Kémial
Kozlemenyek

Foszerkeszto
Beck Mihaly

Akadémiai Kiadé, Budapest 1983 KEKOAS 60 (1—2) | —196 (1983)



KEMIAI KOZLEMENYEK

A MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA
KEMIAI TUDOMANYOK OSZTALYANAK FOLYOIRATA

60. KOTET 1—2. SZAM

Foszerkeszto:
BECK MIHALY

Szerkesztd:
CSAKVARI BELA

A szerkeszt$ bizottsdg tagjai:

HARDY GYULA, HOLLO JANOS, LENGYEL BELA,
PUNGOR ERNO, SCHAY GEZA, SZABO ZOLTAN,
SZANTAY CSABA, TUD(GS FERENC

A Kémiai Kézlemények valtozé terjedelmii fiizetekben jelenik meg. Egy kotet altaldban
két fiizetbsl 4ll. Evente két kotet keriil kiad4sra.

A folyéiratban a Magyar Tudoményos Akadémia Kémiai Tudoméanyok Osztélyan,
bizottsdgaiban és munkabizottsdgaiban, ill. akadémiai rendezvényeken elhangzott kémiai
eléaddsok, toviabbi egy-egy tudomdnyég ujabb eredményeit kritikailag 6sszefoglalé kizlemé-
nyek keriilnek kozlésre.

A kéziratokat a 48. kotet 277—278. oldalan kozolt Tajékoztaté szerint elkészitve,
valamint 5—15soros magyar és angol nyelvii dsszefoglaldssal ellditva CsAkvArRI BEra, 1088
Budapest, Mizeum koriat 6—8. cimre kell bekiildeni.

A Kémiai Kézlemények elofizetési ara kotetenként 100 forint. Belfoldi megrendelések
az Akadémiai Kiadé (1363 Budapest, Alkotmény u. 21. Pénzforgalmi jelzgszdm: 215—
11488), kiilfoldi megrendelések a KULTURA Kiilkereskedelmi Villalat (1389 Budapest,
F6 utca 32. Pénzforgalmi jelz6szdm: 218—10990) 1tjan eszkozolhetdk.



Kémiai Kozleménvek 60. kiter 1983,

SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN

El6szo

Fenti cimmel a Magyar Kémikusok Egyesiilete az MTA Anyag- és Molekula-
szerkezeti Munkabizottsag tamogatasaval 1981. oktober 5—8. k6zo6tt szimpoziumot
rendezett Egerben. A koriilbelil nyolcvan résztvevé fele Europabdl, fele Magyar-
orszagrol érkezett. A rendezobizottsag (MESZAROS ZOLTAN tiszteletbeli elndk,
KALMAN ALAJOS, NARAY-SZABO GABOR titkar, POLGAR LAszZLO, SIMON KALMAN és
SOoHAR PAL) célja az volt, hogy olyan kutatokat hozzon Ossze, akik bemutatjak a
kilonbozo elméleti és kisérleti modszerek egyiittes alkalmazasat kiilonleges biokémiai
problémak megoldasara. Bar az ilyen tipusq, interdiszciplinaris megkozelitési mod
egyre altalanosabb a szerkezeti kémiaban, eddig viszonylag kevés a biokémiai példa.

Az eldadasok és poszterek a rontgendiffrakcio, a nagyfrekvenciaju NMR-
spektroszkopia, a CD-spektroszkopia és az elméleti modszerek alkalmazasaival
foglalkoztak. A targyalt témak a kis molekulakban fellep6 jelenségektdl (pl.
antibiotikumok, peptid-hormonok és mas, farmakologiailag aktiv vegyiiletek) a
fehérjékig (pl. aminosavak megkiilonboztetése a tRNS aminoacilezésében, enzimka-
talizis mechanizmusa) és a nukleinsavakig (a térbeli hozzaférhetdség és az elektroszta-
tikus potencialok kozotti parhuzam a DNS-ben és a tRNS-ben) terjedé témakat
oleltek fel.

Az alabbi cikkek, valamint még néhany poszter anyaga megjelent angol nyelven
az Akadémiai Kiadonal Steric Effects in Biomolecules (szerk.: NARAY-SZABO G.)
cimmel. A magyar forditas kozreadasatol azt reméljik, hogy a hazai érdeklddok
szélesebb koreihez is eljuttathatjuk az anyagot és attekintést adhatunk a szerkezeti
biokémiai kutatasok néhany jabb eredményérol és iranyzatairol.

A Szervezé Bizottsag és valamennyi résztvevo nevében halamat fejezem ki az
anyagi tamogatasért a CHINOIN Gyogyszer- és Vegyészeti Termékek Gyaranak, az
EGYT Gyogyszervegyészeti Gyarnak és a Bruker Analytische Messtechnik cégnek.
K 0szonom a technikai segitséget a MTA Kozponti Kémiai Kutato Intézetének. Végiil
koszonetet mondok HORVATH KAROLynak és SIMON KALMANnak az eldadasok
forditasaért, SIMON KALMANnak kiillon megk6szonom a kézirat szerkesztését is.

NARAY-SZABO GABOR
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TERBELI HATASOK — A MOLEKULAN BELULI
INFORMACIOATVITEL TETRACIKLIN
ANTIBIOTIKUMOKBAN

JOHN. J. STEZOWSKI

(Institut fiir Organische Chemie, Biochemie und Isotopenforschung der Universitdt Stuttgart,
Pfaffenwaldring 55,D-7000 Stuttgart 80, NSZK)

Bevezetés

A térbeli kolesonhatasok fontos szerepet toltenck be a természetben ¢s igy az
emberiség létezésére sokféle szempontbol befolyast gyakorolnak. A legegyszeriibb
molekula a H, konformacios tulajdonsagai: a kotéstavolsag és a van der Waals-sugar a
szubatomi részecskék térbeli kolcsonhatasabol kovetkezik. A térbeli hatasoknak
lényeges szerepiik van abban, hogy nem érvényes a realis gazokra az idealis gaztorvény
szigoruan. A térbeli hatasok elére nehezen megjosolhato Gsszetett modon befolya-
soljak a kémiai reakciok menetét.

Biologiai rendszerekben a térbeli hatasok alapvetoen fontosak. Sokféleképpen
vesznek részt az informacio atvitelben is. Intramolekularis szinten példaul a
fehérjékben térbeli hatasok befolyasoljak a polipeptid lanc hajlasat, ennek kovetkezté-
ben alakul ki aktiv hellyel biro rendkiviil hatasos katalizator, az enzim. Intermolekula-
ris szinten a térbeli hatasok fontosak abbdl a szempontbol is, hogy potencialis
szubsztrat molekulak és enzimek kolcsOnhatasba lépnek-e, hogy létrehozzanak, vagy
megakadalyozzanak egy adott kémiai reakciot. A térbeli kolcsonhatasok fehérje-
nukleinsav kolcsonhatasokat is befolyasolnak.

A térbeli hatasok gyakran nyilvanvaloak. Konnyd megjosolni, hogy egy
kivalasztott észtert egy adott észteraz nem fog hasitani, mert a szubsztrat térbelileg
inkompatibilis az enzim aktiv helyével. Mas esetekben a térbeli hatasok rejtettek,
mégis alapvetd szerepet jatszhatnak fizikai, kémiai és biologiai tulajdonsagok
szempontjabol. Ezekben az esetekben a térbeli kolesonhatasok szerepének felismerése
nehéz, és csak atfogo, a biologiai adatok elemzésével Osszekapcesolt szerkezeti
tanulmanyokkal tisztazhatok.

Tetraciklinek szerkezetének vizsgalata
Széles kort vizsgalatokat folytattunk a tetraciklinek szerkezeti tulajdonsagaival

kapcsolatban, melyek kozill szamos vegyiilet gyogyaszatilag fontos széles spektrumu
antibiotikum. Ezzel a munkaval mar annyira eldrehaladtunk, hogy a bakteriologiai
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kisérletekbol szarmazo szamos megallapitas a kémiai szerkezet, konfiguracio,
konformacio és kémiai kornyezet kozotti kolesonhatasok alapjan megmagyarazhato.
Ezeket a megallapitasokat abbol a c¢lbol is értelmezziik, hogy megmutassuk a
kiilonleges intramolekularis térbeli kolecsonhatasok a kérdéses szarmazéekok fizikai
tulajdonsagait biologiailag jelentds modon befolyasoljak.

Vizsgalataink kezdetén nagymennyiségii bakteriologiai adat allt az irodalom-
ban rendelkezésre [1], ismeretes volt az is, hogy a kémiai szerkezet melyik részét lehet
modositani az antibakterialis hatas megvaltozasa nélkil [1, 2]. Az 1. abra az ismert
szerkezet-hatas Osszefliggést mutatja be vazlatszertien. Feltintettik az abran a
szokasos atomszamozast és gyurimegjelolést is.
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1. dbra. A tetraciklin csalid alapmolekuldjanak szerkezeti képlete. A bakteriologiai vizsgalatokon alapulo

biologiai hatas-kémiai szerkezet Osszefiiggéscket a molekulan az alabbi vonalakkal jeloljik: a

jeloléssel koriilhatarolt rész az antibakteridlis aktivitas szempontjabol fontos; a . . . jeloléssel korilhatarolt
rész az in vivo-in vitro hatékonysag aranyat befolyasolja

A tetraciklin gytrarendszer néhany jellegzetességérdl emlitést kivanunk tenni. A
molekula szamos, a kornyezeti behatasokra érzékeny funkcios csoportot tartalmaz: a)
azigen savas A-gyiirii kromofort, ) valamivel kevésbé savas BCD kromofort, ¢) egy
bazikus részt (rendszerint dimetil-amino csoportot). Kovetkezésképpen a molekula
amfotér, az egyes molekulak toltése az egyvegyértékl kationtdl a haromvegyértékii
anionig valtozik. Van a molekulaban néhany kiralis centrum, melyeknek sztereoké-
midja befolyassal van az antibakterialis aktivitasra.

A tetraciklineket rendszerint per oralisan, hidroklorid vagy mas so formajaban
adagoljak. A molekulak foleg a bél traktusban abszorbealodnak, ahol a szabad bazis
az uralkodo forma. Fontos lehet fiziologiailag az egyvegyérték i anion, kiilonosen ha
kétvegyertéku alkali foldféem, mint pl. Mg2?™* van jelen.

Vizsgalataink els6 eredményei szerint [3] ugyanazon tetraciklin szarmazék
szabad bazis formaban két kilonboz6 kémiai szerkezetet (tautomer format) vesz fel: A
nem-ionizalt ¢és az ikerionos format. Az elébbi csaknem vizmentes oldoszerbdl, az
utobbi viszont nagy viztartalma oldatbol kristalyosodik. A kérdéses tetraciklin az 5-
oxitetraciklin (OTC) a tetraciklin csalad fontos tagja.

1*
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A két molekula konformacidja igen kiilonboz6. Az ikerion esetében észielt an. 4
konformacio (rokon) az OTC hidroklorid so [4] és a 7-klortetraciklin esetében
tapasztalttal [5]. Ez a konformacio Osszhangban van e gyogyaszatilag fontos
tetraciklin szarmazékok semleges ¢és savas vizes oldataiban végzett cirkularis
dikroizmus méréseivel [6]. Az ionizalatlan molekula az Gn. B konformacioban van,
melyet az enolos formaban levo A-gylri kromofor igen rovid hidrogénhidja jellemez.
Ramutattunk arra is [3], hogy ionizalatlan szabad bazis kémiai szerkezete és
konformacioja kovetkeztében lipid oldékonyabb, mint az ikerion. A két kiillonb6zo
konformacio6 sztereo-vetiilete a 2. abran lathato.

2. dbra. A krisztallogréfiai koordinatdkon alapuld térkitolté modellek sztereo abrai. A felsé modell az 5-
oxitetraciklint abrazolja A kontormacioban, ikerionos tautomer formaban. Az also vetillet ugyanazt a
tetraciklint B konformacioban abrazolja a nem ionizalt szabad bazis tautomer forma esetében

A tetraciklinekkel kapcsolatos vizsgalataink elérehaladasaval nyilvanvalova
valt, hogy sok fizikai, kémiai és biologiai tulajdonsag kapcsolatban van a szabad bazis
konformacio egységére, b) a két forma kozotti egyensulyi allapotra kiilon felhivni a
figyelmet.



SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN 5

Mint ahogy az varhato volt az 4 konformaciot az a-6-dezoxi-5-oxitetraciklin
hidroklorid és hidrobromid kristalyszerkezet meghatarozasanal észleltik [7]. Az
elozoleg kémiai uton megallapitott abszolut konfiguracio helyességét a rontgendiff-
rakcios analizis is megerOsitette. A B konformaciot a nem-ionizalt OTC egy masodik
kristaly modosulataban [8] és a teljesen szintetikus nem-ionizalt N-terc-butil-8-
metoxi-6-dezmetil-6-dezoxitetraciklin szabad bazis esetében észleltiink [9]. '"H NMR
adatok [8] tovabbi bizonyitékot szolgaltattak a két konformer és a szerkezet-
konformacio kolecsonhatas létezésére.

A két forma kozotti egyensuly fennallasanak bizonyitasahoz oldat vizsgalatok-
ra volt szikség. A cirkularis dikroizmus modszert valasztottuk, mert egyrészt a
oldatok is mérhetok; a szabad bazis gyengén oldodik vizben. Az OTC szabad bazis
oldoszerfiiggd CD spektrumai (3. abra) meggy6zden bizonyitjak, hogy a kiilonboz6
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3. dbra. Az 5-oxitetraciklin szabad bazis cirkularis dikroizmus spektrumai valtozé dsszetétell etanol/viz

oldoszer rendszerben. A relativ oldoszer aranyt az etanol %-ban adjuk meg. A nyilakkal jelolt ket

izobesztikus pont jelenléte arra utal, hogy ugyanazon vegyiilet két molekularis konformerje kozott
egyensuly all fenn

A tetraciklin szarmazékok kozill a 4-epimerek szokatlan antibakterialis
aktivitassal birnak. Példaul a 4-epi-OTC kis in vitro antibakterialis aktivitast mutat, de
in vivo az aktivitas hasonlo az OTC-nél tapasztalthoz. A tetraciklinekrol szolo elsé
munkankban felhivtuk arra a figyelmet, hogy a 4-epimerek sztérikus okok miatt nem
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veszik fel a Bkonformaciot [3]. Ezért megprobaltuk a 4-epi-OTC-t olyan koriilmények
kozott kristalyositani, ahol varhatéan a nem-ionizalt kémiai szerkezet az uralkodo
forma. Vizsgalataink soran szamos érdekes megallapitast tettiink:a) a 4-epi-OTC
oldhatoésaga lipofil oldoszerekben igen alacsony (vékonyréteg kromatografiasan nem
mutathato ki); b) olyan oldoszerrendszerbdél melyben az OTC varhatéan nem-ionizalt
formaban kristalyosodik (1: 1 etanol: diklormetan) ikerionos 4-epi-OTC-t kaptunk;
c) egy 4-epi-OTC minta meleg lipofil oldoszerrel hosszas érintkezés utan valoszintileg
atalakult OTC-vé. Ezek a megfigyelések kielégitd magyarazatot adnak a 4-epimerek
szokatlan biologiai viselkedésére. Az in vitro nélkiili in vivo aktivitast a szarmazékok
reepimerizacidjaval értelmezzik, a szervezet lipofil részében végbemend atalakulas
inditottak el benniinket abban az iranyban, hogy a kémiai szerkezet, konformacio,
konfiguracio problémainak bevonasaval a szerkezet-aktivitast molekularis szinten
tanulmanyozzuk.

A kémiai szerkezet és konfiguracio valtoztatasanak a konformaciora gyakorolt
hatasat néhany 7-klortetraciklin [12] és 6-tiatetraciklin kristaly szerkezetének
meghatarozasaval tanulmanyoztuk [13]. Az alapvegyiiletek 7-klortetraciklin (7-CITC)
és 6-tatetraciklin (6-STC), az utobbiban endociklusos kén atom helyettesiti a C6
atomot, széles spektrumu, jo in vivo €s in vitro aktivitasu antibiotikumok.

A nem-ionizalt 6-STC szabad bazis kristalyszerkezet vizsgalata a vart B
konformaciot eredményezte, az A gyuru és a BCD kromofor kotésviszonyai a nem-
ionizalt OTC-re emlékeztetnek. A nem-ionizalt 7-CITC szerkezetvizsgalata még nem
készilt el, de nincs okunk feltételezni, hogy a kotésviszonyok és a konformaciod
lényegesen kilonboznének az OTC-tol.

A 7-CITC és 6-STC Sa-epimerek kiilondsen érdekesek a mi szempontunkbol.
Mindkét szarmazék hasonlod in vitro antibakterialis aktivitast mutat, mint az
alapvegyiilet, ugyanakkor az in vivo aktivitas lényegesen kisebb. Az Sa-epi-7-CITC.
HCl kristalyszerkezet vizsgalata szerint a kation a nem vart B konformacioban van. Ez
a megfigyelés legegyszeriibben ugy értelmezhetd — figyelembe véve a biologiai
adatokat is —, hogy az 5a-epitetraciklinek sokkal lipofilebbek, mint az alapszarmaze-
kok és ezért in vivo olyan mértékben abszorbealddnak, hogy ez akadalyozza meg az
antibakterialis aktivitast. Ezt az értelmezést, azonban az S5a-epi-6-STC és a 6-STC-re
végzett lipofilitas mérések nem tamasztottak ala [13]. Az utobbi lipofilebb az
elobbinél, de ez utobbi a hatékony antibakterialis szer. Ezért azt a végkovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy az Sa-epimerek B konformacioban vald megjelenése valoszintileg a
transzport fehérjékhez valo kotodést eredményezi. Feltételezziik, hogy az A4
konformacioju ikerionos formanak a fehérjéktol (pl. szérum albumin) vald elsza-
kadasban van — eddig még nem tisztazott — szerepe.

A 6-0s helyen torténo epimerizacio is néhany érdekes hatast valt ki. Példaul az o-
6-dezoxi-S-oxitetraciklin jelentdsen lipofilebb mint a f-6-dezoxi-5-oxitetraciklin. A
bioldgiai aktivitas kiilonbség pedig olyan, hogy az a-szarmazék fontos gyogyaszati
szempontbol, epimerje viszont nem.
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A dehidro-7-klortetraciklin, DH-7-CITC kilondsen érdekes tetraciklin
szarmazek, mert szamos tautomer szerkezet kialakulasara van lehetdség [12]. A DH-7-
CITC-nek nincs tul erés antibakterialis hatasa, a 6-epimerje viszont aktiv vegyiilet [1].

Az a- és f-dezoxi-5-oxitetraciklinek viszonylagos lipofilitasa konnyen ma-
gyarazhato a B konformacioval és a C6 atomon és az A-gyurun levo szubsztituensek
kiilonosen a 4-es pozicioban levé hidrogénatommal valo térbeli kolesonhatassal [3].
Bar a mechanizmus nem olyan egyértelmi feltételezziik, hogy a DH-7-CITC és a 6-¢pi-
DH-7-CICT kozotti antibakterialis aktivitas kiilonbség is hasonlo térbeli kolecsdnhata-
sokkal magyarazhato.

Eddigi tetraciklin vizsgalataink igazoltak, hogy a fiziologiasan fontos szabad
bazis két formaban van jelen, melyek egymassal biologiailag is fontos egyensulyt
képeznek, bebizonyitottuk, hogy mindegyikhez egy-egy meghatarozott konformacio
tartozik, melyek jelenlétét oldatban és kristalyos allapotban egyarant sikeriilt
kimutatni. Szamos bizonyiték van arra nézve is, hogy egy adott szarmazék
antibaktenialis hatasat erosen befolyasolja az, milyen aranyban van jelen a két forma
fiziologias koriilmények kozott.

Azt gondoljuk, hogy krisztallografiai vizsgalataink felvilagositast adtak arra
nézve is hogyan befolyasolja a kétféle forma megjelenését az 5-0s, 6-0s, 7-es helyeken
végrehajtott szubsztitucio. Vizsgalataink feltartak olyan térbeli kolcsonhatasokat,
melyek nézetiink szerint olyan intramolekularis informacio atvitelt valtanak ki, mely
azutan az egyensuly kornyezettol valo fuggesét befolyasolja, és ezaltal erdsen hatast
gyakorol egy adott szarmazék antibakterialis tulajdonsagaira.

Ez az elmélet a kovetkezd elveken alapszik: a) az alap tetraciklin esetében a
szabad bazis izolalt molekula kis energidju formdja a kémiai szerkezet és a
konformacié szempontjabdl a nem-ionizalt alak és nem az ikerionos forma; b) a
kornyezeti hatasok, kiilonosen a hidratalodas (és/vagy a protonalodas) elegendd
energiat adnak ahhoz, hogy A4 konformacioban ikerionos szerkezet alakulhasson ki;
¢) mindkét forma fontos bioldgiai szempontbol; d) a 6-0s hely és a 4-es hidrogénatom
térbeli kolcsonhatasa erésen befolyasolja a két tautomer forma kozotti energia
kilonbséget.

Ez az elmélet, mely kristalyszerkezet és cirkularis dikroizmus vizsgalatainkon és
kisérleti antibakterialis adatokon alapszik tovabbi oldat vizsgalatokkal tehetd
probara. 5, 6 és/vagy 7 pozicioban szubsztitualt, 5a helyen kiilonboz6 sztereokémiaju
tetraciklin szarmazékok egyenstlyanak oldoszer fiiggését kellene megmérni. A
tetraciklinnel 6sszehasonlitva a kovetkezokre szamithatunk:

1. S-oxitetraciklin szarmazékok egy bizonyos szazalékos viztartalom esetén a
nem-ionos tautomer format részesitik eldonyben;

a) a sorrend a-6-dezoxi-6-oxitetraciklin> 5-oxitetraciklin > -6-dezoxi-5-
oxitetraciklin;

2. A 7-klortetraciklin is mutat bizonyos hajlamot a nem-ionizalt formara, ez
azonban kisebb mint az 5-oxitetraciklin esetében és csaknem bizonyos, hogy nagyobb,
mint a f-6-dezoxi-5-oxitetraciklinnél.
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3. A 6-tiatetraciklin és a 6-dezmetil-6-dezoxitetraciklin varhatéan hasonlo
tulajdonsagot mutat és a nem-ionizalt format kedvezményezi.

4. A fentiek koziil az S5a-epimerek esetében varhatd a legnagyobb egyensulyi
allando eltolodas a nem-ionizalt forma javara.

5. A 6-metiléntetraciklin varhatéan hasonloképpen viselkedik, mint a 6-
dezmetil-6-dezoxi-tetraciklin.

Javasoljuk ennck a rendszernek gondos elméleti vizsgalatat abbol a célbol, hogy
meghatarozzuk azt az energia killonbséget, amelyik szerintiink az intramolekularis
informaciovitelt valtja ki. Célszertien ezek a vizsgalatok a kristalyszerkezet meghata-
rozasok megfigyeléseibdl indulhatnak ki. Ezek a megfigyelések a kovetkezok:

1. Az a-6-szubsztituens a tetraciklinben és S-oxitetraciklinben axialis, de a 7-
klortetraciklinben atmeneti helyzet.

2. A nem-ionizalt 5-oxitetraciklinben a C5—C6a kotés szokatlanul hosszu (156
pm), az SOH és a 6-metil csoportok peri kdlcsonhatasa kovetkeztében. Valoszintleg az
a-6-dezoxi-5-oxitetraciklin esetében is hosszu ez a kotés, de nem a f-sztereomernél.

3. S-oxitetraciklinekben figyelembe kell venni az intramolekularis hidrogénhi-
dat az 5-0s és 12-es pozicioban levé hidroxilcsoportok kozott.

4. Olyan modellek, melyek csak a B, C, D-gyurit veszik figyelembe, nem
megfeleloek, mert a B konformerii nem-ionizalt szerkezetének stabilitasa szem-
pontjabol az A-gytri kromoforban levé rovid hidrogénhid fontos tényezd.

KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom R. PREwonak, K. H. JoGUNnak, R. KIRCHLERHNERnek, P. KoLrATnak, L. J.
HuGHEsnak és R. E. HuGHEsnak a munkahoz nyajtott értékes segitségért. A Stuttgarti Egyetem Szerves
Biokémiai és 1zotopkutato Intézet tamogatasa tette lehetové a munka elvegzését.

Osszefoglalas

Szamos, gyogyaszatilag fontos antibiotikumot magaban foglalo tetraciklin szerkezeti tulajdonsaga-
ir6l adunk szamot. Ezek az informaciok lényegesek ahhoz, hogy a szerkezet hatas adatokat a kémiai
szerkezet, konformacio és konfiguracio kozotti kapesolatok alapjan megeértsiik.

Summary

A comprehesive study of the structural properties of the tetracyclines, a number of which are
medicinally important antibiotics, is providing information directly relevant to the development of an
understanding of structure-activity data in terms of interrelationships between chemical structure,
conformation and configuration.



O 0NN AW —

10
11
12
13

SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN 9

IRODALOM

. R. K. BLAckwoop, A. R. ENGLISH, Adv. Appl. Microbiol., /3, 237—266 (1970).

. W. DURKHEIMER, Angew. Chem., 87, 751—784 (1975).

. J. J. StEzowsKl, J. Am. Chem. Soc., 98, 6012—6018 (1976).

. H. Cip-DRESDNER, Z. Kristallogr., 127, 170-—189 (1965).

. J.DONOHUE, J. D. DuNiTZ, K. N. TRUEBLOOD, M. S. WEBSTER, J. Am. Chem. Soc., 85, 851—856 (1963).

. L. A. MiTscHER, A. C. Bonaccl, T. D. SokoLski, Antimicrob. Agents Chemother., 78—86 (1969).

. J. J. STEzowsKl, J. Am. Chem. Soc., 99, 1122—1129 (1977).

. R. PREwO, J. J. STEZOWSKI, J. Am. Chem. Soc., 99, 1117—1121 (1977).

. B.GrATZ, G. HELMCHEN, H. MUXFLEDT, H. PORCHER, R. PREWO, J. SENN, J. J. STEZOWSKI, R. J. STOIDA,
D. R. WHiTE, J. Am. Chem. Soc., /01, 2171-—2181 (1979).

. L. J. HuGHgEs, J. J. StEZowskl, R. E. HUGHES, J. Am. Chem. Soc., 101, 7655—7657 (1979).

. R. Prewo, J. J. STEZOWSK]1, J. Am. Chem. Soc., 101, 7657—7660 (1979).

. R.PrEwo, J. J. STEZOWSKI, J. Am. Chem. Soc., /02, 7015—7020 (1980).

. R. PREwWO, J. J. STEZOWSKI, R. KIRCHLECHNER, J. Am. Chem. Soc., 7102, 7021—7026 (1980).



Kémiai Kozlemények 60. kitet 1983.

ENNIATIN ES VALINOMICIN SORBA TARTOZO
ANTIBIOTIKUMOK VIZSGALATA:
AZ ENNIATIN B SEGITSEGEVEL TORTENO
ION SZALLITAS SZERKEZETI SZEMPONTJAI

B. K. VAINSTEIN, G. N. TisCSENKO, N. E. ZSUKLISZTOVA, A. I. KARAULOV,
V. 1. SZMIRNOVA

(Institute of Crystallography, Academy of Sciences of USSR, Moszkva 117 333, Szovjetunio)

Bevezetes

Az enniatin és valinomicin antibiotikumok gyiriis hexa- és dodekadepszipepti-
dek,* melyek alternalé amino- és hidroxisav részekbdl épiilnek fel. Az ionoforoknak
nevezett antibiotikumok szerepe abban van, hogy alkali és alkali foldféemek biologiai
membranon valo athaladasat segitik el6. Az ebbe a tipusba tartozo antibiotikumok
hatasmechanizmusanak felderitése céljabol szerkezetvizsgalatokat végeztiink.

