOE = nuclear Overhauser effect/mag Overhauser-hatas

NOESY = nuclear Overhauser effect spectroscopy/mag Overhauser-hatés

spektroszkdpia

PEP = preservation of equivalent pathways

PFG-NMR = pulsed field gradient NMR/gradiens NMR
ppm = pars per million

ROESY = rotating-frame Overhauser Spectroscopy/ forgd koordinatarendszerti mag

Overhauser-hatas spektroszkopia

s = szingulett

t = triplett

TEM = transzmisszios elektron mikroszkopia

TOCSY = total correlation spectroscopy/teljes korrelacios spektroszkopia
UV = ultraibolya

WET = water suppression enhanced through T1 effects/felerdsitett vizelnyomas T1

hatas altal



1. Bevezetés

1.1. A vizsgalt vegyiiletek szerkezeti sajatossagai

1.1.1. Ekdiszteroid vegyiiletek

Korabbi definicio szerint ekdiszteroidoknak az ekdizonhoz szerkezetileg hasonlé
vegylileteket nevezziik. [1] KésObb bevezettek egy megkiilonboztetést a valodi
ekdisztreoid és az ekdiszteroid-hasonld vegyiiletek kozott. [2] A valdodi ekdiszteroidok
csoportjaba azokat a vegylileteket sorolhatjuk, amelyek esetén a szteranvaz
(ciklopentano-perhidrofenantrén vaz) szerkezeti elem A és B gyiirlijének kapcsolodasa
cisz, és 14a-hidroxi-7-én-6-on kromofort tartalmaznak; a besorolas nem veszi figyelembe
a hatéstani jellemzoéket. Az ekdiszteroid-hasonld vegyiiletek nem teljesitik az Osszes
elébb megnevezett feltételt, de a korabbi, ekdizonhoz vald szerkezeti rokonsadg miatt ide
soroljuk ezeket. Az elsd ekdiszteroidok izolalasa izeltldbuakbol tortént meg
(zooekdiszteroidok), kés6bb nagy mennyiségben vald eléfordulasukat fedezték fel
novényekben is (fitoekdiszteroidok). Az Ecdybase adatbazisban jelenleg 510 ekdiszteroid
szerkezetet gyljtottek ossze. [3]

Nem csak forrasukban, hanem szerkezetiikben is kiilonbozdségeket talalunk a két
csoport kozott. [4] (1. dbra) A zooekdiszteroidok leggyakrabban C27-29 vegyiiletek, a
szerkezeti diverzitast a kiilonbozoképpen hidroxilalt metabolitok, a dehidroxi-
prekurzorok és a foszforilalt embrionalis vegyiiletek adjak. A fitoekdiszteroidok korében
sokkal valtozatosabb szerkezeti variaciokat talalhatunk. Ezek C18-29 vegyiiletek, az
oldallanc kiilonb6zé pontokon torténd lehasadasaval C19, C21, C24 vegyiiletek
keletkezhetnek. Jellemzd az oldallincban laktongylirii képzdédése a C-24/26/29
karboxilcsoport és a C-20/22/25/28/29 hidroxilcsoport kozotti észterképzéssel. Szdmos
ponton torténhet hidroxilacid, majd ezen csoportok részvétele konjugacidban, glikozidok,

éterek, észterek képzddésében. Ritkan az A/B gylirii anellacidja trans:z.
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1. Abra: Zooekdiszteroidok és fitoekdiszteroidok szerkezeti valtozatai. [4]
Pirossal jelolt kotések a lehetséges telitetlen kotéseket, a kékkel jelolt kotések a
lehetséges oldallanc hasadast jel6lik. A valodi ekdiszteroidok 14a-hidroxi-7-én-6-on

kromofort tartalmaznak.

Minden szterdnvazas vegyiilet minimum 6 aszimmetria centrumot tartalmaz,
ebbdl kovetkezéen minimum 2° konfiguricids izomer létezhet. [5] A természetes
vegyiiletekben és az ezekbdl kiinduld szerkezetileg modositott vegyiiletekben a 8S, 95,

10R, 13§ konfiguracio alland6. Enantiomer parok csak a szteroid totalszintézisek soran



képzddnek. A Cl14 kiralisan szubsztitualt szénatom esetén a természetes vegyiiletek
korében csak a kardialis glikozidokban R a konfiguracid, minden més esetben S. Ha az A
gyirt telitett, C-5 esetén is kirdlis szénatomrol van szd, itt mindkét konfiguracio
eléfordulasa kdzel azonos.

A szteranvaz sikja felett allo6 hidrogénatomokat/szubsztituenseket 3-val és vastag
vonallal, a sik alatt elhelyezkedd hidrogénatomokat/szubsztituenseket a-val és szaggatott
vonallal jeloljiik. E szerint a természetes vegyiileteken alapuld szerkezetek aszimmetria
centrumait 83, 9a, 103, 13, 14a/B hidrogénekkel jelolhetjiik.

Dolgozatomban targyalt ekdiszteroid vegyliletek a posztszteron alapvegyiilet
szintetikusan médositott szarmazékai. (2. dbra) A posztszteron egy C21 ekdiszteroid, a
C17 szénatomhoz B-helyzetli acetilcsoport kapcsolddik, B-androsztan vazhoz hasonld

alapvazzal rendelkezd vegyiilet. [6, 5]

2. Abra: A posztszteron szerkezete és szamozdsa

A szterdnvdz hiaromdimenzids szerkezetét tekintve, minden hattagu gyliri a
ciklohexdnhoz hasonléan a legstabilabb szék konformaciot veszi fel, a kapcsolddo
hidrogének/csoportok axialis vagy ekvatorialis allasban helyezkednek el. Az 6ttagu D
gytrQi félszék/boriték konformacidban talalhatd, itt kvaziaxidlis és kvaziekvatoridlis
allasuként irhatok le az egyes hidrogének/csoportok. [7, 5] Az egyes CH> hidrogének
diasztereotopok, helyettesitésiikkel egy-egy 11j aszimmetria centrum képzddik.

A szteranvazas vegyiiletek NMR spektroszkopiai szerkezetvizsgélata szamos
jellegzetességgel rendelkezik. [8] A 0,5 és 2,0 ppm kozotti régioban vizsgalhatok a nem
heteroatomhoz kapcsolodd és sp® hibridizaciéji CH és CH, protonok jelei, itt a jelentds
atfedések miatt, csak nagy térerejii mérésekkel (>400 MHz) és a kétdimenzios technikak

kombinalt felhasznalasaval lehetséges a teljes jelhozzarendelés elkészitése. [9]



A NOE-koélcsonhatason alapuld médszerek nagy jelentdségiliek a diasztereotop
hidrogének, a gylirlikapcsolodas ¢és az egész haromdimenzidos szerkezet
meghatdrozdsaban. Az angularis metilcsoportoktdl kiindulva meghatarozhatok a
szteranvaz sikjatol felfelé 4llo6 hidrogének/szubsztituensek. A jellemzd NOE-
térkozelségeket a 3. abra foglalja 6ssze az A/B és C/D gyltiriik cisz és transz anellacidja

esetén.

3. Abra: Karakterisztikus NOE-térkozelségek az 5aH (a), SPH (b), 140H (c) és 14pH (d)
konfiguraciok esetén [8]

A szteroidok esetén a csatolasi allandok is nagy jelentdséggel birnak az axialis és
ekvatorialis hidrogének megkiilonboztetésében. Axidlis-axidlis kapcsolat esetén 10,5 —
13,5 Hz; axialis-ekvatoridlis kapcsolat esetén 3,5 — 5,0 Hz; ekvatorialis-ekvatoridlis
kapcsolat esetén 2,5 — 4,0 Hz; geminalis hidrogének kozott 12 — 14 Hz (telitetlen kotés és
oxocsoport mellett 15 — 20 Hz) értéket mérhetiink a kérdéses jeleknél.



1.1.2. Oxim tipusu vegyiiletek szerkezeti problémai

Az oximok és oximéterek R,C=NOH / R,C=0R szerkezetii vegyiiletek, melyek
aldehidek vagy ketonok hidroxilaminnal vagy szarmazékaival valé kondenzéci6jabol
szarmaztathatok. [10] Az aldehidekbdl képz6dd oximokat aldoximoknak, a ketonokbol
eléallitottakat ketoximoknak nevezziik. A C=N kettds kotés koriil két lehetséges izomer
kiilonboztethetd meg: az E és Z izomer, amelyeket aldoximok esetében syn és anti

izomerekként is megadhatunk. (4. abra)

a) R OH R b)
>:N y \ N R>:N/OH R\ N
N WA y /N

OH OH

Zizomer E izomer Zizomer E izomer
R>R' R>R' antiizomer Syn izomer

4. Abra: Ketoximok (a) és aldoximok (b) lehetséges izomerjei a C=N kettds kotés mentén

RR +#H

A két izomer egymasba alakuldsdnak egyenstlyi allandojat (Ke,) a kovetkezd

egyenlettel irhatjuk le:

AG°
K., = e RT (D

amely egyenletben 4G a standard szabadentalpia-véltozas (J/mol), R az egyetemes

gazallandé (8,314 J x mol! x K') és T az abszolut hémérséklet (K). (1. egyenlet) [11]

Az oxim tipusi C=NOH csoport centralis szénatomja planaris és az alabbi
atlagértékekkel jellemezhetd a funkcids csoport geometridja: C=N kotéstavolsag 1.28 A,
C-N-O kétésszog 110 — 114°, a C-H kotéstavolsag az aldoxim molekulakban 1.09 A. [12]
A C=N kotéstavolsag szignifikansan hosszabb, mint az egyéb vegyiiletek C=N kd&tésére
jellemzd érték. Az E/Z izoméria markans hatast gyakorol az R-C-N kotésszogekre. [13]
Aldoximok esetén syn konfiguracido esetén koriilbeliil azonos a H-C-N ¢és R-C-N
kotésszog a funkcids csoportban, 120 — 123°; azonban ha anti konfiguracioval
jellemezhetd a molekula, az R-C-N kotésszog megndvekszik, a H-C-N kotésszog pedig

lecsokken. Ketoximok esetén hasonld hatas észlelhetd, itt is a nagyobb kotésszog-érték



talalhatd6 az OH-val azonos oldalon (124 — 129°) ¢és a kisebb érték (113 — 116°) a
hidroxilcsoporttal ellentétes oldalon. [14]

Az izomerek egymasba alakulasara vonatkozoan a legismertebb mechanizmusok
az oximcsoport sikjaban torténd inverzié egy linearis atmeneti allapottal; a sikbol kilépd
rotacio egy dipolaris atmeneti allapottal; és a katalitikus folyamatok. [15, 16] (5. abra) Az

inverzids és a rotacidés mechanizmus egylitt, egy folyamatban megy végbe, melynek

crer

a) o R 1 B b) | R 1
R | R R~ l | R
\)f . T . QN/ \N@ Y oNo QN/
Z 1zomer E izomer Z izomer E izomer
1. Inverzio 2. Rotacio
C) d)

H
kl +/H g _AL +/
R k R R - R

(E) (E)

Nu Nu
H R
+/H /H +/R +/  Nu~ R H K R —Nu~ +/
N <= N — =N N — e —= N
\ AN \ N\, Nu Nu~ N\

R H
ROR A R g H B CH
NG N en A R
p— + +
\H - >:N\ — >:N +H*
Z izomer H Z izomer
3. Protonalddas - rotacid 4. Nukleofil katalizis

5. Abra: Az oximok E/Z izomerizdcidjanak lehetséges mechanizmusai [15, 16]

a) inverzio, b) rotacio, c)-d) katalitikus folyamatok

Az oximok E/Z izomerizacidjat mindharom halmazéllapotban vizsgaltak elméleti
¢és kisérletes modszerekkel. Az acetaldoxim és a fenilacetaldoxim Z izomerként
kristalyosodik [17], majd old6das utdn mint az E és Z izomerek keveréke taldlhato.
Acetaldoxim esetén 40 °C-on aranyuk 40 : 60, a szamitott energiagat az izomerek kdzott
0,27 kcal/mol; a fenilacetaldoxim 54 : 46 aranyl izomerelegyként talalhato oldatban,
koztiik 0,1 kcal/mol nagysadgu szamitott energiagattal. [18] A nagyon kis energiagattal
jellemezhetd izomerizacios atmenetek spontan bekdvetkeznek. A jelentdsen csokkent
energiakiilonbséget oldatban/folyadékfazisban az oldoszerpolaritasnak, savak és bazisok

hataséanak, illetve asszocidcids jelenségeknek tulajdonitjak. [19-22] Az olddszerrel valod
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H-hidak kialakulasanak lehetdsége nagyban befolydsolja az izomerek aranyat az adott
oldatban. [20] NMR vizsgalat alapjan heptanban 33 : 67 volt az acetaldoxim E ¢és Z
izomerek aranya, mig deutérium-oxidban ugyanez az arany 56 : 44; ennek oka a
heptanban valé intramolekularis H-hidak altali 6nasszocidcié lehetdsége és a deutérium-
oxid olddszerrel vald H-hidak kialakuldsa. Az E/Z egymasbaalakulashoz vizben 13
kcal/mol, széntetrakloridban 16 kcal/mol sziikséges. [22] A para-metoxi-
benzaldehidoxim esetén a savkoncentracid szerepe dontd az atalakuldsban: magas
savkoncentracional hidrolizis és izomerizacidé parhuzamosan végbemegy, ha alacsony a
protonkoncentréaci6 csak a hidrolizis kovetkezik be. [23] Az E/Z izomerizacid mellett az

oximvegyiileteknél tautoméria is lehetséges nitron vagy nitrozo vegyiiletekké. [24, 25]

Szadmos biologiailag aktiv vegyiilet esetében eléfordul az oximesoport E/Z
izoméridja, a két izomer kozott kiilonbség taldlhatdé a hatas tekintetében. [26-28] A
Magyar ¢és Eurdpai Gyogyszerkdnyv is tobb, oxim-tipusi vegyiiletet ir le. A cefepim
dihiroklorid monohidrat [29], a cefixim [30], a cefpodoxim proxetil [31], a ceftazidim
pentahidrat [32], a ceftriaxon natrium [33], a cefuroxim axetil [34], a cefuroxim natrium
[35] ¢és a fluvoxamin maleét [36] esetén a Z izomert tartjadk nyilvan a hatoanyagként, az
E izomer szennyezdként szerepel, hatarértéke 0,2 — 1,0 % kozott megengedett. A
roxitromicin [37] esetén az E izomer az engedélyezett forma, a Z izomert szennyezdként
0,5%-ban tartalmazhatja. A Gydgyszerkdnyvben a szennyezd izomer kimutatdsara és
mennyiségi meghatarozasara HPLC modszert adnak meg. Kizdrdlag a norgesztimat
esetén torzskonyvezett az E és Z izomerek keveréke, 1,27 — 1,78 ardnyban, szintén HPLC

modszerrel allapithaté meg a két izomer ardnya. [38] (6. dbra)

11
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6. Abra: A fluvoxamin (a) és a norgesztimat (b) E és Z izomerei

Az irodalomban elérhetd néhany ekdiszteroid oxim NMR adatainak leirdsa, az o
BC atom kémiai eltolodas kiilonbségét felhasznalva az egyes izomerekben az E/Z
konfiguracido megallapithato. [39] 20-hidroxiekdizon-oxim, ennek diacetonid és 14,15-
anhidro szarmazékai esetén az oxim OH csoportjahoz o pozicidban talalhaté metilén '*C
atom kémiai eltolodasa alapjan allapitottdk meg a konfiguraciot. [40] Anti allasban ez a
kémiai eltolodas 42,6 — 49,5 ppm kozott, mig syn allasban 37,9 — 38,2 ppm kozott adodott.
A 20-hidroxiekdizon-O-(2-klorpiridin-5-ilmetil)oxim  esetén az E  izomerre
deuteropiridinben 42,2 ppm-et, deuterometanolban 42,6 ppm-et mértek a C,H kémiai
eltolodasara. [41] A 20-hidroxiekdizon C-20 oxo szdrmazékabol képzett oxim esetén
rontgendiffrakcioval allapitottdk meg a C-20 oxim vegyiilet oximcsoportjanak
konfiguraciojat. [42] A 20-hidroxiekdizon 2,3;20,22-diacetonid 6-oxim ¢€s oximéter
szdrmazékainak vizsgélata soran a Coq ASsyn-anti paraméterekre C-5 '*C atom esetén 5,2

ppm kiilonbséget, a C-7 *C atom esetén 7,5 ppm kiilonbséget mértek. [43]

A kémiai eltolodds Osszehasonlitasan feliill a NOE-térkozelségek is nagy

jelentdséggel birnak a konfiguracio eldontésében. Oximok esetén az OH csoport
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hidrogénje ¢és a CoHn kOz0tti korrelacid eldontheti az oximcsoport konfigurdcidjat. A
C=N kotés azonos oldalan elhelyezkedd hidrogének NOESY vagy ROESY
keresztcstucsot adnak. [44] (7. abra) Mind oximok, mind oxim-éterek esetén széleskoriien
alkalmaztdk a NOESY és ROESY NMR kisérleteket. [45-48] Mddszer hasznalhatosagat

oximok esetén limitdlja az OH cseréje az oldoszer OD vagy ND atomjaival.

7. Abra: A konfigurdcié meghatdrozdsdanak szempontjabél fontos NOE-térkézelségek

a) aldoximok és b) ketoximok esetén

1.1.3. Szkvalén-konjugatumok

Nanoméretli asszocidtumok eldallitasaval az adott gyodgyszervegyiiletek tobb
tulajdonsaga javithato: kontrollalt felszabadulas és eloszlas, abszorpciondvelés vagy

védelem a vegyiilet degradaciojaval szemben. [49]

A szkvalén-linker oldallanc jelenlétével az adott gydgyszermolekula prodrugként
viselkedik. [50] Az altalunk vizsgalt vegyliletekben az aktiv vegylilet és a szkvalén lanc
kozott szebacinsav (8. abra: X=CH») vagy diszulfidhidat (8. abra: X=S) tartalmaz6
analogja talalhat6. A szkvalén molekularész az dnrendezédésért és a bioldgiailag aktiv
vegylilet védelméért felelds a szervezet karos hatdsaival szemben, mig a linker egység (=
0sszekotd molekularész) az intracelluldris felszabadulasban jatszik szerepet. [51, 52]
Amennyiben a kapcsolat a linker és a gydgyszermolekula kozott pH érzékeny, ez a
tulajdonsag felhasznalhat6 az aktiv vegyiilet célzott felszabaduldsahoz a tumorsejtek
savas bels6¢ kornyezetében. [53] A diszulfidhidat tartalmazd vegyiiletek kiillondsen
elényosek a szabad gyodgyszermolekula célzott hatdanyagfelszabaduldsa szempontjabol.
A rékos sejtekben jelenlevé megnovekedett glutationkoncentraci6 hatasara hasad a linker

régio, majd tiolakton kilépése kozben szabadda valik a gyogyszermolekula. [54] (8. dbra)
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0
DRUG\O/U\/\/X\XWO\/SQ s
0

Sq= w = = > X SN ﬂ
X =8, -CH,- 0

2 + DRUG-OH + HO._-Sq

8. Abra: A szkvalén-linker oldallanc lehasaddsdnak feltételezett mechanizmusa [54];

GSH=glutation

Szamos esetben eloallitottak a szkvalenoilalt szarmazékait rakellenes [52, 55, 56],
antibiotikus [57] ¢és antivirdlis [58] vegyilileteknek ¢és igazoltdk ezek elonyos

tulajdonsagait.

A szkvalén egy aciklusos triterpén (Cso), hat izoprénrészbdl épiil fel, a harmadik
¢és negyedik izoprénegység kozott 1ab-1ab, a tobbi egység kozott fej-1ab illeszkedéssel.
[59, 60] Bioszintézise két farnezilegységb6l valosul meg, ezek 1ab-1ab
Osszekapcsolddasaval. Minden terpenoid esetén a kettdskotések mentén az E
konfiguracio van jelen. A kornyezettdl fliggden tobbféle konformacio 1étezik. Apolaros
oldoszerekben a kitekeredett, szimmetrikus formdja taldlhat6, mig polaros oldészerekben,
viztartalmi kozegekben feltekeredett vagy szteroidszeri konformécidban. [61, 62] (9.
abra) Ezt a tomorebb szerkezetet hidrofob kdlcsonhatasok stabilizaljak, a kettds kotések
védve helyezkednek el az olddszerrel szemben. [63] Szteroidszerii konformacioban képes
a membranba diffundalni [64] és ugyancsak ez a konformacio a fontos amikor a
szkvalénbol torténik a koleszterin és egyéb szteranvazas vegyliletek bioszintézise [65].
Emellett magénak a szkvalénnek is rdkmegeldz6 és kemoprotektiv hatast tulajdonitanak.

[66]
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CH3

9. Abra: A szkvalén szerkezete a) kitekeredett konformdcio; b) feltekert konformdcio;
¢) szteroid-szerii konformacio,

a paros és paratlan izoprén egységek kiilonbozo szinnel jelolve

A szkvalén-konjugatumok vizes kozegben valtozatos szupramolekularis
rendszereket alkothatnak. [67] (10. 4dbra) Micellas/liposzomas asszociatumra példa a
gemcitabin-monofoszfattal — képzett konjugatum [68], kettdsrétegli  lamellas
nanorészecskére a timidin-konjugdtum [67]. A doxorubicin esetén tobbféle
szupramolekularis rendezettség létezik, egyik a megnyult ,,nanospagettinek” nevezett
rendszer. [69] Az inverz kobds (2°,3°-dideoxicitidin-szkvalén konjugatum) [70] és
hexagonalis rendezettségii részecskék (gemcitabin-szkvalén-konjugatum) [71] képesek a
membranba épiilni. Rovidtava rendezettséget, amorf struktiirdt mutat a penicillin [57]

szkvalénnal képzett szarmazéka.
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10. Abra: Szkvalén-nukleozid konjugdtumok szupramolekuldris szerkezete [67]
Az egyes konjugalt vegyiiletek és ezek szupramolekularis szerkezete azonos szinnel

jelolve

A dolgozatomban targyalt szkvalén konjugatumok koziil az 1b és 1¢ vegyiiletek
nanorészecske képzését vizsgaltak DLS és TEM moddszerrel. (szerkezetiik a 35. oldal 18.
abrajan lathat6) [72] (11. &bra) A DLS vizsgédlatok soran monodiszperz
képzddményekként azonositottadk ezeket, 1b vegyiiletre kb. 200 nm hidrodinamikai
atmérot allapitottak meg, 1c vegyiiletre kb. 370 nm-t. Hetero-nanorészecskékben is
vizsgaltdk a szarmazékokat, doxorubicin-szkvalén konjugatummal kozdsen képzett
rendszerek hidrodinamikai atmérdje kis eltérést mutatott a homo-nanoasszociatumokhoz
képest, kb. 190 nm és 300 nm atmérdji részecskék keletkeztek. A TEM vizsgélatok soran
szintén tomor récsecskékként jelentek meg, kissé csokkent atmérével a homo-

nanoasszidtumok ¢€s kozel hasonld dtmérdvel a hetero-nanopartikulak.
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11. Abra: I¢ TEM képe; a) homo-nanorészecske-képzés; b) hetero-nanorészecske-

képzeés doxorubicin-szkvalén konjugatummal [72]
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1.1.4. p-Peptidek

A foldamerek olyan biomimetikus polimerek, amelyek képesek dnrendezddéssel
szabalyos masodlagos szerkezetet kialakitani mésodlagos kotéerdk segitségével. [73, 74]
A hagyomanyos a-peptidekkel szemben a peptidomimetikus foldamerek elénye a
nagyobb  stabilitds  proteolizissel/metabolizmussal ~ szemben és a  jobb
membranpermeabilitas. [75, 76] A peptidomimetikus foldamerek egyik legfontosabb
képviseldi a B-peptidek. A B-peptidek B-aminosavakbodl épiilnek fel, amelyekben az
aminocsoport a [-szénatomhoz kapcsolodik. Az ao- és P-szénatom valtozatosan
szubsztitualhatd, amellyel nagyfoku szerkezeti diverzitéas érhetd el, és ez a konformacios
viselkedést is dontden befolyasolja. [77, 78] Megkiilonbdztethetink p2-, B°-
monoszubsztitult, B>>-diszubsztitualt aminosavakat, ez utdbbin beliil léteznek a ciklusos
B-aminosavak, amelyek igencsak jelentdsek az onrendez6dd B-peptidek korében. [79]

(12. abra)

a)

oo as diaas

B*-peptid B*-peptid B23-peptid
monomer monomer monomer
0
84 = - 2
[1S,2R]-ACHC [1R,2S]-ACHC [15,2S]-ACHC [1R,2R]-ACHC

12. Abra: a)A p-peptidek gerincét leird torziés szogek Balaram konvencié
szerint [80]; b) a p-peptidek szubsztitucios mintazatai, c) ciklusos aminosavak

lehetséges konfiguracios izomerjei az ACHC példajan
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1.1.4.1. A p-peptidek masodlagos szerkezete

A B-peptidek nagyfoku konformacids stabilitassal rendelkeznek, igy révidebb
szekvencidk képesek az a-peptidekkel azonos rendezettségi fokot felvenni. Figyelembe
véve az Ujonnan megjelend 0 szdget, ennek ellenkezdje lenne varhatod. A harom torzids
szog jelenlétével megnd a konformacids tér, a csokkent onrendezddés a kedvezd az
entropiandvekedéshez. Azonban a monomerszintli lokélis konformacids preferenciak
ellensulyozzédk az entropiaveszteséget, igy mégis a rendezett szerkezetek a kedvezdbbek,
foként a ciklusos P-aminosavakbodl felépiilé peptidlancok esetén. [81-84] Masodlagos
szerkezetként hélixek, reddket 1étrehozo szalak €s kanyarszerkezetek johetnek 1étre. [85]
Kiilonbozo helikalis rendszerek képzddhetnek: H14 [86, 84], H12 [81, 77], H10/12 [87,
88, 77] és H14/16 [89] hélixek, a H-hidas kdlesonhatasok altal képzddott pszeudogytiriik
tagszama szerint. [90] (13. &bra)

H8 H14 H10
H H H
)’H‘/N NWNWN NH NH\YF
(0] (6] (6] (6] (o]

13. Abra: A p-peptid hélixek némenklatirdja a H-hidak dltal kialakitott pszeudogyiiriik
szerint [90]

A rendezett hélix vagy kanyar szerkezethez gauche konformacio sziikséges a Cq-
Cp kotés mentén (0 szog). A szubsztitudlt aminosavakban korlatozott a konformacios
szabadsag, az alkilszubsztiticid esetén az anti konformacidoban és a ciklusos B*-
diszubsztitualt aminosavak esetén a legkifejezettebb a gauche allast konformer. [81, 91]
Gylrlis B-aminosavak esetén a transz konfiguracid a helikalis masodlagos szerkezetnek
kedvez, a cisz konfiguraciéo homokirélis rendszerekben a kitekeredett konformaciot segiti
eld. [90] A gyliriméret meghatarozza a pontos 0 torzids szdget, amely adat befolyasolja
a képz6do hélix tipusat. [81] A gauche konformacidt tovabba a karbonil szénatom és az
amid nitrogén parcialis toltései kozott kialakuld elektrosztatikus kdlcsonhatés is

stabilizalja az adott f-aminosav egységen beliil. [92]
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A HI14 hélixet az NH' — C=0"? H-hid stabilizalja, az a-hélixekhez képest
sz¢élesebb atmérdvel €¢s monomerenként kisebb menetemelkedéssel rendelkeznek, egy
fordulatban harom aminosav szerepel. A C=0 ¢és NH csoportok az N és C-terminalisok
felé mutatnak, netté dipolust okozva. [93] A H12 hélixek az NH! — C=0'? H-hidas
kolcsonhatas altal jonnek létre, atmérdjik nagyobb az a-hélixeknél, nyujtottabb
konformaciot alkotnak, egy fordulatban 2 és fél aminosav taldlhat6. A C=0 és NH
csoportok orientdcidja a természetes a-hélixekkel azonos. [81] A H-10 hélixek esetén a
H-hidak (NH! — C=0'"!) orientacioja megegyezik a H14 hélixekkel. [94] A H8 hélix H-
hidai a NH! — C=0'""! csoportok kozott 1étesiilnek. [90] A H10/12 hélix egy alternald
rendszer, a H-hidak orientacioi is valtakozva jelentkeznek. [87, 88] Utdbbi harom
hélixtipus is nyujtottabb, kisebb atmérdji masodlagos szerkezet az o-hélixxel

Osszehasonlitasban. (14. abra)

1

o-Helix 10/12-Helix 12-Helix 14-Helix

14. Abra: A természetes aminosavakbol felépiilé a-hélix és a f-peptidek gyakoribb
helikalis szerkezetei [95]



1.1.4.2. A vizsgalt vegyiileteket felépito p-aminosavak

A transz-ACHC (transz-2-aminociklohexankarbonsav) az egyik leggyakrabban
hasznalt ¢épitdegység HI14 hélixek eldallitasthoz. Méar 4 aminosavat tartalmazo
szekvencia esetén 1étrejon a rendezett hélikalis szerkezet. [86] Ebben az egységben a 6
szog 55°, amely eldsegiti a gauche konforméacié kialakuldsat. Kis hanyadit ACHC-t a-
peptid szekvencidba épitve maris H14 hélix figyelhetd meg. [96] A cisz-ACHC alternélo
heterokiralis sztereokémiai mintdzat esetén H10/12 hélixtipust azonositottak, amely

poléaros old6szerekben 6nasszociaciot mutat. [87] (15. dbra)

15. Abra: a) Transz-ACHC egységekbdl felépiilé hexamer hdromdimenziés szerkezete [97]
b) Cisz-ACHC egységekbdl alternalo heterokiralis sztereokémiai mintdzat eseten felépiilo

H10/12 haromdimenzios szerkezete [87]

A diexo-ABHEC (diexo-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav) egység
esetén a 25,3R vagy 2R,3S izomerekbdl felépiilé szekvencidkban szalszerli masodlagos
szerkezetet azonositottak az NH' — CgH'! és az NH! — CgH"! NOE térkozelségek alapjan.
[98] Abban az esetben, ha felvaltva szerepeltek a fenti aminosavegységek a
peptidlancban, az NH' — C=0' H-hidak kialakuldsaval egy kanyarulatos-szalszerkezet
alakult ki. [99] Szintén alterndl6 tetramerek és hexamerek esetén korszeri hajlat alakult

ki konformacidként, kizarva a kis atmérdjii hélixek képzddését. [87] (16. abra)
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16. Abra: A diexo-ABHEC hexamer haromdimenzids szerkezete alterndlé heterokirdlis

sztereokémiai mintazat eseten [87]

Az oxanorbornén szarmazékok - diexo-3-amino-7-oxabiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-
karbonsav (diexo-AOBHEC) — mar dimerként is rendezett struktirat vesznek fel, 8-tagu

H-hidas pszeudogytirii Iétrejottével a H8 hélix azonosithat6. [100] (17. &bra)

L=

17. Abra: A diexo-AOBHEC dimer hdaromdimenzios szerkezete [100]
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1.1.4.3. Modszerek a pB-peptidek konformacidojanak vizsgalataban

Az NMR spektroszkopiai moddszerek mellett cirkuldris  dikroizmus
spektroszkopiai és rontgenkrisztallografiai modszerekkel vizsgalhaté a B-peptidek
masodlagos szerkezete. A dinamikus fényszorasmérés ¢és elektronmikroszkdpos

technikadkat a harmadlagos szerkezet, az 6nasszociacio felderitésében hasznaljuk.

Az NMR spektroszkopiai vizsgalatok esetén oldatban jelen levd konformaciorol
tajékozodhatunk. Néhany mM koncentracidban torténik a mérés, a kontrollalatlan
aggregacio elkeriilésének érdekében. Mar a '"H NMR spektrum jellemz6 a rendezettség
jelenlétére: az amid NH jelek megfeleld eloszlasa a spektrumban a szabalyos rendezett
szerkezetek esetén lathatd, az atfedd jelek a random szerkezetek esetén fordul el6. Még a
homooligomerek esetén is jol megkiilonboztethetdk az amid NH jelek. Ez a jelenség az
a-peptidek esetén is jellemzd. A gerincjelek hozzarendelése a hagyomanyos kismolekulas
jelhozzéarendelések elkészitéséhez hasonldoan torténik, COSY, TOCSY, ROESY
modszerek alkalmazdsaval. Az amid NH hidrogének 8,5 — 7,5 ppm kozott, a CgHn
hidrogének 4,2 — 3,5 ppm kozott, a CoHn hidrogének 3,5 — 2,5 ppm kozott jelentkeznek.
A NOE-kdlcsonhatasok nagyon hasznosak a masodlagos szerkezet meghatarozasaban, a
karaktersztikus keresztcsticsok altal definidlhatok a rendezett allapotban kozel keriild
molekularészek és a hélix tipusa. A kovetkezd NOE-térkozelségek jellemzok az egyes
helixekre: H14: NH! — CgH,'3, NH! — CgH,'2, CoHy' — CgHa'3; H12: NH! — CgH,', CoHy!
— CpH4'™; H10: NH' — CgH,"2, NH' — CgH,'"!, CgHy' — CoHy'"2. Az amid NH csoport
hidrogénatomjai konnyen cserélnek az oldoszer deutériumatomjaival. Rendezett
konformerekben, ha H-hidban taldlhat6 az adott csoport, az olddszerrel szemben nehezen
hozzaférhetd, igy a csere lasstiva valik. Minél stabilabb a kialakult masodlagos szerkezet,
annal lassabban megy végbe a csere. Random szerkezetben a szabad amid NH-k konnyen
hozzaférhetdk az oldoszer szamara, igy cseré¢jiik deutériumatomra gyorsan, akar azonnal

megtorténik beoldas utan. Ezen vizsgalatokat CD;OD-ban végezziik.

A cirkularis dikroizmus technikat a tavoli UV tartomanyban (250 — 178 nm)
alkalmazhatjuk B-peptidek vizsgalatdhoz, az optikailag aktiv amidcsoport elnyelése
ebben a tartomanyban jelentkezik. A H14 hélixre jellemzdek a kb. 215 és 195 nm-nél
fellépo ellentétes eldjelii savok. Balmenetes hélix esetén a maximum talalhato a kisebb,

a minimum a nagyobb hulldmhosszértéknél.[90] Jobbmenetes hélix esetén ez ellentétesen
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lathat6. A H12 hélixek CD spektrumdban szintén megjelenik a 205 nm és 190 nm kozeli
sav, de a H14 hélixxel ellentétes eldjellel az adott jobb- /balmenetes szerkezetek esetén.
Emellett az n — =#* atmenetre jellemzd negativ eldjeli sd&v 220 nm értéknél
karakterisztikus a H12 hélixre. [90] A H10 helikalis szerkezetek a H14 hélixekhez
hasonlo spektrumot szolgéltatnak, de kisebb intenzitasi CD savokkal. [94] A H10/12
helikalis rendszerekben az amidkotések kétféle orientacidja miatt kisebb helikalis dip6l
keletkezik, igy CD savjaik szintén kisebb intenzitastak, rendszerint csak a 205 nm kozeli

sav detektalhato. [90]

A DLS ¢és TEM technikdk esetén a nanoméretii asszociatumok vizsgalhatok, igy
a kialakult szupramolekularis szerkezetek, mint micelldk, nanoszalak. A PFG-NMR
modszerekkel (pl. DOSY) az adott részecske diffuzios koefficiense hatarozhaté meg,
amelybdl a hidrodinamikai sugéir szadmithatd. Ez Osszehasonlitva a szabad, nem
asszocialodott molekula hidrodinamikai sugardval kiszamithaté az asszocidtumban

résztvevo egységek szama.