A Dbiologiai aktivitasért felelés konformacios sajatossagok tisztazasara az
enniatin B és a valinomicin killonboz6 analogjait, igy sztereoizomerjeiket, polimerho-
mologjaikat, amino és hidroxisav csoportokban helyettesitett szarmazékaikat
vizsgaltuk. Az analogok tanulmanyozasa cisz ¢és transz konfiguracioji amino- ¢s
hidroxisav csoportok, peptid és észter csoportok konformacios képességeinek
feltarasat teszi lehetdvé. Kristalyos halmazallapoti gylriis rendszerek vizsgalata
pontos szerkezeti paramétereket szolgaltat, melyek ilyen peptid ¢és depszipeptid
rendszerek tulajdonsagainak oldatbeli tanulmanyozasara és elméleti szamitasokra
hasznalhatok fel. Fontos, hogy a kristalybeli konformaciot osszehasonlitsuk az
oldatban kapottal abbol a célbol, hogy valaszt kapjunk arra a régi problémara:
mennyire vihetok at a kristalyos allapotban kapott eredmények olyan oldatokra
melyekben a molekula hatasat kifejti. A fenti problémakat kiilonb6zo gyurtinagysagu
(6-t0l 36 tagh), nagyszamu vegyiileten elemezziik.

Dipeptidek és didepszipeptidek

Cisz konfiguracioba kényszeritett peptid és észter csoportot tartalmazé 6-tagi
dipeptidek ¢és didepszipeptidek tanulmanyozasa soran szamos érdekes szerkezeti

* A Depszipeptidek amino- és hidroxisavat tartalmazo vegyiiletek.
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abra, elsé ciklikus didepszipeptid a ciklo[-D-MeVal-pD-Hyi-]* rontgendiffrakcios
szerkezetvizsgalatarol adunk szamot [2, 3]. A szokatlan konformacio megjelenését a
valin N-metilezésével hozzuk kapcsolatba. A szokasos szék konformaciot talaljuk a
dezmetil anologban, a ciklo[-Val-Hyi-] [5] és két gytirtis dimetilezett dipeptidben [8, 9].

Oc enN @0

1. dbra. A ciklo[-pD-MeVal-p-Hyi-] molekula konformdcioja

2. dbra. A ciklo[-L-Val-Ser-] molekula két konformacioja (a és b) melyek 3: 1 aranyban fordulnak el6 a
kristalyszerkezetben

A ciklo[-Val-Ser-] [1, 4] szerkezetében 3: 1 aranyban két konformer elegyét
talaljuk, a két téralkat az izopropil csoport iranyitottsagaban kiilonbozik y= —60°,
illetve 180°, 1. 2. abra. Az utobbinak ,,zaszlorud” téralkata van.

Végiil a ciklo[-L-Val-L-Hyi-] szerkezetében a négy krisztallografiailag fiiggetlen
molekulat 6sszekapcsolo szuperszimmetriara mutattunk ra [S]. A nemkrisztallografiai
szimmetria elemek a krisztallografiaiakkal egyiitt szuper-szimmetria cellat hoznak
létre.

* Hyi hidroxiizovaleriansavat jelol.



12 SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN
Tetradepszipeptidek

L és D konfiguracioja elemekbdl allo [10—16] ciklo[-(MeVal-Hyi),-] tetradepszi-
peptid sztereoizomerjeinek vizsgalata szerint a felvaltva, cisz-peptid és transz-észter
kotéseket tartalmazo vegyiiletek konformacioja stabilis [6, 10—15, 17], mig az LDLD
sztereoizomer, Uj tipusi konformaciot mutatott, mivel az Osszes kotés transz €s a
molekulanak szimmetria centruma van [16], 1. 3. abra. Ennek a téralkatnak a

3. abra. A ciklo[-L-MeVal-L-Hyi-p-MeVal-p-Hyi] molekula konformacioja

Ac-L-MeVal-OMe Ac-D-Hylv-NMe,
180 180
120 120 |-
= B0 <> 60 |- s 10
‘?) ; Exx-0
% OF S o
S 3 g N 10
60 60 60 o pA
120 |- -120 v 12l
Q=== X
-180 ‘ : 180 -
-180-120 -60 O 60 120 180 -180-120 -60 O 60 120 180
D (CE-N) $(C*-0)
e-LLDD = -DLLD 4 -DDDL o-LDDD x~LDLD

tekre feltiintettiik a konformacios térképen ¢, ¥ kisérleti pontokat. A D-MeVal és p-Hyi tagokra az
attiikrozott pontokat adjuk meg

5 #iei

valamint az amid és észter csoportoknak a sikalkattol vald jelentOs eltérését (w szog
161, illetve 170°). A dihidroklamidocin [18] szerkezetében C,-es szimmetriat és transz
kotéseket talaltunk.

A ciklo[-L-MeVal-p-Hyi),-], tetraenniatin [15] molekula konformaciot a két
masik szerkezeti szempontbol tanulmanyozott ugyanolyan szénatom konfiguracio
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sorrendt ciklo[-(L-Melle-p-Hyi-L-Meleu-D-Hyi),-] [19] és ciklo[-(1-Melle-D-Hyi),-]
tetraciklusokkal 0sszevetve megallapitottuk, hogy a gylirii szimmetriajat az oldallan-
cok szimmetriaja és elrendezodése hatarozza meg. A harom fent emlitett gyaras
vegylilet kozil az elsé a legszimmetrikusabb; egy nem-krisztallografiai kétfogasos
szimmetria eleme van. A kisérleti és az elméletileg szamitott konformaciok kozott
Osszefuiggést talaltunk [10—15]. Forditott aranyossagot talaltunk a 12 taga ¢, y és
szogekkel jellemzett gyura fesziiltsége és a linearis peptidbol valo képzodési hajlam
cseréljiik ki (Me-Val részt az LLDD-formaban, Hyi-részt az bbDL-ben, LDDD-ben, és az
LDLD formaban, 1. 4. abra) [16].

Hexadepszipeptidek

Szamos 18 tagu depszipeptid gyuris vegyiiletet; ionoforokat, antibiotikus
hatasu enniatin B-t és LDLLDL analogjaikat szabad és fémkomplex formaban
tanulmanyoztuk [18—23].

Enniation B

Az Enniatin B molekulanak, ciklo[-(MeVal-Hyi),-] vegyiiletnek a kristalyban
haromfogasos szimmetriaja és egy pszeudo-szimmetriacentruma van, a szerkezet ezen
kiviil a gytri sikjara merdlegesen felfelé-lefelé elhelyezkedd karbonil csoportokkal és
pszeudo-ekvatorialis, transz iranyitottsagu izopropil oldalcsoportokkal jellemezheto
A molekula alakja egy 270 pm belsé atméroju vastagfali csészéhez hasonlit. A
molekula iireg bels6 oldalso feliiletét a gytirti atomjai alkotjak, a viszonylag vékony
aljat az N-metilvalin rész metilcsoportjai képezik. A hidroxisav fragmens karbonil
oxigeén atomjai képezik az ureg polaris szélét, melyet kiviilrél az izopropil csoportok
fednek. Az lireg a polaris szélen 400 pm-re szélesedik. A molekularis csésze kiilsé lipofil
fellletét, melyet az izopropil csoport és N-metil csoport képez, az N-metilvalin részek
karbonil oxigén atomjai és kismértékben fedett nitrogénatomok veszik koriil.

A molekularis csésze kozpontjahoz kozel egy vizmolekula talalhatd, melynek
betoltottsegi faktora, Q,,=1,0. Folotte a C; tengelyen egy masik vizmolekula
Q,,=0,5-as betoltottségi faktorral talalhato. A vizmolekulakat erés hidrogénhid
kapcsolja ssze: V1. ..V2 262 pm. igy a molekularis iiregben egyforma valosziniiség-
gel foglal helyet egy vizmolekula vagy stlyzoszeriien két hidrogénhidakkal 6sszekap-
csolt vizmolekula.

Az enniatin B molekula konformacidja annyira tokéletes, hogy barmely
alakvaltozas a biologiai hatas csokkenésével jar egyiitt. fgy példaul a dez-N-metil
analog, melyben nincsen lipofil also rész, inaktiv, annak ellenére, hogy fémekkel
komplexet képez. Ugyancsak inaktivak a tisztan hidroxisav részeket tartalmazo
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forditva) ugyancsak csokkenti az aktivitast [24].

A beauvericin molekulaban, melyben az izopropil oldalcsoportok helyett
fenilcsoportok vannak, az N-metil als6 rész kinyilik kissé és a molekularis tireg a C,
pszeudo-szimmetria tengelyen elhelyezkedé harom vizmolekulat tartalmaz oly
modon, hogy a kozponti vizmolekula az iireg centrumaban van.

5. dbra. Az enniatin B molekula konformécioja

Az Enniatin B Na,Ni-komplexe

Az enniatin B molekula Na,Ni-komplexének (enniatin B NaNi(NO),), 1,5
CH,0H 3H,0) konformacidja, 1. 6. abra [20] kiilonbozik a szabad allapotu molekula
téralkatatol (5. abra), bar a molekula a komplexben meg6rzi alapvetd konformacios
sajatossagait. A molekularis csésze alja kinyilik, és ennek kovetkeztében a karbonil
oxigénatomok kozelebb keriilnek egymashoz az Gn. szirom nyilas (itt zarodas)
mechanizmus, azaz az amid és észter csoportok sikjainak egyideji, ellentétes iranyu
kifordulasa kovetkeztében.

A komplexképzddés hatasara az enniatin B molekula konformacioja megvalto-
zik, mert az aminosav karbonil oxigénatomjai a natriumatom koordinacios terébe
lépnek, ezzel egyidében az N-metil also rész kinyilik, azaz az enniatin B molekula a Na
ion erdsen oktaéderes torzultsagh prizma formajahoz igazodik. Ezzel egyiitt a
karbonilcsoport oxigénatomjai a natrium oktaéder vizmolekulaival bifurkalis
(villaszeril) hidrogénhidakon keresztiil kapcsolodnak, 1. 7. abra. A komplex minden
szerkezeti eleme (Na-oktaéder, Na-prizma, enniatin B molekula, Ni-oktaéder) egy
haromfogasos szimmetria tengely mentén helyezkedik el, az 123 szimmetriaji k6bos
cella tératloja mentén, ezaltal olyan végtelen oszlop jon létre, melynek periodusa a
tératlo fele. Az oszlopok térben metszik egymast és térbeli halot hoznak létre.
Mindegyik Na-oktaéder négy egymast metsz6 oszlop kozos eleme.
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7. abra. Az enniatin B molekula Na,Ni-komplex szerkezeti részlete

Modellvegyiiletekre szamolt konformacios térképeken a ¢, pontok eltolédnak
(8. abra), ez arra utal, hogy megvaltozik az enniatin B molekula alakja az Na,Ni-
komplexképzodés soran. A K-komplexre kapott kisérleti pontokat is foltiintettiik
ugyanezen a térképen, ennél, a komplexnél a fémionok a molekularis iireg kozepén
helyezkednek el, az antibiotikum molekulak viszont egymas f616tt [26]. Nyilvanvaléan
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Enniatin B: O nem komplexalt, @ NaNi komplexben, @ K komplexben

8. dabra. A @, kisérleti pontok elhelyezkedése a konformacios térképen: O enniatin B szabad molekula, ®
Na,Ni-komplex, B K-komplex. A p-MeVal és L-Hyi tagokra tiikr6zott pontok helyét adjuk meg

az antibiotikum molekula komplexképzodése soran a konformacids valtozas
ugyanolyan K ¢és Na,Ni ionok esetében. Meg kell jegyezni, hogy a K-komplex
instabilis, ez a korlatozott diffrakcios képben és a jodid rendezetlenségében nyilvanul
meg.

Az enniatin B LDLLDL analogja

aszimmetrikus konformaciot tapasztaltunk (9. abra) [21], ez a téralkat kozel all a
szamitott minimalis teljes energiahoz [27]. Az els6 N-Metilvalin rész metil- és
karbonilcsoportjai kismértékben learnyékoljak a megnyult intramolekularis ireget. A

9. dabra. Az enniatin B LDLLDL-analogjanak konformacioja
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gyuru fo sikjahoz képest harom karbonilcsoport (2,3,5) felfelé-, harom (1,4,6) lefelé
mutat. A harom N-metilcsoport kozil ketto felfelé, egy (a harmadik taghoz tartozo)
lefele mutat. Az oldalso csoportok pszeudo-ekvatorialisak, ezek koziil négyben a
C*H—CP’H fragmens transz, egyben pedig gauche helyzetii. A masodik egység
oldallanca egyforma valoszintséggel foglal el gauche és transz konfiguraciot. A
molekula kiilsé hidrofob feliilete egészében véve nem torzult. Nyilvanvaloan a
konformacios flexibilitas kovetkeztében a molekula antimikrobialis aktivitasa Gssze-
meérhet6 az enniatin B-ével [27].

Az enniatin B LDLLDL analégjanak rubidium komplexe

Az enniatin B RbNCS-sel valo komplexaldédasa soran a konformacio jelentésen
megvaltozik (10. és 11. abra) [22, 23] a szabad allapoti molekulakhoz képest (9. abra).
Mindkét energetikailag legkedvezébb konformaciotdl kiilonbozik a komplex téralka-
ta, de kozel all az egyik elméletileg lehetségeshez. A karbonil oxigénatomok
pszeudoaxialisak, az elsd és a negyedik egységhez tartozo a f6sik egyik oldalan, masik
négy a masik oldalon van. Az 6sszes amid és észter csoport transz konfiguracidji. Az
oldalcsoportok pszeudoekvatorialis helyzetiiek. A C*H—CH protonok az egy-négy

“rer

egységekben transz, az 6tédikben gauche orientacidjiak.

10. dbra. Az enniatin B LDLLDL analdg rubidium komplexének konformacioja

A konformacios valtozas oka az, hogy az antibiotikum molekuldk az Rb
ionokkal felvaltva végtelen helikalis pszeudoszendvics komplexet hoznak létre (12.
abra). A rubidium iont 6t karbonil oxigénatom (1—35 tag) veszi koriil, kismértékben
torzult oktaéder formajaban, harom oxigénatom a felso ciklodepszipeptid molekula-
hoz, ketto pedig az alsohoz tartozik. A hatodik egység karbonilcsoportja (L-Hyi) nem

2
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11. dbra. A @, ¥ kisérleti pontok helye a konformacios térképen: O az enniatin B LDLLDL analogja, @ az
elébbi rubidium komplexe. A p-MeVal és L-Hyi tagokra a tikkrozott pontok helyét adjuk meg

12. dbra. Az enniatin B LDLDLD analogja rubidium komplexének szerkezete
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lép kolcsonhatasba a rubidium ionnal, hanem a gyutri sikjatol képest felfelé mutat, és
ezaltal a rodanid ion koézel keril a rubidium ionhoz. A hatodik tag karbonilcsoportja
paraméterek a Hyi tagra szamolt konformacios térkép (11. abra) S minimumaba
esnek.

Oktapeptidek: [MeAla?®] oktavalinomicin

A [MeAla*®]Joktavalinomicin, ciklo[-(D-Val-L-MeAla-L-Val-D-Hyi),-], mely
abban kiilonbozik a természetes valinomicintol, hogy mindkét rL-Hyi egységet
L-MeAla egységre valtoztattuk, azaz a két észter oxigénatomot N-metil csoportra
cseréltiik, szerkezetvizsgalatat is elvégeztiik [28]. Egy ilyen valtoztatas nem valtoztat-
nem befolyasolja.

A [MeAla*°] oktavalinomicin molekulanak nem-krisztallografiai kétfogasos
szimmetria tengelye van, 13. abra. A gylri egy csavart teniszlabda gerezdhez hasonlit,

/3. dbra. A [MeAla®*Joktavalinomicin molekula konformacioja

ezt a format az L-Val tagok k6zotti 5—1 intramolekularis hidrogénhid stabilizalja. A
tizenharom-tagu gylrt konformaciés paraméterei a valinomicin és annak [MeAla?]
analogja gyurijének megfelelé paramétereivel egyezik meg [29—31]. A karbonilcso-
portok az altaluk meghatarozott féelkorhoz képest pszeudoaxialis orientacidjuak,
koziiliik harom a sik egyik oldala fel¢ iranyul, a D-Hyi egységhez tartozé a masik oldal
fele. Az Osszes oldalcsoport pszeudoaxialis, transz iranyitottsagi. Az amid és

észtercsoportok sikalkatiak és transz konfiguraciojuak. A [MeAla?®]Joktavalinomi-

2‘
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cin intramolekularis tUrege alkalmas Na-ionnal valé komplexképzésre. A molekula
konformacidja lényegesen kulonbozik mas rontgendiffrakcioval tanulméanyozott
oktapeptidek konformacidjatol [32—34]. Csaknem biztos viszont, hogy a természetes
oktavalinomicin ugyanolyan téralkatu.

Dodekadepszipeptidek: [McAla?]valinomicin

Mint ahogy az varhato a [MeAla?]valinomicin, ciklo[ -D-Val-L-MeAla-L-Val-D-
Hyi-(p-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyi),-] [35], melyben a természetes antibiotikumhoz
képest egy tejsav részt metilalaninre cseréltiink ki, hasonlo téralkati, mint a
valinomicin [29—31]. A molekula elipszoid alak, a lanc féatomjait pszeudoszimmet-
riacentrum kapcsolja Ossze (14. abra). Mind az amid, mind az észtercsoport sikalkati

karbonil oxigénatom az oldallancok altal létrehozott lipofil feliilet kitett helyén van.
Valoszintileg ezek az oxigénatomok inditjak be a kaliumionnal torténé komp-
lexképzodést. Az Gsszes amid proton intramolekularis 1-7 transz II. hidrogénhid
képzésben vesz részt. Ellentétben a természetes valinomicinnel a [MeAla?] analog
molekulaban csak egy 5—1 gylriin keresztill 1étrejové transz intramolekularis
hidrogénhid van. A masodik kotés felszakadt, az O. . . N tavolsag 347 pm-re n6tt meg,
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Osszchasonlitva ez a tavolsag a valinomicinben 307 pm. A hidrogénkotés felszakadasa
kapcsolatban lehet az intermolekularis er6k megvaltozasaval.

A valinomicin csoport négy konformacios tipusa ismeretes. Az elsé a
szimmetrikus ,karperec” alaku, hat darab 4—1 intramolekularis transz II hid-
rogénhiddal, ez talalhato a valinomicin kaliumkomplexének [36, 37] és a mezo
analogjanak szerkezetében [38, 39]. A masodik aszimmetrikus alkatu, 6t darab 4—1,
¢és egy S— 1 intramolekularis hidrogénhiddal. Ezt a format talaltak az izoleucin analog
szerkezetében [33, 40]. A harmadik szimmetrikus ellipszoid vagy ,fank” alaku, négy
darab 4—1 ¢és két 5—1 hidrogénhiddal, ez a forma talalhato a természetes
valinomicinben is [29—31]. Végiil ismeretes egy masik ellipszoid vagy ,fank” forma,
négy 4— 1, de csak egy 5— 1 hidrogénhiddal, ez a forma valosul meg a [MeAla?]valino-
micinban. Ez a négy forma lehetové teszi, hogy elképzeljiik a komplexképzddés soran
végbemend konformaciovaitozast [40].

Az enniation B kozremiikodésével a biomembranon keresztiil halado ion szallitas
szerkezeti szempontjai

Az enniatin B és analogjai szabad és femkomplex formai szerkezetének elemzése
[18—21, 25, 26, 41, 42] lehetove teszi, hogy felvazoljuk a biologia hatasert felelds
szerkezeti sajatossagokat. Ezek a molekulak fémionokat kétnek meg és részt vesznek
az ionok biologiai membranon at torténd athaladasaban. A bioldgiai hatas
szempontjabol fontos szerkezeti sajatossagok a kovetkezok:

1. Nagyfoku szimmetria;

2. Nincs intramolekularis fesziltség;

3. A karbonilcsoportok valtakozon le-fel iranyulnak;

4. Mintegy 270 pm atmérdji intramolekularis polaris tireg;

5. Hidrofob kiilso feliilet, melyet az oldalcsoportok és az N-metil-csoportok
hoznak létre, ez utobbi a karbonil oxigénatomok altal korilvett hidrofob also részt
képezi;

6. Az amid és észter csoportok sikjai egyidejileg el tudnak fordulni, a nyilo és
zarodo ,,szirom” mechanizmusnak megfeleléen.

Az Enniation B molekulanak szamos fémionkoto aktiv helye van. Ezek a
kovetkezok: (I) a vizmolekulak altal 1étrehozott, és az oxigénatomjaihoz hidrogénhi-
dakkal kapcsolodo oktaéder kozéppontja; (II) harom vizmolekula és ugyanazon
oxigénatomok altal létrehozott oktaéder kozéppontja; (III) a molekulatireg
kozéppontja; (IV)—V) a molekula fosikjahoz képest szimmetriaval az elsé két
ponthoz hozzarendelt helyek (15. abra).

Meg kell jegyezni, hogy a (II)—1V) alatt felsorolt helyeket vizmolekulak
foglalhatjak el, melyek tényleges mérete megkozeliti a kalium ionét [18, 19, 25].

A kation transzport harom fazisa a kovetkezo: a kation kotodése a membran
kiilsé feliiletén; a membranon val6 athaladas; a kation kibocsatasa a membran belsé



22 SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN

feliiletén. A kotodési folyamat soran a kation rendre az (I), (II) és (I11) helyzetet foglalja
el (15. abra), a kibocsatas a (III), (IV) és (V) helyeken keresztiill megy végbe. A
kibocsatast a molekularis csésze aljanak kinyilasa kiséri, azaz az N-metil csoportok
eltolodnak a molekula tengelyétol. Harom fémion transzport mechanizmust
kilonboztethetink meg: vivo, valtdo és csatorna [43]. Mindharom esetben a

&00
oO=

15. abra. Az enniatin B molekulaban a kation kotddés aktiv helyei

legfontosabb az, hogy enniation B kation komplex polaris része a membran belso
lipofil részét learnyékolja. A vivoé és a valtdé mechanizmus esetében feliilrdl nincs
kielégito arnyékolas az antibiotikum-kation komplexben, ugyanakkor az N-metilcso-
portok alulrol kielégitden arnyékolnak. A legtokéletesebb arnyékolas a csatorna
képzddés soran valosul meg. Ebben az esetben az enniatin B molekulak egymas f616tt
helyezkednek el a membranon valéd athaladas kozben.

Mivel a membran vastagsaga mintegy 5000 pm, 7—8 molekulabol allo koteg
elegendé a csatorna létrehozasara. A molekula koteg kialakulasa egyiittjar a
molekularis csészék aljanak felnyilasaval. Ezen folyamat soran az N-metil csoportok a
csatorna kiilsé feliiletén helyezkednek el. Igy a csatornat a hidrofob oldalcsoportok és
az N-metilcsoportok kelloképpen befedik. A csatorna belsd feliilete viszont hidrofil. Ez
kizarja a termodinamikailag kedvezOtlen kolcsOnhatas lehetdségét az enniatin B
molekula polaris része és a hidrofob kornyezet kozott. Ez jelentés meértékben
stabilizalja a csatornat.
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A csatorna képzodés kozben a szomszédos enniatin B molekulak karbonil
oxigénatomjai olyan oktaédert hoznak létre, melyet a csatornan athaladé fémion
foglalhat el. Ez lathaté a 15. abran (II), ahol a vizmolekuldkat mas enniatin B
molekulatol szarmazo karbonil oxigénatomok valtjak fel. Mas szoval, a kation
transzport soran a kation €s az antibiotikum kozott egy szendvics-szerii komplex jon
létre. Ez is stabilizalja a csatornat. Az enniatin B kalium ionokat tartalmazo oldataban
harom, s6t négy molekulabol allo szendvics komplexeket talaltak [44]. Meg kivanjuk
jegyezni, hogy az enniatin B molekulak oldaliranyu diffizioja kovetkeztében kialakulo
csatornak a membranban dinamikus szerkezetiiket illetéen hasonlitanak az el6bbihez:
a foszforlipidek hidrofob lancainak oldaliranyu diffuzidja és homozgasa kovetkezté-
ben képzddnek és esnek szét.

A csatorna atmérdje kozelitoleg megegyezik a kaliumion nagysagaval.
Valoszintileg ezzel magyarazhatd az enniazin B molekula nagyfokl ionatvivo
képessége. Natriumion is képes athaladni a csatornan, de az atmenet kevésbé
hatékony, mert a csatorna atmérdje Iényegesen nagyobb, mint a natriumioné. Ezért az
enniatin B molekulaval val6é kdlcsonhatas gyengébb és a csatorna nem stabilis.

Meg kell jegyezni, hogy a fenti meggondolasok alapjan nem lehet a valto és a
vivd mechanizmust teljesen kizarni. Ezeknek a mechanizmusoknak szerepiik lehet
kisebb antibiotikum koncentracié vagy nagyobb kation esetében. Parhuzamosan is
mikddhetnek a f6 csatorna mechanizmussal. A valtdo és a vivd mechanizmusok
hatékonysaga azonban kicsi.

KOSZONETNYILVANITAS

A szerzok koszonettel tartoznak J. A. OvesiNyikov akadémikusnak, V. T. IvaNov professzornak és
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diszkussziokkal és tanacsaikkal elosegitették a munka elvégzését.

Osszefoglalis

Az enniatin ¢és a valinomicin sorba tartozé ionofor antibiotikumok és analogjaik (sztereoizomerek,
polimerhomologok, amino és hidroxisavakban helyettesitett szarmazékaik) és ezek fémkomplexei kristalyos
enniatin B molekula biologiai hatasaért felelosek. Megvizsgaltuk az alkali ionok biologiai membranon
keresztiil torténé athaladasanak térszerkezeti szempontjait. Javaslatot tesziink az atvitel mechanizmusara.

Summary

Crystal conformations of the molecules of ionophorous antibiotics of enniatin and valinomycin
series as well as of their analgues (stereoisomers, polymer homologues, analogues with a change of some
amino- or hydroxy-acid residues to other ones) and their complexes with metals are considered.
Conformational features of enniatin B molecules responsible for its biological activity are found. Structural
aspects of alkali metal ion transport across biological membranes are considered. A mechanism of that
transport is suggested.
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DIHIDROERGOPEPTINEK KONFORMACIOJA
KRISTALYBAN ES OLDATBAN

H. P. WEBER, H. R. LoosLi, T. J. PETCHER

(Sandoz Ltd., Pharmaceutical Division, Preclinical Research, 4002 Basel, Svdjc)

Bevezetés

Az ergopeptinek (Ep) abba a terapiasan fontos vegyiiletcsaladba tartoznak [1],
mely a természetes alkaloidokat és (fél)-szintetikus szarmazékaikat foglalja magaba.
Mindegyiknek két részbdl allo kozos alapszerkezetiik van: (1) a lizergsav fragmens és
(IT) a ciklikus tripeptid rész, melyeket a kozponti amid rész kapcsol 6ssze (1. 1. abra). A
természetes ergot alkaloidokban a C(2') és C(5’) helyeken kiilonb6z0 szubsztituense-
ket talalunk, igy példaul az ergotaminban, a migrén elleni potencialis gyogyszerben a
C(2") atomnal metilcsoport, a C(5") atomnal benzilcsoport van. A 9,10-kettds kotés
katalikus hidrogénezésével a dihidroergopeptinekhez (DHEP) jutunk, melyek terapias
szempontbol szintén érdekesek. A reakcid sztereospecifikus és csak 10,- (vagy 9,10-
transz)-DHEp-k keletkeznek.