Rontgenkrisztallografiai vizsgéalat soran a kristalyos mintdbdl kaphaté informéaciod
a masodlagos szerkezetrdl. [101, 102] Az egykristaly eldallitdsa limitdlo tényezd a
modszer hasznalhatdsaganak szempontjabol. Féként nanoméretli asszociatumok esetén

valik nehézz¢/ lehetetlenné a vizsgélathoz sziikséges egykristaly eldallitasa.
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1.2. Szerkezetfelderités NMR és ECD spektroszkopiaval
1.2.1. A szerkezetmeghatarozas stratégiaja

Az egydimenziés NMR spektrumokban az egyes jelek kémiai eltolodasa alapjan
tajékozodhatunk az adott csoport hibridizaciojardl, a szomszédos atomok/funkcios
csoportok hatdsarol. A vicindlis és gemindlis csatoldsok segitségével szintén a
kornyezetrdl kapunk informdaciot, a konnektivitas mellett a protonok relativ térhelyzetére
is kovetkeztethetiink. A 'H NMR spektrumokban a megfelelé felvételi beallitidsokat
alkalmazva az integralt intenzitds értékek kvantitativ adatot szolgéltatnak a jelet ado
atommagok relativ szamardl. A mindennapi NMR spektroszkopiai szerkezetfelderitésben
leggyakrabban hasznalt magok a 'H, a 1*C és a '°N. A két és tobbdimenzids mérések
felhasznalasaval tovabbi  t4jékoztatast nyeriink az egyes atomcsoportok
konnektivitasarél, konfiguracios, konformacios és dinamikus tulajdonsagairol. Azonos
magfajtdk kozti kolesonhatas feltérképezésekor homonuklearis, kiilonb6zé magfajtak
kolcsonhatasanak vizsgalatakor heteronuklearis mérési modszerekrdl beszélhetiink. A
kolesonhatasok kiépiilhetnek direkt modon, kotd elektronok altal, illetve téren keresztiil,

dip6l-dipol kdlesonhatasokkal.

1.2.2. NMR technikak a szerves szerkezetfelderitésben

Az egy kotésen keresztiil kapcsolodd 'H és X (leggyakrabban *C, '°N) atomok
felderitésére alkalmazzuk a HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), HMQC
(Heteronuclear Multi Quantum Coherence) moddszereket az egy kotésen keresztiili
csatoldsra optimalizdlva ('H — 'BC esetén kb. 145 Hz). A HSQC mddszer
pulzusszekvencidjaban INEPT vagy reverz INEPT elemek feleldsek a magnesezettség
atviteléért a hidrogénrdl a masodlagos magtipusra. A t; varakozasi idé utan egy retro-
INEPT szekvenciaclemmel torténik a magnesezettég visszatérése az 'H magokra, majd
innen detektaljuk a jelet folyamatos X mag lecsatolas mellett. [103] A gradiens NMR
modszer megjelent a HSQC ¢és mas NMR technikdkban is, ezen elemek
pulzusszekvencidba valo beépitése szamos eldnyt szolgaltat: pl. rovidebb mérésidd,
artefakt jelek csokkenése, fazis-ciklizacid kihagyhat6, 'H-'’C/'H-'""N nem kivéant

magnesezettség elnyomasa. [104-107] Az editalt HSQC mérés soran kapott spektrumban
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ellentétes fazisban lathatok a CH/CH3 és a CH: jelek, ennek megvaldsitasa torténhet *C

z-szliréssel, echo-antiecho moédszerrel vagy PEP-modszerrel. [108]

A HMBC modszer esetén a harom- és két kotésen keresztiili korrelaciokat
detektalhatjuk, a kisérlet a multiple-quantum-coherence technikén alapszik. [109] A
direkt, egy kotésen keresztiili kolcsonhatdsok minimalizalaséért egy low-pass J-filtert
(alulateresztd sziird egy kotésen keresztiili csatoldsi 4allanddkra optimalizalva)
alkalmaznak. [110] A harom kotésen keresztiili '"H — °C csatoldsok 0 — 14 Hz széles
tartomanyban helyezkednek el, ezért altalaban egy koztes 7 — 8 Hz-es értékre allitva

végezziik a kisérleteket.

A homonukledris COSY mddszer esetén a spektrum diagondlis csucsabdl
kiindulva az egyes hidrogének a csatold partnerekkel korreldcidt mutatnak. [111]
Ujabban a Double-quantum filtered COSY (DQF COSY) hasznélatos, amely kikiiszoboli
a diagonalis diszperziv jeleit, igy az atlohoz kdzel esd keresztcsucsok is fejthetdvé valnak,
¢s a jelek finomszerkezete is lathatova valik, amely megengedi a csatolasi allandok

meéresét. [112]

A szintén homonuklearis TOCSY technika hasonlé a COSY mérésekhez, am ez
spinlock (pulzusszekvencia elem, amely alatt a magnesezettség az x-y sikban vagy a z
tengely mentén tarthatd) koriilmények kozott zajlik, igy a teljes csatold spinrendszer
korrelacidt mutat, amig egy heteroatom/kvaterner szénatom meg nem szakitja azt vagy a
kozel 0 Hz csatolasi alland6 miatt lehetetlenné valik a magnesezettség tovabbterjedése.
[113] Hasonléan a COSY kisérlethez, egy 90°-os 'H gerjeszté pulzus utdn a
mégnesezettség kifejlodik a t; varakozasi id6 alatt. Am mig a COSY esetén itt a
kiolvasopulzus kovetkezik, a TOCSY kisérletben egy spinlock blokk szerepel, amely egy
izotrop keverést tesz lehetdvé. [114] Hosszabb keverési id6 alkalmazaséaval, tobb kotésen
keresztiili korrelacidkat detektdlhatunk a spinrendszerben. A TOCSY mérés
egydimenziés forméban is alkalmazhatd, ekkor egy adott jelet a 'H spektrumban
szelektiven besugarzunk, majd a vele egy spinrendszerben szereplé hidrogénatomok jelei

jelennek meg a spektrumban. [115]

A NOESY ¢és ROESY méréstechnikék esetén a magnesezettség atvitele az egyik
magrol a masikra téren keresztiili, dipdl-dip6l kdlcsonhatasokon keresztiil torténik. [116]

Itt is egy diagonalis taldlhaté a spektrumban, a diagondlison kiviil esé korrelaciok
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mutatjadk meg az egymassal 5A térkdzelségen beliil elhelyezkedd hidrogénatomokat.
Mivel a keresztcsticsok térfogati integralja a tdvolsag -6. hatvanyaval aranyos, igy
kvantitativ. moéddon haszndlhatdé az egyes hidrogénatomok térkozelségének
meghatarozasara. [117] Az 500-600 Da molekulatomeghez kozeli molekulak esetén nem
hasznalhat6 a NOESY moddszer, mivel ebben a tartomanyban valt eldjelet a NOE % érték
¢s az intenzitdsvaltozas kozel 0. Ebben az esetben a ROESY kisérletet alkalmazzuk. A
rotacios korrelacids id6 a molekulatomeg mellett fligg az alaktol és a viszkozitastol is. A
kétdimenzios homonukledris szekvencidkhoz hasonldan itt is egy 90°-0s gerjesztd pulzust
alkalmazunk, majd t; varakozasi id6 alatt kifejlodik a magnesezettség. Itt egy spinlock
szekvenciaelem utdn torténik a FID kiolvasédsa. A NOESY technika esetén a t; varakozasi
id6 utan egy 90°-os pulzus longitudindlis (z-irdnyl) magnesezettséget hoz Iétre, amely a
NOE keverési id6 alatt dipolaris keresztrelaxacid vagy kémiai kicserélddés altal
tovaterjed, majd egy jabb 90°-os pulzus utidn torténhet a detektalas. Egyes magok
szelektiv gerjesztésével 1étezik egydimenzios NOESY és ROESY kisérlet is, ahol az
egydimenzios spektrumban az 5A tavolsagon beliili jelek szenvednek intenzitasvéaltozast.

[118, 119]

A DOSY technikaval, mint PFG (pulsed field gradient) technikdval a molekulak
transzlacios diffuzidjanak mérésére van lehetéség. [120] Minden molekula rotacids
(Brown-mozgast) ¢€s transzlaciés mozgast (diffuzid) végez, a diffuzidés allando az

Einstein-Stokes egyenlettel irhat6 le (2. egyenlet):

po_ kT
6, @

D= difftiziés allandé (m?/s)
k= Bolzmann-allando (K/J)
T= hémérséklet (K)

n= viszkozitas (Paxs)

rs= hidrodinamikai sugér (m).

Amennyiben a vizsgalt részecske Osszemérhetd az olddszermolekula

hidrodinamikai sugaraval, a nevezdben 6 helyett 4-et hasznalunk.

27



A gradiens segitségével az adott molekula térbeli helyzete meghatarozhat6, majd
ha elmozdul a diffazios id6 alatt, ez egy masodik gradienssel kiolvashato. [121, 122] A
jelintenzitas csokken a diffuzids id6, a gradiens erdsség ¢és a gradiens hosszanak
fiiggvényében. Nagyon fontos tényezd a gradiens linearitasa és allandosaga a minta teljes
magassagaban. Emellett a minta dllandé hdmérsékletét is biztositani kell, ha nem azonos
az NMR cs0 also és felsd részében a homérséklet, egész oldatrészletek elmozdulasat
generalja (konvekcid) és valtozast okoz a viszkozitasban, ami befolydsolja a mérés
eredményét. A pszeudo 2D spektrumban az F2 dimenzidban a 'H spektrum talalhaté, az
F1 dimenzion leolvashato a diffuzios koefficiens. Egy sorban egy molekula/asszociatum
jelei jelennek meg. Innen az Einstein-Stokes egyenlettel kifejezhetd a hidrodinamikai
sugar vagy belsé referenciat hasznalva kiszdmithatd ugyantigy a hidrodinamikai sugar

vagy a molekulatomeg (3. és 4. egyenlet) [123, 124]:

DS rref DS 3 Ml‘ef

= — 3); = 4
Dref s ©) Dyt M )

Dy= ismeretlen diffizios allandoja

D= bels6 referencia diffizios allandoja
/= belsd referencia hidrodinamikai sugara
rs= ismeretlen hidrodinamikai sugara

M= belsd referencia molekulatomege
M= ismeretlen molekulatomege

NMR vizsgélatok soran gyakran sziikségessé valhat az oldoszerjelek elnyomasa,
amikor a nem-deuteralt olddszermolekuldk sokszoros koncentracioban talalhatok a
vizsgalt vegylilethez képest. Peptidek vizsgdlata soran az amid NH és a deutérium-oxid
altali NH — ND cseréjének elkeriilésére HoO/D20O (90:10 vagy 95:5 térfogataranyt)
elegyét alkalmazzuk, itt a H>O akar tobb tiz- vagy szadzezerszeres mennyiségben lehet
jelen a mintdban a peptidhez képest. Az oldoszerelnyomds legismertebb médszerei a
preszaturaciod (jelek telitése a kisérlet elott) vagy a PFG alapu WET [125], a Watergate
[126, 127] és az excitation sculpting [128].

Az NMR spektroszkopidban folyamatos ujitasokat eszkdzolnek a minél jobb
felbontas és nagyobb érzékenység érdekében. Az érzékenység (jel/zaj arany) a kovetkezd

egyenlettel irhato le (5. egyenlet) [117]:
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Jel/ Zaj ~ C Yexc 'Ydet3/2 B3/2 (NS)1/2 T2 T-l (G Q TC_lcz-l) (5)

c= koncentraci NS=akkumulaciok szama
Jexc=gerjesztett mag giromagneses T>=spin-spin relaxaciés id6
allandoja T=hémérséklet

yae=detektalt mag giromagneses G=mérdfejre jellemz6 allando
allanddja O=mérofej josagi faktora
B=statikus magneses tér T=mérbtekercs hdmérséklete

cox=elderdsitd zajfaktora

Az egyenletbdl kovetkezéen novelhetjik az érzékenységet a koncentracid
novelésével, erre, ha nem all rendelkezésre megfelelé anyagmennyiség, lehetdségiink van
specialis  Shigemi-csovek és  kapillaris mérécsdovek alkalmazasaval kisebb
térfogatmennyiségben végezni a méréseinket. Tovabbi méd az akkumulaciok szamanak
novelése, amely azonban nagy mértékben novelheti a mérésidét. Erdemes az
érzékenyebb, nagyobb giroméagneses allanddju magon gerjeszteni és detektalni. A
protondetektalassal kapott spektrumokat inverz spektrumoknak is nevezziik régebbi
nomenklatira szerint. A hardverben a G ¢és Q faktor a méréfej kialakitasanak
optimalizalasaval novelhetd. Szupravezetd magnesek tokéletesitésével egyre nagyobb B
statikus magneses térrel rendelkezd késziilékeket sikeriilt gyartani. [129] A héliummal
hiitott mérdfej esetében jelentds érzékenységndvekedést érhetiink el az ado- és
vevotekercs, illetve az eloerositd homérsékletének csokkentésével. A tekercseket, illetve
az elderdsitét héliumgaz segitségével egy zart hiitési rendszerrel tartjak 16 K, illetve 77
K-en. Kiilon kihivas megfeleld szigetelés megoldasa, mivel a hiitott részek és az altalunk
meghatarozott hdmérsékleten (kb. szobahdmérséklet) tartott mintank kozott mindossze
né¢hany mm a tévolsdg. Konnyebben és kisebb koltségekkel telepitheté a folyékony
nitrogén elparologtatasaval hiitétt méréfej (Prodigy™ méréfej), amely napjainkban
szintén széles korben kertil felhasznaldsra.

A felbontds novelése szintén egy fontos irdny az NMR spektrométerek és
spektroszkopiai modszerek fejlesztésében. Az egyre nagyobb statikus magneses térerdvel
bird késziilékek nem csak nagyobb érzékenységgel, hanem nagyobb felbontassal is
rendelkeznek. HSQC és HMBC spektrumok esetén a zstufolt tartomany fejtése nehézkes,
az elkiiloniild jelekhez sziikséges a nagyobb felbontés. A digitalis felbontast a Hz per pont
érték adja meg, tehat az indirekt '*C dimenzidban novelhetd a felbontds az
inkrementumok szdmanak novelésével vagy a spektrumablak csokkentésével. Az

inkrementumok szdmanak novelése nagymértékben noveli a mérésidot, ezért csak
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bizonyos hataron beliil novelhetd. Az indirekt dimenzioban kisebb spektrumtartomany
kivéalasztasa esetén szamolnunk kell a tartomanyon kiviil esd jelek visszahajlasaval
(,,folding”), amely jelatfedésekkel zavarhatja a spektrumfejtést. Egy masik lehetdség a
specialis  pulzusszekvencidk alkalmazdsa. A sdavszelektiv modszerek dramai
felbontasnovekedést okoznak az F1 dimenzioban, anélkiil, hogy megjelennének a
visszahajlo jelek. A savszelektiv HSQC és HMBC pulzusszekvencidkban az egyik 90°-
os 13C pulzus helyett egy szelektiv pulzust alkalmazunk, melyet formazott pulzusokkal
valositjuk meg. [130, 131] A linearis predikcidé matematikai médszerekkel szintén noveli
a felbontasat a felvett spektrumnak: a FID felvett szakasza eldtti vagy utani adatpontok
kiszamithatok. A NUS (non uniform sampling) esetén a tobbdimenziés mérés t
inkrementumaib6l egy meghatarozott mintdzat szerint kihagyunk, majd ezen

adatpontokat matematikai modszerekkel helyreallitjuk a feldolgozas soran. [132]

1.2.3. ECD spektroszkopia a szerkezeti vizsgalatokban

A CD spektroszkopia altal gyorsan, egyszerii mintael6készitéssel nyerhetd
szerkezeti informdacid, a modszert elsdsorban peptidek €s fehérjék esetében alkalmazzuk.
[133] Kivaldo kiegészitéje a nagyfelbontdsi modszereknek, mint az NMR
spektroszkopidnak és a rontgenkrisztallografidnak. A vizsgélt vegyiiletnek optikailag
aktivak, igy a polarizalt fény sikjat elforgatjak. Az optikailag aktiv anyag altal a két
cirkuldrisan polarizalt fénysugar eltéré mértékben nyeldédik el, athaladds utén
amplitadojuk kiilonbozik, ezaltal elliptikusan polarizaltak lesznek. [117] A két
fénynyaldbra vonatkozd abszorpcids koefficiens kiilonbséget mérjik a hulldmhossz
fiiggvényében.

A kozeli UV tartomanyban (320 — 250 nm) az elnyelés az aromas oldallancoktol
szarmazik (triptofan, tirozin, fenilalanin), ezek egymashoz viszonyitott helyzete
befolyasolja a spektrumot, igy a harmadlagos szerkezetrdl ad felvilagositast. [134]

A tavoli UV tartomanyban (250-178 nm) az amidkromoférok okoznak
abszorbanciat, ezek egymashoz vald térbeli elhelyezkedése befolyasolja a spektrumot,
ezaltal a masodlagos szerkezetrdl nyerhetiink informéciot. 220 nm koriili savok a m — m*
atmenet miatt, a 190 nm koriili sdvok az n — n* dtmenet miatt 1athatok a spektrumban.

[134]
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2. Célkituzések

PhD munkam sordn mesterséges onrendez6d0 rendszerek szerkezeti vizsgalata és
a rendezett konformaci6 kialakuldsdnak tanulmanyozasa volt a cél, elsdsorban NMR
spektroszkopiai modszerekkel.