A DHEp-k konformacié analizise

A DHEp két policiklusos alkotorésze meglehetdsen merev (1. 2. abrat), mint
ahogy az az egyszerti modell épitésbol is kiderdl: a lizersav benz[c,d]indol része (az A, B
és C gyuriik) sikrendszert képez, melybdl csak a C5 atom nyulik 40 pm-rel a gytirt folé.
A C/D transz kapcsolata D gytrih kedvezményezett konformaciodja szék, de a kad
konformaciot sem lehet teljesen kizarni. A rontgenszerkezet vizsgalat és az NMR
spektroszkopia kisérleti eredményei megerodsitették, hogy a D gyiri valoban szék (1.
késébb). A triciklusos peptid rész a sikalkata E-gyuriibol és a boriték alkatu F
gyuribdl all (C 11" a boriték nyelve). A prolin G gyiru korlatozott mozgékonysagi
konformacio olyan boritékforma, melynél a C(10") atom a nyelv.

A molekula konformaciojat alapvetden a kozponti amid harom torzios szoge:
¥, w és ¢ (l. 2. abrat) hatarozza meg. A ¥ és ¢ szogek elméletileg 0 és 2n kozott
valtoznak, mig w sz6g a CO—NH kotés részleges kettdskotés jellege miatt 0 és 7 koriili
értékre korlatozodik. A dihidroergotamin (DHE) konformaciojarol néhany elézetes
eredményt kaptunk a CAMSEQ II szabad tér empirikus erdtér program segitségével
[2], a szamitas soran ¥ és a ¢ szogeket valtoztattuk szisztematikusan, az o szoget a
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merev, a Y, o és ¢ torzios szogekkel jellemzett kozponti amid hatirozza meg alapvetden a molekula
téralkatat

transz amidnak megfelelé 180°-os értéknél tartottuk. Az eredményeket a 3. abra
szemlélteti. A kovetkezé tipusu kolcsonhatasokat vettiik figyelembe:
(1) Térbeli (Lennard—Jones potencial):

(2) Elektrosztatikus (Coulomb potencial, a toltések a Del Re modszer szerint):

Eel= Z %

i<j r,-j
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3. dbra. (a) DHE konformacios energia térképe a ¢’ és ' szogek figgvényében. (' a C(8)—C(18) kotés
koruli, ¢’ pedig az N(20)—C(2') korili elfordulas, a kiindulo téralkat a kristalyos allapotban talalt, azaz '
=0, ¢’ =0". Azenergia szamitasban csak térbeli kolcsonhatasokat vesziink figyelembe. A szintvonalakat a f6
minimumtol kiindulva 8,2 kJ/mol egységenként rajzoltuk be. (b) Ugyanaz mint (a), de térbeli
elektrosztatikus, hidrogénhid, és torzios kolcsonhatasokat is figyelembe vettiink az energia szamolasnal

(3) Hidorgén kotés (kombinalt térbeli-elektrosztatikus potencial, flg) geometriai
javito tényezovel):

Ana Bya quH}
Ey= < — . + - E
" { [rHA+((/’)]6 [rHA +f((P)]12 THA Y

(A =akceptor atom, H=hidrogén atom, ¢ = £ (D—H...A), rya=H...A)
(4) torzids:
E.=A B+ C cos"(mt—9)

Az Osszes paramétert a CAMSEQ II programbol vettiik [2]. Figyelemre mélto, hogy a
legalacsonyabb energiaja téralkat, mely mind a négy kolcsonhatas figyelembe vételével
szamoltunk (1. 3b abra) nagyon kozel all a kristalyos allapotban talalt konformaciohoz
(y'=¢'=0), ugyanakkor a f6é tényezd, E, alapjan szamitott minimalis energiaji
téralkatnal ¢'= —25° y'=25° A minimalis energiaju konformer (3b abra, Osszes
kolcsonhatas figyelembe vétele) egy 41 kjoule/mol-nal mélyebb potencial gdododrben
van, mas kis energiaju konformerekbe valo atmenetet a viszonylag magas energiat
akadalyozza meg.

Kisérleti rész

A DHEp szerkezetek bonyolultsaga miatt szilard kisérleti alapra volt sziik-
s¢g ahhoz, hogy elméleti szamitasokat végezhessiink. Ezért a DHEp-¢ék téralka-
tat rontgendiffrakcios és NMR modszerekkel vizsgaltuk. A hat vizsgalt vegyiiletetet az
1. tablazat tartalmazza.
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1. tablazat
Az NMR spektroszkopiaval és rontgendiffrakcios analizissel vizsgalt DHEp-k

NEPN

0 0
CH :
< R’
R R’ R"
1. DHE —CH, —CH,Ph —H
2. 2-Aza-DHE - —CH,Ph —H
3. 5-epi-DHE ~CH, —CH,PH(a) —H
4. 1,11-Dime-DHEc —CH(CH,), —CH,CH(CH,;), —H
5. 8-iso-DHE ~TH, —CH,Ph ]
6. 37—190 —CH,CH, —CH(CH,), —CH,

Itt nem célunk, hogy a krisztallografiai eredményeket részleteiben targyaljuk, de
roviden érintjiik azt az NMR technikat, melynek segitségével az oldatbeli konforma-
ciot tanulmanyoztuk.

A Nuklearis Overhauser Effektus (NOE) elvben alkalmas H...H tavolsagok
meghatarozasara, mivel a hatas nagysaga R, ® ,-val aranyos. Az R, , tavolsag
novelésével a NOE gyorsan csokken, a gyakorlatban csak a legrovidebb H.. . H
tavolsagokat, a 300 pm-nél kisebbeket lehet meghatiarozni. A kiilonbségi NOE
modszert a dihidroergotamin (DHE) példajan mutatjuk roviden be. A 4a abran a
perturalatlan (normalis) "H-—NMR-spektrum lathato. A 4b és 4c abrakon olyan
spektrumokat lathatunk, melyeket ugy kaptunk, hogy a perturbalt (NOE) spekt-
rumbol kivontuk a normal spektrumot, igy pl. a 4b spektrum egy olyan kiilonbségi
NOE spektrum, melyet a H—C(7eq) atomon tortént besugarzassal, a 4c spektrum
esetében pedig az amid protonon tortént besugarzassal kaptunk. A kiilonbségi NOE
spektrumok jol mutatjak melyik protonokat érintett a hatas, pl. a 4b spektrumnal a
geminalis H—C(7ax) protonon és az N(6)-metil protonokon figyelheté meg er6s NOE;
a 4c spektrumnal a H—C(8ax) és a C(2')-metil protonokat egyforman érinti az effek tus.
Az ekvatoridlis és axialis C(7) protonok kozotti NOE nagysagrendjét (4b abra)
hasznaltuk belsé Osszehasonlitoként (H,,...H,, =165 pm) a tobbi H...H tavolsag
kalibralasa céljabol. A D-gytru szék konformacioja egyértelmiien kovetkezik a C(7)-,
C(8)-, C(9)-protonok NMR kapcsolodasi allandojabol. A NOE-bdl kapott H. . .H
tavolsagokbol kiindulva molekula modelleken (pl. Dreiding modelleken) megmutat-
hato, hogy az egyetlen lehetséges konformacio az, melyet a 4. abra alsé részén
mutatunk be, és amelyik megegyezik a DHE kristalyos allapotban kapott téralkataval.
Az 5—10 abrakon a rontgendiffrakcios és NMR—NOE eredményeket foglaltuk ossze
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4. dbra. A DHE kiilonbségi NOE spektrumai (a) spektrum: normalis (perturbalatlan) '"H—NMR, (b)
spektrum: D-—NOE a H-—C(7eq) besugarzott(¢) spektrum: D-—NOE a COHN csoportban besugarzott.
Also rész: A NOE kisérletekbol meghatarozott H. . . H tavolsagokkal 6sszhangban levé konformacio

NOE: H-Cs 204
H-Cw 2,04

5. dbra. A DHE-re nyert rontgendiffrakcios ¢s NOE eredmények. A kristalyracsban levd molekula
szerkezetet a kozponti amid legjobb sikjaban fekvo vetilleten mutatjuk be. Felhivjuk-a figyelmet a H—C(8)—
C(18Y—0O ¢és a C(18)-N(20)—C(2'y—C(14') csoportok transz helyzetére, és az O(13')—H...0O(19)
intramolekuléris hidrogénhidra. Néhany H. . .H tavolsagot, melyek fontosak a kdzponti amid konfigura-
cidja szempontjabol, a kristalyracsban szamszeriien megadtunk. Az NMR—NOE kisérlettel meghatarozott
H...H tavolsagokat az abra also részén tiintettiik fel, a besugarzas a CONH csoport hidrogénatomjan
tortént, ezt csillaggal jeloljik. A H...H tavolsagok jol egyeznek a kristalyszerkezetben levokkel
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H-Ci  24A

6. dbra. A 2-aza-DHE-re kapott rontgendiffrakcios és NOE eredmények. Figyelemre mélto a DHE-vel valo
hasonlosag (5. abra)

5'-epi- DHE

7. dbra. Az S'-epi-DHE rontgendiffrakcios és NOE eredményei. Hasonlitsd ossze 5. és 6. abrakkal

a vizsgalt hat vegyiiletre. Az utolsdé 37—190 jelzésii vegylilet kivételével az Osszes
vegyllet konformacidja megegyezik a kristalyban ¢és oldatban.

A 37—190 vegyiilet esetében, mely metilezett amid, a NOE Kkisérletek azt
mutatjak, hogy oldatban a ¢-szog kb. 30 fokkal eltér a kristalyos allapotban észlelthez
képest, de a transz-amid és a y-konfiguracio jol egyezik.

A DHEp-krol osszefoglalasképpen a kovetkezoket mondhatjuk:

(1) A kristalyos konformacio (rontgendiffrakcio) igen hasonlit CDCl; oldatban
talalthoz (NMR, NOE).

(2) A tipikus DHEp konformaciot az jellemzi, hogy a D-gytirt szék alkatq, a
kozponti amid rész transz, a y(H—C(8)—CO-—NH) és a ¢ (CO—NH—C(2'}—R)
torzios szogek kozel 180° értékiiek; CO(18)...H—O(12') intramolekularis hid-
rogénhid van jelen.
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1,17 - DiMe -DHECc

NOE: H-Cs 20 A
H-Cw 2,6 A

H- C1u+ 2,1 A

8. abra. Az 1,11'-diMe-DHEc-re kapott rontgen ¢s NOE eredmények. Vesd Ossze az S. és 7. abrakkal. A {6
szerkezeti jellemzok valtozatlanok, azaz a H—C(8)—C(18)—N(20) ¢s H—N(20)—C(2')—C(14') csoportok
téralkata az amid csoport transz jellege és az O(13)—H—O(19) intramolekularis hidrogénhid. A
kristalyszerkezetben a C(2')-izopropil csoport nyitott téralkatt Ggy, hogy a H—C(14') az N(20)-hoz képest
transz helyzetii. Fel kell tételezniink, hogy oldatban az izopropil csoport forog a C(2'y—C(14') kotés koriil,
ennek kovetkezteben a H-—C(14) csoport 2/3 idoben gauche helyzetii. Ha ez a forgas az NMR idoskalan
gyors, a NOE kisérletnek a H—C(14'), H—N(20) tavolsag atlagat kell adnia, ami kb. 260 pm. Az
eredményekbol azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a kristalyos allapotban és az oldatban levo
konformaciok megegyeznek

8-iso-DHE

----- NOE: H-C7eq 24 A
H-C10 2,24
H-C 14’ 23R

9. dbra. A 8-izo-DHE rontgen és NOE eredményei. A vetités iranya ugyanaz mint az 5. és 8. abrak esetében,
azaz a kozponti amid atlag sikja fekszik a rajz sikjaban. Felhivjuk a figyelmet, hogy a C(8) atomhoz
kapcsolodo amid csoport a D-gytriihoz képest axialis. A C(18)—N(20)—C(2'y—C(14') csoport transz
helyzete, és az intramolekularis hidrogénhid megmaradt a szerkezetben, mint a DHE, 2-aza-DHE, 5'-epi-
DHE és 1,11'-dime-DHEc vegyiiletek szerkezetében (1. 5—8. abrakat). Ugyanakkor az amid csoport axialis
helyzete tovabbi N(20)—H...N(6) intramolekularis hidrogénhid kialakulasat teszi lehetové, ennek
kovetkeztében viszont a H—C(8)C(18)—N(20) csoport gauche (¢ =100°) helyzetii leszz. Az NMR—NOE
eredmények jol egyeznek a kristalyszerkezettel
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(3) A kedvez6 sz¢k konformacioja a D-gytiriinek a 8-izo-DHE-ben is megmarad,
ahol a kozponti amid axialis helyzetet foglal el, ugy hogy egy masodik intramolekularis
N(6). ..HN (amid) hidrogénhid is kialakulhat.

(4) Az észlelt DHEp konformaciok a tajékoztatd konformacio analizisek szerint
stabilisak.

Tovabbi — elsdsorban elméleti — munkara van sziikség abbol a célbol, hogy a
jellemz6 konformacio stabilitasat részletesebben megismerjik és megvizsgaljuk mas
konformacioba valé atmenetek lehetoségét.

NOE: H-C9eq (-C8) 23R

H-Cwa 21 R
b 2,2 A
H-C14n 2,7R

10. abra. A 37—190 molekula rontgendiffrakcios és NOE eredménye. A H—C(8)—C(18)—N(20) csoport itt

és a C(2')-etil csoportok kozotti térbeli taszitas kovetkeztében azonban az N(20)—C(2') kotés (¢ szog) korili

kb. 30°-0s elfordulast tapasztalunk, és ugyanakkor az O(13'y—H. . .O(19) intramolekularis hidrogénkotés

felszakad. A NOE eredmények nem egyeznek meg teljesen a rontgen szerkezettel, azaz az N(20)-metil

protonok és a H—C(9,,) k6zotti révid H. . . H tavolsagot nem tapasztaltuk a kristalyracsban. (A D—NOE

spektrum értelmezése azonban nehézségekbe itk6zott, mivel a H—C(8) jel egybeesik az amid metilproton
jelével, és ezért egy tiszta, a metilcsoporton kivaltott NOE nem volt lehetséges)

Osszefoglalis

spektroszkopiaval. Az 6sszehasonlito tanulmanyok szerint a dihidro-ergopeptinek molekularis konforma-
cidja kristalyos allapotban és hig oldatban (10~ * M CDCl;-ban) igen hasonld. A konformécié analizis arra
mutat, hogy a talalt konformacio stabilis.



34 SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN

Summary

The molecular conformations of six dihydro-ergopeptines have been investigated by X-ray analysis
and NMR spectroscopy. The comparative study showed that the molecular conformations of dihydro-
ergopeptines in the crystalline state and in dilute solution (107*M in CDCl,) are very similar.
Conformational analysis indicates that the observed conformations may be well stabilised.
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FARMAKOLOGIAI HATASU MOLEKULAK
NEM-EGYENSULYI KONFORMACIOINAK
JELENTOSEGE

W. GRAHAM RICHARDS

( Physical Chemistry Laboratory, Oxford University, Anglia)

Bevezetés

A ,zar ¢s kules” modell jo néhany évtizedig szolgalt a kis, biologiailag aktiv
molekulak és receptoraik kolcsonhatasanak leirasara Ehrlich idejétdl kezdve. Ezt
késobb az egzaktabb ,kéz és kesztyl” analogiaval cserélték fel [1].

Az Gjabb modell magaban foglalja a makromolekula receptor és a kis molekula
bensoseéges illeszkedését, tovabba mindkét partner flexibilitasanak lehetdségét is. Sok
bizonyiték van [2] a fehérjék konformaciovaltozasara, amikor kis molekulak
kotodnek specifikus helyekre. Enzim szubsztratok gyakran olyan konformacioban
kotddnek, melyek kiilonboznek a szabad, nem kotott allapottol. A kis partner
konformacidvaltozasa a kotodéskor killonosen valdszinli a neurotranszmitterek
esetében és néhany meggy6z6 bizonyiték létezik arra, hogy valojaban ez torténik.

Néhany ismert és posztulalt neurotranszmitter szerkezetét az 1. abran
Osszegezzuk.

A nyilvanval6 hasonlosag a bemutatott molekulakon az, hogy két meglehetdsen
flexibilis torzios szoglik van, ami lehetove teszi, hogy ezeket a szogeket varialva széles
tartomanyban valtoztassuk konformaciojukat. A kis neurotranszmitterek egy masik
ko6z0s tulajdonsaga, hogy tobb, farmakologiailag eltérd receptort is igénybe tudnak
venni.

Az acetilkolin hatast fejt ki a vazizom neuromuszkularis csatlakozasara és az
autonom idegrendszer paraszimpatikus és szimpatikus idegeinek ganglionjaira,
melyeket nikotin is stimulal, kurare alkaloidok blokkolnak, de az atropin nem. A
simaizmok paraszimpatikus, acetilkolin altal kozvetett hatasa muszkarinnal kivalt-
hato és gatolhato atropinnal, de kurare alkaloidokkal nem. Vannak nikotin és
muszkarin receptorok.

Az adrenerg hatasokat hasonloan kilonbozé receptorok kozvetitik, elsod
megkiilonboztetés szerint o és f, de Ujabban tovabbi kategoridkra osztottak fel,
ugymint f1 és f2. A killonbozo receptorokat a killonbozé agonistakkal szemben
mutatott érzékenyseg alapjan osztalyozzak. A dopaminnal ugyanez az eset. A D1-gyel
jelzett receptorhelyek az adenil-ciklazhoz kapcsolodnak [3—5]. A D2 jelti dopamin-

cres

3*
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1. dbra. Néhany posztuldlt neurotranszmitter a valtoztathato torzios szogek feltiintetésével

prolaktin kibocsatas indukalt dopamin gatlasaban. Tovabba nagy kiilonbség van
n¢hany agonista ¢s antagonista hatasossagaban [6].

A GABA (y-aminovajsav) az agyban legalabb két kiillonbozé receptorhoz
kotodik, melyek kozil az egyik megkot benzodiazepineket is, de a masik nem [7].-

A hisztamin két megkiilonboztetheto receptora [8], H1 és H2, megint csak az
antagonistak segitségével definialhato, melyek szelektiven blokkoljak a megfeleld
preparatum valaszat a hisztamin stimulaciora.

Ezekben a példakban sok magyarazat lehet arra, hogy miért hasznal a természet
egyes kis molekulakat arra a célra, hogy ionosan megkiilonboztethet6 receptorhelyek-
hez kosson. Kiilonboz6 formaknak vagy ugyanannak a molekulanak kiilonb6zo
oldalainak hasznositasa szolgalhat lehetoségkeént. Még valosziniibbnek latszik, hogy a
rugalmas ligandum kiillonb6z6é konformereinek van jelentosége. Nem sziikségszert,
hogy ezek a konformerek stabilak legyenek, az egyediili elofeltétel az, hogy a
megkivant alak ne legyen energetikailag nagyon messze az energiafeliilet mini-
mumatol. Ez az a lehetdség, ami minket az elméleti modszerek hasznalatahoz vezet. Ha
a megkovetelt alak nem egyensulyi konformacio, akkor sem a rontgendiffrakcio, sem
az NMR nem alkalmas annak vizsgalatara.

Szamitasok, 1évén egyarant hasznalhatok stabil és instabil formak kezelésére,
lehetove teszik, hogy megvalaszoljuk a kérdést: ,van-e a neurotranszmittereknek
valamilyen specialis konformacioja, mely lényeges egy adott receptorhoz torténd
kotodéshez?”
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Stratégia

F6 vonalakban az eljaras, ahogy az egyedi receptoroknak megfelelé lényeges
konformaciokra vonatkozo kérdéseket megvalaszoljuk, a kovetkezo. Ki kell szamitani
a molekulaknak lehetséges alakjait és Osszehasonlitani azokat az aktiv agonistak
lehetséges konformaciodival, hogy hipotézist allithassunk fel azon alakokrol, melyek az
aktivitas elofeltételei. Ezeket a hipotéziseket tovabbi molekulak esetén kiprobalhatjuk
¢s elvethetjiik, vagy tovabb finomithatjuk. Roviden a stratégia a konformaciora
vonatkozd Venn-diagrammok felallitasa, mely a reaktivitashoz sziikséges, de nem
elegseges feltételhez vezet el (2. abra).

T N T

(a) (b)

2. dbra. Venn diagrammok, melyek az aktivitiashoz sziikséges, de nem elégséges feltételeket mutatjak
(vonalkazott). (a) A és B molekulak, mindketto aktiv. (b) A aktiv B inaktiv molekula

Az eljaras els6 lépése az, hogy egy potencialis energia-felilletet nyerjink; a
molekula belsd energiaja, mint két torzios szog fiiggvényében. Ezutan meg lehet
kezdeni a kozelito szamitasokat és valasztani kell a rivalis elméleti modszerek kozil.
Majdnem altalanosan elfogadott, hogy a kotéshosszak és kotésszogek altal meghata-
rozott geometria krisztallografiai mérésekbdl szarmazik. A potencialis energia-
feliiletek kvantummechanikai szamitasainak nagy tobbségében csak a torzios szogeket
varialjak. A tisztan empirikus molekula-mechanikai modszerek csokkenthetik a
fesziiltséget. Az Osszes modszer, kezdve a teljes empirikustol a nagyon parametrizalt
szemiempirikus kvantummechanikai kozelité modszereken keresztil az ab initio
modszerekig, beleértve a konfiguracios kolcsonhatast is, tobbé-kevésbé kozelito.
Latszolagosan minden szamitas egyediili, izolalt molekulara vonatkozik.

Ezen okokbol mindig fontos, hogy a kapott potencial-feliiletet dsszhangba
hozzuk a rontgendiffrakcio és NMR kisérleti eredményekkel. Idealis esetben a
rontgendiffrakcio egy vagy talan tobb pontot szolgaltat a potencial-feliileten; az NMR
részleteket szolgaltat elegendéen mély teriletekrdl, melyek kelld populacioval
rendelkeznek, mig a szamitas a teljes felliletet szolgaltatja.

Az elméleti vizsgalatok masik f6 komplikacioja az oldoszer, vagy még
realisztikusabban ¢s még nehezebben mérhetden, a molekulak biologiai kornyezetének
a hatasanak a figyelembevétele. Valamit tehetiink a tiszta viznek a konformacios
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szabadenergiara gyakorolt befolyasanak figyelembevételével. Semmit sem tudunk
azonban a receptor kornyezetének részleteir6l. Emiatt a tanulmanyozott agonista
molekulaknak kémiailag és fizikailag a leheté leghasonlobbaknak kell lenni, hogy
megtehessiik azt az egyszerisitést, miszerint a kOrnyezet hatasa, bar nem ismeretes, de
konstans tényezoként jelentkezik.
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3. dbra. A hisztamin monokation potencialis energiafeliilete
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4. abra. A hisztamin monokation szazalékos térképe. A vonalkazott teriilet a molekulak 999,-at zarja be
37 “C-on

Ezeket a nehézségeket szem el6tt tartva, ha egy szamitasi modszert kivalasztot-
tunk az ismert tényekkel valo 0sszhang alapjan, a potencialis energiat kontarképek
formajaban abrazolhatjuk (3. abra).

Az energiatérkep sok informaciot tartalmaz, de nem alkalmas arra, hogy Venn-
diagrammban alkalmazzuk. Egy egyszerusitett valtozat sziikséges, mely csak egy
valaszt ad arra, hogy milyen alak tartomany lehetséges a molekulaban. A legegy-
szeriibben gy érhetjik ezt el, hogy valamilyen 6dnkényes kontart vesziink a feliileten a
globalis minimum f6lott. Ennek a megoldasnak az a hianyossaga, hogy nem veszi
figyelembe a feliilet alakjat. Széles és sekély minimumok nagyobb molekula populaciot
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fognak tartalmazni, mint mély és szlik lyukak: mas szavakkal az entropia effektusok
jelentdsek ¢és inkabb szabadenergia informaciora van sziikségiink, mint belso
energiara. Ezt gy érhetjiik el [9], hogy Boltzmann faktorokat hasznalunk és a
diagrammokat egy konturral abrazoljuk, mely mondjuk a molekulak 999;-at foglalja
magaban fiziologias homérsekleten. A 4. abran egy példat mutatunk be, melyen az
arnyckolt terilet elso pillantasra jelzi a molekula flexibilitasanak mértékeét.

Példak
Hisztamin

Egy régi példa, mely kiallta az idok, valamint szamos 0j vegyiilettel végzett
vizsgalat probajat, az, hogy a hisztamin H1-es receptoran a konformacionak lényeges
szerepe van az aktivitasban [10]. Az 1. tablazatban nc¢hany vegyiilet biologiai
aktivitasat soroltuk fel a H1 és H2 receptorokon.

A tény az, hogy a mar majdnem diszkreditalt Extended Hiickel elmélet
segitscgevel kiszamolt potencial-feliilletek mégis realisztikusak, amint ezt a 2. tablazat
szamai alatamasztjak.

1. tablazat

Metilhisztaminok agonista aktivitdasa

Vegyiilet H1 aktivitas H2 aktivitas
hisztamin 100 100
2-metil 165 44
3-metil 0,42 <0,1
4-metil 0,23 430
f-metil 0,83 0,89
a-metil 0,36 0,74
N-metil 72,0 74,0
N,N-dimetil 440 51,0
a,4-dimetil 0,08 2,96—7.4

2. tablazat

Néhany  metilhisztamin  antiperiplanaris ~ konformereinek
szamitott (EHT) és kisérleti (NMR) szazalékos megoszlasa

Y%, antiperiplanaris

" Vegyiilet
i EHT NMR
3-metil 65 57
4-metil 65—75 57
N-metil 65 59
N,N-dimetil 80 72

N,N,N-trimetil >99 92
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5. abra. A hisztamin H1 aktivitashoz lényeges konformacio (vonalkazott)
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6. dbra. A hisztamin H2 aktivitashoz lényeges konformacio (vonalkazott)

Az 5. abra egy olyan Venn-diagrammra ad példat, mely harom tagot mutat be
egy sorozatbol, amely arra a kovetkeztetésre vezet, hogy egy meglehetosen jol
definialhato régiot jelolhetiink meg, mint ,lényegest” az ilyen tipusu aktivitas
szempontjabol. Ilyen nem-egyensulyi konformacio felvételének a képessége sziikséges,
de nem elégséges feltétele a H1-en mutatott aktivitasnak.

Egészen a kozelmultban egy fantasztikus kisérleti eredmeény (I. 1. tablazat) egy
hasonlo 6sszehasonlitast tett lehetdve a még izgalmasabb H2 aktivitasra. A hisztamin
Onmagaban, természetesen mindkét receptoron aktiv, mig a 4-metil-hisztamin alig
aktiv a Hl-en és kortlbelil fele aktivitast fejt ki a H2-re, mint a természetes vegylilet
H2 antagonistaknal). Az o-metil-hisztamin alig hatasos akarmelyik receptoron.
Viszont a dimetil vegyilet, az a-metil-4-metil-hisztamin H2 aktivitdsa nagyon
megnott. Ez egy ritka példa a metilezés kovetkeztében fellepod aktivitas novekedésre,
tehat inkabb sztérikus segités, mint gatlas.

A 6. abra mutatja a hozzakapcsolodé Venn-diagrammot, mely hipotézist enged

Ennek a munkanak gyenge pontja az, hogy durva potencidlis energia
szamitasokra hagyatkozunk. Sajnos, még jobb moddszereket alkalmazva erre a
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kilonleges molekulara, az deriilt ki, hogy egy nagyon stabilis hidrogénkotés alakul ki
az imidazol gylrl nitrogén kotetlen elektronparja és az oldallanc ammonium
lyozzak, nem eléggé megbizhatoak, Gigy hogy a probléma valamennyire nyitott marad,
oriasi jelentosége ellenére.