Elsé 1épésként a megfeleld szerkezetek NMR jelhozzéarendeléseit végeztiik el.
Megtortént a szerkezetek igazolasa és felderitésre keriiltek az egyes atomcsoportok a
molekulaban, amely informaciot felhasznalva ezek relativ helyzetének meghatarozasa is
lehetdvé valt a késébbiekben.

A szkvalén-oldallancot visel6 ekdiszteroidok és ezek szabad ekdiszteroidjainak
teljes jelhozzarendelését végeztik el, beleértve a diasztereotop hidrogének
megkiilonboztetését.

A szkvalén-oldallanc teljes jelhozzarendelésének elkészitése kihivast képezd
feladat volt. Az ismétlédd szerkezeti egységek egy-egy atomcsoportja nagyon hasonld
kémiai kornyezetben helyezkedik el, igy kémiai eltolodasuk is nagyon kdozel lesz
egymashoz, nehezen megkiilonbdztethetdk; emellett még a szteroid jelekkel is atfedésben
talalhatok a spektrumban. Ezért célunk volt ennek megoldésara a stratégia kidolgozasa,
felbontast novelé modszerek alkalmazasa.

Az ekdiszteroid vegyiiletek esetén tovabbi feladatokkal egészilt ki a
szerkezetvizsgélat. Az egyik vegyiiletsorozatban a szteroid molekularész oxim tipust
volt, igy az E/Z izoméria megallapitasa is a feladatunk volt. A szteranvaz esetén tovabba
az A/B gytriikapcsolédas meghatarozasat is célul tiiztiik ki.

A kovetkez6 feladatunk a megfejtett szerkezetek leirdsa utdn, az dnrendezddés
vizsgélata volt. A szkvalén-konjugatumok esetén korabbi eredmények alapjan egy vizes
rendszerben képzddd nanoasszocidtumot vartunk. Kisérleteinkben szintén NMR
spektroszkopiai médszereket alkalmaztunk.

A B-peptidek esetén a gerincprotonok jelhozzarendelését irtuk le. Itt is célunk volt
az Onrendezddés vizsgalata, harom kiilonb6zé olddszerben, H>O/D,O 90:10
térfogataranyt elegyében, CD3;OH-ban ¢s DMSO-ds-ban vizsgéltuk a f-aminosavakbdl
felépiild pentamer rendszereket. E munka keretein beliil megkiilonboztettiik a rendezett
helikalis és a rendezetlen/kis stabilitdsu rendezett szerkezeteket NMR spektroszkdpiai és

cirkularis dikroizmus médszerekkel.
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3. Modszerek

3.1 NMR spektroszkopiai vizsgalatok
3.1.1 Mintaelokészités, felhasznalt anyagok

Az ekdiszteroid vegyiiletek €és konjugatumaik esetén 1-5 mg-ot oldottunk a
vizsgalt vegyliletb6l 0,6 ml deuteralt kloroformban. A B-peptidek esetén 4 mM
koncentracioban allitottuk eld a vizsgélati oldatokat 0,5 ml térfogatban. A felhasznalt
NMR oldészerek a kovetkezdk voltak: CD3OH, DMSO-ds és viz (H20/D>O 90:10
térfogataranytt elegye). Az NH-ND cserélddés vizsgdlatdhoz CD3OD oldoszert
hasznaltunk. A szkvalén-ekdiszteroid nanoasszociatum vizsgalatdhoz deuteralt acetonban
késziilt torzsoldatbol tortént meg a vizsgalt anyag bejuttatdsa D>O-ba, majd az aceton
leparlasaval késziilt a minta, amelyet Shigemi-csében mértiink. A szkvalén-konjugatum
monomer diffizidjanak vizsgalatat CD3;OD olddszerben végeztiik. A kisérleti oldatokat a
szkvalén-konjugatum nanoasszociatumanak kivételével mind 5 mm-es NMR-cs6ben

vizsgaltuk.

3.1.2 NMR felvételek

NMR felvételeket kriofejjel felszerelt Bruker 950/239 MHz, 800/200 MHz és
500/125 MHz, illetve hagyomanyos méréfejjel rendelkezé 400/100 MHz késziilékeken
végeztik. Minden kisérlet esetén a pulzusprogramokat a Bruker és a Varian
szoftverkonyvtarabol hasznaltuk.

Az ekdiszteroid vegyiiletek és szarmazékaik esetén az 1D spektrumokat 64K
adatpontbol nyertiik. 'H felvételekhez a 950 MHz térerdsségii mérések esetén 7600 Hz,
mas térereji mérések esetén 6500 Hz spektrumablak értéket, 64K adatpontot és 32
ismétlést allitottuk be. A °C felvételek esetén spektrumainkat 128K adatpontbol, 64
ismétlés utan, 48000 Hz spektumablakkal nyertiik; DEPTQ spektrumokat 64K
adatpontbol, 64 ismétlésbdl, 48000 Hz spektrumablak beallitasokkal kaptuk. A
kétdimenzios mérések esetén a HSQC paraméterek a kovetkezOk voltak: spektrumablak
az F2 dimenzidban: 7000 Hz vagy 7600 Hz (950/239 MHz); 2K x 128 vagy 2K x 4K
(950/239 Hz) adatpont (t2 x t1). A HMBC méréseket 4000 Hz vagy 7600 Hz (950/239
Hz) F2 spektrumablakkal és 2K x 256 vagy 16K x 8K (950/239 MHz) adatponttal (t2 x
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t1) vettiik fel. A savszelektiv HSQC és HMBC méréseket 2K x 128 (t2 x t1) adatpontbol,
a spektrumablakot a kérdéses spektrumrészlethez allitva vettiik fel. A szelektiv 1D
ROESY mérések esetén a keverési idé 300 ms volt, 64 ismétlésbdl és 32K adatpontbodl
nyertiik a spektrumokat. A szelektiv 1D TOCSY felvételekhez 128K adatpontot, 7600 Hz
spektrumablakot és 8 ismétlést alkalmaztunk. Szelektiv 1D mérések esetén klasszikus
Gauss pulzust tartalmazott a pulzusprogram. A 2D savszelektiv HMBC kisérlet esetén az
inverzidhoz adiabatikus chirp pulzus, a refokuszalashoz Q3 pulzus (3 Gauss kaszkadja)
szerepelt. A savszelektiv 2D HSQC modszer esetén az inverzidhoz adiabatikus chirp
pulzust, a refokuszalashoz adiabatikus chirp pulzust és Q3 pulzust hasznaltunk. A DOSY
kisérletekben (ledbpgp2s pulzusprogram) 7500 Hz F2 spektrumablakot allitottunk be,
128 ismétlésbodl vettiik fel a spektrumot a nanoasszociatum esetén, a monomer €s a
kalibraci6 esetén 16 ismétlést alkalmaztunk. 32K x 16 (t2 x t1) adatpontbol késziilt a
pszeudo 2D NMR mérés, a gradienshossz () 1,5 — 2,0 ms, a diffuziés id6 (A) 100 — 200
ms volt. A gradienserdsséget 2-98% kozott valtoztattuk linedris skalan. A maximalis
gradiens erdsség 5,35 G/mm a hasznalt késziiléken. A kalibracidhoz metanol-viz elegyet
hasznaltunk. A DOSY felvételeket 300,0 K homérsékleten végeztiik, a hdmérséklet-
ingadozés 0,1 K-en beliil volt.

A PB-peptidekkel végzett kisérletek soran az 'H felvételeket 64 ismétlésbdl és
12000 Hz spektrumablakkal vettiik fel 64K adatpontbol. A 2D TOCSY kisérletekhez 80
vagy 120 ms keverési id6t, 32 ismétlést, 7200 Hz spektrumablakot és 2K x 256 (t2 x t1)
adatpont felvételét allitottuk be. A 2D ROESY mérésekhez 300 vagy 400 ms keverési
iddt, 32 ismétlést, 7200 Hz spektrumablakot és 2K x 256 (t2 x t1) adatpontot alkalmaztunk.
A 2D COSY méréseket 16 ismétlésbol, 7200 Hz spektrumablakkal és 2K x 256 (t2 x t1)
adatpontbol vettiik fel. Az olddszerjel elnyomdsdhoz gradiens vizelnyomasi szekvenciat
hasznaltunk: p3919gp (water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients
[127, 135]) és zgesp (water suppression using excitation sculpting with gradients [128]).

3.1.3 NMR felvételek feldolgozasa

A spektrumokat a TopSpin 3.5 szoftverrel dolgoztuk fel. A kémiai eltolodas
értékeket o skalan adtuk meg, referenciaként a maradék olddszerjelet hasznalva: CDCls:
'H: 6= 7,27 ppm; *C: §=77,00 ppm; DMSO-ds: 'H: 8= 2,50 ppm; CD;OD/CD;OH: 'H:
5= 3,31 ppm; D>O: 'H: 6= 4,79 ppm. Az 1D spektrumok elemzéséhez a kémiai
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eltolodasok altaldnos tudésanyagat és a 'H spektrumok esetén a proton-proton csatolasi
mintazatokat haszndltuk fel. Az egy- ¢és kétdimenzios spektrumok -elemzésével
készitettiik el a teljes jelhozzarendeléseket széles korben elismert stratégidk alapjan [136,

137].

3.2 ECD spektroszkopiai vizsgalatok
3.2.1 Mintaelokészités, felhasznalt anyagok

A vizsgalati oldatok 1 mM koncentracidoban tartalmaztdk a felhasznalt vegytileteket
metanolban és vizben. A méréseket 0,1 cm vastagsagu cilindrikus kvarckiivettaban

végeztiik. A hattér felvételéhez a tiszta oldoszert alkalmaztuk.

3.2.1 ECD felvételek

A CD felvételekhez Jasco J-1500 spektropolarimétert hasznaltunk, méréseinket 298K

hémérsékelten végeztiik. Minden spektrumfelvételt hdromszor ismételtiink meg.

3.2.2 ECD felvételek feldolgozasa

Minden CD gorbét az adott olddszer referenciamintdjaval korrigaltunk. A feldolgozast a

Jasco Spectra Manager szoftverével végeztiik el.
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4. Eredmények

4.1 Ekdiszteroid vegyiiletek és szkvalén konjugatumaik szerkezetvizsgalata
4.1.1. Szerkezetigazolas, teljes 'H és '3C jelhozzarendelés elkészitése

Ertekezésemben két ekdiszteroid vegyiilet és ezek két-két kiilonbozé oldallanccal
modositott szarmazékainak vizsgalatat targyalom. (18. abra) El8szor attekintem az 'H és
BC spektrumok megjelenését, ezek egyes tartoméanyait minden vizsgalt vegyiiletre
vonatkozoan. Ezt kovetden az egyik szarmazékot fogom példaként hasznalni, ezen
keresztiil mutatom be a teljes jelhozzarendelés elkészitését és a szerkezet egyértelmii
igazolasat részleteiben. A vegyiiletcsoport tovabbi tagjait is hasonlé modon fejtettiik meg,
természetesen figyelembe véve az ott szerepld szerkezeti eltéréseket, egy-egy fontosabb

részletet ezekben az esetekben is targyalok.

a: R=H o 36 35 34
b,c: R= X 15 19 = yZ =
I//\H/\/\X \/\/1l(])-\o = = 24! 28' 32" 33
(0]
b: X=-CH,- 38 37
c: X=S
d: R=CH,

18. Abra: A vizsgalt vegyiiletek szerkezetei

A vegyiiletek 'H spektrumat megfigyelve, 2,8 — 0 ppm régidban szamos
jelatfedéssel talalkozhatunk. Itt talalhatok a metil hidrogének, a legtobb sp> CH, és CH
csoport hidrogénatomjai is; a szkvalén-konjugdtumok esetén a szkvalén- és linkeregység
CH: csoportjai, illetve a szkvalén metilek is itt adnak jeleket. Ebben a komplex

tartomanyban az egyes jelek az 'H spektrumban még kiilon-kiilén nem fejtheték. 2,8
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ppm-nél magasabb kémiai eltolodéssal jellemezhetd hidrogénatomok esetén a jelatfedés
nem all fenn, mar jellemezheték a 'H spektrum alapjan meghatarozott multiplicitassal és
csatolasi allandoval. Itt jelentkeztek az sp” hibridizacioja CH hidrogének (H-7), a
heteroatommal (esetiinkben oxigénatom) vagy karbonilcsoporttal/oximcsoporttal
szomszédos CH hidrogének (H-2,3; H-17) és néhany tovabbi CH hidrogén (H-9,17). Ha
a szkvalén-linker lancot is tartalmazta a molekula, az innen szarmaz6 H-12’ oxigénatom
melletti CH> hidrogének jelentek meg 4 ppm koriili értékkel és a diszulfidhidat tartalmaz6
linkert viseld vegyiiletek esetén a kénatommal szomszédos CH> csoportok hidrogénjei is
itt rezonaltak. 5 ppm felett adtak jelet a szkvalén molekularész sp> CH csoportjai is, 4m
ezek kozott is jelentds atfedés volt tapasztalhatd, az 5 hidrogénatom egy nagy atfedd
multiplettben jelentkezett. A 2,8 — 0 ppm régioban is voltak jelek, amelyek jol
detektalhatok voltak a jelatfedések ellenére is, az éles szingulett metiljelek kiemelkedtek
¢és egyértelmiien azonosithatok voltak. A szkvalén egység metiljelei szinte teljes
atfedésben jelentkeztek 1,61 vagy 1,60 ppm-nél, H-33” kivételével, amely elkiiloniilt jelet
adott 1,68 vagy 1,69 ppm értéknél. (19. abra)
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19. Abra: 2a (fent, 500 MHz) és 2c (lent, 800 MHz) 'H NMR spektruma




A vegyiiletek '*C spektrumainak felvételéhez szélessava 'H-lecsatolt '*C
felvételeket és DEPTQ méréseket végeztiink. A '*C spektrumban a legmagasabb kémiai
eltolodasértéket a karbonil 1*C atomok szolgaltattak, 201,8 és 209,0 ppm kozott, a 2a és
szarmazékai esetén két, az la és szdrmazékai esetén egy ilyen szénatomot
azonosithattunk. Az el6z6knél kisebb kémiai eltolodas értékeknél a szkvalén-linker
egységet tartalmazd szarmazékok a két észtercsoportra jellemzdé kémiai eltolddast
mutattak 170,7 és 173,9 ppm kdzott. Majd a C-8 sp* 1*C atom azonosithat6 158,1 — 162,5
ppm kozott az egyes vegyliletekben, amelyek pedig oximcsoportot tartalmaztak, a C-20
13C atom 156,4 — 166,1 ppm kémiai eltolodas érték kozott jelent meg. A szkvalén egység
kvaterner sp? >C atomjai 131,2 — 135,1 ppm kozodtt szolgaltattak jelet, nagyon kozeli
kémiai eltolodas értékekkel voltak jellemezhetdk. A szkvalén rész tovabbi sp?
hibridizacioji CH csoportjai szintén egy sziik tartomanyban, 124,2 — 125,1 ppm kozott
azonosithatok. Ezutan a szteroid C-7 adott jelet a spektrumban 121,4 — 123,3 ppm kozott.
Minden mas jeltdl jol elkiiloniilt és 108,2 vagy 108,3 ppm értékkel volt jellemezhetd a C-
22 1BC atom, az acetonid molekularész kvaterner szénatomja. A C-14 egy kvaterner
szénatom hidroxilcsoport mellett, 84,1 — 84,5 kozti értékeket mértiink kémiai
eltolodasként. Szintén oxigénatom mellett helyezkednek el a szteranvaz C-2,3 °C
atomjai, kémiai eltolédasuk 71,5 — 72,6 ppm kozott azonosithatd. 2a esetén C-11
szénatomhoz OH kapcsolddik (67,9 ppm), illetve a két szarmazék esetén itt tortént az
észterképzés, igy ez a '°C atom ebben az esetben 70,2 és 70,5 ppm-es értéket adott. A
szkvalén egység C-12° 1*C atomja 64,3 vagy 64,0 ppm kémiai eltolodas értéknél talalhato.
A szteranvaz C-5,13,17 *C atomjai helyezkednek el a 46,9 — 58,2 ppm-es tartomanyban.
40 ppm alatt valtak igazan zstfoltta a vegyiiletek *C spektrumai, a szteranvaz korabban
nem emlitett CH és CH» csoportjai, a szkvalén-linker régi6 metiléncsoportjai C-12’
kivételével és a vegyliletek metilcsoportjai helyezkednek el ebben a kémiai eltolodas

tartomanyban. (20. &bra)
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20. Abra: 2¢ 13C (fent, 800 MHz) és DEPTQ (lent, 800 MHz) spektruma



4.1.1.1. A szteroid molekularészek teljes 'H és >C jelhozzarendelésének elkészitése

21. Abra: A 2a és szarmazékai szteroid molekularészének szerkezete és a vegyiiletek

szamozdsa, B gyiirii torzult szék konformacioban a karbonil csoport és a kettoskotés miatt

A kovetkezOkben a 2¢ vegyiileten mutatom be a szerkezetfelderités menetét. A
vegyiiletek szdmozdsandl a hagyomanyos szteroid-szamozast kovettiik. (21. abra) A
jelhozzéarendelés kiindulopontja a CH-7 csoport azonositasa lehet. A 123,3/5,89 ppm-es
kémiai eltolodas érték egyértelmiien egy ilyen tipust csoporthoz tartozik. A DEPTQ és
az editalt HSQC spektrum is megerdsitette a CH csoportként vald azonositast a pozitiv
fazisban valo megjelenéssel. A jel dublett-dublett szerkezete is jol leolvashat6 2,9 és 0,7
Hz csatolasi allandokkal. A H-7 atomr6l HMBC korrelacidval eljutunk a 3,18/38,6 ppm,
2,35/52,0 ppm CH csoportokhoz és 84,2 ppm kvaterner szénatomhoz. igy 84,2 ppm mint
C-14 keriilt azonositasra, 2,35/52,0 ppm kémiai eltolodasértékek pedig mint a
karbonilcsoporttal szomszédos CH-5, majd 3,18/38,6 ppm a CH-9-ként. Ezt a
hozzéarendelést megerdsiti €s Ujabb informaciot szolgaltat a CH-9 HMBC korrelacidja
CH3-19-hez (1,03/23,5 ppm). CH3-19 csak egyetlen CH»-t jelolhet ki HMBC
spektrumban, igy a CH»-1 1,23 & 1,80/39,9 ppm-hez rendelhetd. CH3-19-rd1 detektalhatd
volt két kotésen keresztiili korrelacidval a C-10 kvaterner szénatom (38,6 ppm). Ez a
korrelacio egy 0Osszeolvadt jelként jelentkezett a HMBC spektrumban, azonban a
savszelektiv HMBC felvételekkel egyértelmiien két kiilon korrelacioként azonosithatod
CH3-19/C-10 és CH3-19/CH-9. (22. abra) A két szénatom kozott kiilonbség csak a
szazadértékek megadéasaval tehet: C-10: 38,64 ppm ¢és C-9: 38,57 ppm. C-10-r6l
azonosithaté H-4 (2,17 ppm), majd ehhez hozzarendelhetd az editalt savszelektiv HSQC
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spektrum alapjan C-4 (27,0 ppm) és a csoport masik diasztereotop hidrogénje (1,78 ppm).
C-5 kijelolte H-3-t, 6= 4,32 ppm (ddd; J=4,8; 4,8; 1,4 Hz), a hozza tartoz6 C-3 HSQC
alapjan 71,5 ppm. CH-3 és CH-2 (4,44 ppm (ddd; J= 10,6; 6,0; 4,8 Hz) k6zott is HMBC
keresztcsucs figyelhetd meg. Mindkét atomcsoport kijeldli a kvaterner C-22-t (108,3
ppm). Ehhez a szénatomhoz két metilcsoport kapcsolodik: CH3-B-22: 1,48/28,5 ppm és
CH3z-a-22: 1,35/26,6 ppm.