Dopamin

Hasonlo természetii kovetkeztetéseket vonhatunk le a dopaminnak a DI
receptorra kifejtett hatasarol, bar kisérleti adatok hianya nem teszi lehetové, hogy
hatarozott megallapitasokat tehessiink. A dopamin és N-metil-dopamin egyforma
hatastak, de az o- ¢s f-metil-dopamin ugyan aktiv, de kevésbe. A 7. abra ennek a négy
vegyiiletnek a populacios térképét mutatja, melyek 0sszhangban vannak az NMR
adatokkal.
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7. dbra. Dopamin és szubsztitualt dopaminok populacios térképei

Az egyediili konformacios tartomany, mely a dopamin és N-metil analogja-
nak konformacios flexibilitasat hasonlova, az a- és f-vegylileteket megkiilonboztet-
hetdéve teszi, az a tartomany, melyhez az antiperiplanaris alak tartozik (z, =90° vagy
2707 7, =180"). GroL ¢s ROLLENA [11] vizsgalatai adnak némi tamogatast ehhez az
elképzeléshez, melyben az ADTN (2-amino-6,7-dihidroxi-tetrahidronaftalin) félmerev
D1 agonistat vizsgaltak. Az oxigén és nitrogén atom elkiiloniiléese az ADTN
ckvatorialis formajaban hasonlo a dopamin antiperiplanaris formajahoz. Ez nyilvan-
valdan az az eset, mikor tovabbi kis agonista molekulak kiprobalasa segithetne és
tovabbi komplikaltabb szamitasokra batorithatna.

GABA (y-aminovajsav)

A GABA esetén a szamitasokat komplikalja a GABA ikerion jellege, az izolalt
molekula szamitasokban az intramolekularis toltés-toltés kolesonhatasok dominal-
nak. Nincs teljesen kielégitd valasz erre, bar szolvatalt szupermolekula szamitasok
[12] valoszintileg realisok kiilonb6z6 megengedett stabil konformerek megjoslasaban.
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Mi a semleges nem-ionos format valasztottuk, feltételezve, hogy a biologiai
kornyezet meggatolja az intramolekularis kdlcsonhatasokat.

Biologiailag a GABA felismerd-hely egy szupramolekularis komplex részének
tinik, mely a GABA-receptorbol — mely benzodiazepineket kot meg — és egy
ionoforbol all. A GABA agonistai a GABA kotohelyeken kotdédnek meg némi
farmakologiai effektust kivaltva és a benzodiazepin kotodést is stimulalva.
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8. dbra. GABA populacios térképe ¢s néhany agonista lehetséges konformacioja

/~NH
-

A 8. abra a semleges GABA ab initio modszerrel szamitott konformacios
szazalékos térképét mutatja. Szuperponalodott vonalak jelzik az agonistak flexibi-
litasat egyetlen torzios szOg varialasaval és a pontok merev agonistakat jeleznek.

Legalabb egy molekula (imidazol-ecetsav) kiesik a sorbol, de egyébként a
hipotézis a GABA ecgy formajara a kozelitdleg y, =180 és 1, =60"-0s szogekkel

Mégegyszer ismétlem, nincs elegendd kisérleti adat ahhoz, hogy megbizhato
kovetkeztetésre jussunk és az elméleti modszerek is megkérddjelezhetdek, de mégis egy

munkahipotézishez juthatunk, és a szamitasok tovabbi kisérletekre sarkallnak, melyek
probara tehetik a hipotézist.
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Piretroidok

Az utolso példat most agrokémiai teriletrdl vettiik, dr. KeitH HERITAGE (ICI)
értékes munkajabol, vele szorosan egyiittmiikddve. (Ez 6nmagaban is szép példa az
elméleti modszerek hasznossagara a gyakorlati életben.)

A 9. abran egy szintetikus piretroid (permetrin) vazat mutatjuk be a hét torzios

szogével.
0
Ty T2 73T, Ts Tg _ T7
_ 0
0

9. dbra. Szintetikus piretroid hét torzios szoget feltiintetve

Bioreszmetrin 2-Metil (aktiv) a-Metil (inaktiv)
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10. dbra. Biorezmetrin ¢és né¢hany metil analogja

A nagy belso aktivitasu szintetikus molekula a biorezmetrin lathato a 10. abran
két metil analogjaval egytitt; a 2-metil szubsztitucio kis aktivitas csokkenést okoz, mig
az a-szubsztitucio a hatékonysagot néhany nagysagrenddel csokkenti. A flexibilitas
jelezte a mellékelt térképeken, hogy t4-nak valahol 0 kézelében kell lennie.

Amit dr. Heritage csinalt, az az, hogy néhany valoban bonyolult molekula
aktivitasat racionalizalta a Venn-diagrammok hasznalatanak kiterjesztésével. A tobbi
Ot torzids szoget minimalis energia értéken tartva, hogy egy kinyujtott konformacio
j6jjon létre, mely, mint egy templat fajta hat. Az aktivitas valtozasa lathato, amint a
kiils6 aril gyuriinek valtozik a kapcsolodasmodija (11. abra).

fgy inkabb lehetséges Venn-diagrammot felallitani minden molekulara, mint
kiilonb6z6 molekulakat 6sszehasonlitani. Minden egyes diagrammon harom hatarvo-
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nal latszik; egy a konformacios flexibilitasnak felel meg, energia, ill. populacios
konturokkal;a masodikat a konformaciosan variabilis kiilsé gytr( és a rogzitett gytirt

kdzotti tavolsag szolgaltatja; a harmadik a két aril gylra altal bezart szog, arra a
feltevésre alapozva, hogy parhuzamosnak és térben kozelinek kell lennitik. A 12.és 13.

aear
LD

11. dbra. Analogok kiilonbozo aril szubsztituensekkel

Ts

T

12. dbra. m-benzil izomer-Venn-diagrammja

Ts

T

13. dbra. p-benzil izomer-Venn-diagrammja

abrakon olyan Venn-diagrammokat mutatunk be két példan, ahol a kiils6 gyiirii meta
és para helyzetben kapcsolodik. Az el6zO esetben sok atfedés van a t,—15
diagrammban, de nagyon kevés koz0s teriilet van a para példaban, ahol rosszabb
illeszkedés miatt egy kevésbé aktiv izomert kapunk.
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Diszkusszio

A jelen munka gyengeségeit hangsulyoznunk kell. A konformacios potencialis
energia szamitasara egyik elméleti modszer sem teljesen kielégité, ha olyan
molekulakra alkalmazzuk, melyek bonyolult kornyezetben vannak. Az egyetlen
jarhato ut, az oldoszer beépitése Monte-Carlo szamitasok segitségével, csak modell
rendszerekre korlatozodik és erdsen fiigg a valasztott potencialoktol. E téren végzett
sajat munkank azt jelzi, hogy a viz-viz kolcsonhatas a szolvatalasi energiat 0,7 nm-en
tal befolyasolja az oldott anyagtol.

E nehézségek és megfeleld biologiai mérések hianya ellenére lehetséges
hipotéziseket felallitani olyan konformaciok 1étezésérdl, melyek lényegesek az aktivitas
szempontjabol. Nem tudunk olyan pontosak lenni, mint ahogy az a kovetelmények
szempontjabol sziikséges lenne. Lehet, hogy a konformacio a receptor tiikkorképe, de
éppugy lehet az is, hogy a molekulanak fel kell venni egy konformaciot, hogy
kotddhessen a receptorhoz.

Ezek a konformaciok lehetnek nem-egyensilyi konformaciok is.

KOSZONETNYILVANITAS

A hisztaminnal és dopaminnal Sanda Robins végezte a vizsgdlatokat, a GABA-val végzett
vizsgalatokat PETER DAVIES végezte.

Osszefoglalas

Kiilonboz6 biologiai hatasq, de fizikailag ¢és kémiailag hasonlé molekulak sorozataban lehetséges
hipotézist felallitani a hatas szempontjabol lenyeges konformaciokrol. Ezt a Venn diagrammok segitségével
tehetjiilk meg, melyek jelzik a flexibilis molekulak szamara kihasznalhaté konformacios teret. Ezt a
megkozelitést mutatjuk be a hisztamin, dopamin, GABA és szintetikus piretroidok esetére. Az aktivitas
szempontjabol lényeges konformacio lehet nem-egyensilyi forma.

Summary

Given a series of chemically and physically similar molecules with varying biological effects, it is
possible to produce hypotheses about conformations essential for activity. This may be done using Venn
diagrams which indicate areas of conformational space available to flexible molecules. This approach is
illustrated by reference to histamine, dopamine, GABA and synthetic pyrethroids. The essential
conformation may not be an equilibrium form.
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KVANTUMKEMIAI SZAMITASOK ALKALMAZASA
IONHORDOZOK TERVEZESEBEN

E. PRETSCH, J. BENDL, P. PORTMAN, M. WELTI

( Department of Organic Chemistry, Swiss Federal Institute of Technology, CH-8092 Zirich, Svaje)

Bevezetés

Ionhordozok vagy ionoforok lipofil komplexképz6 agensek, melyek képesek
vizes oldatokbol ionokat lipofil membran fazisba atvinni és ezcket az ionokat ilyen
akadalyokon atsegiteni karrier transzlokacio segitségével [1]. Néhany, természetben
elofordulo semleges hordozo hatasat MOORE ¢s PressMAN fedezte fel biologiai
membran rendszerekben 1964-ben [2]. Ezeknek az antibiotikumoknak alapvetd
sajatsagat, nevezetesen azt a szerepiiket, hogy nagyon szelektiv komplexkepzo agensek
alkalifém ionokra, STEFANAC ¢s SIMON deritette fel néhany évvel késobb [3].
Szintetikus komplexképzO agensek alkali ¢s alkaliféldfem kationokra [4—7]
ionoforként viselkedhetnek, ha a kovetkezo feltételeket teljesitik (1. még [6]):

1. A hordozo molekulanak lipofilnek kell lenni, hogy a membran fazisban
maradhasson.

2. A hordozé molekulanak olyan komplexképzo agensnek kell lenni, amely
képes ionokat a membran fazisba atvinni. Az extrakcios konstansnak olyan
alacsonynak kell lenni, hogy a ligandum molekulak zome ne legyen komplexalt
formaban [8], ha nincsenek lipofil, ellenkezd toltést ionok beagyazodva a membran
fazisba [9] (I. még [10]).

3. Az ionok extrakcidjanak és kibocsatasanak, valamint a komplex diffuzioja-
nak gyorsnak kell lenni [11].

4. A gyakorlati alkalmazas szempontjabol, pl. ion-szelektiv membran clektro-
dokban [12], nagy szelektivitas kivanatos.

A legnehezebb feladat a hordozé molekulak tervezésében a nagy ion-
szelektivitas elérése. Jelen cikkben kvantumkémiai szamitasok alkalmazasat fogjuk
targyalni a szelektivitas becslésére. Az ion-szelektivitast altalaban a K;; szelektivitasi
tényezovel irjak le, mely a J ion kedvezményezettségének a mértéke az I ionnal szemben
a membranban. Ezek transzport kisérletekkel (K{) vagy még kényelmesebben
potenciometriasan mérhetdk (K}") olyan membranelektrodokat alkalmazva, melyek a
vizsgalt ligandumot tartalmazzak. Tobb feltétel teljesiilését feltéve [7, 10] mindkét
szelektivitasi faktort a megfeleld extrakcios konstansok, K ,,,, aranyaval kozelithetjiik:

L(i’“(]) - KW(J)

P b 24 1
chl(l) KW(I) ( )

K ~ Kif* =
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Az extrakcios konstans a nem-komplexalt ion vizben ¢és a komplexalt ion egyensulyat
irja le a membran fazisban. Az extrakcios konstansok aranyat a hordozé molekulak
vizben mért K, komplexképzodési allandok aranyaval is kozelithetjiik [7]. Az itt leirt
modszerek lehetove teszik az ion-ligandum kolcsonhatasi energiak becslését gaz
fazisban. Ezek a kolcsonhatasi energiak a AH-t kozelitik [13] a megfeleld reakciora.
Még ha czek az energiaértékek jo kozelitések lennének AG-re, az eltéréseket a
szamitott ¢és megfigyelt szelektivitasok kozott az inkabb drasztikus feltevések
okozhatnak az (1) egyenlet szarmaztatasanal [7, 10].

lonok és kis ligandum molekulak kolcsonhatasi energiainak szamitasa

Mivel az ion-ligandum kolcsonhatasi energidk szamitasara szolgalo killonbozo
modszerekrol Gjabban néhany kitind osszefoglalod jelent meg [14, 15] ezért itt csak
rovid attekintést adunk.

Neéhany esetben a klasszikus elektrosztatikus modellek kelléen pontos relativ
kolcsonhatasi encrgiakat ¢és egyensulyi gecometriakat adnak meg [14]. Ezt a modellt
hasznalva, egy vizmolekula ¢s alkalifem ionok kolcsonhatasi energiajara kapott
eredmény [16] csak néhany szazalékkal tér el a gaz fazisban mért kisérleti értékektol
[17]. Nagyszamu kation szamitott hidratacios szabadenergiaja atlagosan 3,99, -kal tér
el a kiserleti értékektol [17]. De ennek a modellnek csak kvalitativ jelentosége van
valodi ionoforok esetén [18] mivel nem all rendelkezésre elegend6 adat a paraméte-
rekrol. Molekularis elektrosztatikus potencialokat kvantumkémiai szamitasokkal
kaphatunk meg [19] ¢és ionok és kis ligandum molekulak kdlcsonhatasi energiajanak
szamitasara hasznalhatjuk [20]. Ezeket hasznaltak kiindulasként egy additiv
sémaban, mely megk6zeliti az ab initio szamitasokat [21].

Az ion-ligandum kolcsonhatasok szamitasara eddig alkalmazott szemiempiri-
kus kvantumkémiai eljarasok nagyon gyakran vezettek nem-realisztikus eredmények-
re, mint pl. téves geometria, rendkiviil talhangsulyozott toltésatvitel és irrealis
kolcsOnhatasi energiak (1. részletesen [14]).

Kis ligandum molekulak kolcsonhatasat killonbozo kationokkal ab initio
szamitasokkal A. PULLMAN [22—30] és masok [ 14, 31—32] vizsgaltak. Ellentétben a
szemiempirikus modszerekkel az ab initio szamitasok képesek arra, hogy korrekt
kolcsonhatasi energiakat és geometriakat adjanak. Ovatossag sziikséges, ha kis bazis
keszletet alkalmazunk. A komplexben az ion ¢és ligandum bazis készletének
szuperpozicioja miatt az Osszetevok a komplexben jobban leirtak, mint izolalt
molekulak. Emiatt tul negativ energiakat kapunk a komplexben, az izolalt molekulak-
hoz képest s ebbol kovetkezden til nagy kolcsonhatasi energiakat. Ez a ,,baziskészlet
szuperpozicios hiba” [33, 34] akar a valodi kolcsonhatasi energia 100%,-at is elérheti,
ha nem megfelelé baziskészleteket, mint pl. STO-3G-t hasznalunk. A baziskészlet
kivalasztasat gondosan elemezték [28, 34], és jol kiegyenlitett baziskészletek allnak
rendelkezésre, melyek érzéketlenck a baziskészlet szuperpozicids hibakra [35, 36].
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Sajnalatos modon még ilyen kis baziskészletekkel is a szamitasi kovetelmények
teljesithetetlenek olyan ab initio szamitasokban, melyek 1500 relativ molekulatomeg
ionofor-ion komplexekre vonatkoznak.

Kis molekuldk komplexeire végzett szamitasok mégis némi betekintést
adhatnak a nagy molekulak komplexképzo sajatsagaira. Az N-metilacetamidot és
metilacetatot valasztottak modellvegyiiletnek a K *-szelektiv ciklodepszipeptid,
valinomicin, Na* és K* ionokkal fellép6 kolcsonhatasanak tanulmanyozasara [22].
Hasonloan kiillonb6z6 nukleinsav alkotorészek és ionok kolcsonhatasat tanulma-
nyoztak ab initio szamitasokkal [27, 30—31].

10
e L)
*0= 9 Y . 9 & R4
0 CH3 3« e
R~ 0 ° o 0+
H
& R CH3
*
R'=R2=R3=R%=CHj NONAKTIN
R'=R2=R3-CH3 R*=C2Hs MONAKTIN
R'=R3= CH3 R2=R4=CoHs DINAKTIN
R1=CH3 R2-R3=R4=C2Hs TRINAKTIN
R'=R2=R3= R4=C2Hs TETRANAKTIN

1. abra. A makrotetrolid antibiotikum szerkezete

A makrotetrolid antibiotikumok (l. 1. abra) szelektivitast mutatnak az NH,
javara a K "-ionnal szemben [37]. A K "-komplex rontgendiffrakcios vizsgalata [38]
azt mutatta, hogy a kaliumiont négy karbonil és négy tetrahidrofuran oxigénatom
koordinalja (I. a csillagokat az 1. abran), melyek kozel oktaéderes elhelyezkedéssel
veszik koril a kozponti atomot. Spektroszkopiai vizsgalatok jeleztek [39] és
rontgendiffrakcios analizis igazolta [40, 417, hogy a megfeleld6 NH, -komplexben az
ammoniumion hidrogénkdtéseket képez a tetrahidrofuran oxigén atomjaival. Ezt a
némileg meglepé eredményt a K* és NH, -ionok a kis ligandum molekulak kozott
fellepd kolcsonhatas ab initio szamitasa is tiikkrozi, amely a kolesonhatasi energiak
kovetkezo sorrendjét adta [42]:

K*:CH,CON(CH3), > CH,COCH, >CH,COOCH, > CH,0OCH, >(CH,);N
NH; : CH,CON(CH,), >(CH,);N >CH,0CH, > CH,COCH, > CH,COOCH,

Parhuzamba allitva a makrotetrolid antibiotikumokkal az NH, -ion készségesebben
koordinalodik éterkotésti oxigénhez (€s amin nitrogénhez), mint ketokarbonil vagy
észterkarbonil oxigénatomhoz. A tény, hogy az NH, kolcsonhatasa aminnal erdsebb,
mint éterrel, amint ezt a sorrend is mutatja, 6sszhangban van az NH;, NH; és H,O
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gazfazisu kolcsonhatasanal talalt kisérleti megfigyelésekkel [43] és a makroheteropoli-
ciklusos ligandum és NH, komplexének szerkezetével [44], amelyben az NH;
protonok az amin nitrogénatomot koordinaljak.

Bar az ilyen vizsgalatok hasznosak az ion-ligandum kolcsonhatasok meg-
értéséhez és 0j, szelektiv ionofor molekulak tervezéséhez, nyilvanvalo okok miatt csak
korlatozott érvénytiek. Nagy molekulak ¢és ionok kolcsonhatasi energidinak kvanti-
tativ eldrejelzése ilyen szamitasok alapjan [45] kétséges.

Ion-ligandum kolcsonhatasi energiak becslése additiv eljarassal

Mivel az ab initio szamitasok realisztikus ionofér molekulak esetén nem
jOhetnek szoba és kevésbé bonyolult szamitasok sem megfeleldek azilyen kolcsonhata-
sok leirasara, additiv sémakat javasoltak [21, 46—48], hogy reprodukalhatoak
legyenek az ab initié szamitasok eredményei.

Egy modell ad lehetdséget, amely ab initio szdmitasokat hasznalva ionok és kis
ligandum molekulak kolcsonhatasara s ezeket az ion-ligandum kolcsonhatasokat az
atom-ion kolcsonhatasok paronkénti osszegezésével irja le:

ETm:Elon+ ELigand+Elnl s (2)

ahol Ey, a rendszer teljes energiaja, E,,, az ion, E ..., a ligandum ¢és E, az ion-
ligandum kolcsonhatasi energiaja.

Epo = Z Cint,i» 3)

ahol ey, ; az i-edik atom kolcsonhatasi energiaja az ionnal és n az atomok szama a
molekulaban. A paronkénti kolcsonhatast egy egyszert fiiggvény irja le:

€in,i = —Ay/r? +Bi/r!2 + CiqGion/T:, 4)

ahol r; azi-edik atom tavolsaga aziontodl, q; €s q,,, az i-edik atom és az ion netto toltései.
Az A, B, és C, konstansokat az ab initio szamitasokkal nyert kolcsonhatasi
energiakbol a legkisebb négyzetek modszerével hataroztuk meg. Hasonlé atomokat,
hasonldé kémiai kornyezetben (az Osszes a- és f-szomszédoknak ugyanaz az
atomszama ¢s hibridizacidja) azonos osztalyba soroltuk és ugyanazt a konstanst
rendeltiik hozza.

Egy sorozat modell ligandumra, mint éterek, tioéterek és amidok (1. 2. abra) Li*
ionnal [48], Na* ionnal [47] nagyszamu kolcsonhatasi energiat szamitottak (1. még
[49]). Ezeket a kolcsonhatasi energiakbol [49] szarmaztatott paramétereket hasznal-
ab initio szamitasok kozott 7,6 kJmol ' a Li*-ra és 5,0 kJmol ' a Na*-ra 410 és 398
komplex esetén.
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2. dbra. Li* és Na* par-potencialok levezetéséhez felhasznalt molekuldk képletei, az atomok melletti

4‘

értékek a netto toltések, zarojelben az atomtipus
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1 téb!ézat
Az atomi pdr-potencidlok illesztési konstansai a Li* és 27 vizsgalt atom osztdly kélcsonhatdsdra (1. 2. abra) és az egyes osztdlyokhoz tartozé atomok dtlagos netto
toltése
Atom Csoport Nr. Kod A B @ Toltes
H CH3 1 HC(H2C) .21529204E+ 3 44658586E + 4 .12006232E + 4 1937
2 HC(H2Cx) —.10778636E + 4 .19706770E + 5 .95499946E + 3 2034
3 HC(H2N) 77487744E + 3 .16845973E+5 .11424012E+ 4 1936
4  HC(H20) .10589388E + 4 .20877512E+5 .98286799E + 3 .1896
5 HC(H2S) .25090536E + 4 44083788E +5 .10775731E+ 4 ,2030
H CH?2 6  HCHC2) .15233700E+ 3 .18552733E+5 .11079632E + 4 .2001
7 HC(HCN) —.11734982E + 3 .83669529E + 4 46453246E + 3 .1985
8 HC(HCO) —.18108997E + 3 27861957TE+5 91733056E + 3 1772
9  HC(HCS) .57705798E + 4 .11458040E + 6 .14554850E + 4 .1950
E CH3 10  CH3 C(H2C) —.20387369E + 4 .10687538E + 6 .13073622E + 4 —.5840
11 CH3 C(H2N) —.11592840E + 4 41840342E + 4 .13402899E + 4 —.5483
12 CH3 C(H2S) —.11592750E + 4 .73368810E + 6 .15896296E + 4 —.5813
13 CH33%(=ON) .25868173E+5 22577523E+1 12349154E +4 —.6048
14  CH3 N(CCx) —.56624602E + 3 .36580699E + 6 .15922833E +4 —.4302
15 CH3 O(0) .23410150E + 4 .90329349E + 6 .11067910E + 4 —.3655
16  CH3 S(C) —.14339720E +5 .15181904E + 6 .10428508E + 4 —.7188
C CH2 17 CH2 C(H3) C(H20) .38203888E + 4 40637051E+6 .13090311E+ 4 —.3760
18  CH2 C(H3) N(CC*) —.73632211E+3 .74627593E+5 .71896189E + 3 —.2505
19  CH2 C(H2C) O(C) .15659997E + 3 .64751753E+6 .68821727E+2 —.1507
20  CH2 2(H20) O(C) 92572372E+4 .38385147E+7 .71420284E + 3 —.1637
21 CH2 C(H3) S(O) —.16731097E +5 .79901631E+5 61594137E+3 —.5074
C C= 22 Cx C(H3) N(CO) =0 —.40277995E +4 .65740449E + 5 .22597465E + 4 4210
N N 23 N C(H3) C(H3) C%(=00)
N C(H3) C(H2C) C%*(=0C) .88339296E + 3 41840342E + 4 21919181E+2 —.3268
O (0} 24 O C(H3) C(H3) .90558073E +3 25615688E+5 79821144E+3 —.4070
25 O C(H3) C(H2C) 2096456 7E + 3 .10886299E + 5 90641147E +3 —.4056
O 0= 26 Ox =C(CN) .59595422E + 2 .10679740E + 5 .18673780E + 4 —.4054
S S 27 S C(H3) C(H2C) A45778610E + 4 44014939E + 6 0 2092

NVEAYINAITONOIL V AOSYLVH SOATIFLZS



2. tablazat

Az atomi par-potencialok illesztési konstansai a Na™ és 27 vizsgalt atom osztaly kélcsonhatasara (1. 2. abra) és az egyes osztalyokhoz tartozé atomok atlagos netto

toltése
Atom  Csoport Nr. Kod A B c Toltés
H CH3 1 HC(H2C) .14318757E+ 4 .53469865E + 5 .12817330E+4 1937
2 HC(H2C %) .73806359E + 3 .32049598E + 5 .89293446E + 3 2034
3 HC(H2N) .20492733E+ 4 .16123532E+ 6 .11651710E+4 .1936
4  HC(H20) .89207597E+ 3 40097051E+5 .12140108E +4 .1896
5 HC(H2S) .12282063E + 4 35192129E+ 5 .13223961E+4 2030
H CH2 6  HCHC2) .39720699E + 3 47091832E+5 .12368204E +4 .2001
7  HC(HCN) .70958069E + 3 99752944E + 92300189E+3 .1985
8 HC(HCO) —.42324665E + 4 .24405929E + 5 .12157267E+ 4 772
9 HC(HCS) .26846065E + 4 .10336030E + 6 .13102600E + 4 .1950
C CH3 10  CH3 C(H2Q) —.49951586E +4 .81234300E + 6 .13725371E+4 —.5840
11 CH3 3(H2N) —.74084652E +4 41840342E+4 .14298159E + 4 —.5483
12 CH3 C(H2S) —.10208857E + 5 1472715TE+ 6 .14263018E + 4 —.5813
13 CH3 C%(=ON) —.38401615E+3 .23422859E+17 .12120375E+ 4 —.6048
14  CH3 N(CCx*) —.16112379E+ 4 .18309889E + 7 .15881255E+4 —.4302
15 CH3 O(C) .19181026E + 4 .19350394E + 7 .15116895E +4 —.3655
16  CH3 S(O) —.81927251E+4 41840342E +4 .11944068E + 4 —.7188
& CH2 17 CH2 C(H3) C(H20) —.12845463E+ 4 .27483030E + 6 11935313E+4 —.3760
18  CH2 C(H3) N(CC*) —.42790540E + 4 .73585768E + 6 .12618824E + 4 —.2505
19  CH2 C(H2C) O(C) .3353470SE+ 4 .22250341E+7 .17052729E + 4 —.1507
20  CH2 C(H20) O(C) .12885004E + 5 98888217E+7 .15500887E + 4 —.1637
21 CH2 C(H3) S(C) —.94056357E + 4 41840342E +4 .85046871E + 3 —.5074
6 C= 22 Cx* C(H3) N(CC) =O 37721950E + 4 44989752E+ 6 22065188E +4 4210
N N 23 N C (H3) C(H3) C%(=0C)
N C(H3) C(H2C) C*(=0C) —.49099453E+3 41840342E + 4 0 —.3268
O (0} 24 O C(H3) C(H3) —.11333408E + 4 .24878825E+ 5 .74292698E + 3 —.4070
25 O C(H3) C(H2C) 41338516E+3 .98101096E + 5 .76996145E + 3 —.4056
(0] O= 26 Ox =C(CN) —.21462606E + 2 92818431E+5 .18820719E +4 —.4054
S S 27 S C(H3) C(H2C) 95660005E + 4 21513236E+7 0 .2092

NVEXYINNITONWOIL V NOSYLVH SNOATIILZS
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X=-350 Y=500 Z=100

X=850 Y=500 Z=1,00

X=-350 Y=500 2Z=131 X=850 Y=500

Z2=131

7N\

30

Na*t 70
E=-311,8 kJ/mol

H 70
H/
\O
/ -310
&

X=-350 Y=-700 Z=100

3. dbra. A 18-korona-6 molekula Li* (bal) és Na®

X=-350 Y=-700 Z=131

(jobb) ionokkal valo kolesonhatasanak izoenergia

szintvonalas térképe a ligandum Na* komplexének konformacidjaban
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X=-6,00 Y=6,00 Z=0,00 X=600 Y=600 2Z=0,00 X=-600 Y=6,00 Z=0,00 X=6,00 Y=600 Z=0,00

Li* Na* 70N\ 50N
E=-254,8 kJ/mol

E=-257,0 kJ/mol

NVEAVINATTOWOIL V HOSY.LVH SOATIFLZS

X=-600 Y=-600 Z=0,00 X=-600 Y=-600 Z=0,00

4. dbra. A 18-korona-6 molekula Li* (bal oldal) és Na™ (jobb oldal) ionokkal valo kdlcsonhatasanak
izoenergia szintvonalas térképe a K * kolcsonhatasanak izoenergia szintvonalas térképe a K™ komplexben
tapasztalt konformacioban

99
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A 18 korona-6 Li* és Na* ion kolcsonhatasat a par-potencialokkal analizalva
az 1. és 2. tablazatban foglaltuk Ossze [49].