38.4 F1 [ppm]
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22. Abra: 2¢ HMBC (kék) és savszelektiv HMBC spektrum (piros) CH3-19/C-10 és
CHs-19/CH-9 korrelaciokkal; 800 MHz

Két 200 ppm feletti eltolodas azonosithato, 201,8 ppm és 208,4 ppm. A kisebb
kémiai eltolodasu '*C tartozik a szteranvaz B gylirtijének karbonil csoportjahoz, mivel a
kettéskotéssel vald konjugacid diamagneses eltolodast okoz. Megvizsgéalva a két 6C=0
HMBC korrelacioit, csak a 208,4 ppm-es jel adott egy metilcsoporttal (2,16 ppm)
korrelédciot, igy ezt a kvaterner szénatomot azonosithattuk C-20-ként, a metilcsoportot
pedig CH3-21-ként (2,16/31,47 ppm). A metilcsoportként vald azonositasban az editalt
HSQC és a DEPTQ spektrum volt a segitségiinkre, a metiljel atfedésben talalhaté a 'H
spektrumban egy CH» csoport egy hidrogénjével (H-4) 4H integralt intenzitasértéket
adva. (23. abra) A masodik 200 ppm feletti kémiai eltolodas 201,8 ppm-nél a C-6 atomhoz

parosithato, amelyet tovabbi HMBC korrelaciok is megerdsitettek.
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23. Abra: 2c editalt HSOC spektrum: 2,16 ppm 'H jelben dtfedésben CH3-21 és CHa-4
egyik diasztereotop hidrogénje; 800 MHz

C-10 utolso, eddig fel nem hasznalt korrelacidja H-11-hez vezet (5,3 1ppm; C-11:
70,5 ppm). 2b vegyiilet esetén, amely szintén egy szkvalén-linker oldallanccal rendelkez6
molekula, csaknem azonos kémiai eltolodast azonositottunk: 5,30/70,2 ppm; mig a
szabad hidroxilcsoporttal rendelkezé ekdiszteroid (2a) esetén CH-11 4,15/67,9 ppm
kémiai eltolédasndl jelentkezett. la-d itt egy metiléncsoportot tartalmazott, a két
diasztereotop hidrogén 1,61 és 1,78 — 1,80 ppm értéknél, a hozzajuk tartozé C-11 pedig

mindhérom esetben 20,6 ppm-nél jelentkezett.

A B gyliri utols6 hidnyz6 kvaterner szénatomjat, C-8-at (158,1 ppm)
egyértelmiien kijelolte két kotésen keresztiili korrelacioval H-9. A C és D gyliriik
megfejtésével folytatva, a kordbban meghatarozott C-14 szénatomrol kiindulva 3 kotésen
keresztiili korrelaciot ad CH3-18 (0,62/17,8 ppm). Innen H-18-r61 keresztcsucsot ad C-12
(36,1 ppm), C-13 (46,9 ppm) és C-17 (58,1 ppm). Az editalt savszelektiv HSQC
spektrumokkal megadtuk a kapcsolédd hidrogénatomokat is: a két diasztereotop H-12

2,28 ¢és 2,26 ppm-nél, a H-17 3,29 ppm-nél jelentkezett.
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A karbonil C-20 kijeldlte a CH2-16 egyik diasztereotop hidrogénjét (2,34 ppm),
majd ehhez tarsitottuk a sdvszelektiv editalt HSQC spektrum alapjan C-16-ot (21,12 ppm)
¢s a hidnyz6 masik diasztereotop hidrogént (1,95 ppm). A kvaterner C-13 korrelaciot
adott H-15 és H-16 hidrogénekhez is, az el6z6ekben azonositott H-16 adatok alapjan ez
kizarasra keriilhetett és CHx-15 (2,11 & 1,65/32,17 ppm) is leirhaté a HMBC ¢és
savszelektiv editalt HSQC mérések alapjan. Az egyes vegyiiletek részletes

jelhozzéarendelését az 1. Tablazat tartalmazza.
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Tablazat 1. A Szteroid molekularészek jelhozzarendelése CDCls-ban; kémiai eltolodas értékek ppm-ben, csatolasi allandok Hz-ben

la 1d(1d 2 1b 1c 2a 2b 2¢
lH l3C lH l3C lH l3C lH l3C lH l3C lH l3C lH l3C
18 126 125 126 127m 120 121 123
"’ Ios 37,58 Loy 37,59 Loy 37,58 oem 37,61 Yoe 39,07 et 39,88 % 30,04
4.254dd
2 425 72,10 425 72,10 425 72,08 Lomaadd 72,10 453 72,59 4,44 72,26 4,44 7221
429ddd
3 429 71,55 429 71,56 429 71,54 e 71,55 430 71,53 431 71,48 432 71,46
213m
4 ?é; 26,64 ?é; 26,65 ?é; 26,63 1.83ddd 26,66 ?;g 27,09 ?;g 27,07 f;; 27,03
¢ ’ ’ ’ 15,3;12,5:4,7 ’ ’ ’
2,38dd
5 237 50,81 237 50,83 237 50,81 oy 50,82 235 52,12 235 52,07 235 52,03
3 : 202,65 : 202,72 : 202,55 3 202,42 : 202,91 : 201,90 : 201,79
7 585 121,49 584 12137 584 121,63 5.86d 2.6 121,69 585 122.70 5,89 123.22 5,89 123.26
3 - 162.15 - 162.45 - 161.91 3 161,73 - 159.64 : 158.22 : 158,07
9 2,86 34,60 285 34,61 2,86 34,54 L 34,60 2,88 41,87 3,18 38,59 3,18 38,57
10 : 37.83 : 37,84 : 37.83 : 37,84 : 38,65 : 38,63 : 38,64
118 161 161 161 L6lm a1 5,30 531
! 1% 20,59 158 20,61 159 20,57 Lsom 20,60 67,93 : 70,21 : 70,55
128 1,66 1,66 1,69 1,70 m 2,18 229 230
g 29,85 g 29.89 g 29.87 2,19ddd 29,90 g 40,99 ; 36,11 ; 36,10
« 217 214 219 13.0:15.0:4.9 232 225 225
3 : 48,05 : 771 : 43,06 3 43,08 : 47,15 : 36,95 : 36,03
14 ; 84,38 ; 84,47 ; 84,33 ; 84,39 ; B4.13 ; 84,20 ; 84,16
158 2,10 2.08 2.08 23m 2,07 2,10 200
] 60 32,04 5 32,00 5 32,01 o 32,08 Toe 32,00 Tos 32,15 T6s 32,17
168 2,30 235 2,44 244m 2,30 233 234
s Tod 21,24 e 21,17 T5 21,30 oom 21,35 o8 21,23 Tos 21,10 Tos 21,12
17 311 51,33 3,04 51,35 321 51,04 3'(2),19‘18 51,95 330 58,19 329 58,18 329 58,12
18 0,63 17,20 0,63 (0,69) (};;2) 0,69 17,33 0.70s 17,36 0,62 17,79 0,68 17,60 0,68 17,59
19 0,99 23,60 0,99 (0,86) ég’gg) 0,99 23,58 1.00's 23,60 1,05 23,61 1,03 2355 1,04 23,54
20 : 158,53 : 156,40 : 165,04 : 166,08 : 209,04 : 208,39 : 208,40
21 1,92 15,53 1,83 (1,92) ég’gé 1,83 17,44 1985 17,48 217 31,32 215 31,44 2,16 31,47
2 ; 108,32 ; 108,29 ; 108,33 ; 108,33 ; 108,16 ; 108,28 ; 108,34
Mep_22 150 28.53 150 28,52 150 28,52 1515 28.53 150 28,55 147 28.54 148 28,54
Mea22 134 26,44 134 26,44 134 26,43 1355 26,44 134 26,56 134 26,57 135 26,55
61,32
MeO ; ; 385 (3,87) e ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;




4.1.1.2. A szkvalén-linker oldallincok teljes 'H és '*C jelhozzarendelésének

elkészitése

CH-11-161 vezet6 HMBC korrelacio segitségével megkiilonboztethetd a két észter
szénatom (172,0 és 173,0 ppm), C-1°, mint 172,0 ppm kertilt leirasra, C-10" 173,0 ppm-
mel, amely hozzarendelést megerdsitette a C-12’-vel (4,05 triplett/64,31 ppm) vald
korrelacid. A szkvalén egység és a szteroid vaz kozott elhelyezkedd linker régid
kétféleképpen épiil fel. 1b, 2b esetén nyolc metilénegység alkotta ezt az 6sszeko6td lancot,
a lc, 2¢ vegyliletekben pedig egy diszulfidhidat tartalmazott hdrom-harom metiléncsoport
kozé ékelédve. Mindkét esetben az egydimenzids szelektiv TOCSY NMR modszerrel
térképeztiik fel az oldallanc ezen részét. 1b vegyiilet esetében a H-9” jelét (2,29 ppm, C-
10’-r6] meghatarozva) besugarozva 120 ms-os keverési idé mellett H-2’ és H-3 jele alig
észlelhetd intenzitassal jelentkezett, &m a keverési idét megndvelve a kovetkezd
kisérletben 200 ms-ra azt eredményezte, hogy a két karbonil szénatom kozott
detektalhatova valt a magnesezettség tovaterjedése H-2’ és H-9” kozotti teljes alifas
egységen. H-4’-7’ kozotti metiléncsoportok kémiai eltolodasa olyan kozelinek adddott,
hogy ezeket egy intervallummal jellemezziik. 1¢, 2¢ vegyiilet esetén a diszulfidhid két
oldalan elhelyezkedd lancszakaszokat kiilon-kiilon fejtettiik egydimenzios TOCSY NMR
kisérletekkel. Mind a H-2’ jel, mind a H-4’ jel besugarzasaval a H-2’-H-3’-H-4’
spinrendszert kovethettiilk végig; majd a H-7" és H-9’ jelek besugarzasaval késziilt
kisérletek kijelolték H-7°-H-8°-H-9° spinrendszert. 2¢ esetén a H-2’ és H-9 csak
egyiittesen volt besugarozhatd, ebben a kisérletben mindkét hidrogénnel egy
spinrendszerben szereplé atomok jelei megjelentek. A 24. Abran az 1c¢ vegyiilet szelektiv
ID TOCSY kisérleteit mutatom be, amely esetben a linker régidoban négy jel is

szelektiven besugéarozhato volt.
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24. Abra: 1c 1D szelektiv TOCSY spektrumok
kék: 'H NMR spektrum; piros: H-2’ gerjesztése; zold: H-4’ gerjesztése;
lila: H-7’ gerjesztése; barna: H-9’ gerjesztése; 950 MHz

Ismét az egydimenzids szelektiv TOCSY NMR moédszerrel rendeltiik hozza a 12°-
13°-14° metiléncsoportokat, ezuttal a H-12° (4,05 ppm) jelet besugarozva. (25. ébra)
Kétdimenzios HMBC spektrumban H-13" és H-14" keresztcstcsot adott C-15" kvaterner
szénatommal (133,6 ppm). C-15" 3C jelhez vezet egy harmadik keresztcsucs, amely
kijeloli H-17" metiléncsoportot (2,08 ppm). H-14’-b61 (2,03 ppm) kiindulva H-14°/C-16’
keresztcsticesal hozzarendeltiik az sp® szénatom kémiai eltolodasat 16° pozicidban (5,14
ppm), majd errdl a '*C atomrél szintén HMBC korrelacioként H-18" kémiai eltolodasat
(1,98 ppm) kapjuk meg. Mind H-17’, mind H-18 kijeloli C-19° kvaterner szénatomot
(135,1 ppm) a HMBC spektrumban, majd C-19° jel keresztcsicsot ad még egy
metiléncsoporttal, amely H-21" (2,02 ppm). A H-21" korrelaciojat az editalt HSQC
spektrumban jobban megvizsgalva és térfogati integraljat elemezve azt kaptuk, hogy 4
hidrogénhez (2 db CH: csoporthoz) tartozik, a kapcsolodé *C jelek pedig nagyon
kozeliek (2,02 ppm). igy CH2-21" mellett a CH»-22” is ebben a keresztcsticsban talalhato
az editdlt HSQC spektrumban. H-22° HMBC korrelaciot adott C-24° kvaterner
szénatomhoz (135,0 ppm), majd innen tovabbfejthetd a jelhozzarendelés H-25" jelhez

(1,99 ppm).
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25. Abra: 2¢ HMBC és 1D szelektiv ROESY spektruma; 800 MHz
(besugarzott jel: H-12°)

Az oldallanc hat metilcsoportot tartalmaz, az 'H spektrumban ebbdl 6t egyben
jelentkezik atfedésben, a hatodik jol elkiiloniilten azonosithaté mind az 'H, mind a '*C
spektrumban, mint kvartett jel (csatolasi allandé kb. 1 Hz). (26. abra) HMBC
spektrumban a nagyobb kémiai eltolédast metiljel (H3-33") a 17,68 ppm kémiai
eltolodast *C jellel (C-34") ad keresztcsticsot, igy ez a két metilcsoport gemindlisan
talalhaté az oldallanc végén. Ezen csoportok megkiilonboztetése a y-gauche effektus
alapjan lehetséges: ez a jelenség a C-30’ pozicidban levé metiléncsoporttal Iép fel és ez
alapjan C-33’ a nagyobb, C-34’ a kisebb kémiai eltolodasnal jelentkezd '*C atom. C35°-
38’ kémiai eltolodasok az ultranagy térerejii késziilékeken késziilt mérésekkel és

savszelektiv modszerekkel kertiltek meghatarozasra.
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26. Abra: 2c¢ savszelektiv HMBC spektruma a metilcsoportok jeleinek tartomdnydval;

800 MHz

Egydimenzids szelektiv TOCSY NMR moddszert alkalmazva, H-33 metiljelet
besugarozva, a spektrumban H-34’, H-31°, H-30" és H-29’ azonosithatok. (27. ébra)
Sajnos ebben az esetben a TOCSY modszert nem lehetett teljesen szelektiven kivitelezni,
mert a szterdnvaz H-12f jele H-33 jellel azonos kémiai eltoloddsnél jelentkezik, igy
ezzel a metilén hidrogénnel azonos spinrendszerben taldlhatd hidrogénatomok jelei is
megjelentek a spektrumban. Ezeket a jeleket mar kordbban meghatéroztuk, igy figyelmen

kiviil hagyhattuk a TOCSY spektrum elemzésénél.
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27. Abra: 1c 1D szelektiv TOCSY H-33" (+H-12f) gerjesztésével; 950 MHz

A 13C spektrum jelei koziil egyetlen jel maradt, ezt a C-28’ pozicidhoz rendeltiik
(134,9 ppm). A hozzarendelést megerdsitették a HMBC spektrum keresztcsucsai is: H-
30°, H-29’ és H-26" jelektol. A C35°-38° kémiai eltolodasok az ultranagy térereji
mérésekkel és savszelektiv modszerekkel keriiltek meghatarozasra. Az sp® hibridizaciéj
CH jelek, és terpénegységek ismétlddé metiléncsoportjai szintén az elérhetd legnagyobb
felbontast spektrumokat igényelték a nagyon kozel elhelyezkedd kémiai eltolodas
értékek miatt. (28. d&bra) Az egyes vegyiiletek szkvalén-linker oldallancanak

jelhozzéarendelését a 2. Tablazat tartalmazza.