A ligandum molekulara harom killonb6zé konformaciot vettiink szamitasba:
egyet a szabad ligandumra [50] (relativ konformacios energia: 0,0 kJmol ! [51]),
egyet a Na* komplexre [52] (relativ konformacios energia: 18,4 kJmol ! [51]), és
egyet a K komplexre [53] (relativ konformacios energia: 32,8 kJmol ! [51]). Csak
nagyon gyenge stabilizald kolcsonhatas alakul kia Li* és Na™* ionok és a 18 korona-6
kozott a szabad ligandum konformacioban [49]. Ha a Na® komplexnél meghataro-
zott konformaciot tételezziik fel, a modell Ggy a Na™-ot, mind a Li*-ot 20 pm-en
bellilre iranyitja attol a helytol, ahol a Na™-ot talaltak a rontgendiffrakcios vizsgalat
pontosan ugyanabba a helyzetbe iranyitja, amit a K * esetében talaltak (1. 4. abra jobb
oldala). A Li*-ra viszont egy kettés minimumot talaltak (1. 4. abra bal oldala). A Na* és
(—311,8 kJmol ') jelentésen nagyobb, mint a ligandum kolcsonhatasa a K*
komplexnek megfeleld konformacioban (—254,8 kJmol 1)

A Mg?" kolcsonhatasi energia ab initio szamitasai alapjan az 5. abran
feltiintetett ligandumokkal par-potencialokat szarmaztattunk 19 atom osztalyra (3.

0(19) 0(19)
-0,3850 -0,3850 0(19) 0(19)
-0,4054 -0,4054

CO6)  H(7)
04235 0,3099

(18)
-0,3257 H(3)
C10) 0,1954

-0,4310
H(3)  H(@) H3)  H(3)
0,962 0,1892 0,2001 0,1879
N, N-DIME TIL-ACETAMID N, N-DIMETIL-BUTIRAMID

5. dbra. Az Mg*" par-potencialok levezetéséhez felhasznalt molekulak, az atomok melletti szamok a nettd
toltések, a zarojelben az atom osztalyok



3. tablazat

Az atomi par-potencidlok illesztési konstansai a Mg*~ és 19 vizsgalt atom osztaly kélcsonhatasara (1. 4. abra) ds az egyes atom osztalyokhoz tartozo atomok atlagos
netto toltése

Atom  Csoport Nr. Kod A B C Toltes
H CH3 1 HC(H2C) .17245812E+4 25186927E+5 .0 1826
2 HC(H2C %) .25666014E + 4 .20376073E + 5 .18151505E + 4 .2037

3 HC(H2N) .66878978E + 3 86588721E+4 .68679725E+3 .1960

H CH2 L HC(HC2) .50701962E + 4 95998956E + 5 .23538237E+3 1950
5 HC(HCC %) A7511771E+4 31667805SE + 5 27274410E + 2 1876

6 HCHC=*2) —.32218485E+4 .65160272E+5 .33567083E + 3 2068

H HN2 7  HN(HC=*) 21476798E +4 .52198886E + 5 .15821823E+4 2998
C CH3 8 CH3 C(H2C) —.79656789E + 4 .18609189E + 5 .11501080E + 3 —.5514
9 CH3 C*(=ON) —.25255938E + 4 .18695464E +7 .27287003E + 4 —.6051

10 CH3 N(CCx*) .13625028E + 5 .2084074SE + 7 .55296713E+3 —.4360

(@: CH2 11 CH2 C(H3) C(H2C %) —.30270296E + 4 12927421E+7 0 —.3551
12 CH2 C(H2C) C%(=ON) .14827716E + 5 31857273E+7 .78183815E+3 —.3993

13 CH2 C%(=ON) C*(=0N) .15675094E + 5 .10000000E + 4 .21035622E +4 —.4641

C C= 14  Cx* C(H3)N(C2) =O 15102257E+5 49196296E + 6 46856776E + 4 4210
15 Cx C(H2C) N(C2) =O .16718558E+5 .59324806E + 6 40044250E + 4 4223

16 Cx* C(H2C%)N(H2) =O .18823508E + 5 .20891518E+7 41640676E + 4 4273

N NH2 17 NH2 C%(=00) —.18009169E +4 .26274665E + 5 .20687339E +4 —.6066
N N 18 N C(H3) C(H3) C%(=0C) —.65533487E + 4 .10121243E +4 .21983610E +4 —.3254
(0 = 19 Ox =C(CN) —.19796001E + 4 .29385040E + S 27269974E + 4 —.3990

NVEAYINAITONOIE V AOSY.LVH SOATIF.LZS
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X=-9,00 Y=10,00 Z=0,00 X=9,00 Y=10,00 Z=0,00

E=-717,2 kJ/mol
Mg2+

X=-9,00 Y=-800 Z=0,00

6. dbra. lzoenergia szintvonalas térkép az Mg?>", N,N,N'N'-tetrametil szukcinimid kolcsonhatasra.
A konformaciot a @gcee=60°, Occce= —90° €s Occco=060" torzios szog értékek rogzitik

tablazat) [54]. A legkisebb négyzetek atlagos eltérése a par-potencialok és az ab initio
szamitasok kozott 14,1 kJmol ™! 259 komplexre (a legnagyobb szamitott kdlcsonhata-
si energia —6754 kJmol '). Ezeknek a par-potencialoknak az alkalmazasa az
N,N,NN'-tetrametilszukcinamidra —717,2 kJmol ' kolcsonhatasi energiat adott (1.
6. abra), mely kozel 4ll az ab initio szamitassal kapott értékhez az ion azonos pozicidja
esetén (—705,2 kJmol 1)

Kovetkeztetés

Jelen tanulmany mutatja, hogy a kivalasztott modell vegyiiletek ionokkal
torténd kolcsonhatasara végzett ab initio szamitasok eredményeit felhasznalhatjuk a
komplexképzo jellemzOk becslésére, mint pl. kolcsOnhatasi energiak és nagy
molekulak komplexeinek szerkezete. Az alkalmazott additiv mddszer a kdlcsonhatasi
energiak nagyon gyors szamitasat teszi lehetoveé (ezredmasodperces nagysagrend), igy
az energia hiperfeliilet analizise ionok ¢s realisztikus ionoféor molekulak
kolcsonhatasara lehetéve valik.
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Osszefoglalas

A kation ligandum kolcsonhatas ab initio szamitasainak eredményeit additiv eljarassal kozelitettiik.
A modell, melyet eredetileg Clementi javasolt viz és nagy molekulak kolcsonhatasanak leirasara, képes Ggy a
hordozo molekuldk komplexeinek a szerkezetét, mind a megfelelé kolcsonhatasi energiakat megjosolni. A
szitkséges paramétereket az ionok és kis modell vegyiiletek kdlcsonhatasi energiainak SCF—LCAO-—MO
szamitasaval kaptuk és ezeket a kolcsonhatasi energidakat egyszert formaju analitikus potencialfiggvények-
kel illesztettiik. Az igy nyert atom-ion par-potencialok atvihetok, azaz a vizsgalt ionok molekulikkal torténd
kolcsonhatasanak energiaminimuma eltér azoktol, melyeket a modell szamitasoknal ezek az analitikus
potencialok helyesen irnak le.

Summary

The results of ab initio calculations on cation-ligand interactions are approximated by an additive
procedure. The model originally proposed by Clementi for the description of the interaction of water with
large molecules enables the preduction of both the structure of complexes of carrier molecules with various
ions as well as the corresponding interaction energies. The necessary parameters were obtained by SCF—
LCAO-—MO computations of the interaction energies of ions with small model molecules and fitting these
interaction energies with an analytical potential function of simple form. The derived atom-ion pair
potentials are transferable, i.e. the energy minimum for the interaction of the investigated ions with molecules
different from those used the model calculations is properly described by using these analytical potentials.
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Bevezetés

A hipotalamusz releasing hormonok nevét, szerkezetét, amennyiben ismertek, és
biologiai hatasukat az 1. tablazat, a hipotalamusz inhibeald hormonok megfeleld
adatait a 2. tablazat tartalmazza. Az elsé hormon, amit hipotalamusz fragmensek bol
izolaltak a TRH [1—3] volt, amit az LH/FSH—RH [4—6] és a szomatosztatin
kovetett [7, 8]. Felfedezésiik ota ezt a harom peptidhormont szamos klinikai [9],
szintetikus [10] és szerkezetvizsgalatnak [11] vetették ala.

Tirotropin-releasing hormon

A TRH (1. abra) izolalasa és szerkezetfelderitése utan tobb peptid-laboratorium
fejlesztett ki szintetikus modszereket az eddig ismert legkisebb peptidhormon és
szarmazékainak eloéallitasara [10]. Példaként itt a KURATH és THOMAS [12] (2. abra)
altal kidolgozott szintézist emlitjik meg. Az aminosavak kapcsolasa hidroxi-
szukcinimid észtereken at tortént.

A Z-L-piroglutamil-L-hisztidil-L-prolinamid hidrogénezése kvantitative TRH-t
eredményez, viszont a Z-L-Pyr-L-His-L-Pro-NH, védett tripeptidet nem szabad
metanolbol atkristalyositani, mivel metanolizis kovetkeztében a Z-L-(O°-metil)-
glutamil-L-hisztidil-L-prolinamid képzédik. Néhany szintézis, amelyek a TRH vagy
szarmazékainak eldallitasat célozzak, azon reakcion alapszanak, melyet KONIG és
GEIGER [13] fedeztek fel: N'-4,4'-dimetoxi-benzhidril-L-glutamir piroglutaminsavva
alakul forré trifluorecetsavban. A mi D-His?-TRH szintézisiink ezt a felfedezést
hasznositja [14] (3. abra).

Annak érdekében, hogy a szerkezet-hatas Osszefiiggéseket kiértékelhessiik a
TRH szarmazékok szintézise [ényeges. A 3. tablazatban néhany di-, tri- és tetrapeptid
TSH-releasing aktivitasa talalhato. A 3. tablazat adataibol latszik, hogy a piroglutamil
csoport helyettesitése altalaban csokkenti a biologiai aktivitast, viszont Gjabb
vizsgalatok azt igazoltak, hogy a O=C—NH—C—C=0 szerkezeti része a
piroglutamil csoportnak mar elegend6 némi biologiai hatas fellépéséhez [25, 26]. Az
egyik legmeglepébb hatas az, hogy az (1-Me-His?)-TRH nagyon kis biologiai hatast
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1. tablazat

A hipotalamusz hormonok neve (roviditésekkel), szerkezete és biologiai hatdsuk

s Szabalyozo

Hormon Szerkezet (javasolt) offelitus

Kortikotropin releasing Ac-Ser-Tyr-Cys-Phe-His-(Asn, Gln)- ACTH* termelés
hormon (CRH) |
-Cys-(Pro, Val)-Lys-Gly-NH,

Sargatest stimulalo (FSH-RH) Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro- FSH* termelés
hormon-releasing hormon -Gly-NH,
Luteinizalo hormon-releasing Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg- LH* termelés
hormon (LH-RH) -Pro-Gly-NH,
Melanocita stimulalo Cys-Tyr-1le-GIn-Asn MSH* termelés
hormon-releasing hormon (MRH)
Prolaktin-releasing hormon (PRH) PRL* termelés
Tirotropin-releasing hormon (TRH) Pyr-His-Pro-NH, TSH* termelés
Novekedési hormon-releasing Val-His-Leu-Ser-Ala-Glu-Glu-Lys- GH* termelés

hormon (GHR) -Glu-Ala (nem igazolt)
Pyr-Ser-Gly-NH,

* A roviditéseket lasd a 2. tablazatban.

2. tablazat

A hipotalamusz-inhibedlo hormonok neve (roviditésekkel) szerkezete és biologiai hatdsa

S Szabalyozo

Hormon Szerkezet (javasolt) offéktus
Melanocita stimulalo Pro-Leu-Gly-NH, MSH* release
hormon release-inhibedlo Pro-His-Phe-Arg-Gly-NH, elnyomasa
hormon (MRIH) Cys—Tyr-‘lIe-Gln-Asn-CXS-OH

l

Prolaktin-release PRL* release
inhibedloé hormon (PIH) elnyomasa
Novekedési Ala-GIy-C{s-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-C}/s-OH
hormon-release GH* release
inhibealo hormon (GIH) elnyomasa

* Az 1. ¢és 2. tablazatban hasznalt jelolések.

ACTH: adrenokortikotrop hormon; FSH: sargatest stimulalé hormon; GH: névekedési hormon
(szomatotropin); LH: luteinizalo hormon; MSH: melanocita stimulalé hormon; PRL: prolaktin; TSH:
tirotropin (tiroid-stimulaldo hormon).

mutat a (3-Me-His?)-TRH hatasahoz képest (I. 3. tablazat), ami valdszinilleg az
imidazol gytiri csokkent pK értékének tudhato be. Sztérikus hatasok és/vagy az
aromas szénatomok elektronsiiriiségeinek valtozasai tehetok feleldssé a Tyr2-TRH és
Tyr(OMe)>-TRH alacsony aktivitasaért a Phe?-TRH hatasahoz viszonyitva. Amint a
Met?-TRH biologiai aktivitasa mutatja a TSH release hatast okozhatjak peptidek,
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melyek a 2-es pozicioban sem aromas sem heteroaromas aminosavmaradékot nem
tartalmaznak. Ha a prolin egyik amid protonjat alkil csoporttal helyettesitjiik, akkor
olyan tripeptid szarmazékot nyerhetiink, melyek TSH-release hatasa akar magasabb is
lehet, mint a TRH hatisa, amint ezt az L-Pyr-L-His-L-Pro-NH-(CH,),-CH,

demonstralja [9, 27—31].

1. abra. A TRH szerkezete (L-piroglutamil-L-hisztidil-L-prolinamid)

O’Q\CO—N
H

CONH3
H- C':H -CO-N
CH»
N
3
N
H

L-Pyr L-His L-Pro
Z4-OH H - OH
DCC/HONSu Na,CO3
Z +-ONSu H—-ONa
z ONa
Z e OH H—- NH2
5 DCC/HONSu NH»
Pd/H2
H 1 NH2

2. dbra. KURATH ¢és THOMAS [12] TRH szintézise

L-GlIn D-His L-Pro
Mbh

z-{oH H-4- OMe
Mbh DCC/HOBt

z OMe
Mbh OH™

y4 OH H NH2
Mbh DCC/HOBt

Z NH2

CF3COOH/anizol

3. dbra. CF;COOH/anizol. VOELTER és munkatérsai D-His?-TRH szintézise [14]

A TRH-t és szarmazékait részletesen vizsgaltak infravoros, tomeg, térdeszorp-
ciés tdmeg [32], proton és szén-13 NMR spektroszkopiaval. Attekintést ezekrél a
vizsgalatokrola [10, 11] irodalmi hivatkozasok adnak. A TRH egyik legelso szerkezeti
modelljét proton NMR vizsgalattal nyerték (4. abra) [33]. A C-terminalis transz amid
proton jele erdsen az alacsony térerds felé tolodott el, ami ezért a hisztidil karbonil

L-Pyr-D-His- L-Pro-NHz

csoportjaval képzett hidrogénhidas kotést valoszindsiti.
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13C-NMR vizsgalatok egyértelmiien igazoltak, hogy a TRH vizes oldatban cisz
¢s transz izomerek elegyébdl all (5. abra). A prolin csoport szénatomjai két jelet
mutatnak a TRH '3C-NMR spektrumaban (6. abra) [10].

Megfeleld kristalyok hianyaban sem a TRH-nak, sem szarmazékainak nem
tudtak meghatarozni a kristalyszerkezetét jo ideig. Ezen a téren az elsé rontgendiffrak-
cios szerkezetmeghatarozas a Phe?-TRH [35] esetében irték le, azeredmény a 7. abran

4. dbra. A TRH modellje "H-NMR vizsgalatok alapjan [33]

3. tablazat

Néhany di-, tri- és tetrapeptid (szarmazék) TSH-release hatasa TRH-hoz viszonyitva, mint 100%,

TRH-hoz viszonyitott

Vegyiilet aktivitas = 100%, Irodalom
L-Glu-L-His-L-Pro-OH inaktiv [3]
y-L-Glu-L-His-L-Pro-OH inaktiv [15]
L-His-L-y-Glu-L-Pro-OH inaktiv [16]
L-His-L-Pro-L-Glu-OH inaktiv [15]
L-Pro-L-His-L-Pro-NH, 0,01 [17, 18]
L-Pyr-L-Arg-L-Pro-NH, 0,05 [17]
L-Pyr-1-Me-L-His-OMe 0,01 [19]
L-Pyr-1-Me-L-His-L-Pro-NH, 0,1 [19]
L-Pyr-3-Me-L-His-L-Pro-NH, 800 [19]
L-Pyr-L-His-OMe <0,001 [19]
L-Pyr-L-His-L-Ala-NH, <0,09 [20]
L-Pyr-L-His-L-1le-NH, inaktiv [20]
L-Pyr-L-His-L-Met-NH, inaktiv [20]
L-Pyr-pD-His-L-Pro-NH, inaktiv [21]
L-Pyr-L-His-L-Pro-OMe 9 [20]
L-Pyr(Me)-L-His-L-Pro-NH, 1,7 [17, 18]
L-Pyr-L-His-L-Pro-NH-CH,-CH, 14 [17, 18]
L-Pyr-L-His-L-Pro-L-Ala-NH, 0,5 [17,:18]
L-Pyr-L-His-L-Pro-Gly-H, 35 [17, 18]
L-Pyr-L-Met-L-Pro-NH, 1 17
L-Pyr-L-Phe-L-Pro-NH, <10 [22]
L-Pyr-L-Tyr-L-Pro-NH, 0,08 [23]

L-Pyr-L-Tyr(OMe)-L-Pro-NH, inaktiv [24]
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CONH2

0
i 1 —CH—E -N “ transz
07 >N7"CO-NH | 5

3 CH2
N
L3
N
H
CONH2 l
a B
0 N CO—NH—(I:H‘%- N 5 cisz
i H,C O
N
4 \
N
H

5. abra. A TRH cisz-transz izomériaja [10]

ﬂl? 7 LI
NV CO—NH—CIH—(Q,O—N -3

0
H
CH 1
i CO-NH2 314
N-g 13
H 75 8} |*
1 15

W

e i + R et
182,10 171,55 136,50 117,40 £0,50 29,45 2450
176,75 132,80 56,65 31,40 2915 2180
174,50 % e 5180 2815

173,80 4790 25,15
47,05

6. dbra. A TRH 22,63 MHz-es pulse Fourier '*C {'H} NMR spektruma (200 mg 1,5 ml D,0-ban); 30 °C;
pulzushossz 10 pus; pulzus intervallum 0,4 s/4 k interferogram, 16 384 akkumulalt interferogram [34]

lathato. Idokozben a TRH [35] és a Thi>-TRH [37] kristalyszerkezetét is meghata-

Egy kozelmultban végzett vizsgalatban a TRH legalacsonyabb energiaju
konformaciojat hasonlitottak ossze az (1-Me-His)>-TRH és (3-Me-His)?>-TRH
peptidben a két gyuru nitrogénen jelentOs negativ toltés van, a C-11 pozitiv toltésu,
ebbol arra kovetkeztettek, hogy a két negativ nitrogén atom segithet a gytriinek, hogy
kozel keriilhessen a receptor elektronakceptor centrumahoz (8. abra) [38].

L
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CH—CO—Pro—NH2

Pyr—NH

8. abra. A TRH lehetséges kozeledése receptoranak pozitiv centrumahoz

Pyr—NH—CH—CO—Pro—NH2
|

9. dbra. A Phe’-TRH aromas részének elektron toltés eloszlasa (alahtzott szamok) és frontalis elektron-
suriisége
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4. tablazat

Osszefiiggés a bioldgiai hatds és az aromds rész orto szénatomjainak frontdlis elektronsiriisége ( [f.ed.Cyris)
kozott a TRH-ra és analdgjaira

(1-Me-His)>-TRH Phe?-TRH TRH (3-Me-His?)-TRH
Biologiai aktivitas (%) 0,04 10 100 800
fed.C 0,0010 0,2160 0,3440 0,6676

orto

A Phe?-TRH orto helyzetli szénatomjanak van a legnagyobb negativ toltése és
ezért alkalmas arra, hogy megtamadja az elektronakceptor centrumot (9. abra) [38].

Emellett egész jo korrelacid van a biologiai aktivitas és az aromas, ill.
heteroaromas orto szenek elektronstirisége k6zott a TRH és analogjai esetében (4.
tablazat) [38].

Luteinizalo hormon/sargatest stimulalo hormon-releasing hormon

Szerkezetigazolasuk utan tobb rogton kilonbozd csoportok dolgoztak az
LH/FSH-RH és szarmazékainak total szintézisén [9—11]. Az LH/FSH-RH ¢és
szarmazékainak szerkezet-hatas Osszefliggésérdl ad attekintést az 5. tablazat. Az
L-Pyr-L-Tyr-L-Arg-L-Trp-NH, FSH-releasing aktivitasara (0,013%) a tirozin ¢és
arginin csoportok jelenléte ad valdszinii magyarazatot. Az erds aktivitasvesztést a
(Des-Leu’)-LH-RH-ban a természetes hormonhoz viszonyitva az ionos mechanizmus
megzavarasa okozhatja, melyet az arginin csoport 0j kornyezete magyaraz. A (Des-
Gly-NH}° Pro-etilamid®)-LH-RH tobbszords aktivitast mutat, mint a természetes
hormon és ezért ez az egyik legérdekesebb eddig ismert LH/FSH-RH szarmazék.

5. tablazat

Peptidek és szdrmazékaik LH és FSH releasing aktivitdsa
(LH/RH = 100%,-ra vonatkoztatva [11])

Aktivitas LH/FSH-RH = 100%-hoz

Yegydist viszonyitva
(Ac-L-Ala')-LH/FSH-RH ~0,25(LH); 0,1 —0,25 FSH
(L-Ala’)-LH/FSH-RH <0,001
(L-Ala*)-LH/FSH-RH S
(L-Ala*)-LH/FSH-RH kis aktivitas
(L-Ala*)-LH/FSH-RH 3—6(LH); 16(FSH)
(L-Ala®)-LH/FSH-RH kis aktivitas
(L-Ala®)-LH/FSH-RH 1
(0-Ala®)-LH/FSH-RH «200
(p-Ala®)-LH/FSH-RH ST(LH); 475(FSH)
(p-Ala®)-LH/FSH-RH ST(LH); 475(FSH)
(0-Ala®Des-Gly-NH,'%)-LH/FSH-RH etilamid 200

5‘
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Aktivitas LH/FSH-RH = 100%,-hoz

Vegyiler viszonyitva
(L-Ala’)-LH/FSH-RH S—6(LH); 3—5(FSH)
(L-Ala®)-LH/FSH-RH . 0,85
(L-Ala'®)-LH/FSH-RH 1(LH)
(L-Ala'®)-LH/FSH-RH 6,0(LH); 3,5(FSH)
(L-Ala*,L.-Phe®)-LH/FSH-RH kis aktivitas
(L-Ala*,L-Phe® L-Lys®)-LH/FSH-RH kis aktivitas
(L-Pyr(I)-Ala?)-LH/FSH-RH 1
(L-Arg?)-LH/FSH-RH <0,1(LH); 0,1(FSH)
(L-Arg?)-LH/FSH-RH ~0,03(LH); 0,01(FSH)
(L-Arg?)-LH/FSH-RH 0,005
(0-Arg?)-LH/FSH-RH >0,05>0,5
Ac-L-Arg-L-Pro-Gly-NH, <0,001 (in vitro)
(L-Cit®)-LH/FSH-RH 6—33
(L-Cit®)-LH/FSH-RH 7,5 (in vivo)
(L-Cha®)-LH/FSH-RH 22,4 (in vivo)
(Dab®)-LH/FSH-RH 2 (in vivo)
Des-(L-Arg®-Gly'%)-LH/FSH-RH <0,01
(Des-L-Arg®-L-Pro”-Gly'®)-LH/FSH-RH inaktiv
(Des-Gly®)-LH/FSH-RH ~S5(LH); 5—7 (FSH)
(Des-Gly'?)-LH/FSH-RH 11(LH)
(Des-Gly'?)-LH/FSH-RH 11
Des-(Gly®-Gly'°)-LH/FSH-RH <001
(Des-Gly-NH, %, L-Pro-OEt°)-LH/FSH-RH 11,5(LH); 6,4FSH)
(Des-Gly-NH,'°..-Pro-NH,°)-LH/FSH-RH < S(LH); 3(FSH)
(Des-Gly-NH,'? L-Pro-n-butilamid®)-LH/FSH-RH 7,2(LH); 4,3(FSH)
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-ciklohexilamid®)-LH/FSH-RH 0,7(LH); 0,6(FSH)
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-dimetilamid®)-LH/FSH-RH 15(LH); 9(FSH)
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etanolamid®)-LH/FSH-RH 100—150
(Des-Gly-NH, "%, L-Pro-etanolamid®)-LH/FSH-RH 210(LH); 220(FSH)
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etilamid®)-LH/FSH-RH 500
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etilamid®)-LH/FSH-RH 120(LH); 158(FSH)
(Des-Gly-NH,'?,L-Pro-etilamid®)-LH/FSH-RH 500
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etilamid®)-LH/FSH-RH 300(LH); 280(FSH)
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-etilamid”)-LH/FSH-RH SSO(LH); 70(FSH)
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-etilamid”)-LH/FSH-RH 300(LH); 280(FSH)
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-etilamid”)-LH/FSH-RH 30(LH); 280(FSH)
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etilamid®)-LH/FSH-RH eros aktivitas
(Des-Gly-NH,'° L-Pro-etilamid” L-Ala®)-LH/FSH-RH 22(LH)
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etilamid® p-Ala®)-LH/FSH-RH 180(LH); 300(FSH)
(Des-Gly-NH,'?,L-Pro-etilamid’,p-Ala®)-LH/FSH-RH 18(LH); 300(FSH)

(Des-Gly-NH, '%,L-Pro-etilamid”’ x-aminoizovajsav®)-LH/FSH-RH 470(LH); 300(FSH)
(Des-Gly-NH,'% L-Pro-etilamid®,p-Ala® L-Phe®)-LH/FSH-RH 27(LH); 30(FSH)
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etilamid?,p-Pro-etilamid ®,b-Ala®,L-Phe*)-