NN

} £
J CH-23' = CH-27' s
i D SCH3T i

| CH-20" i ®

{

) CH-16’

_J =
’ 525 520 515 510 " F2 (ppm)

28. Abra: 2c¢ savszelektiv HSQC spektruma a szkvalén egységek sp’ CH csoportjainak
tartomanyaval; 800 MHz
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2. Tablazat: A szkvalén-linker oldallanc jelhozzarendelése CDCl3-ban,
kémiai eltolodas értékek ppm-ben

b Ic 2b 2c
IH 13C IH 13C IH 13C IH 13C

v | - 1714 - 17073 - | 1728 | - | 1709
2 | 243 | 3300 | 259 | 31,19 | 236 | 3466 gig 33,00
3 | 168 | 2481 | 201 | 23.96 | 1.66 | 24.64 | 2,08 | 2396
¥ 2008 | 278 | 37.62 | 134 | 2903 | 276 | 3757
5 | 141- | 2908 | - i 136- | 29.07% | - :

o | 127 [ 2908 | - : 131 [2908% | - i

7 20,08 | 273 | 37,78 | 133 | 29,10 | 2,74 | 39,77
8 | 161 | 2494 | 203 | 2422 | 1.63 | 2496 | 2,04 | 2423
o | 220 | 3432 | 244 | 3262 | 230 | 3434 | 245 | 32,64
W | - 17391 | - 17295 | - 11392 - | 17302
11’ - - - - - - - -
12| 404 | 63,99 | 405 | 6427 | 404 | 64,02 | 405 | 6431
3 | 1,72 | 2686 | 1,73 | 2686 | 172 | 2690 | 1,73 | 26,84
19 | 2,03 | 3577 | 2,03 | 3578 | 2,03 | 3579 | 2,03 | 3577
15 | - | 13367 | - | 13361 | - | 13367 | - | 133,59
16 | 5,03 | 12503 | 5,04 | 12513 | 5,03 | 12506 | 5,14 | 125,14
17 | 2,08 | 26,63 | 2,08 | 2666 | 2,08 | 2665 | 2,08 | 26,66
18 | 1,98 | 3965 | 1,99 | 39,67 | 1,99 | 39,66 | 1,98 | 39,66
w | - | 13511 - | 13513 - | 13511 - | 13512
20 | 514 | 12435 | 515 | 12438 | 515 | 12437 | 515 | 12437
2| 201 | 2824 | 2,02 | 2826 | 2,02 | 2825% | 2,02 | 285"
22| 201 | 2824 | 2,02 | 2827F | 2,02 | 2826 | 2,02 | 28.26*
23 | 5.14 | 12425 | 5.155 | 12427 | 5.6 | 12427 | 5.15 | 1245
w | - | 13496 | - | 13497 | - | 13496 | - | 1349
25 | 198 | 3973 | 199 | 3975 | 199 | 3974 | 198 | 39,74
26 | 2,08 | 2663 | 2,08 | 2666 | 2,08 | 2665 | 2,08 | 26,66
77| 5.2 | 12423 | 513 | 12425 | 512 | 12425 | 5.12 | 12424
2% | - | 13489 | - | 13491 | - | 13490 | - | 13491
29 | 198 | 3971 | 1,98 | 3972 | 1,99 | 3972 | 198 | 39,72
30| 2,06 | 2674 | 207 | 2676 | 2.07 | 2676 | 2.07 | 2675
3| 510 | 12437 | 511 | 12440 | 5,10 | 12439 | 510 | 12438
3| - | 13125 | - | 13126 | - | 13124 | - | 13125
33 | 1,68 | 2569 | 1,69 | 2570 | 1,69 | 2568 | 1,69 | 2570
3w | 1,60 | 17,67 | 1,61 | 17,68 | 1,60 | 17,67 | 1,61 | 17,68
35 | 1,60 | 1599 | 1,61 | 1600 | 1,60 | 1599 | 161 | 16,00
36 | 1,60 | 1603 | 1,61 | 1605 | 1,60 | 1604 | 1,61 | 16,05
37| 160 | 1602 | 161 | 1604 | 1,60 | 1603 | 161 | 1604
33 | 1,60 | 1586 | 1,61 | 1587 | 1,60 | 1586 | 161 | 15,87

* felcserélhetd jelhozzarendelés
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4.1.2. Térszerkezet, izoméria vizsgalata
4.1.2.1. A szteranvaz A/B gyuriikapcsolodasanak megallapitasa

Feladatunk volt annak megéllapitasa, hogy a vizsgélt vegyiiletekben transz vagy
cisz az A/B gytriikapcsolat, a H-5 hidrogén a vagy B térallasu. Megkiilonboztetésiik
NMR spektroszkopiaval a téren keresztiili kolcsonhatasok felhaszndlasaval lehetséges,
esetiinkben ROESY kisérletekkel. Egy lehetséges NOE interakcio a H3-19 és a H-5
hidrogénatomok kozott eldontheti A/B gytirtikapcsolat konfiguracidjat. Az Sa-androsztan
alapvaz esetén az A/B gylirlikapcsolodas transz, a CH3z-19 B-térallasban a szterdnvaz sikja
felett, mig a H-5 hidrogénatom a-pozicioban a szteranvdz sikja alatt helyezkedik el.
Koztiik ebben az esetben nincs varhato NOE kolcsonhatas, tavolsaguk meghaladja az 5
A-t, a CH3-19-r61 pl. a H-48 ad NOE-korrelaciot. Ha 5B-androsztan szerkezethez hasonld
alapvazzal jellemezhetdek a vizsgalt vegyiileteink, ebben az esetben a B-térallast CHs-19
hidrogénatomjai és a szintén B-helyzetli H-5 kozott téren keresztiili kolecsonhatést kell
mérniink, tdvolsiguk 4 A-on beliili, a szterdnvaz sikjanak azonos oldaldn taldlhatok. (29.

abra)

5B-H A/B gydriikapcsolat 5a-H A/B gy(rikapcsolat

29. Abra: Az A/B gyiiriik kapcsolata és a lehetséges NOE korreldcié jelolése;
a karbonilcsoport és a kettoskotés jelenléte miatt torzult B gyiirii kézelitoleges

szerkezetével

Egydimenzios szelektiv. ROESY kisérleteket végeztink a vegyiiletek
konfigurdciéjanak megallapitasahoz. A CHj3-19 metilcsoport 'H jele szelektiven
besugarozhaté volt, a spektrumban NOE jelet kaptunk H-5 jele esetén, amely

bizonyitékul szolgélt 5B relativ konfiguracié megallapitasdhoz. (30. &bra)
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30. Abra: 2a 1D szelektiv ROESY spektruma (piros, besugdrozva: Hz-19)
osszehasonlitasban 'H NMR spektrummal (kék); 500 MHz

4.1.2.2 A szteranvaz diasztereotop csoportjainak vizsgalata

A teljes jelhozzarendelés elkészitése soran leirtuk a szteranvaz és szubsztituensei
egyes protonjainak kémiai eltolodas értékeit. A metilén hidrogének esetén diaszterotdpia
all fenn, ezek kémiai eltolodasa eltéré frekvencian jelentkezett. A megfelelé a vagy P
pozici6 megallapitasahoz szintén a ROESY kisérleteket alkalmaztuk. Az alapvéaz szerint
a CHs-18 és CH3-19 B-térallast szubsztituensek, igy ezek szelektiv gerjesztésével
feltérképezhetdk a molekula azonos oldalan talalhaté 'H jelek. H3-18 gerjesztésével H-
12B, H-15B, H-16B meghatarozhat6 volt, H-11 esetén is kolcsonhatast detektaltunk, igy
az itt talalhatdo hidroxilcsoport o térallasuként irhato le. A 1l-es pozicidban
metiléncsoportot tartalmazd szarmazékok esetében is meghatarozhatd volt a
diasztereotop hidrogének térallasa. Hi3-19 gerjesztésével az eldbbiekben leirt H-5
hidrogénatommal val6 interakcion feliil a H-1pB, és H-11 / H-11p hidrogénekkel valod

kolcsonhatassal tdmasztjuk ald a kérdéses hidrogének térallasat.

Kiilon kisérletben vizsgaltuk CH-2 és CH-3 atomcsoportokat, ahol az acetonid
szerkezeti elem kapcsolodik. Mindkét 'H jel egyszerre torténd gerjesztésével H-1a, H-4a

¢s H-9 (o) szenvedett intenzitasvaltozast, ezaltal ezek a hidrogének is a szteranvaz sikja
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alatti pozicioval keriiltek megallapitasra. A C-22 kvaterner szénatomhoz kapcsolddo
metilcsoportok koziil a kisebb kémiai eltolodasu csoporttal vald interakcid bizonyitotta
ezen csoport o pozicidjat, mig a masik kapcsolédd metilcsoportot B térallassal irtuk le.

(31. abra)

(@)

Ha

.]: (o)

H

31. Abra: 2a fontosabb ROESY térkizelségei H3-18 (narancssarga) Hs-19 (kék) és H-2
+ H-3 (z6ld) gerjesztésével.

4.1.2.3. Az oximcsoport konfiguraciojanak megallapitasa

Az 1la-c vegyiletek oximcsoportot tartalmaznak, mely esetében a C=N
kettdskotés mentén E/Z izoméria lehetséges. A molekula geometriajat eldonthette volna
egy téren keresztiili NOE kolcsonhatés jelenlétének detektalasa az oxim OH és H3-21
kozott , de az oxim OH jel deuteralt DMSO-ban vald vizsgélat sordn is egy kiszélesedett
szingulettként jelentkezett, igy a megfelelé NOE-térkozelségek kimérésére nem volt
alkalmas. Az irodalom alapjan az oxim OH-hoz képest y-pozicioban elhelyezkedd '*C
atom kémiai eltolodasa az E- és Z-izomerek esetén szamottevden eltér [138], am az
egyetlen jelenlevd jelsorozat esetében nem volt lehetdségiink a C-21 *C atom kémiai
eltolodasanak 6sszehasonlitasara a két izomerben. Ezen nehézségek figyelembevételével
a probléma megoldasara a vegyiilet 20-oxim-metiléter szarmazékdnak vizsgalata tortént
meg. Ebben az esetben mar két jelsorozatot detektaltunk a vegyiilet NMR spektrumaiban.
A kb. 95%-ban jelen levd f6 komponensre a teljes 'H és °C jelhozzarendelés elkészitése
lehetséges volt, a minor komponens esetében is sikeresen azonositottuk a

megkiilonboztetéshez sziikséges jeleket (OCH3; CH3-21; CH3z-18; CH3-19). (32. abra)
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32. Abra: la és oxim-éter szarmazékanak (1d) editalt HSQC részlete; 500 MHz

17

18

19

20

21

A f8 jelsorozat OCHs 'H jelének szelektiv gerjesztése esetén 1D-ROESY

spektrumban egyértelmii kolcsonhatast tapasztaltunk a Hz-21 jellel, ez a kisérlet az £

izomer jelenlétét erdsitette meg, mint f6 jelsorozat. (33. abra)
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33.Abra: 1d 1D szelektiv ROESY spektrumai és ROESY térkozelségei. Szelektiv
gerjesztések: OCH; (piros); Hs-21 + H-4o. (z6ld),; Hs3-19 (barna); H3-18 (lila); 500 MHz

Most mar a 6C-21 kémiai eltolodas értékek is dsszehasonlithatova valtak. A mért
Ad=4,2 ppm kémiai eltolodaskiilonbség 6sszhangban van az irodalomban leirtakkal. [41-
43] Az elébbiekben detektalt 6C-21 kémiai eltolédasokat figyelembe véve allapitottuk
meg 1b és 1¢ oldallanccal rendelkezd ekdiszteroid oximok konfiguracidjat. Ennek alapjan

mindkét vegyiiletet 20(E)-oximszarmazékként azonositottuk.

55



4.1.3. Az onrendezddés vizsgalata

A 2b ekdiszteroid-szkvalén konjugatum mintdjat D.O-ban vizsgaltuk, a
nanoasszociatumok képzddésének kedvezd moddszerrel késziilt a vizsgalati minta (leirdsa
a Modszerek fejezetben). Az 'H spektrumban hdrom széles jelcsoport jelentkezett, a jelek
finomszerkezete nem volt megfigyelhetd. (34. dbra) A minta a szokasos folyadékfazisu
NMR modszerekkel nem volt vizsgalhatd. A minta erds opalos megjelenése is azt a
feltételezést erdsitette meg, hogy asszociatumok képzddtek. Esetiikben mar nem

molekulaszerkezeti, hanem anyagszerkezeti problémat kellett megoldani.

ref]
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34. Abra: 2b vizes mintdjanak 'H NMR spektruma; 500 MHz

A DOSY NMR mobdszert alkalmaztuk esetiinkben a nanoasszociatum
vizsgalatara. (35. dbra) A mintdban belsd referenciaként metanolhoz hasonlitottuk a
DOSY pszeudo 2D spektrumrél leolvasott difftizids koefficiens értéket. Ebbdl szamitva
az asszociatum molekulatdmege 1,04+0,2 x 10° g/mol-nak adédott, amely a monomer
molekulatomegének kb. 1057-szerese, igy egy kb. 1000 tagbol allo asszociatum
feltételezhetd.
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35. Abra: 2b dltal létrehozott asszocidtum DOSY spektruma vizes kozegben
az y tengelyen a diffiiziés allandé taldlhaté (log(m?/s)); 500 MHz

A 2b vegyiiletb6l CD3OD-ban valé oldas utan is felvettiik az 'H és DOSY
spektrumot. (36. 4bra) A 'H NMR spektrumban egyetlen, jol vizsgalhato
finomszerkezettel és diszperzioval jellemezhetd jelsorozatot detektaltunk, amely a vart
monomerként valod jelenlétnek felel meg ezen koriilmények kozott. A pszeudo 2D
spektrumbdl leolvashatd diffuzids koefficiens szamottevéen eltér az asszocidtum
diffuziés koefficiensétdl. Itt az Einstein-Stokes egyenletbdl szamitottuk a monomer
hidrodinamikai sugarat, amely 0,34 nm szdmitasaink alapjan. Ugyanigy az asszocidtumra
vonatkoz6 hidrodinamikai sugar a vizes mintdban 4,64 nm az egyenlet alapjan.
Modelliinkben szférikus részecskékként kezelve ezeket, monomerként a térfogata 0,16
nm’, az asszocidtum 419,45 nm’. Az asszocidtum térfogata kb. 2635-szorosa a

monomeréhez hasonlitva.

57



-

monomer; D=1,79x10" m%/s |

36. Abra: 2b DOSY NMR spektruma CD;OD-ban; 500 MHz
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4.2. B-Peptidek szerkezetvizsgalata

Hat kiilonb6z6 B-peptidet vizsgaltunk, amelyek transz-ACHC aminosavegységekbol
épiiltek fel, harmadik aminosavként méas-mds épitdelemet tartalmazva. (37. abra) Ezek
hatasat vizsgaltuk a transz-ACHC peptidlancokra jellemz6 H14 hélix stabilitdsara
vonatkozoan. A B-alanint, mint nagy konformécids szabadsagu, flexibilis aminosavat
tanulmanyoztuk, ezzel szemben a Z konfiguraci6ju dehidro-B-alanint, mint rigid egységet
alkalmaztuk. A biciklusos aminosavegységek esetén mind az oxigénatom beépiilésére,

mind ezek eltérd konfiguracidjanak hatasara kivancsiak voltunk.

0 o) ol =& o)
HINH MNH  JENH SENH, HINH O MNH ANH MM,
N O N > O ~
2 2 2 2
3 4
s : 41
Q | 4 Q
H{NH \ NH NH NH MNH  ZNH  MNH,

D @ lla{liits

2 2
5, X—CH 6, X=0 7, X=CH,; 8, X=0

37. Abra: A vizsgalt f-peptidek
4.2.1 A gerincprotonok hozzarendelése

A vegyiiletek "H NMR spektruméban a 6 ppm feletti régioban helyezkednek el az
amidkotések NH hidrogénatomjai dublett jelként. A vizsgalt vegyiiletek C-terminalis
karboxilcsoportja helyén amidcsoport talalhato, az itt elhelyezkedd NH; jelek egy-egy
szingulettként detektalhatok. Az N-terminalis hidrogénjei mint egy kiszélesedett
szingulett jelentkeznek a spektrumban, szintén 6 ppm kémiai eltolodas érték felett. A 4-
es pentamer harmadik aminosav egysége dehidro-B-alanin, amely két sp?> CH csoportot
tartalmaz, ezek a kdvetkezd tartomanyokban taldlhatok olddszerfiiggd médon: C.H: 5,1
— 5,2 ppm; CgH: 7,1 — 7,3 ppm. Az ABHEC ¢és AOBHEC épitdegységekben is talalhato
kettés kotés, amelyben az sp? csoportok hidrogénatomjai 6,1 — 6,6 ppm kozotti kémiai

eltolodas értékkel irhatok le. Az AOBHEC egységben oxigénatom szerepel a biciklusban,
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a hozza kapcsolodd metiléncsoportok 4,7 — 5,3 ppm régidoban detektalhatok. Az ABHEC
egységben az oxigénatomot metiléncsoport helyettesiti, mely kémiai eltolodésait 1,5 és
2,3 ppm koz6tt irtuk le az egyes szarmazékokban. A biciklusok tovabbi CH csoportjai 2,5
— 3,1 ppm kozott rezonalnak. A CgH hidrogének kémiai eltolodasa az ACHC egységek
esetén 3,1 — 4,1 ppm kozott, B-alanin esetén 2,7 — 4,0 ppm kozott, az ABHEC/AOBHEC
biciklusokban 3,7 — 4,3 ppm kozott észlelhetd. A CoH hidrogének az ACHC
épitéelemekben 2,0 — 3,0 kozott, a -alanin esetén 2,2 — 2,4 ppm kozott,
ABHEC/AOBHEC biciklusokban 2,2 — 2,8 ppm kozott detektalhatok. A 2 ppm alatti
spektrumrészletben szamos atfedéssel taladlkozunk, az ACHC ciklohexan gytiriijének fent

nem emlitett csoportjaitdl szarmazva. (38. abra)
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38. Abra: 4-es vegyiilet 'H NMR spektruma; DMSO-ds; 4 mM; 298K; 600 MHz

A vegyiiletek gerincprotonjainak hozzarendelését a 4 vegyiileten mutatom be
részletesen. (39. abra) J6 kiindulopont a lancvégi amid NH> azonositasa, mely két
szingulett jelként jelentkezett (7,05 és 6,55 ppm). Innen a ROESY spektrumban talalhato
keresztcsticesal azonosithatd CqH® (2,20 ppm). Ezutdn TOCSY/COSY spektrumbdl a
szomszédos CgH> (3,58 ppm) és az NH° hidrogénhez talalhatd keresztcsucs a CoH?
hidrogénatomtél kiindulva. Egy ROESY korrelacié NH>-t61 C.H*-hez (2,07 ppm) vezet,
majd innen jbol TOCSY/COSY korrelaciokkal térképeztiik fel a spinrendszer CgH*
(3,84 ppm) és NH* (7,87 ppm) jeleit. A 3. aminosavegység a hat vizsgélt vegyiiletben
kiilonbdzott. Ezekben az épitdelemekben is a fentiekkel azonosan fejtettiik meg a CoH? —
CgH® — NH® rendszert (5,10 ppm — 7,15 ppm — 11,27 ppm). A dehidro-B-alanin
kettéskotésének a konfiguracioja is megallapitasra keriilt, a CJH> — CgH? kozotti NOE-
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interakcio altal Z izomerként irtuk le. Ezt alatdmasztotta a CoH® — CgH?® kdzotti csatolasi
allando6 is, melynek értéke 9,0 Hz volt. Az ABHEC és AOBHEC aminosavak tovabbi
csoportjait is feltérképeztiik a TOCSY, COSY és ROESY spektrumok segitségével. CiH?
és C4H? megkiilonboztetése a NH? és NH? —hoz valé NOE-térkozelség alapjan tortént
meg. A két magasabb kémiai eltolodas értéknél elhelyezkedé sp?> CH csoportok
megkiilonboztetése ezutan a CiH® vagy CsH?-hoz val6 NOE interakcioval volt
megkiilonboztetheté. Az ABHEC elem esetén az athidalo CHz a TOCSY-ban megfejtett
spinrendszer utols6 keresztcsticsaihoz tartozik. A masodik és elsé aminosav hidrogének
hozzarendelése szintén az el6zdekben ismertetett stratégidval zajlott: ROESY
spektrumban NH® és C.H?> (2,39 ppm) kozti korrelaci6 azonositasaval, majd
TOCSY/COSY spektrum segitségével C.H> - CgH? (3,71 ppm) szomszédos
atomcsoportok azonositasaval a masodik ACHC elemet fejtettiik meg; ugyanigy NH? és
CoH' (2,21 ppm) kozti NOE interakcidval az elsé elem a hidrogénatomjai keriilt leirasra
és innen a spinrendszer leirasa CgH'-ig (3,17 ppm). Az N-terminalis NH> csoport (3,17
ppm) az  esetek  tobbségében  kiszélesedett  szingulettként  jelentkezett.
(Jelhozzarendeléshez hasznalt fontosabb spektrumrészletek a 40. és 41. Abran lathatok)

A vegyiiletek jelhozzarendelését a 3., 4. és 5. Téablazat tartalmazza.

39. Abra: A gerincprotonok hozzdrendelésének menete ROESY térkozelségek (lila
nyilak) és TOCSY kolcsonhatasok (zold spinrendszerek) segitségével, bemutatva a 4-es

vegyiileten
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40. Abra: A 4-es vegyiilet TOCSY spektrumdnak amid NH/C.H,CsH tartomdnya;
DMSO-ds; 4 mM; 298K; 600 MHz
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41. Abra: A 4-es vegyiilet ROESY spektrumdnak amid NH/ CoH,CsH tartomdnya;
DMSO-ds; 4 mM; 298K; 600 MHz
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3. Tablazat A vizsgalt f-peptidek jelhozzarendelése; kémiai eltolodas értékek ppm-ben
kémiai eltolodasok H>O/D>O-ben:

3 4 5 6 7 8
NH,' 7.51 7,46 7,50 7,60 7,57
CgH! 327 3,29 3,26 3,33 3,26 3,31
C.H! 2,45 2,23 2,66 2,65 2,18 2,28
NH? 7.97 8,12 7,85 7,84 7,99 7,99
CpH2 3,76 3,79 3,72 3,77 3,72 3,75
CoH? 2,36 2,45 2,58 2,62 2,20 2,22
NH3 7.81 10,96 7.18 7,57 7,89 7,88
CpH? g’gﬁ 712 3,99 4,26 3,80 4,15
C.H? 2,30 5.14 2,41 2,72 2,28 2,62
NH? 7,85 7,82 7.35 7,28 7,72 7,50
CgH? 3,77 3,84 4,00 3,97 3,64 3,78
C.H? 2,09 2,10 2,20 2,29 2,14 2.21
NH’ 7,93 7,76 7,96 7,99 7,67 7,72
CpH’® 3,76 3,71 3,87 3,89 3,57 3,66
C.H® 2,26 2.23 2,27 2,27 2,26 2,28
7,44 7.33 7,47 7,39 7,23 7,29
CONHz2 | ¢'e0 6.49 6.42 6.58 6.57 6.64
CH? 2,90 5,20 2,76 4,97
C4H? 2,69 4,95 2,51 4,74
CsH? 6,18 6,45 6,19 6,45
CoH? 6,11 6,47 6,11 6,48
3 1,64 1,83
CH, 1,55 1,45
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4. Tablazat: A vizsgalt [-peptidek jelhozzarendelése; kémiai eltolodas értékek ppm-ben
kémiai eltolodasok CD3OH-ban:

3 4 5 6 7 8
NI 777 7.50 8.53 771 7.67
CoH! 3.32 3.41 3.94 331 333 3.07
CH 2.95 2.8 2.03 2.79 2.46 2.68
NEH 8.37 8.35 8.3 8.23 8.18 7.99
o2 4.02 3.93 3.04 3.03 3.87 3.83
C.H 2,74 2.41 2.04 2.90 2.36 2.63
NH? 8.17 1112 7.63 7.97 8.12 7.18
CoH? 323 7.26 4,19 4,29 3,77 3.88
CH? g;‘g 5.13 2.44 2,67 2.38 2.57
NI 7.90 7.83 7.45 716 7.04 811
Coll? 4,08 3.96 4.6 4.15 3.04 4.06
CH° 2.19 2.09 2.32 2.32 217 221
NI 7.93 778 7.81 7.84 773 7.83
Coll’ 403 3.85 4.15 4.0 3.87 3.89
ColS 2.33 2.3 2.30 2.5 2.6 2.8

7.55 7.39 7.47 7.29 7.39 734

CONH2 | ¢'s6 6.44 6.49 6.54 6.71 6.62
G 3.00 5.20 2.78 4.92
CalDs 2.81 5.04 2.89 5.04
CsH? 6.24 6.49 6.18 6.43
ColD 6.19 6.45 6.23 6.45

; 202
CH, 1.81 o
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5. Tablazat: A vizsgalt p-peptidek jelhozzdrendelése; kémiai eltolodas értékek ppm-ben
kémiai eltoloddasok DMSO-ds-ban:

3 4 5 6 7 8
NH,! 7,59 7,55 7,66 7,63
CpH! 3,15 3,17 3,13 3,12 3,12
C.H! 2,66 2,21 2,64 2,63 2,18 2,35
NH?2 8,03 8,13 7,91 7,79 7,92 7,86
CpH? 3,85 3,71 3,79 3,78 3,63 3,63
C.H? 2,60 2,39 2,80 2,76 2,20 2,32
NH? 7,77 11,27 7,36 7,51 7,87 7,37
CpH? 3’32 7,15 3,99 4,12 3,71 3,83
C.H? ;’38 5,10 2,26 2,50 2,29 2,47
NH* 8,05 7,87 7,68 7,31 7,86 7,94
CpH* 3,90 3,84 4,08 4,02 3,68 3,79
C.H* 2,18 2,07 2,33 2,31 2,20 2,21
NH® 7,92 7,50 7,79 7,97 7,41 7,59
CpH? 3,85 3,58 3,98 3,94 3,58 3,67
C H° 2,26 2,20 2,24 2,24 2,21 2,19

7,45 7,05 7,49 7,33 6,96 6,99

CONH2 | 704 6.55 6.59 6.62 6.50 6.54
CH? 2,99 5,23 2,70 4,85
C4H? 2,63 491 2,56 481
CsH? 6,16 6,50 6,16 6,48
CeH? 6,22 6,43 6,23 6,45

3 1,68 2,07
CH, 1.63 1.31
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4.2.2. Az onrendezddés vizsgalata

A rendezett konformacio stabilitdsanak vizsgalatahoz tobbféle analitikai médszert
alkalmaztunk. A kétdimenzios ROESY kisérletek altal olyan NOE-térkozelségeket
kerestiink, amelyek nem a konstiticiobol kovetkeznek, hanem konformaciobdl. Az NH-
ND csere megfigyelése soran az egyes amid NH-k oldoszer altali hozzaférhetdségét
térképeztiik fel, amely informacié alapjan a H-hidak 4&ltal kialakitott masodlagos
szerkezetek stabilitdsara kovetkezettiink. Az ECD mérések sordn a detektalt savok
jellemzéek az egyes hélix tipusokra, ez is alditdmasztotta a rendezett strukttra jelenlétét

¢s tipusat.

4.2.2.1. Rendezettség igazolasa NOE-térkozelségek altal

Harom kiilonb6z6 oldoszerben tortént meg a kétdimenzios ROESY spektrumok
felvétele: HoO/D2O (90% / 10% v/v), CD;OH és DMSO-ds. Célunk az egyes tavolhato
NOE-koélcsonhatasok feltérképezése volt, amelyek segitségével kovetkeztethetiink a
masodlagos szerkezetet stabilizalé H-hidak helyzetére. A NOE-kolcsonhatasok hidnya a

rendezetlenség bizonyitéka.

A B-alanint tartalmazé szarmazék esetén tobb, rendezettséget igazold NOE-
kolesonhatést azonositottunk. A CoH' — CgH?, illetve a CoH? — CgH® hidrogének kozti
interakcié mind a H14 hélix jelenlétét tamasztotta ald. Ezeket a korrelaciokat mindharom

oldészerben felvett spektrumban azonosithattuk. Emellett vizben CgH? — CpgH® kozti

;—NHz
o}

42. Abra: NOE térkizelségek 3-as vegyiilet esetén; 4 mM; 298K

keresztcstlics is megjelent. (42. abra)

Azonban amikor a Z-dehidro-B-alanin helyettesitette a harmadik aminosavat, a stabil
rendezettségre utaldo ROESY korrelaciok nem voltak detektalhatok. Egyetlen gyenge
keresztcstcs jelentkezett CgH' — C,H* kozott. (43. abra)
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43. Abra: NOE térkizelségek 4-es vegyiilet esetén; 4 mM; 298K

[1R,2R,35,4S]-diexo-ABHEC (5) ¢és [1S,25,3R4R]-diexo-ABHEC (7) mint
harmadik aminosav eltéré6 moédon befolyasolta a rendezett konformer kialakuldsat. Az 5-
s vegyiiletben a H14 hélixre jellemzd C4H? — CgH? keresztcstcs volt lathatd, emellett a
C.H'! — CgH* korrelaci6 is megjelent CD3;OH-ban. A rendezetlen szerkezetre engedett
kovetkeztetni a 7-es vegyiilet esetében egyetlen gyenge H14 karakterisztikus korrelacio:
CoH' — CgH?. (44. abra)
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44. Abra: NOE térkizelségek 5-6s (a) és 7-es (b) vegyiiletek esetén; 4 mM; 298K

[1R,2S8,3R,4S]-diexo-AOBHEC-t ¢és enantiomer parjat, [1S,2R,3S,4R]-diexo-
AOBHEC-t tartalmazta 6 és 8. A legtobb szerkezetet alatamasztd kdlcsonhatdst 6-os
vegyiilet esetén észlelhettiik. Mindharom oldészerben megjelent a C,H-CgH™ (i=1,2)
NOE-térkozelség, mint a H14 hélix egyértelmii bizonyitéka. Szintén mindhdrom olddszer
esetén detektalhatd volt a NH? - CgH* korrelacié a ROESY spektrumban. CD3;OH-ban
tovabbi két keresztcstcs volt azonosithaté: CoH? — COONH,® és NH® — CgH®. DMSO-
ban még egy gyenge korrelacié adodott NH' és C,H® kozott. A masik enantiomer
épitéelem beépiilésével a stabil rendezett struktiira nem igazolhatd, itt csak a C,H'-CgH?

térkozelség volt 1athatd gyenge mdédon CD3;OH-ban és DMSO-ds-ban. (45. abra)
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45. Abra: NOE-térkizelségek 6 és 8 vegyiiletekben; 4 mM; 298K

4.2.2.2. NH amid hidrogénatomok deutériumcseréjének kovetése

Az amid NH hidrogénatom cser¢jét deutériumra CD3OD-ben vizsgaltuk. Az adott
csoport NH-ND cserefolyamata anndl lassabb, minél védettebb az oldoszerrel szemben
az adott csoport, tehat minél stabilabbak a masodlagos szerkezetet kialakité H-kotések.

Minden esetben az N-terminalis NH> és a COONH; csoport protonjai azonnal lecseréltek

deutériumra beoldas utan. (46. édbra)
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46. Abra: A 8-as vegyiilet 'H spektrumai CD;OD-ban, az amid NH-k tartomdnya;
4 mM; 298K, 400 MHz
Felvétel idopontjai lentrol felfelé: kozvetleniil beoldds utan, 10 perc, 20 perc, 30 perc,
40 perc, 50 perc, 60 perc, 70 perc, 80 perc, 90 perc, 100 perc, 110 perc, 120 perc
8,11 ppm: NH*: 7,98 ppm: NH?; 7,81 ppm: NEP; 7,14: NH’
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A 3-as peptid esetén a harmadik aminosavegység NH hidrogénje ellenallt
leginkabb az olddszer timadasanak, a jel intenzitisa az 'H spektrumban 10 6ra utén is jo1
lathaté volt. NH* és NH? atfedésben taldlhat6 a spektrumban, igy ezek egyiittesen keriiltek
kovetésre, atlaguk értelmezhetd. A jelek intenzitdsa kb. 10 6ra utdn csdkkent a zajszintig.
A kovetett hidrogénatomok koziil NH? jel cserélt le deutériumra leggyorsabban, kb. 4 6ra

alatt. (47. ébra)
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47. Abra: A 3-as vegyiilet NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K
m: NH,; o:NH;; *: NHs+NHs.

4 esetén az el6z6ben leirtaknal gyorsabb cserét detektéaltunk. Itt az NH?, NH*, NH®
hidrogének kb. 3 ora alatt cseréltek le deutériumra. Itt is az NH® hidrogén relativ
védettségét tapasztaltuk, az 'H spektrumban a jele kb. 6 o6ra alatt csokkent a

detektalhatosag hatéara ala. (48. abra)

69



\\¥S“~G~\
o L ~,
=080 |\ L ~
] \ \\ *\ G‘~~&
‘G \ AN ~a
N \ QN Sso
060 | \ A -0
B \ \\ ~ ~~‘G“~
= \ S, A-~_ O---o._
[0} ~ > )
'~ 0,40 n ‘o “A._
] AN ~~ S
kel N ~ k.o
© > “A---A
S 020 i BE8 EE S -
=" -+ "I-“:g_':_-l--- ]
oo
0,00
0 20 40 60 80 100 120

Idé / min

48. Abra: A 4-es vegyiilet NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K
m. NH>; o:NH;; A:NH, O: NH;s

Az 5-0s vegylilet esetén is a rendezett strukturara jellemzé lassabb

deutériumcserét detektaltuk. Az amid NH hidrogénatomok jelei 10 6ra utan is jol
azonosithatok maradtak. A cserék sebességének sorrendje azonos az elézdekkel: a

legvédettebb hidrogén az NH?, majd NH*, NH® és leggyorsabban cserélt az NH?. (49.
abra)
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49. Abra: Az 5-6s vegyiilet NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K
m. NH>; o:NH; A:NHy O: NH;s

A masik ABHEC enantiomert tartalmazo 7-es vegyiilet esetén minden

hidrogénatom esetén a beoldds utdn szinte azonnali deutériumcserét azonositottunk, az

amidcsoporthoz kdnnyen hozzafértek az oldoszermolekulak.
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Az oxigéntartalmii 6-os vegyiilet esetén NH?, NH* és NH’ hidrogénatomok
védettsége olyan nagymértékii volt, hogy 24 6ra alatt is csak minimalis csere kovetkezett
be, az NH jelek intenzitasa alig valtozott. NH? cseréje itt is gyorsabban bekdvetkezett, de
10 6ranal hosszabb id6t igényelt az amid NH cseréje. (50. dbra) A szintén oxigéntartalmi

8-as vegylilet esetén a fenti amid NH hidrogének cseré¢je kb. 3 6ran beliil zajlott le. (46.,
51. abra)
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50. Abra: A 6-os vegyiilet NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K
m. NH>; o:NH; A:NH, O: NH;s
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51. Abra: A 8-as vegyiilet NH-ND csere diagramja; 4 mM; 298K
m. NH>; o:NH;; A:NH, O: NH;s
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4.2.2.3. ECD vizsgalatok

Elektronikus cirkularis dikroizmus vizsgalatainkat vizben és metanolban
végeztik. Ez a vizsgdlati modszer szintén a rendezett masodlagos szerkezetre ad

bizonyit6 erejli informaciot.