LH/FSH-RH 270(LH); 300(FSH)
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etilamid®,p-Ala® L-1le®)-LH/FSH-RH 160(LH); 350(FSH)
(Des-Gly-NH,'?,L-Pro-etilamid® p-Ala® L-1le®)-LH/FSH-RH 160(LH); 350(FSH)
(Des-Gly-NH,'%,L-Pro-etilamid®,p-Abu®)-LH/FSH-RH 18(LH); 17(FSH)
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-etilamid” p-Nva®)-LH/FSH-RH 90 —400(LH); 160 —290(FSH)
(Des-Gly-NH,'° L-Pro-etilamid” p-Leu®)-LH/FSH-RH 275(LH); 280(FSH)
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-etilamid® p-Leu®)-LH/FSH-RH 5360(LH); 1450(FSH)

(Des-Gly-NH, '°,L-Pro-etilamid®,p-Leu®)-L-Phe®)-LH/FSH-RH 100(LH); 9(FSH)
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Vegyiilet

Aktivitas LH/FSH-RH = 100%-hoz

viszonyitva

(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-etilamid?p-Leu®,L-Ile®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-etilamid®,p-Phe®,L.-Phe®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH, ' %, L-Pro-etilamid®,p-Ser®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH, ' % L-Pro-izobutilamid”)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH, '°,L-Pro-izopropilamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH, ' %, L-Pro-metilamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-metilamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH,'° L-Pro-OMe”)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-morfolinamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-morfolinamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-piperidinamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-propilamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-propilamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH,'°,L-Pro-propilamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH, ' L-Pro-pirrolidinamid®)-LH/FSH-RH
(Des-Gly-NH, ' % L-Pro-pirrolidinamid®)-LH/FSH-RH
(Des-His?)-LH/FSH-RH

(Des-His?)-LH-FSH-RH

(Des-L-His? Des-L-Pro®)-LH/FSH-RH
Des-(L-His?-Gly'®)-LH/FSH-RH
(Des-L-Leu’-L-Arg®)-LH/FSH-RH
Des-(L-Leu’-Gly'°)-LH/FSH-RH
(Des-L-Leu’-L-Arg®-L-Pro®-Gly'°)-LH/FSH-RH
Des-(L-Pro’-Gly'®)-LH/FSH-RH
(Des-L-Pro®)-LH/FSH-RH

(L-Pro')-LH/FSH-RH

(0-Pyr')-LH/FSH-RH

(Des-L-Pyr')-LH/FSH-RH
(Des-L-Pyr'-Des-L-His?)-LH/FSH-RH
Des-(L-Ser*-Gly'°%)-LH/FSH-RH
Des-(L-Trp*-Gly'®)-LH/FSH-RH
(5-F-L-Trp*)-LH/FSH-RH
Des-(L-Tyr*-Gly'°)-LH/FSH-RH
(L-Glu®)-LH/FSH-RH

(L-GIn*)-LH/FSH-RH
Ac-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-NH,
(Ac-Gly')-LH/FSH-RH

(Gly*)-LH/FSH-RH

(Gly*)-LH/FSH-RH

(Gly®)-LH/FSH-RH

(Gly®)-LH/FSH-RH

(Gly")-LH/FSH-RH

(Gly”)-LH/FSH-RH

(Gly®)-LH/FSH-RH

(Gly®)-LH/FSH-RH

(Gly-NHCH,'°)-LH/FSH-RH

[Gly-NH(CH,),-NH, '°]-LH/FSH-RH
(Gly-NMe,'°}-LH/FSH-RH
(Gly-OH'%)-LH/FSH-RH
(Gly-OCH,'%)-LH/FSH-RH

(Gly'%)-LH/FSH-RH

85(LH); 67(FSH)
140(LH); 120 —520(FSH)
10(LH); 10(FSH)
3(LH); 2,8(FSH)
1SO(LH); 100(FSH)
80— 100

47(LH); S6(FSH)
6,2(LH); 2,9(FSH)
20-30

17(LH); 16(FSH)
1,S(LH); 2,(FSH)
200 — 300

SS(LH); 94(FSH)
19(LH); 21(FSH)
70— 80

11T(LH); 92(FSH)
< 0,001

0,001

<0,I(LH); <0,1(FSH)
<0,01

inaktiv

<0,01

alacsony aktivitas
<0,01

~ 1(LH): 0.8(FSH)
0,02(LH); <0,5(FSH)
~ I(LH); 0,6(FSH)
<0,002

inaktiv

<0,01

<0,01

6

<0,01

alacsony aktivitas
8(LH); 6(FSH)

< 0,001 (in vitro)
>0,25(LH); 0,1 —0,5(FSH)
< 0,001

1,5

0,1

0,1 (in vivo)
3(LH); S(FSH)

0,2

0,1

0,2

1,7(LH); 1,.9FSH)
inaktiv

14

0,5(LH); 0,5(FSH)
L4 LH); 1,)(FSH)
0,003(LH); 0,003(FSH)
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Vegyiilet

Aktivitas LH/FSH-RH = 100%,-hoz

viszonyitva

(CH,CH,-C-Gly')-LH/FSH-RH
(Gly'°,Gly?**)-LH/FSH-RH
(Gly'°,Gly'")-LH/FSH-RH
(Gly'°,L-Tyr*L-Trp®)-LH/FSH-RH
(L-Har®)-LH/FSH-RH
(L-Har®)-LH/FSH-RH
(L-Har®)-LH/FSH-RH
Ac-L-His-L-Trp-L-Ser-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-NH,
Ac-L-His-L-Trp-L-Ser-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-NH,
(L-His*)-LH/FSH/RH
(0-His?)-LH/FSH/RH
(3-Me-L-His?)-LH/FSH/RH
(N*-Me-L-His?)-LH/FSH-RH
(N*-Me-L-His?)-LH/FSH-RH
(L-1le?)-LH/FSH-RH
(L-11e®)-LH/FSH-RH
(L-Tle”)-LH/FSH-RH
L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-NH
Ac-L—Leu-L-Arg-L-Pro-Gly—]zlH2
(L-Leu')-LH/FSH-RH
(L-Leu?)-LH/FSH-RH
(0-Leu?)-LH/FSH-RH
(L-Leu??)-LH/FSH/RH
(L-Leu*)-LH/FSH-RH
(0-Leu®)-LH/FSH-RH
(b-Leu®)-LH/FSH-RH
(L-Leu®)-LH/FSH-RH
(L-Lys?)}-LH/FSH-RH
(L-Lys®)-LH/FSH-RH
(L-Lys®)-LH/FSH-RH
(1-Lys®)-LH/FSH-RH
(L-Lys®)-LH/FSH-RH
(L-Lys®)-LH/FSH-RH
(L-Lys®)-LH/FSH-RH
(L-Lys®)-LH/FSH-RH
(Nar®)-LH/FSH-RH
(L-Nle”)-LH/FSH-RH
(L-Orn®)-LH/FSH-RH
(L-Orn®)-LH/FSH-RH
(L-Orn®)-LH/FSH-RH
(L-Orn®)-LH/FSH-RH
(N%-Ac-L-Orn®)-LH/FSH-RH
(N?-Bz-t-Orn®)-LH/FSH-RH
(L-Phe?)-LH/FSH-RH
(L-Phe?)-LH/FSH-RH
(D-Phe?)-LH/FSH-RH
(-Phe?®)-LH/FSH-RH
(L-Phe®)-LH/FSH-RH
(L-Phe®)-LH/FSH-RH
(L-Phe®)-LH/FSH-RH
(0-Phe?)-LH/FSH-RH
(0-Phe?-p-Ala®)-LH/FSH-RH

0,2

0,003(LH); 0,003(FSH)
<0,003(LH); <0,0003(FSH)
0,0003(LH); 0,00015(ESH)
25—-50

21,7

12,6 (in vivo)

0,2

0,2 (in vitro)

<0,05

10,0

1(LH); 1—2(FSH)

6

2

0,03

0,034

45(LH); 33(FSH)
inaktiv

<0,001 (in vitro)
0,003

0,5

>0,01, <0,05
inaktiv

inaktiv

11O(LH); 100(FSH)
90(LH); SOXFSH)
<l

<0,1(LH); <0,1(FSH)
jelentékeny aktivitas
10—30

7,6

11—28(LH); 25(FSH)
viszonylag alacsony aktivitas
alacsony aktivitas
6,0 (in vivo)

15,1 (in vivo)
30(LH); 22(FSH)
6—12(LH); S(FSH)
aktiv

55

2,0 (in vivo)

5,1 (in vivo)

1,1 (in vivo)

4

4—7(LH), 2(FSH)
<0,001

2

=50

42,5 (in vivo)

64

0,0001

0,1
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Vegyiilet

Aktivitas LH/FSH-RH = 100%-hoz
viszonyitva

(D-Phe?-L-Leu®)-LH/FSH-RH
(0-Phe?-p-Arg®)-LH/FSH-RH
(D-Phe?-2Me-L-Ala®)-LH/FSH-RH
(p-aminofenilalanin)-LH/FSH-RH
(p-aminofenilalanin)-LH/FSH-RH
(,L-klorfenilalanin)-LH/FSH-RH
(p-metoxifenilalanin)-LH/FSH-RH
(Pentametilfenilalanin)-LH/FSH-RH
(p-nitrofenilalanin)-LH/FSH-RH
(p-nitrofenilalanin)-LH/FSH-RH
Ac-L-Pro-Cly-NH,
(L-Pro')-LH/FSH-RH
(L-Pro')-LH/FSH-RH
(L-Pro?)-LH/FSH-RH
(L-Pro*)-LH/FSH-RH
(L-Pro*)-LH/FSH-RH
(L-Pro®)-LH/FSH-RH
(L-Pro®)-LH/FSH-RH
(L-Pro”)-LH/FSH-RH
(L-Pro®)-LH/FSH-RH
(L-Pro”)-LH/FSH-RH
(L-Pro'°)-LH/FSH-RH
(L-Pro'®)-LH/FSH-RH
(L-Pyr(3)Ala®)-LH/FSH-RH
L-Pyr-L-Gln-L-Ala-NH,
L-Pyr-L-His-NH,

L-Pyr-L-His-L-Phe-L-Ala-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-NHEt

L-Pyr-L-His-L-Phe-Gly-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-NHEt

L-Pyr-L-His-L-Phe-L-Ala-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Lys-L-Pro-NHEt

L-Pyr-L-His-L-Phe-Gly-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Lys-L-Pro-NHEt

L-Pyr-L-His-L-Phe-Gly-L-Tyr-Gly-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Har-L-Pro-

NHEt

L-Pyr-L-His-L-Phe-L-Ala-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Har-L-Pro-NHEt
L-Pyr-L-His-L-Phe-L-Ala-L-Tyr-Gly-L-Phe-L-Arg-L-Pro-NHEt
L-Pyr-L-His-L-Phe-L-Ala-L-Tyr-p-Ala-L-Leu-L-Arg-L-Pro-NHEt
L-Pyr-L-His-L-Phe-p-Ala-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-NHEt
L-Pyr-L-His-L-Phe-Gly-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-AMT-Me

L-Pyr-L-His-L-L-Pro-NH,(TRH)
L-Pyr-L-His-L-Ser-L-Tyr-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-NH,
L-Pyr-L-His-L-Trp-NH,

L-Pyr-L-His-L-Trp-NH,

L-Pyr-L-His-L-Trp-OH

L-Pyr-L-His-L-Trp-OH

L-Pyr-L-His-L-Trp-OH

L-Pyr-L-His-L-Trp-OH

L-Pyr-L-His-L-Trp-L-Ser-NH,
L-Pyr-L-His-L-Trp-L-Ser-NH,
L-Pyr-L-His-L-Trp-L-Ser-Gly-L-Leu-L-Arg-L-Pro-Gly-NH,
L-Pyr-L-His-L-Trp-L-Ser-L-Tyr-NH,
L-Pyr-L-His-L-Trp-L-Ser-L-Tyr-Gly-NH,
L-Pyr-L-His-L-Trp-L-Ser-L-Tyr-Gly-OH

0,01

0,001

0,0001

0,59

37

inaktiv

24

69

0,01

5

<0,001 (in vitro)
<0,1(LH); <0,1(FSH)
alacsony aktivitas
alacsony aktivitas
alacsony aktivitas
alacsony aktivitas
alacsony aktivitas
alacsony aktivitas
alacsony aktivitas
alacsony aktivitas

45

alacsony aktivitas
0,18(LH); 0,14(FSH)

19

inaktiv

0,01

7,5 (in vivo); 6,04 (in vitro)
5,1 (in vivo); 2,81 (in vitro)
0,6 (in vivo); 0,12 (in vitro)
0,091 (in vitro)

0,0013 (in vitro)

0,0019 (in vitro)

8,1 (in vivo); 1,59 (in vitro)
28,3 (in vivo); 2,13 (in vitro)
0,3 (in vivo); 0,24 (in vitro)
1,5 (in vivo); 1,18 (in vitro)
inaktiv

<0,001 (in vitro)

0,1

inaktiv

inaktiv

<0,0003(LH); <0,003(FSH)
alacsony aktivitas

1

<0,01

inaktiv

<0,001 (in vitro)

0,02

<0,01

<0,0003(LH); <0,0003(FSH)
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Az LH/FSH-RH 'H- és '*C-NMR vizsgalatabol arra az eredményre jutottak,
A 10. abran lathaté az LH/FSH-RH** '*C-NMR spektruma. Cirkularis dik-
roizmus vizsgalatok szintén megerositették, hogy legalabbis pH 7 alatt az LH/FSH-

crer

(pyro)Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH;

luteinezd hormon
kibocsatd hormon

‘Hﬂ

| | | 1 | | | 1 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20
Eqy milliomod rész, kilsé TMS

10. dbra. Luteinizal6 hormon releasing hormon, ppm kiilsé TMS-hez viszonyitva. Az LH(FSH-RH) 50
mg/ml D,0) pulse Fourier '*C {'"H} NMR spektruma; 37 'C, 158 192 akkumulalt interferogram, hasonloan
a [40]-es irodalmi hivatkozasban leirtakhoz

ALA GLY CYS LYS ASN PHE PHE TRP LYS THR PHE THR SER CYS
Trt |Boc Boc |But But (But |Trt
Boc OCH3 Adpoc OH
HAC/HCOOH/H,0
; NH2-NH
Trt |Boc 272 (9.2, 2n) [Boc|But But |But | Trt
Boc NHNH?2 H OH
Azid
Trt |Boc Boc |But But [But [Trt
Boc OH

1. Jo/Methanol-DMF (4:1)
2. HCl (32%, 0°C, N2 s, 8 perc)

l - ]

H-ALA-GLY-CYS-LYS-ASN-PHE-PHE-TRP-LYS-THR-PHE -THR-SER-CYS-0H

11.abra. 1.J, (Metanol-DMF); 2. HC1 (329, 0 “C N, s, 8 perc). A szomatosztatin szintézise 7+ 7 fragmens
kondenzacioval Adpoc védocsoport alkalmazasaval



SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN 73

Szomatosztatin

A TRH-hoz és az LH/FSH-RH-hoz képest izolalasa és szerkezetmeghatarozasa
nehezebb volt [7, 8]. Mind ez ideig csak néhany total szintézist irtak le erre a peptid
hormonra [42—46]. A szintézist, a nemrég kifejlesztett 1-(1-adamantil)-1-metil
etoxikarbonil véddcsoportot (Adpoc, [46]) alkalmazva, mely nagyon kedvezden,
enyhe acidolizissel hasithato, a 11. abran mutatjuk be [47].

'H- és '*C-NMR vizsgalatok alapjan [48] ugy tiinik, hogy a nativ szomatoszta-
tin vizes oldatban konformacios egyensulyban van néhany alacsony energiaji
korformerrel. CD spektroszkopiai vizsgalatok arra utalnak, hogy egy rendezett
szekunder struktura tételezheto fel [49].

Osszefoglalas

Attekintést adunk kiilonbozo hipotalamusz hormonokrol. Réviden ismertetjiik a hormonokhoz
vezetd szintetikus utakat, megemlitve az ujabban felfedezett védocsoport, az 1-(1-adamantil)-1-metiloxikar-
bonil (Adpoc) elényeit. A hipotalamusz hormonok kiilonb6z6 spektroszkopiai vizsgalatanak eredményeit
osszehasonlitjuk.

Summary

A survey of the different hypothalamic hormones is given. Briefly some synthetic routes to the
hormones are discussed mentioning also the advantages of a recently discovered protecting group, the 1-(1-
adamantyl)-1-methyloxycarbonyl (Adpoc) group. The results of spectroscopic investigations with different
methods on hypothalamic hormones are compared with each other.
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PEPTIDEK BIOLOGIAI AKTIVITASAT
BEFOLYASOLO OLDALLANC-FUNKCIOSCSOPORT
KOLCSONHATASOK

BAJUSZ SANDOR

(Gyogyszerkutato Intézet, Budapest, Magyarorszdg )

Bevezetés

A peptidek minden tulajdonsaga az Oket alkotdo aminosavak sorrendjébol
vezethetd le. Az oxitocinnal és a vazopresszinnel kapcsolatos elsé eredmények [1]
mutattak ra arra, hogy nem minden alkotoelem okvetleniil sziikséges. Példaul,
ezeknek a hormonoknak a jellemz6 biologiai tulajdonsagait a 3-as és 8-as helyen levo
Ile/Phe és a Leu/Arg* parok hatarozzak meg (l. 1. tablazat). Az Arg-vazopresszin
viszonylag magas, az oxipresszin gyenge aktivitasabol az kovetkezik, hogy az oxitocin-
szerll (A és B tesztek) szempontjabol az Ile* fontosabb mint a Leu®; a vazopresszin-
szeril tulajdonsagokhoz (C és D tesztek) az Arg® lényegesebb, mint a Phe?.

Ennek megfeleloen a peptidek kiilonb6zo (pl. ezen nonapeptidek az oxitocin-
szerli, vazopresszin-szeri) tulajdonsagait kiilonbozo, természetesen nem okvetlentl
szomszédos, részek halmaza hatarozza meg. Ez teszi lehetové, hogy bizonyos
aminosav-rész(ek) helyettesitésével az eredeti aktivitast meg lehet valtoztatni. Ilyen
valtoztatas(ok) segitségével elonyosebb tulajdonsagl analogokhoz juthatunk, pl. jobb
a transzport vagy kotd tulajdonsag, megnovekedett a metabolitikus stabilitas, stb.
Ezzel kapcsolatban a dezamino-oxitocinnal és a dezamino-vazopresszinnel végzett
korabbi vizsgalatokra utalunk [1]. Ezeket a vegyileteket a nativ hormonokbol
vezették le ugy, hogy a Cys! helyére 3-merkapto-propionsavat vittek a molekulaba,
azaz a terminalis NH, csoportot hidrogénatommal helyettesitették, abbol a célbol,
hogy aminopeptidazokkal, kiilondsen ezeknek a hormonoknak a metabolizmusaban
alapveto szerepet jatszo oxitocinazzal szemben, noveljék a vegyiilet rezisztenciajat.

A 2. tablazat szerint, ez a valtoztatas az uterotonikus és az anti-diuretikus
aktivitast minden peptid esetében megnovelte, de ugyanakkor csokkentette, vagy
valtozatlanul hagyta az eredeti presszor aktivitast. Tovabba, az oxitocin és a Lys-
vazopresszin mammotrop aktivitasat csokkentette, mig az Arg-vazopresszin esetében
lényegesen megnovelte. Ezen kivill a harom peptid anti-diuretikus hatasaban is
kiilonbség mutatkozik. Ugyanis az oxitocin ¢s az Arg-vazopresszin potencialja

* Aminosavak, aminosav részek (tagok) és peptidek roviditése az ITUPAC-IUB Biokémiai
Nomenklatura Bizottsag ajanlasait koveti (Biochemistry 77, 1726 (1972)). Ezen felil hasznalt roviditések:
Boc, terc-butil-oxikarbonil; BZ, benzoil; pNA, p-nitro-fenilamino; Z, benzoiloxikarbonil.
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1. tablazat

Oxitocin, Arg-vazopresszin és két hibrid-peptid* biologiai aktivitdsai

3-as &5 8-as Viszonylagos hatékonysag (%,)"

Peptid pozicioban levo uteroton mammotrop presszor  antidiuretikus
részek & B C D
Oxitocin Ile Leu 100,0 100,0 1,3 1.2
Vazopresszin Phe Arg 3.5 14,2 100,0 100,0
Vazotocin Ile Arg 344 46,7 64,5 58,3
Oxipresszin Phe Leu 4.4 13,3 0,8 7.3

r d
*Kozos szekvencia: H-Cys-Tyr-  -GIn-Asnsn-Cys-Pro-  -Gly-NH,
I 2 3 45 6 7 8 9

Y Relativ hatékonysag, 1007, egység/mg-ban a kovetkezoket jelenti: 450 (A ¢s B), 380 (C) és 429 (D).

2. tablazat

A dezamino-oxitocin és dezamino-vazopresszin relativ aktivitasa a kiindulo vegyiilethez képest®

; ) A 3.as s Bas Hatasaranyok®
Az Osszehasonli- ,, 2 5 :
; Lo helyeken levo uteroton mammotrop presszor  antidiuretikus
tando peptid g i

aminosav rész A B C D
Dezamino-OT/OT Ile Leu 1,52 0,89 077 2,92
Dezamino-AVP/AVP Phe Arg 171 2,60 0,97 3,03
Dezamino-LVP/LVP Phe Lys 2,27 0,55 0,68 1,20

*OT, AVP és LVP oxitocint, Arg-vazopresszint és Lys-vazopresszint jelentenek. A dezamino-
analogok kozos szekvenciaja:

CH,—S Ee—
¥

H-CH-CO-Tyr- -GlIn-Asn-Cys-Pro-- -Gly-NH,
1 2 38 4 5 6 7T 8 9

® Az [1]-es hivatkozasban megadott aktivitasok egység/mg-ban a kovetkezék: OT: 45(A, B), 5(C,
D): AVP: 16(A), 64(B), 380(C), 429(D); LVP: 5(A), 60(B), 270(C), 25D).

lényegesen (300%,-kal) megndtt, mig a Lys-vazopresszin esetében csak kismértékben
valtozott meg (120%)).

Ez azt mutatja, hogy hasonld peptideknél azonos helyettesités a biologiai
aktivitasban eltéro valtozasokat okoz. Ebbdl kiindulva azt kell feltételezniink, hogy az
intra —, intermolekularis kdlcsonhatasok alapveto hatast gyakorolnak a peptideknek
az aminosav részekbodl elére megjosolhatod tulajdonsagaira.

Egy aminosav ,tényleges” hozzajarulasat alig lehet a peptid tervezésnél
figyelembe venni. Annak illusztralasara, hogy milyen gyakran fordul el6 ez a jelenség
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trombin ¢és plazmin inhibitorokkal és igen hatékony enkefalin analogokkal kapcsola-
tos 0 eredményeinket szeretném bemutatni. A trombin és tripszin szubsztratok
korében vegzett szerkezet-hatas Osszefuiggéseket is targyalni fogjuk ebbdl a szem-
pontbol.

A trombin és plazmin inhibitorok

A trombin ¢és a plazmin két rendkivil fontos ,tripszin-szeri’” enzim, melyek a
hemosztazisban jatszanak szerepet. A trombin az oldhato fibrinogént oldhatatlan
fibrin polimerré alakitja at, bizonyos esetekben a plazmin ez utobbit oldhato fibrin
toredckekke bontja fol. Az elso reakcio megakadalyozasa mely igen gyakran sziikséges
a klinikai gyakorlatban, volt természetesen az elsérendi célunk, de a plazmin-fibrin
reakcio késlelteteset is vizsgaltuk. Mindket esetben peptid aldehideket vizsgaltunk,
mivel el6zbleg bebizonyosodott, hogy természetben el6fordulo [2] vagy szintetikus [ 3,
4] peptid aldehidek hatékonyan meg tudjak akadalyozni bizonyos proteinazok, mint a
tripszin, elasztaz és a papain mukodését. A vegyiiletek gatlé hatasa konnyen
megmagyarazhato, ha feltételezziik, hogy a peptid aldehideket ugyantgy mint a peptid
¢sztereket €s az amid szubsztratokat aminosav oldallancuk az enzim aktiv helyére
vezeti, az aldehid csoport az aktiv OH (vagy SH) csoporttal tetraéderes szemiacetal,
egy nem-produktiv atmeneti allapot analog képzodése kozben reagal.

A trombin-fibrinogén reakciot akadalyozo, igen hatékony tripeptid aldehidet
fejlesztettiink ki.

A fibrinogén harom par polipeptid lancbol all, melyeket Aa, Bf és y-val jeloliink.
A trombin a polimerizaciot a két Aa-lanc Arg-Gly kotés hasitasaval inditja be (1. abra),
ezaltal a fibrinopeptid A szabadul fel és a polimerizacio szempontjabol alapvet6 a-lanc
N-terminalisanak Gly-Pro-Arg szekvenciaja felnyilik.

Ps By Py Pyl Py By P Py

Ala...Phe...Gly-Val-Arg- -Gly-Pro-Arg-Val. .. ... Val
1 16 17 610
—fibrinopeptid A—— ——fibrin a-lanc———

1. dbra. A fibrinogén A a-lancanak trombin érzékeny része

BLOMBACK és munkatarsai korabbi megfigyelése szerint [ 5] az Aa-lanc P, P, és
P, alegységeit tartalmazo Phe-Val-Arg-OMe tripeptid nemcsak jo észter szubsztratja
a trombinnak, hanem meghosszabbitja a fibrinogén alvadasi idejét, azaz késlelteti a
trombin-fibrinogén reakciot. DORMAN munkatarsaival [6] az a-lanc szabad tripeptid
fragmensének gatlo hatasat fedezte fel. Ezekbol kiindulva négy tripeptid aldehidet
allitottunk el6 és vizsgaltuk tulajdonsagaikat ([7] és 3. tablazat).

*SCHECHTER ¢s BERGER jelolését hasznaljuk a szubsztratok és inhibitorok alegységeire/részeire
(Biochem. Biophys. Res. Commun., 27, 157 (1967)). Az enzimek ellen-oldalat S, S, S5, S,, stb.-vel jeloljik.
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3. tablazat

Tripeptid aldehidek antitrombin aktivitasa

Relativ aktivitas® Relativ aktivitas®
Inhibitor Inhibitor
A B A B
Gly-Val-Arg-H 1,0 0,1 Gly-Pro-Arg-H 92 1,0
Phe-Val-Arg-H 52 0,6 Phe-Pro-Arg-H 66,6 7.2

A fibrinogén alvadasi idejének megkettézéséhez sziikséges molaris koncentracio a Gly-Val-Arg-H
(1,26 mM; A) és a Gly-Pro-Arg-H (0,14 mM; B) megfelel6 értékeivel dsszehasonlitva.

Nyilvanvaloan Gly- és Phe-Val-Arg-H kevésbé jol gatol mint Gly- vagy Phe-
Pro-Arg-H. Mds szoval trombin stabilabb komplexeket képez a Pro-tartalmu
peptidekkel mint a megfelel6 Val analdég. A Pro szarmazékok trombinnal szembeni
magas aktivitasa azzal a ténnyel magyarazhato, hogy a Pro-Arg rész azonos a masik
két nativ szubsztrat P,—P, alegységeivel, azaz protrombinnal és faktor XIII-mal,
melyben a trombin érzékeny részek az lle-Pro-Arg-|-Ser és a Val-Pro-Arg-|-Gly. Ami
azonban a fibrinogént illeti, az aktivabb prolin analégok az a-lanc N-terminalis
részével hozhatok kapcsolatba, melyet a trombin nem hasit, és éppen a kevésbé
hatékony Gly- és Phe-Val-Arg-H rendelkezik az Aa-lanc szubsztrat fragmensének
P,—P, alegységével (1. abra). A szerkezet-hatas Osszefiiggés felderitése értékes
segitséget nyujtott a Phe-Pro-Arg-H gatlo hatasanak javitasahoz.

Fel lehet tételezni, hogy a hasitas helyének kozelében levé oldallanc részek
vesznek részt az enzim-szubsztrat komplex képzddésben. gy a fibrinogén Val-Arg
vagy Gly-Val-Arg része, azaz a P;—P,—P, alegységek kombinalodhatnak a
trombinban levé megfeleld partnereikkel, azaz az S;—S,—S, alegységekkel, éppen
azokkal, melyek a legkevésbé aktiv Gly-Val-Arg-H kotodésében vesznek részt. A
legaktivabb analdg, a Phe-Pro-Arg-H esetében viszont a Phe-Pro rész a trombin S% és
az S% alegységekkel reagalhat. Ezt a koOlcsOnhatast a fibrinogén kevésbé zavarja,
kovetkezésképpen a trombin-fibrinogén komplex Phe-Pro-Arg-H jelenlétében nehe-
zebben képzodik, mint Gly-Val-Arg-H jelenlétében. Abbol kiindulva, hogy az N-
terminalisnal levé D-aminosav rész a tripeptid aldehidben feltehetden talal egy olyan
trombin alegységet, mely egyaltalan nem vesz részt a fibrinogén kotédésben, és ezért az
enzim-inhibitor komplex fibrinogén jelenlétében is igazan stabilis, elhataroztuk, hogy
D-Ala, D-Val és D-Phe részeket kapcsolunk a Pro-Arg-H egységhez. A megfelelé Phe-
Pro-Arg-H és Phe-Val-Arg-H aktivitasaval Gsszevetett viszonylagos potencialokat a 4.
tablazat tartalmazza.

A tablazat adataibol kittinik, hogy mind a Phe-Pro-Arg-H, mind a Phe-Val-Arg-
H esetében a Phe p-aminosavval torténd helyettesitése a D-Ala, D-Val és D-Phe
sorrendben novelte a gatlo hatast. A gatlas mértéke viszont a szomszédos tagoktol
fiigg. Kiilonosen a D-Ala és a D-Val esetében ugyanis a D-aminosav helyettesités jobban
megnovelte a Phe-Pro-Arg-H aktivitasat mint a Phe-Val-Arg-H aldehidét. Ez
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4. tablazat

Az N-terminalison p-aminosavat tartalmazoé tripeptid aldehidek antitrombin aktivitasa

- Relativ aktivitas® ] Relativ aktivitas®
Inhibitor Inhibitor
A B A B
Phe-Pro-Arg-H 1,0 12,8 Phe-Val-Arg-H 1,0 0,1
D-Ala-Pro-Arg-H 6,9 88,0 D-Ala-Val-Arg-H L 0,1
p-Val-Pro-Arg-H 18,8 2378 p-Val-Val-Arg-H 59 0,5
D-Phe-Pro-Arg-H 109,5 1396.,8 D-Phe-Val-Arg-H 88,0 6,9

* A fibrinogén alvadasi idejének megkett6zéséhez szitkséges molaris koncentraciot a Phe-Pro-Arg-H
(19 uM; A) és a Phe-Val-Arg-H (0,24 mM; B) megfelel6 értékeihez viszonyitjuk.

lényegében véve azt jelenti, hogy a szomszédos Yyy tag jelentds mértékben befolyasolja
az N-terminalis D-Xxx hozzajarulasat a tripeptid aldehid gatlo aktivitasahoz.

A gatlassal osszevetve a trombin katalizalt polimerizacid viszonylag egyszeru
reakcio, hiszen csak egy protolitikus 1épés, az Arg-Gly kotés hasitasara van sziikkség az
egeész folyamat lelassitasahoz (1. 1. abra). Kovetkezo példank, a fibrin (vagy fibrinogén)
plazminnal torténdé lebontasa Osszetettebb folyamat. Ugyanis a plazmin a 362
Arg/Lys-X kotés kozul negyvenet tamad meg a fibrin(ogén)ben. Ezek koziil néhany
kotés mar az elso tiz percben felhasad a lebontas kovetkeztében, a tobbi csak néhany
ora mulva. Azok a kilonbségek, melyeket a peptid kotés plazminnal szembeni
érzékenységében tapasztalunk els6sorban eltérd kitettségitknek tudhatok be, de
bizonyos korrelacio figyelhetd meg a P,—P} kotés hidrolizis sebessége és a P,—P,
alegységek tipusa kozott. Igy pl. a lebontds elsé fazisaban (10 perc) aromas tagok (Phe,
Tyr vagy Trp)és Lys talalhaté a P, ésa P, poziciokban. Mas fragmensekben, pl. a Leu-
Lys -|-Ser, Ile-Lys-|-Ala és Val-Arg-|-Gly részekben a hidrolizis csak kozepes vagy
lasst sebességgel megy végbe. A legutolso fragmens, mely csak kétoras lebontas utan
szakad fel a Gly-Pro-Arg-|-Val rész az a-lancban, melybdl a hatékony trombin
inhibitort, a D-Phe-Pro-Arg-H-t épitettiik fel. Ennek Boc szarmazéka, a Boc-D-Phe-
Pro-Arg-H mind a trombin-fibrinogén és a plazmin-fibrin reakcio erds inhibitora.
Ebbol kiindulva megvizsgaltuk, mik a plazminos fibrin lebontas gatlasanak szerkezeti
kovetelményei.

Olyan Boc védett tripeptid aldehideket allitottunk el6 és vizsgaltunk, melyekben
a lebontas ,korai”, ,kés6i” és ,jigen késOi” szakaszaban megtamadott P,—P, fibrin
fragmenseket Phe-Lys, Leu-Lys és Pro-Arg tagokkal reprezentaltuk. Az 5. tablazat
adatai szerint a Phe-Lys szegmenst tartalmazo aldehidek (I, IT), melyek a plazmin altal
korai” fazisban megtamadott fibrin fragmensnek felelnek meg, a proteolitikus
bomlast jobban tudtak késleltetni, mint az emésztés késobbi fazisaban hasado
szubsztrat fragmens Leu-Lys része (II1, IV). Mégis a Boc-D-Phe-Pro-Arg-H (VI)-nak
volt az aktivitasa a legnagyobb, ennek oka nem lehet egyediil a Pro-Arg rész, mivel a
megfelelé Gln analog (VII) meglehetdsen kis aktivitasa. Ez azt jelenti, hogy a P,—P,
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résznél levo Pro-Arg rész D-Phe jelenlétét kivanja meg a P5-nal, de ez utobbi jelenléte
kedvezotlen Phe-Lys ¢és Leu-Lys mellett.

Abbol a célbol, hogy ezt a jelenséget szamszerl adatokkal is alatamasszuk, csak
egy tagban kilonbozo tripeptid aldehideket valasztottunk ki és Osszehasonlitottuk
hatasukat (6. tablazat). A I/I1, ITI/IV és V/VI peptid parokra kapott potencial aranyok
arra mutatnak, hogy a P5 helyen levé Gln a P,, P, és P, helyeken levd tagoktol
fuggden a b-Phe-hez képest lehet kissé kedvezobb (3,09-szer), sokkal kedvezdbb (1290-
szer) vagy kevésbé kedvezd (20-szor). A III/VIII és V/VII peptid parokra szamitott
aranyokbol a P, helyen levo Pro és Leu tagokra hasonlo kovetkeztetést vonhatunk le.
Arg épp olyan alkalmas lehet, mint Lys, ha a Boc-Gln-Leu mellett helyezkedik el, de ha
Boc-D-Phe-Pro elott van, akkor harmincszor elonydsebb, mint a Lys.

Ennck megfeleléen a tripeptid aldehidek antiplazmin aktivitasahoz valo egyedi
aminosav hozzajarulast mas tagok is befolyasoljak. Ez a tény azt jelzi, hogy az

5. tablazat

A tripeptid aldehidek antiplazmin aktivitisa

No Inhibitor Re]a(?\ll
‘ P.—P,—P,—P,—H potencial®

| Boc-»-Phe-Phe-Lys-H 19,5
11 Boc—Gln-Phe-Lys-H 60,2
111 Boc-»-Phe-Leu-Lys-H <0,01
1V Boc—Gln-Leu-Lys-H 12,9
A% Boc—Gln-Leu-Arg-H 124
VI Boc-p-Phe-Pro-Arg-H 100,0
VIl Boc-—Gln-Pro-Arg-H 4.8
VIII Boc—O-Phe-Pro-Lys-H 3.2

*A fibrin lisis idejének megkettozéséhez sziikséges
koncentraciobol (68 nM) kiindulva a Boc-p-Phe-Pro-Arg-H
aktivitasat 100%-nak tekintjik.

6. tablazat

Tripeptid aldehidek antiplazmin aktivitisaiban bekdvetkezd valtozas, ha X tagot Y-ra cseréliink

Szamok Helyettesités A tanulményozott peptid parok Potencial
az 5. tablazatban X-r6l Y-ra P,—P,—P,—P,—H arany®
I/11 D-Phe Gln Boc-X/Y-Phe-Lys-H 3,09
1/1v D-Phe GIn  Boc-X/Y-Leu-Lys-H 1290
VI/VIl D-Phe Gln  Boc-X/Y-Pro-Arg-H 0,05
11/VIII Leu Pro  Boc-pD-Phe-X/Y-Lys-H 320
V/VII Leu Pro  Boc-GIn-X/Y-Arg-H 0,48
IV/V Lys Arg  Boc-Gln-Leu-X/Y-H 0,96
VIII/VI Lys Arg  Boc-p-Phe-Pro-X/Y-H 31,25

* Az Y-t tartalmazo tripeptid aldehidek potencialjat elosztottuk az X-tartalma megfelelo értékével
(az utobbiak az 5. tablazatban lathatok).
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aminosav épitokovek kolcsonhatnak egymassal. A 6. tablazat adatai alapjan nem
tudjuk kizarni, hogy létezik egy olyan Ac-Xxx-Leu-Lys-H peptid, melynek nagyobb az
antiplazmin aktivitasa, mint a megfelel6 Phe analoge. Ez azt jelenti, hogy nem lehet
valodi szerkezet-aktivitas Osszefiiggést talalni, olyan peptidekre, melyek a kiindulo
vegylilettol tobb mint egy helyen kilonboznek.

Enkefalin analogok

Met- és Leu-enkefalin két opioid peptid, melyet HUGHES és munkatarsai diszno
agybolizolaltak [9] azonos a f-lipotropin 61—65-0s fragmensével, illetve annak Leu®®
analogjaval. In vitro koriilmények k6zott, igy tengerimalac ileumban (GPI) és egér vas
Deferensben (MVD) igazoltak a morfin-szeri aktivitasat (7. tablazat). A morfinnal
ellentétben ezek a pentapeptidek MVD-n nagyobb aktivitast mutatnak, mint GPI-n és
ami a legérdekesebb, nincs analgetikus aktivitasuk. Nem sokkal késébb, tobb csoport
is beszamolt arrol, hogy a S-lipotropin 61 — 69 fragmense az un. f-endorfin, melyet a
pituitariumbol izolaltak, szintén opioid aktivitassal bir, nem csak in vitro, hanem in
vivo is, mivel az egéren analgetikus hatast valt ki intracerebroventikularis (i.c.v.) és
intravénas (i.v.) alkalmazas soran. )

A szintetikus munka elsé célja természetesen az volt, hogy erds analgetikus
hatasu enkefalin analogokat fejlessziink ki.

Ezt [D-Met?,Pro’]-enkefalinamid [15] el6allitasaval értiik el, melynek analgeti-
kus aktivitasa mind a morfinnal, mind a f-endorfinnal nagyobb, és a hatas jelleg a 8-
endorfinéhoz hasonlo, mivel a két in vitro teszten kb. azonos hatékonysagi. Ezt
kovetéen az N-terminalison guanido csoportot tartalmazo peptideket allitottunk
elo [16]. A vegyiiletek kozill néhany alacsony MVD/GPI potenciali, hasonlé a

7. tablazat

Opioidpeptidek és a morfin aktivitasanak Osszehasonlitasa

A MVD* GPI* e RB® iaddh
nre GPI icv. iv.
Met-enkefalin® 78,1 10,4 7.5 0,25 0,02 0
Leu-enkefalin® 128,2 2.1 61,0 — 0,02 0
p-endorfin 17,9 139 1,28 8,0 34,7 42
Morfin 2,03 144 0,14 1,0 1,0 1,0

* In vitro aktivitasokat [10] adatai alapjan szamitottuk, és 10~ °/ICs,M-ben adjuk meg.

® A receptor kotd kapacitast (RB) a morfinéhoz hasonlitjuk.

¢ Az analgetikumokra mért in vivo aktivitasokat az egér farokcsapas teszt (MFT) alapjan mérjiik és a
morfinéra vonatkoztatjuk [12,13].

4 B-lipotropin-(61-65): Tyr-Gly-Gly-Phe-Met.

¢ [Leu®*] -lipotropin-(61-65): Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu.

f B-lipotropin-(61-69).
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morfinhoz. Végiil a ,,C”-terminalison szulfonsav ¢s foszfonsavat tartalmazo analogo-
kat allitottunk el6 [17] abbdl a célbol, hogy enkefalin-szer(i aktivitasi analogokat
kapjunk, azaz olyan vegyiileteket, melyek MVD/GPI aranya nagy.

Ebbdl a munkabdl néhany példat véve, azt kivanom bemutatni, hogy az
oldallancokban és a funkcios csoportokban végrehajtott helyettesitések hogyan
befolyasoljak a kiindulo vegyiilethez képest a biologiai aktivitast.

Foglalkozzunk el0szor D-aminosavat tartalmazo enkefalin anal6gokkal, ponto-
sabban a D-Ala? két kozeli rokon taggal, a D-Nle és a D-Met-tel valo helyettesitésével. A
8. tablazat adataibol kitiinik, hogy ilyen helyettesités a Pro® analégok aktivitasara
nagyobb hatast gyakorol, mint az Nle® esetében. Tovabba, a Pro® tagnak kedvez a b-
Nle? jelenléte, mely alkalmatlan (M VD) vagy inszignifikans (GPI) volt a Nle® esetében.
Az MVD/GPI aktivitas aranyok figyelembe vételével azt a kovetkeztetést lehet
levonni, hogy az aktivitasi képet jobban meghatarozzak a C-terminalison levo Nle és
Pro tagok, és kiilonosen a C-terminalinal a negativ toltés jelenléte ill. hianya mint a 2-es
pozicioban levd D-aminosav. Az 6sszes Nle® analog nagy MVD/GPI aranyt mutatott,
ez a tulajdonsag jellemzd a természetes enkefalinra. A rokon Pro® analogokra sokkal
kisebb érték adodott, de egynél kisebb értéket csak a peptid amidok esetében talaltunk.
Ez utobbi biologiai profil sokkal jobban hasonlit a f-endorfinéra vagy morfinéra, mint
az enkefalinéra.

A C-terminalison Met, Leu és Nva tagokat tartalmazo enkefalin amid
analogoknal ellentétes végkovetkeztetesre jutottunk (9. tablazat). Ugyanis minden D-
Ala? tagot tartalmazo peptid potencialja MVD-n nagyobb, mint GPI-ben, mig a
megfeleld D-Met? analog ellentétes sajatossagu. Ez azt jelenti, hogy a p-Ala?, pD-Met
helyettesités megvaltoztatta ezeknek a peptideknek az aktivitasat.

Ezt kovetden a funkcios csoportok €s az oldallancok kozotti kolesonhatasra
szeretnék néhany példat bemutatni.

Laboratoriumunkban azt talaltuk, hogy az Nle’-enkefalin opioid agonista
aktivitasa lényegesen megnétt, ha a COOH csoportot SO3H vagy PO5H, csoporttal

8. tablazat

Tyr-pD-Xxx-Gly-Phe-Yyy* tipusu enkefalin analogok in vitro aktivitasa

Vizsgalat MvD G 2 wmvp Gpl P wwp opf
s GPI GPI GPI
Xxx? Yyy® Nle Pro Pro-NH,
p-Ala 1 e 654 14 e 14 1 5 070
p-Nle 038 1 462 402 181 32 141 128 079
p-Met 1.7 17 654 241 75 46 117 86 095

*[15], [18—21] hivatkozasok adataibol szamitottuk ki. 10™°/ICs,M egységekben kifejezett, MVD
és GPI vizsgalatokon kapott aktivitasok a D-Ala” analogokra a kovetkezok: 1000,0(b); 15,3(c), 3,6(d); 2,5(¢);
3,7(f) és 5,3(g).
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9. tablazat
Tyr-D-Xxx-Gly-Phe-Yyy-NH, tipusi enkefalin analogok opioid
aktivitasa

_— Yyy$
Vizsgalat .2 Yy Met Leu Nva
MVD i 166,7 11,1 142,9
GPI 20,9 214 40,0
MVD B-Met 35,7 29,1 58,8
GPI 57,6 31,5 90,0
MVD D-Ala 798 5,19 357
GPI D-Met 0,62 0,92 0,65

*[22—24]-es hivatkozisok szerint kiszamitott értékek
107 ¢/1C5,M-ban.

10. tablazat
Tyr-Xxx-Gly-Phe-NH-CH(CH,CH,CH ,CH)-Q* tipus Nle*-enkefalinok relativ in vitro aktivitasa

Vizsgalat MVD GPI
Rtk Q COOH SO,H POH, COOH SO,H PO,H,
Gly 12 1 I* 1 1 1®
D-Ala 20,2 7,6 11,9 il 2,5 78
D-Nle 16,1 20,2 9.8 6,2 6,9 34
D-Met 344 8,6 1,4 9,6 3:2 1,2

* A [17]-es hivatkozas alapjan szamitott értékek.
*~% A Gly? anal6gok 10~ ¢/ICs,M egységben kifejezett aktivitasai: 48,5(b); 235,9(c); 431,0 (d); 2,7(e);
17,0(f) és 7,8(g).

helyettesitettiik. Mint ahogy a 10. tablazatbdl lathato, a Gly? tag p-aminosavval valé
helyettesitése a hatast tovabb novelte. A relativ potencialok Osszevetése szerint viszont
a harom legaktivabb vegyiiletben kiilonb6z6 sav csoport és D-Xxx? tagok vannak.

Ennek az az oka, hogy a COOH csoport akkor kedvezobb, ha a p-Nle vagy D-
Ala helyett a 2-es helyen D-Met van. Az SO5H csoport viszont D-Nle?-vel kombinalva
elénydsebb, ugyanis a D-Ala’? és D-Met? analogok csak fele olyan aktivak. A
legaktivabb PO3H, végcsoporti szarmazék p-Ala? tagot tartalmaz. A rokon D-Met?-t
tartalmazo ilyen tipusi szarmazék hatékonysaga a megfeleld Gly? analoggal
Osszemérheto.

Mas kisérletek szerint [16] a peptidek in vivo aktivitast az alkalmazasi
koriilmények is befolyasoljak. A 11. tablazatban négy igen hasonlo peptid analgetikus
hatasat tiintettik fel. A p-Met-tel szomszédos Tyr amidinalasa kozponti (i.c.v.)
adagolas esetében sokkal jobban megnovelte az analgetikus aktivitast, mint i.v.

6*
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11. tablazat

Tyr-pD-Xxx-Gly-Phe-NH, és (H,N),C " -Tyr-p-Xxx-Gly-Phe-NH, tetrapeptidek analgetikus aktivitasanak
Osszevetése morfinnal molaris alapon (= 1)

: . L.
-D-XXX- LeV. LV. -
Lv.
Tyr-pD-Met-Gly-Phe-NH, 10,5 (1,0 2.2. i(1:0) 5.5
(H,N),C*-Tyr-p-Met-Gly-Phe-NH, 210,0 (17,3) 44 (20 47,7
Tyr-p-Nle-Gly-Phe-NH, 16,4 (1,0) 1,2 (1,0 13,5
(H,N),C"-Tyr-p-Nle-Gly-Phe-NH, 20,0 (1,2) 7,95 (6,6) 2.5

2 A patkanyfarok-csovalas teszttel mért értékek intracerebroventikularis (i.c.v.) és intravénas (i.v.)
injekcio esetében. A megfeleld amino-terminalis analogokkal Osszehasonlitott potencial ardnyokat
zarojelben tintettiik fel.

injekcio esetén. Ezzel szemben, a D-Nle taggal szomszédos ugyanilyen valtoztatas
hatarozottan novelte az i.v. hatékonysagot, de az i.c.v. aktivitast gyakorlatilag nem
valtoztatta meg.

Altalanosan elfogadott, hogy a peptidek kozponti idegrendszeri aktivitisa —
metabolikus instabilitasuk kovetkeztében — kozponti adagolasnal magasabb, mint
szisztematikus alkalmazasnal. Ebben az esetben azonban nem tudjuk ily modon
megmagyarazni a kilonbséget, hiszen a kérdéses peptidek szerkezetileg igen
hasonloak. Sokkal valoszinlibb, hogy az i.c.v./i.v. hatas aranyokban mutatkozo
kiilonbségek a peptidek az injektalas helyétol a receptor(ok)hoz vald eljutasi
képességben kiilonboznek.

A peptidek nagy aktivitasa szamos tényez6tol, nemesak a receptor(ok)kal valo
kolcsonhatasi képességtol fugg, igy kilonbozd karrierekkel, membranokkal lép
kapcsolatba a peptid a szallitas soran, azonkiviil, hogy ellenallonak kell lenni
enzimetikus lebontasokkal szemben.

Tripszin és trombin szubsztratjai

A peptid-fehérje kolcsonhatasok kozill a proteolitikus 1épést tekinthetjiik a
legegyszeribbnek. ElGszor a szubsztrat molekula az enzimhez kapcsolodik, ezt
kovetoen egy adott peptid kotés felhasad, majd a szétszakadt termékek eltavoznak az
enzimtOl, ezaltal egy masik szubsztrat molekuldnak adjak at a helyet. Konnyen
mérheto kinetikus allandok, mint a k,, ¢és a k., kapcsolatosak ezzel az eseménnyel. Az
1/k,, az affinitassal, azaz a peptid kot6 képességével kapcsolatos, k., pedig a hidrolizis
sebességével. Mivel ez utobbi a hasitast és a disszociacios [épést is magaban foglalja,
mondhatjuk, hogy k., tobb eseményt ir le, mint k,,.

Az oldallancok kolcsonhatasanak bemutatasa céljabolilyen viszonylag egyszeri
rendszerben, 12 acil tripeptid p-nitro-anilidet, mint a tripszin, illetve trombin
szubsztratjat hasonlitjuk Ossze. Erre a célra csak egy valtozot tartalmazo peptid
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12. tablazat

A P,—P,—P,—Arg—pNA kinetikus paramétereinek valtozasa a P3 helyen a Pro, illetve Val-lal torténé
helyettesitése kovetkeztében

IR ¢ 1K koo : by

No. P4 P3 Pz N . 5 5 s .

Tripszin Trombin Tripszin Trombin

| Bz Leu Pro/Val 1,93 091 1,27 7,50
11 Bz Val Pro/Val 117 1,02 171 9,99
111 Bz Ile Pro/Val 0,96 1,90 3,65 315
v Bz Phe Pro/Val 0,78 3,00 0,75 0,40
v Z Phe Pro/Val 0,69 3,70 1,79 12,67

*A [26]-0s és [27]-es hivatkozasokbol vettiik az adatokat.

13. tablazat

A P,—P;—P,—Arg—pNA kinetikus paramétereinek valtozasa annak kovetkeztében, hogy a P4 helyen
levé Phe tagot alifis aminosavakkal (Xxx) helyettesitjik

UK ¢y  _: B

No. P, P, P, - : R, o ;
Tripszin Trombin Tripszin Trombin

1 Bz Phe/Val Pro 0,65 2,18 2,68 2,12

11 Bz Phe/Val Val 0,97 0,74 6,08 54,46

111 Bz Phe/lle Pro 0,79 2,52 0,96 1,55

v Bz Phe/lle Val 098 1,60 4,65 12,34

\% Bz Phe/Leu Pro 0,81 1,26 1,38 2:33

VI Bz Phe/Leu Val 2,00 0,38 2,33 44,04

*[26] és [27] alapjan szamitott.

parokat, A—X—B ¢és A—Y-—B valasztottunk. A kinetikus allandok aranya
nyilvanvaloan akkor azonos, ha az X és Y oldallancok tulajdonsagat A és/vagy B nem
befolyasolja [25]. Megfelel6 kinetikus allandokat a [26]-0s és [27]-es hivatkozasokbol
vettik.

A 12. tablazat 6t olyan peptidpar adatait tartalmazza, melyeknél a P,—P;—
P,—Arg-pNA vegyiiletben Pro, illetéleg Val tag talalhato a P, helyen. Ebben az
esetben figyelemmel tudjuk kisérni, hogy a helyettesitést milyen mértékben befolya-
soljak szomszédos alifas, illetoleg aromas tagok. Lathato, hogy az 1/K,, allandoban a
valtozas meglehetdsen kicsi, kiilondsen a kevésbé specifikus tripszin enzim esetében.
Nagyobb eltéréseket figyelhetiink meg a k., értékek aranyaban, kilonosen a
specifikusabb trombin enzimnél. A két szélso érték, 0,40 és 12,67 az utolso oszlopban
talalhato.

Hasonlo kinetikus paraméter valtozasokat mutatunk be a 13. és 14. tablazatok-
ban, ahol a Py, illetve P, helyettesités hatasat vizsgaltuk. A P;-nal levo Phe tag alifas
tagokkal valo helyettesitése (13. tablazat) — egy kivételtdl eltekintve — a peptidek
tripszinnel szembeni aktivitasara az elobbiekhez hasonlo hatéassal van, de a k,,, értékek
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14. tablazat

A P,—P,—P,—Arg-—pNA kinetikus paramétereinek megvaltozasa a Bz-rol Z-re torténd helyettesités
kovetkeztében a Pj helyen

/Ko : 1/K3 kew : ke
P, P, P, =y x — :
Tripszin Trombin Tripszin Trombin
Bz/Z Phe Val 0,73 (0,85) 1,74 (1,08) 1,55 (0,26) 10,65 (1,19)
Bz/Z Phe Pro 0,82 (0,84) 1,41 (1,05) 0,65 (0,48) 0,33 (1,13)
Bz/Z Lys Pro 0,12 (0,70) 0,24 (1,08) 0,19 (0,44) 292 (1,25)

* A [26] és [27] hivatkozasokbdl vett, illetve szamitott adatok.

ebben az esetben jelentdsen eltéroek. A 14. tablazat tantsaga szerint bizonyos
esetekben azonos szubsztiticioval még a tripszinnel szembeni affinitast is sikerdlt
megvaltoztatni.

A zardjelben levd aranyokat regresszios analizissel a kinetikus allandokbol
szamoltuk ki.

Az a tény, hogy ezek a zardjelben levo értékek gyakorlatilag megegyeznek arra
utal, hogy ilyen matematikai eljarasok el tudjak tiintetni az oldallanc kdlcsonhatasok-
nak a vizsgalt paraméterekre gyakorolt hatasat.