Mind a hat peptid esetén két széles CD savot azonositottunk a spektrumokban.
Ezek helyzete a H14 hélixekre jellemz6 értékeknél jelentkezett: egy maximum 205 — 218
nm kozott €s egy minimum 183 — 198 nm kozott. A maximum és a minimum intenzitasa
kiilonbozott az egyes vegyliletek esetén a konformaci6 stabilitdsanak fliggvényében. 3, 5
¢€s 6 esetén nagyobb intenzitasartékeket mértiink mint 4, 7 és 8 esetén, 6sszehangban az

NMR spektroszkdpiai vizsgalatok eredményeivel. (52. abra)
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52. Abra: A vizsgalt f-peptidek ECD spektrumai; 1 mM; 298K
a), b) vizben
¢), d) metanolban
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5. Megbeszélés

A posztszteron-2,3-acetonidok ¢és ezek szkvalén konjugdtumjainak teljes
jelhozzéarendelését elkészitettilk, a diasztereotop hidrogének és csoportok helyzetét
leirtuk. Az ugyanazon szteroidbol szarmazo6 szkvalén-konjugatumok esetén a szteranvaz
azonos jelei minimalis eltérést mutattak. Ugyanigy a szkvalén-molekularészek kémiai
eltolodésait Osszehasonlitva egyes szarmazékokban szintén jo egyezést mutattak. A
szabad ekdiszteroid vegyiiletek esetén a C-20 *C atom kémiai eltolodas valtozasa AS=51
ppm-mel egyértelmiien jelezte a C=O — C=NOH atalakulast, amely érték 6sszhangban
van az irodalmi analégokkal. Az 1la vegyiiletet leirtdk az irodalomban [42],
rontgenkrisztallografiai modszerrel igazoltdk az E izomert, CDCl:-ban késziilt oldataban
leirtdk a jelek hozzarendelését. Ezt Osszevetettiik az altalunk készitett hozzarendeléssel
¢és eltérést tapasztaltunk. C-11 és C-16 esetén felcserélték a kozleményben a kémiai
eltolodas-értékeket. Kozeli kémiai eltolodasokkal jellemezhetd '“C atomok, de az
altalunk felvett HMBC kisérletben egyértelmiien megkiilonboztethetdk. H-9 kijeloli C-
11-et, H-17 jeltdl pedig korrelacio vezet C-16 jelhez; amely keresztcsucsok megadtak a
helyes jelhozzarendelést. (53. abra) Az irodalomban szerepld leirast a javitds mellett

kiegészitettiik a diasztereotop hidrogének megkiilonboztetett leirasaval is.
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53. Abra: A helyes jelhozzdrendelést bizonyito spektrumrészlet és az dltalunk leirt

jelhozzarendelés 1a vegyiiletre vonatkozoan; 500 MHz
A fentiekbdl is lathatd, hogy az egyértelmii jelhozzarendeléshez sziikséges a

megfeleld digitalis felbontds, a jelek szétvalasa. Els6 kisérleteinkben, 500/125 MHz

frekvencian végeztiik kisérleteinket. Elsésorban a szkvalén-oldallancban, az ismétl6do
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molekularészek jelhozzéarendelésénél {itkoztilk bizonytalansagba a nem elegendd
felbontas miatt. A HSQC mérések esetén a digitalis felbontés az elsd kisérletekben az F1
dimenzioban 13,38 — 13,87 Hz/pont érték volt, a savszelektiv technika és kisebb
spektrumablak alkalmazasaval 0,74 — 3,12 Hz/pont értéket sikeriilt elérni, amely
kozelitdleg 5 — 19x felbontasnovekedést jelent. A 950/239 MHz térerésségen mért HSQC
spektrum 3,51 Hz/pont értékii felbontassal késziilt, az eredeti kisérletiinkhoz képest kb.
4x felbontasndvekedést sikeriilt elérni az indirekt dimenziéban. HMBC kisérletekben els6
alkalommal az 500/125 MHz késziiléken 23,70 — 39,4 Hz/pont felbontéassal késziiltek a
spektrumok. Ugyanezen a késziiléken a savszelektiv pulzusszekvencia ¢€s kisebb
spektrumablak alkalmazasa 0,45 — 2,94 Hz/pont felbontasértéket eredményezett, amely
52 — 88x-os javulas. A 950/239 MHz késziiléken 11,63 Hz/pont felbontassal vettiik fel a
spektrumot, igy 2 — 3x-os felbontasnovekedést sikertilt elérni. A kdzeli kémiai eltolodasa
csoportok megkiilonboztetése igy lehetéveé valt. (54. ébra)
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54. Abra: A szkvalén-oldallanc sp’> CH csoportjainak megkiilonboztetése HSQC

spektrumban

Ahhoz, hogy oldatfdzisban tdjékozodhassunk a vizsgdlt oxim vegyiiletek

izoméridjarol, szintén NMR

spektroszkopiai
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oximvegyiiletben nem volt lehetdségiink az NOH < H3-21 NOE-térkozelség kimérésére
a kiszélesedett OH jel miatt és az egyetlen jelen levd jelsorozat nem adott lehetdséget a
Adsyn-anti paraméter vizsgalatara C-21 kémiai eltoléddsara vonatkozéan. Az oxim
metiléter vizsgilata megoldast nyujtott a konfiguracié meghatérozasara. Igy mar
kimérhetové valt az NOCH3 «» CH3-21 NOE interakcio, és két jelsorozat jelent meg a
spektrumban 95% - 5% ardnyban. Mind a ROESY, mind a Adsyn-anti paraméter
vizsgalata az E izomer dominans jelenlétét allapitotta meg. Az E izomerben a C-21 kémiai
eltolodas 16,02 ppm, mig a Z izomerben 20,26 ppm volt, a Adsyn-anti paraméter igy 4,24
ppm, amely jo 6sszhangban van az irodalommal. [43] Az 1a-c vegyiiletek oldatdban egy
jelsorozatot detektaltunk a kovetkezd kémiai eltolodasértékekkel a C-21 atomra
vonatkozédan: 15,53 ppm, 17,48 ppm és 17,44 ppm. Ezek az értékek az E izomer kémiai
eltolodasaval korrelalnak, ezaltal az E izomert allapitottuk meg a vizsgélt oxim tipust
vegyliletek konfiguracidjaként.

A szkvalén-konjugatumok a D,O-ban késziilt minta megjelenése és NMR
spektrumai alapjan nagyobb asszocidtumokként azonosithatok. Két mddszerrel
allapitottuk meg a szupramolekularis szerkezetben résztvevd monomerek szamat. A két
eredmény eltérést mutatott (1000 vs. 2600 tagszam, 9,28 nm hidrodinamikai atmérd),
amely monomer ¢és a részecske idealis gombként valdo kezelésébdl adodhatott. Az
irodalomban leirt ekdiszteroid-szkvalén konjugatum ennél joval nagyobb atmérdvel (200
— 300 nm) keriilt leirasra DLS és TEM mddszerek alapjan. Ebbdl az feltételezhetd, hogy
a nagy méretli részecskék kisebb szubpartikularis részekbdl allnak, amelyeket a DOSY
NMR kisérletekben azonositottunk.

A B-peptidek gerincjeleinek hozzarendelése soran megfeleld diszperzidval
jelentkeztek az NH jelek az 'H spektrumban, amely a rendezett masodlagos szerkezet
egyik jellemzéje. Az NH C.H és CgH hidrogéneket a vart tartomanyokban azonositottuk,
a részletes konformacidvizsgalatban felhasznaltuk a térkdzelségben levd csoportok
azonositasahoz.

Az oOnrendezOdés vizsgalatat részletesen elvégeztilkk a hat vizsgalt B-peptid
pentamer esetén. A ROESY kisérletekben 3, 5 és 6 vegyiiletekben talaltunk a rendezett
konforméciora  jellemz6  NOE-térkozelségeket. Az  irodalomban  megadott
karakterisztikus térkdzelségek koziil az NH' — C,H™? és CqH' — CgH™? korrelaciot

azonositottuk ezekben. A modellezett szerkezetben[139] mérve az adott hidrogénatomok
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tavolsdgat, mind 3 A tavolsagon beliilinek adédott. A 4, 7 és 8 vegyiiletek csak kis
intenzitasu keresztcsticsokat adtak metanolban, igy ezek esetében a kevéssé stabil
masodlagos szerkezetet allapithatjuk meg a ROESY NMR vizsgalatok alapjan. Vizben és
DMSO-ds-ban nem jelentek meg a korrelaciok a rendezett formara vonatkozoan, ezekben
a kozegekben nem kedvezd a rendezett szerkezet kialakulasa az utébbi hirom
vegyiiletben.

Az eldzokkel 6sszhangban vannak az amid NH-ND csere vizsgalatok eredményei.
A 7 vegyiilet CH3OH-ban késziilt oldatdban azonnal bekovetkezett a csere, amelybdl a
rendezetlen konformacio jelenlétére kovetkeztethetiink. A 4 és 8 vegyiiletek esetén egy
orén beliil bekovetkezett az amid NH hidrogének cserélddése deutériumra, igy ezekben
gyenge H-hidas szerkezetek azonosithatok. Jelentdsen hosszabb id6 (10 6ra, 1 nap) volt
sziikséges a 3, 5 és 6 vegyiiletek amid NH-ND cseré¢jéhez, igy itt stabil, H-hidak 4ltal
kialakitott masodlagos szerkezetekként vannak jelen a peptidlancok, az amidcsoportok az
olddszertdl védetten helyezkednek el. Ezen megfigyelések alatdmasztjadk a ROESY
mérésekbdl kapott eredményeket.

A metanolban és vizben felvett intenziv CD spektrumok szintén a 3, 5 és 6
vegyiiletek esetén H14 hélix kialakuldsat igazoltak. A CD savok csokkent intenzitasa 4,
7 és 8 vegyliletekben a hélixes masodlagos szerkezet kis stabilitasat mutatjak. Minimalis
eltérést tapasztaltunk vizben és metanolban végezve a vizsgalatot, az oldoszer nem

befolyasolta dontden a konformaciot.
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6. Kovetkeztetések

Az ekdiszteroid ¢és konjugatumaik esetén az azonos szteroidegységben vagy a
szkvalén-linker-oldallanc egységben a kémiai eltoloddsok minimalis kiilonbséggel
detektalhatok. Az  jovOben  Ujonnan  eldéllitandd  szkvalén-konjugatumok
jelhozzéarendelése ezaltal gyorsabban lesz lehetséges. Az irodalom korabbi
eredményeinek soraba illeszkedve, Gijabb Adsyn-anti paramétert adtunk meg egy oxim-
tipust vegylilet C, atomjara vonatkozdan és megadtunk egy biztos kombinalt szintetikus-
NMR spektroszkdpiai modszert a konfiguracio megallapitasahoz.

A szkvalén-konjugatumok esetén igazolhatd a vart asszociatumképzddés D2O-
ban. A masodlagos szerkezet részletes vizsgalatira nem volt lehetéségiink a
nanoasszociatum-képzddés miatt. DOSY mérések altal egy kb. 1000 tagszamu részecske
kertiilt azonositasra. Mérete a nanorészecskék tartomanyaban helyezkedik el. Irodalomban
eddig nem tortént meg ilyen tipusu asszociatumok NMR spektroszkopiai azonositasa,
eredményeinkkel ravilagitottunk egy modszerre, amely sikeresen haszndlhaté oldatban
jelen levd szkvalén-konjugatum részecskék vizsgalatara.

A B-peptidek masodlagos szerkezetének vizsgéalata soran azt taldltuk, hogy a
transz- ACHC-lancba egy eltérd B-aminosav beépiilése dontden befolydsolja a rendezett
konformer kialakulasat. A flexibilis f-alanin épitdelem nem befolyasolta a transz-ACHC-
bol felépiild B-peptidek H14 hélixének kialakuldsat. Ezzel szemben a rigid, telitetlen Z-
dehidro-B-alanin megakadalyozta a rendezett szerkezet jelenlétét, mely lehetséges oka a
C=C kett0Os kotés konjugacidja a szomszédos amid kotésekkel. Ciklusos B-aminosavakon
végzett vizsgalataink alapjdn a konfigurdcionak meghatarozd szerepe van a
heterooligomerekben lehetséges helikalis struktarara. [1R,2R,3S,4S]-diexo-ABHEC ¢és
[1R,28,3R,4S]-diexo-AOBHEC  kozéps6 aminosavként vald beépiilése esetén
kialakulhatott a H14 hélix. Azonban ugyanezen aminosavak enantiomerjeit, mint
[18,25,3R,4R]-diexo-ABHEC ¢és [1S,2R,3S5,4R]-diexo-AOBHEC, tartalmazé B-peptid
szekvencidk stabil onrendezddésre nem képesek. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy a transz-ACHC stabil H14 hélix konformdcidjat meg lehet sziintetni egyes
aminosavak beépitésével, mig mas aminosavegységek nem befolydsoljadk ezt. Az
ABHEC ¢és AOBHEC egységek beépiilésének Osszehasonlitasaval az O-atomhoz
kapcsolhaté hatast nem talaltunk. Ujabb peptidek tervezésénél ez az informacid

felhasznalhato a kiépiteni kivant masodlagos szerkezet érdekében.
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7. Osszefoglalas

PhD munkam soran mesterséges, Onrendez6do rendszerek két tipusat vizsgaltam:
szkvalén-konjugatumokat és [-peptideket. Vizsgalatainkban az egyes rendszerek
jelhozzéarendelését végeztik el NMR spektroszkopidval, majd a vegyiiletek
onrendezddését tanulmanyoztuk.

Két ekdiszteroid vegyiiletet (posztszteron-2,3-acetonidok) és ezek szkvalén-
konjugéatumait vizsgaltuk két kiilonbozd linker szakasz beépitésével. A hat vegyiiletre
teljes 'H és 1*C jelhozzarendelést irtunk le, a szteranvaz esetén a diasztereotop hidrogének
megkiilonboztetésével, ¢és igazoltuk a hosszi lipofil oldallainc jelenlétét. Az
oximvegyliletek esetében igazoltuk a C=N kettdskotés konfiguraciojat. Az oldallancban
talalhaté hasonl6 kémiai kornyezetben elhelyezkedé atomok/atomcsoportok
megkiilonboztetése kihivast képezd feladat volt. Ultranagy térerejii mérésekkel és
savszelektiv pulzusszekvencidkkal elért extrém nagy felbontasi HMBC ¢és HSQC
keresztcsticsok segitségével egyértelmii teljes jelhozzarendelést irtunk le a vizsgalt
vegyiiletekre vonatkozdéan. Az Onrendezddés csak szupramolekularis szinten volt
tanulmanyozhatd, igazoltuk a nano mérettartomanyu asszociatum képzddését.

A B-peptidek esetén olyan pentamer rendszereket vizsgaltunk, amelyek transz-
[1R,2R]-ACHC (transz-[1R,2R]-aminociklohexankarbonsav) aminosav egységekbdl
alltak és hat kiilonboz6 aminosav egységet tartalmaztak harmadik aminosavként. A
gerincprotonokat rendeltiik hozza az egyes csoportokhoz, majd a masodlagos szerkezet
tanulmanyozasa sordn harom peptid esetén rendezett, stabil H14 hélixet, a tovabbi harom
peptid esetén kevéssé stabil helikalis szerkezetet/rendezetlen konforméaciot
azonositottunk. Eredményeinket a NOE-térkozelségek, amid NH-ND csere vizsgalatok
¢s ECD felvételek igazoltdk. A flexibilis B-alanin épitéelem, [1R,2R,3S,4S]-diexo-
ABHEC ([1R,2R,3S,4S]-diexo-3-aminobiciklo[2.2.1]hept-5-én-2-karbonsav) ¢s
[1R,2S8,3R,4S]-diexo-AOBHEC ([1R,2S,3R,4S]-diexo-3-amino-7-oxabiciklo[2.2.1]hept-
5-én-2-karbonsav) épitdegységek esetén kialakult a rendezett szerkezet. A rigid, telitetlen
Z-dehidro-B-alanin, [1S,2S,3R,4R]-diexo-ABHEC ¢és [1S,2R,3S,4R]-diexo-AOBHEC

megakadalyozta a rendezett szerkezet jelenlétét.
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8. Summary

During my PhD work two types of self-associating systems were investigated:
squalene-conjugates and [B-peptides. Structure elucidation was made by NMR
spectroscopy, then the self-associaton was studied.

Two ecdysteroids (posterone-2,3-acetonides) and their squalenoylated derivatives
were investigated with two different linker regions. Complete 'H and '*C assignation for
the six compounds were made, in case of the steroid moiety the diastereotopic groups
were distinguished and the presence of the squalene-linker side chain was verified. The
configuration of C=N double bond in oximes was also determined. It was a challenging
task to differentiate the atoms/groups which are in very similar chemical environment.
With the help of extreme high resolution HMBC and HSQC spectra by ultra-high
magnetic field and band-selective pulse sequences the complete assignment was
performed for these compounds. The self-association was investigated on supramolecular
level, the self-assembly was found in form of nanomaterials in aqueous solution.

B-peptide pentamers which are made from trans-[1R,2R]-ACHC (trans-2-[1R,2R]-
aminocyclohexanecarboxylic acid) residues and six different f-amino acids as 3" unit
were studied. Backbone protons were assigned, then the secondary structures were
determined. In three peptides stable H14 helix was formed, in further three peptides less
stable structures were identified. NOE-correlations, amide NH-ND exchange and ECD
measurements were carried out for the investigation of the conformation. In case of the
flexible B-alanine building block, [1R,2R,3S5,4S]-diexo-ABHEC ([1R,2R,3S,4S]-diexo-3-
aminobicyclo[2.2.1]hept-5-ene-2-carboxylic acid) and [1R,2S,3R,4S]-diexo-AOBHEC
([1R,2S,3R,4S]-diexo-3-amino-7-oxabicyclo[2.2.1]hept-5-ene-2-carboxylic acid)
residues stable helices were discovered. Differences were found for [15,2S5,3R,4R]-diexo-
ABHEC, [15,2R,35,4R]-diexo-AOBHEC and Z-B-dehydroalanine as middle unit, stable

self-organization could not be observed.
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