Kovetkeztetések

A fenti példak azt mutatjak be, hogy a biologiailag aktiv peptidekben az
oldallancok és a funkcids csoportok kolcsonhatasban vannak. Ezt a jelenséget nem
lehet figyelmen kiviil hagyni akkor, amikor (természetes) peptidek kiilonosen hatékony
szarmazékait keressiik, vagy szerkezet-hatas Osszefiiggést kivanunk felallitani. Az
oldallancok vagy az oldallancok és a funkcios csoportok kiilonb6zé kombinalasa
sziikséges, ha a peptid tulajdonsagait, pl. a transzport tulajdonsagat, vagy bizonyos
receptorhoz vald kotddését probaljuk javitani, mely természetesen a peptid és egyéb
molekulak kozotti kiilonféle kolcsonhatasokat foglalja magaban. A szerkezet-hatas
Osszefliggések Osszetettsége miatt, a killonosen hatékony peptidek kifejlesztése nem
»igazi tervezés”, hanem inkabb egy ,,valtoztass és probald ki” eljaras, melynek soran
célunk az optimalis szerkezet felkutatasa. Ez az eljaras természetesen ido és
munkaigényes, és nemcsak logikara, hanem Otletre és szerencsére is sziikség van.
Ahhoz, hogy elére megjosolhatd tulajdonsagh peptidet tervezni tudjunk olyan
korszerti matematikai modellre van sziikség, mely az egyes tagok és az oldallancok
hozzajarulast is figyelembe tudja venni.
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Osszefoglalas

Szamos jelentés biologiai hatasu peptidet (elsosorban enzim inhibitorokat és opioid peptideket)
vizsgaltunk. Bizonyos szerkezeti valtoztatasnak a biologiai aktivitasra gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk,
ennek soran az oldallancok ¢és a funkcios csoportok kozott kolesonos fiiggoseget allapitottunk meg. Egyedi
tagok kicserélése soran észlelt biologiai aktivitas valtozast ugyanazon molekula mas részén végrehajtott
egyidejit modositas jelentésen befolyasolta. Kovetkezésképpen a tobbszoros kémiai valtozasok nem irhatok
le egyszeriien az egyedi valtoztatasok oOsszegzésével. Olyan matematikai elemzés, mely az oldallanc
kolesonhatasat figyelmen kivil hagyja, helytelen eredményhez vezethet.

Summary

Several peptides having considerable biological potency (mostly enzyme inhibitor and opioid
peptides) were examined. Upon studying the influence on biological activity of certain structural
modifications, interdependence has been observed among the side chains and functional groups. Namely, the
influence of replacements of individual residues on the biological activity has been found considerably
altered by simultaneous structural transformation(s) of other part of the same molecule. Consequently, the
net result of multiple chemical modifications is not simply the sum of the individual effects. Mathematical
analyses which disregard the effects of side chain interactions, i.e. based upon the additivity of analyzed
parameters, may result in misleading conclusions.
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MODELLREAKCIOK ELEKTRONIKUS, SZTERIKUS
ES EGYEB EFFEKTUSOK TANULMANYOZASARA
A NUKLEINSAVAK CIKLOADDICIOS REAKCIOIBAN

HEINRICH W AMHOFF

(Institut fur Organische Chemie und Biochemie der Universitdt Bonn,
Gerhard Domagk Strasse 1, D-5300 Bonn I, NSZK)

A nukleinsavak fotokémiaja

rendkivil érdekes kutatasi teriilet, mely az utobbi években nagy figyelmet keltett
ktlonosen a (bakterialis) DNS in vivo és in vitro fotoinaktivacidja [2], a rovid
hullamhossz UV-fénnyel valo besugarzassal torténd reaktivalas [3] és a gyorsan
fejlodo fotokemoterapia tertiletén [4].

A fotokémia elsd torvényének megfeleléen (Grotthus—Draper-elv) csak az
abszorbealt fény képes fotokémiai effektusokat kivaltani. Igy kiindulasképpen az 1.
abran az uridin, timidin és citidin [5] nukleozidok, valamint Osszehasonlitasképp
alapvegyiileteik, az uracil, timin és citozin és alkil szarmazékaik [6], az 1,3-dimetil-6-
azauracil [7] UV-abszorpcioit tiintettiik fel.

A 6 heterociklusos kromofor miatt az abszorpcio értékek nagyon hasonloak, és
kovetkezésképp az N,N-dimetil szarmazékok eredményeit jol lehet alkalmazni a
nukleozidokra. Ezek az N,N-dimetil szarmazékok ezért értékes modellvegyiileteknek
tekinthetok, melyeknek megvan az a nagy elonyiik, hogy sokkal oldékonyabbak
kozonséges szerves oldoszerekben, mint a szubsztitualatlan pirimidinek (pl. 1,3-
dimetil-uracil=,,1,3-DMU?”).

Ezek a pirimidinek az UV-fény abszorbealdo kromoforjainak kovetkeztében
konnyen lépnek fotokémiai reakcioba, azaz ciklobutan tipust dimerizacioba, amint ez
a 2. abran lathato.

A DNS fotokémia legjelentosebb eredménye a timin dimer izolalasa és
azonositasa (BEUKERS és BERENDS) és a sztereokémia megallapitasa egy jégmatrix [8]
UV besugarzasaval (WANG), mely szerint a termék syn-fej-fe;.

Oldatban viszont a dimetiltimin fotodimerizacioja a négy vart cisz-dimerhez
vezet [9]. SOt, a timin dimer besugarzasa hatasos hasadashoz vezet a gerjesztofény
kilonleges hullamhossza miatt, hullamhosszfiiggd fotostacionarius allapot érheté el. A
fotostacionarius hanyados a dimer oldalon van, 260 nm alatti hullamhosszaknal, ahol
a dimer kezd abszorbealni [2a, 3]. Ilyen monomerizaciok felelosek a jol ismert,
elézetesen UV-fénnyel karositott mikroorganizmusok fotoreaktivalodasaért [1, 3].
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HOHzC o HOH2C ¢ HOH,C o)
H H H H H
H H H H H H
OH OH OHH H (OH
Uridin (RNS) Timidin (DNS) Citidin (RNS/DNS)
262 (4,00) 267 (3,98) 271 (3,96)
0 0 NH2
7) Ty £
N N )\N
o) H 0 H Y H
Uracil Timin Citozin
259 (3,91) 265 (3,90) 267 (3,78)

F
Modell vegyliletek: e

0 0 0
CH
HaC-N H3C-N 2 H c—N)H
ﬁﬂ ﬁT i
0PN 07N o NN
CH3 CH3 CH3
266 (3,93) 270 (392) 263 (4,57)

1. dbra. UV-abszorpciok ésszehasonlitasa

Pirimidin dinukleotidok fotokémiajanak szimulalasara néhany timin dinukleo-
tid analogot az 1,1'-, 3,3, 1,5- és 1,3'-poziciokban polimetilén lancokkal, mint
szintetikus tavolsagtartokkal osszekOtve allitottunk el6 és besugaroztunk. A 300 nm-
nél torténd fotolizis bisz-timin analdghoz vezetett. Sztereokémiai kontrollal az
intramolekularis dimerizacio cisz-sziin-transz-anti, €s cisz-anti ciklobutan termékek-
hez vezetett [10], Erre a reakciora néhany példat a 3. abran mutatunk be.

Utobbi idoben az S-alkiluracilokbdl levezethetd kvazimetaciklofanok elegans
szintézisét irtak le az 1,1'-trimetilén-bisz(5-alkil)-uracilok ciklobutan fotodimerjeinek
Osszekapcsolasaval, valamint a 3,3’ helyzetben is trimetilén lanccal és azt kovetden a
kozponti ciklobutangytri fotolizisével 254 nm-en [11].

E pirimidin bazisok nagy reaktivitasa miatt az uracil és 1,3-DMU fotocikloaddi-
cioja alkénekre jO terméssel megy végbe [12] (1. 4. abra).

Ilyen (2 + 2) cikloaddiciok még 5-(n-propil)uracillal és -uridinnel is lejatszodnak
egy Norrish I féle hasadasnak (,,dezalkilezd cikloaddici6”) megfelelé atmeneti
terméken keresztiil [13] vagy Norrish 11 féle etilacetat hasadas utjan [14].

Az 13-DMU és viniléterek vagy keténacetalok aceton-szenzitizalt UV-
besugarzasa ciklobutan tipusu fototermékekhez vezet regiospecifikus reakcioban és
nagy hozammal [15], hasonlé (2 + 2) cikloaddiciot ciklohexénre irtak le [16].
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4. abra. Intermolekularis fotocikloaddiciok

Tovabbi, az uracil reagal Gigy a Paterno—Biichi-reakcioban aceton jelenlétében
[17], mind cikloaddicios reakcioban vinilénkarbonattal, a termék kitliné kiindulasi
anyaga az 5-formilmetil-uraciloknak, melyeket bazikus fragmentacioval lehet el6alli-
tani [18].

Dibrommaleinimidek mint fotociklofilek

néhany uj, sokoldalu fotociklofil spec1alls fotokémiai és termikus modellreakcmaval
foglalkozik. Az elsé tipust a dihalomaleinimidek képviselik (,DXMI”; X=Cl:
»DCMI”; X=Br: ,DBMI").

Az 5. abra néhany spektroszkopiai és emisszios adatot mutat be [19]; ezeknek a
DXMI vegyiileteknek legalabbis a dimerizacios reakciojat[20], ami cisz-anti-cisz
sztereokémiaju dimerek keletkezéséhez vezet, az exciplex intermedier feltételezésével
lehet magyarézni

crer

szubsztitucio hatasara a ciklofil viselkedés Jelentosen megvaltozik. A 6. abran feltlrol
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o X | R
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DIMI | 242 (4,14 333 (3,56) 7%,5 56,0 20,5
0
Cl
0 1 o jQ‘H
cl by |G i
| T == | N | == ['‘oom*0CMil] =—=
Cl Cl
0 0 Exciplex

SCHARF et al. 1970, 1973

<> RT®
(4+2+6)

0]

:Zo

0

5. dbra. Dihalogén-maleinimid

e .4
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I
i

RES e
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H
R
R 0:>140° :(
hv Clcl
R RI R>150° Cl RN (A>313 nm) (242=4)
- - R (0}
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Y
0
hv R-H j:zv —— j:i
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P Q e
(2+42+4) hv
(4+2-+6) D) i
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6. abra. MA, M1, DXMA és DXMI mint (4 + 2)- és (2 + 2)-cikloolefinek
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7. dbra. Altalanos reakcioséma

lefelé a Diels—Alder reaktivitas csokken a fotoindukalt (2 + 2)-cikloaddicio javara [21,
227]. Ha a szubsztrat konnyen eltavolithatdo H-atomokat hordoz, akkor ezeken feliil
mas fotoszubsztituciot is észleliink.

A kovetkezo abran (7. abra) a DXMI-re altalanos reakciosémat mutatunk be
kilonbozo aromas vegyiiletekre. Ez a fotoreakcio dimer DXMI vegyiilethez, dimer
szubsztrathoz, fotoszubsztitualt termékekhez és (2 + 2)-cikloadduktokhoz vezet [22].

1,3-DMU besugarzasa DXMI jelenlétében (2 + 2)-cikloaddicios, 1:1- és 2:1
fotoszubsztitucios termékekhez vezet [23]. Mégis még érzékenyitok hozzaadasa utan
is a dihalomaleinsavanhidridek ném mutatnak ciklofil aktivitast; helyette csak egy 2: 1
bisz-alkil terméket lehet izolalni [23] (8. abra). A spektroszkdpiai adatok cisz-anti-cisz
anellaciot igazolnak.

A megfelelé 1,3-dimetil-6-azauracil siman addiciondl DBMI-t a C=N
kettdskotésre (ismeretes, hogy ez sokkal kevésbé fotoreaktiv [24]), mig az aceton mind
oldoszerként, mind érzékenyitoként is hat [25]. Ez az utobbiidoben felfedezett konnya
(2 + 2)-cikloaddicio fenil-szubsztitualt DCMI-vel [26] is lejatszodik, ami figyelem-
remélto. JOl ismert [15, 27], hogy a 6-azatimin és 6-azauracil, melyek beépiilnek a
bakterialis DNS-be, novelik az UV-fénnyel szembeni ellenallast a gyenge cikloaddicios
hajlamuk miatt.

A DXMI uracilra torténd fotocikloaddicios reakcioiban a szubsztituens
effektusokat is tanulmanyoztak. Hosszu hullamhosszu UV-fény cisz-anti-cisz és cisz-
szin-cisz-(2 + 2)-cikloadduktokat, 1,3-dimetiltimint szolgaltat 2,5: 1 [26] aranyban és
semmi alkil terméket (9. abra).
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9. dbra. Szubsztituens effektusok
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Viszont az 1,3,6-trimetiluracil a szabad és reaktiv 5-0s helyzete miatt majdnem
1:1 aranyu alkil terméket ad (2 + 2)-cikloaddukt nyomok mellett. Meglepé modon az
1,3,5,6-tetrametiluracil egy cisz-anti-cisz kapcsolodast (2+ 2)-cikloadduktot ad.
Sztérikus effektusok uraljak mind az iranyitast, mind az anellacié sztereokémiajat.
Ezek az eredmények jo 6sszhangban vannak az uracil fotodimerizaciojanal megfigyelt
[28] szubsztituens hatassal.

A 10. abra a DXMI és DXMA néhany hasonlo reakcidjat korvonalazza az N-
fenil-heterociklusok ,,anellacios fotoszubsztitucidjara” [22,29] és a benzolra torténd (2

0 0
X X
| 0 | NR
X X
0 0

INU
>

e :
Q = L Z —
0

0
Matsuo, Mihara 1972/1975 Bryce-Smith, Gilbert et al. 1970-1975 wambhoff et al.1979,1980

10. abra. A D(X)MI és D(X)MA hasonlosagai

: o 0 0 O RR O
CN h :
| hre + k)‘] O 1 O 1 Wr + RN N-R?
R N A>313 nm HaC .
| 19-40 6ra -
0 CHs aceton CHs © ¢ RED
(MS) fotermeék
0] ‘ A .0
HyC-N ¢ = R=H, CHj3
kN : e e R'=H, CH;,
e
CHy * O

Wamhoff, Tessmer 1981
11. abra. Egyszert maleinimidek
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+ 2)-fotocikloaddiciora [30] valo tekintettel. A DXMI és DXMA teljesen eltérd
fotokémiai viselkedése az 1,3-DMU-val szemben ezért nehezen értheto.
Szubsztitualatlan maleinimidek vagy 3,4-dialkilmaleinimidek képesek ugyan
fotoreakciora, de csak gyenge hozammal (11. abra).
(2+ 2)-cikloadduktok mellett, dimer maleinimideket izolaltak fotermékként.
A tomegspektrometria Paterno—Biichi adduktokat mutatott ki nyomokban (1. 11.
abra).

A fotokemoterapia modellvegyiiletei és modellreakcioi

A szubsztitualatlan maleinimidek utobbi fotoreakcioi uracillal értékes elso
lépést jelentettek 1j, ilyen tipust bikromoféros molekulak felé, melyek potencialis
psoralén tulajdonsagokkal rendelkeznek.

A psoralének a heterociklusos 7H-furo[3,2 -g]benzopiran-7-on (furo[3,2 -
glkumarin) vazas vegyiiletekhez tartoznak, néhany koziilik fotoszenzitizalo agens.
Ezeket a vegyiileteket, mint hatékony bor fotoszenzitizal6 agenseket a régi egyiptomi-
ak ismerték fel, akik ezt tartalmazé gyimdlcs és magkivonatokat alkalmaztak
szazadokig a vitiligo [32] kezelésére.

Besugarozva 365 nm-en a psoralének kovalensen kapcsolodnak a nukleinsavak
pirimidin bazisaival (I. 12. abra) és ugy mono-, mint bisz adduktok is ismeretesek [33].

Keresztkotéseket is megfigyeltek a DNS szalak kozott, ha a psoralének, bivalens
agensként mikodve két kiilonb6zé DNS szal pirimidin bazisait 6sszekotik a kettds
hélixben [34].

=N "Methoxsalen”
I F l "Trioxsalen”
0 00 0 00 rioxsa

OCHs
0
hv HN)E
A=365nm | Ay
H
9 CHj 9 CHj 0 0.0
HN R HN
o)\N 0 0o % o)\N Z
H H
H 0]
Osgpbhegd HNANNH  Musajo et ol 1962-1970
H3C H o Dal’Acqua etal. 1968
CH3 Pathak, Kramer 1969
| g | Bevilacqua, Bordin 1973
0 0770 0”0

12. dbra. Psoralének fotocikloaddicioi
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Az utolso évtizedben a psoralének (kiilondsen a gyogyszerkeént alkalmazott 8-
metoxipsoralén =,,methoxsalén, trioxsalen”) figyelmet keltettek, mint fotokemotera-
pias szerek, foleg a psoriasis kezelésében értek el jo eredményeket [4, 35]. Jollehet,
ezeknek a DNS-sel és RNS-sel torténd fotoreakcioknak a biologiai velejaroi még nem
egészen tisztazottak, egy kovetkezmény az lehet, hogy az emberi brben az epidermalis
DNS szintézist gatoljak [36].

Ezért nem meglepd, hogy az érdeklodés 0j bifunkcionalis és hatékony psoralén-
analog tulajdonsagu fotociklofilek keresése fel¢ fordult, a probléma megoldasara elso
probalkozast a 13. abran lathatjuk.

-k ID_ tavolsagtarté i fN
kN csoport N

| l '
N/j:D_ tavolsagtartd j‘
L N csoport ’]‘

0 0,
. e tavolsagtartd | | % X=H, Cl, CHj3
X o X tavolsagtartd | _ —(CHo)o 2—
0 csoport = 22,37

~O)-, direkt

wWamhoff, Tessmer 1981

13. dbra. Uj psoralén analogok, mint modellvegyiiletek

Egy ilyen psoralén-analog modell vegyiletnek két hatékony fotociklofil
centrummal kell rendelkeznie, melyeket egy megfelelé tavolsagtarto (spacer) csoport
kot Ossze. UV-besugarzasra kettds (2+ 2)-fotocikloaddicio jatszodik le, s egy
psoralénszeri interkalacios addukt keletkezik.

A DXMI-vel sikeres fotoreakciok alapjan megprobaltunk uj bisz-maleinimide-
ket kifejleszteni megfeleld szubsztitualt maleinsavanhidridek és a—w-diaminok
reakcidjaval [37]. De ugy az eddig szintetizalt bisz-DXMI, mint a bisz-MI vegyiiletek
nagyon oldhatatlannak bizonyultak a fotokémiaban altalaban hasznalt oldoszerek-
ben, nagyon zsufolt polaris csoportjaik miatt. De legalabb egy esetben sikeriilt 1: 1
fotoadduktot kimutatni a bisz-MI és 1,3-DMU kozott tomegspektrometria segitségé-
vel [31]. Tovabbi munka folyik ebben az iranyban kevésbé polaros bikromoforok
alkalmazasaval.
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Fotoreakciok 1,3,4-oxadiazolokkal

1,3-DMU-val a 2,5-diaril-1,3,4-oxadiazolok, melyek hatékony (2 + 2)-fotociklo-
filként ismertek, nem adnak cikloaddiciés reakciot. Helyette gyurilinyilas torténik,
melynek eredménye benzoilhidrazonok és melléektermékek [38], amint ezt a 14. abra
mutatja.

0 0
H3C-N N—N v (A>313nm)_ H3C N SN HaC'N)ﬁEO
| + + COzH
A W g O
|
C=0 CHs
POCly " & 1%

(44,5 %) + @-co—NH-NH-CO‘@

COCl 0
H3C-N )‘j\ hv (7\5313 nm) H3C N SN H3Cj\)‘b‘/©
Eter NH NN
cl @’k )\@ rﬁ c 07NN
CH 3 H3C

0

H3C- N)JI hv (A>313 nrn) H3C—Nj
Cl @/‘\0)\(0) CH3CN O)\N O

lCH3 Farkas, Keuler, wamhoff 1977/78

14. abra. Fotoreakciok oxadiazolokkal

6-K16r-1,3-DMU-val hasonl6 intermedierek képzodnek, de hosszabb be-
sugarzas hatasara benzoilklorid eliminalodik, amely 0j és egyszerii utat nyit purin
analogok eléallitasara, azaz pirazolo[3,4 -d] pirimidinek felé (14. abra).

Ez az érdekes fotoreakcio egyszer és igéretes eljarasként szolgalhat 5-benzoil-
1,3-DMU eldballitasara, egy fotoszelektiv 5-aroilezési reakciot hasznalva fel (1. 15. abra)
[38].

Jelenleg csak kevés, jobbara tobblépéses eljarasok léteznek az analog 5-
szubsztitualt szarmazékok eloallitasara [39].

7‘
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15. dbra. Uracilok szelektiv 5-benzoilezése

Egy uj uracil kapcsolas

Az utolso rész két uracilgyuru uj
évtizedben az uracilmolekula szamos

kapcsolasi modjaval foglalkozik. Az utolso
kilonbozo anellacioban, reakcidtipusban

szerepelt, pl. a fent emlitett (2 + 2)-cikloaddiciok, 6n-elektron ciklizaciok, fotofenantre-
nizacio [40] as 1,5-elektrociklizacio [41].
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16. dabra. Urazolil-uracil dimerizacioja
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18. abra

A nagy reaktivitasu 4-fenil-1,2,4-triazolin-3,5-dion (,,4-Ph-TAD”) [42] melegités
hatasara az 1,3-DMU 5-0s helyzetében addicionalodik 5-(2-urazol-1-il)-1,3-DMU-t
eredményezve [43]. N-Bromszukcinimiddel oxidalva egy uj addukt képzodik
készségesen, melynek Osszetétele C,gH, 4N, Oy (16. abra).

A spektroszkopiai adatok szerint 1:1 addukt képz6dott, melyben két hidrogén
kapcsolodik egy tercier szénhez. '

A 17. abra mutatja ennek a molekulanak egykristaly rontgendiffrakcioval nyert
ORTEP rajzat, mely szerint mindkét uracil gyirii C5 és C5' pozicidja kozvetleniil
kapcsolodik egymashoz, és tovabbi kapcsolat van a két urazolgyiiriit N2 atomja és a
szemben levé uracilgytrik C6, ill. C6’ pozicioi kozott.

A molekulak elrendezddése a kristalyracsban a 18. abran lathato, a benzol-
gyuruk kilon rétegekben helyezkednek el.
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19. abra. Egy 1j uracil kapcsolas

20. abra. 3,5,14,16-Tetrametil-10,21-difenil-1,3,5,8,10,12,14,16,19,21-dekaaza 17.02:7.0%-12.07-18 0!3-18 19!
hexaciklodokozan-4,6,9,11,15,17,20,22-oktaon

Ennek a szerkezetmeghatarozasnak az alapjan a kovetkezd reakciomechaniz-
must javasoljuk, amely gyokos lépések sorozata, amit az alkalmazott N-bromszukcini-
mid gyokos oxidacidja inicial (19. abra).

Az urazol gyokos nitrogén atomjanak az ellentétes C6 és C6'-re vald
intermolekularis timadasa utan az 5—5' ko6tés az azt kovetd rekombinacios 1épésben
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alakul ki. Tehat, két uracil- és két urazolgyuri részvételével egy 0j 8-tagn gytirti alakul
ki egy tovabbi C—C kotéssel az 1,2,5,6-tetraazocin gylriin keresztiil, amint az a 20.
abran lathato [44], egy TUPAC nomenklatira szabaly alapjan megkisérelt elnevezés-
sel [45]. Tovabbi munka folyik ezen az 0j és meglepd egyszerli reakciotipus
érvényességi korének és hatarainak felderitésére (20. abra).
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Osszefoglalas

Ebben a fejezetben eloszor a pirimidinek ma ismert fotoindukalt reakcioit irtuk le; majd
dihalomaleinimideket és mas potencialis fotociklofileket mutatunk be, mint nukleinsavak reakciopartnereit,
bele¢rtve a 6-azauracilt is. Elektronikus és sztérikus tényezok vizsgalata. Kisérletek a fotoreakciok
kiterjesztésére ugyanilyen tipusi két kromoforos rendszerekre (psoralén analogok). Végil egy uj és
meglepden egyszerii kapcesolasi modszerrol szamoltunk be, amelyben két uracil és két 1,2,4-triazolin-3,5-
dion kapcsolodik egymashoz.

Summary

In this chapter photoinduced reactions of pyrimidines known today are initially described; then
dihalomaleimides and other potential photocyclophiles are presented as reaction partners of nucleic acids
including also 6-azauracil. Electronic and steric factors are discussed. Furthermore, approaches are shown to
extend these photoreactions also to bichromophoric systems of the same type (psoralen analogues). Finally, a
novel and surprisingly simple linkage mode of two uracil and two 1,2,4-tpiazolin-3,5-dione units is reported.
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BIOMOLEKULAK KONFORMACIOJANAK
KIiSERLETI MEGHATAROZASA
CIRKULARIS DIKROIZMUSSAL

GUNTHER SNATZKE
( Lehrstuhl fiir Strukturchemie, Ruhruniversitdt D-4630 BOCHUM, Postfach 10 21 46, NSZK)

Bevezetés

Manapsag nagyon konnyen lehet CD-gorbéket mérni, de ugyanilyen kdnnyen
hibasan interpretalhatjuk is azokat. Egyik azok koziil, melyet majdnem minden
tankonyvben megtalalhatunk az a kijelentés, hogy a CD-t felhasznalhatjuk az abszolut
konfigurdcié meghatarozasara; valojaban ritkan van errdl szo, mert altalaban csak az
abszolat konformaciot tudjuk meghatarozni (a kromoforét, ha az kiralis, egyéb esetben
a kornyezetét), és tovabbi kiegészito vizsgalatokra van sziikség (NMR, rontgendiffrak-
cid, konformaciod-analizis stb.) ahhoz, hogy korrelacioba hozhassuk az abszolut
konformaciot az abszolat konfiguracioval.

Manapsag a CD-vel torténd sztereokémiai vizsgalatok céljara tobb kiilonb6zo
szabaly létezik, de nagyon gondosan kell kivalasztani a megfelelot, vagy ki kell
fejleszteni egy sajat szabalyt, ha egy 0j kromoforral foglalkozunk, amennyiben
megbizhato eredményeket akarunk kapni. A CD viszont hasznos lehet néhany mas
célra a sztereokémiaban, és a kovetkezOkben harom példat mutatunk be; az egyik
,Jkonvencionalis”, a masik kettd kevésbé az.

A sztegobinon abszolut konfiguracioja

Ezt a feromont a kenyérbogarbol (Stegobium paniceum) izolaltak KuwAHARA
és munkatarsai [1], kik a CD spektrumot is kozolték és megadtak a konstituciot
(sztereokémia nélkul), bar a CD-gorbe sok informaciot adott rola. Néehany évvel
késébb HOFFMANN és munkatarsai [2] aszimmetrias szintézissel meghataroztak a C
KésObb az elvalasztas sikerrel jart [3] és mindkét diasztereomert CD-vizsgalatnak
vetették ala. A konjugalt enon rendszer n—n* abszorpcidjan beliil mindkét 7-epimer
negativ Cotton-effek tust mutatott a szokasos finomszerkezettel; a természetes vegyiilet
egy tovabbierds negativ Cotton-effektust ad 290 nm koriil és egy pozitivet 260 nm-nél;
a szintetikus 7-epimer esetén az utobbi két Cotton-effektusnak ellenkezd eldjele van. A
290 nm-es CD-sav nyilvanvaldan a telitett oldallanc karbonil csoportjanak n—n*
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abszorpcidjahoz rendelhetd, és egy ilyen intenziv CD nagyon jellemz0 a f,y-telitetlen
ketonok specialis geometriajara. Ilyen molekularészlet valoban jelen van a sztegobi-
non molekuldban, a kettds a dihidro-y-piron gytri részét képezi. Ez a sziikséges
geometria az 1. abran lathato (vastag kotésvonalak): a C=C és C=O0 kotéseket
magabanfoglalo két sik altal bezart szognek kozelitéleg 100 — 120°-nak kell lennie és a

1. dbra. A sztegobinon (/) abszolut konfiguracidja és a C=C—C—C=0 molekularészlet abszolit
konformécioja volt sziikséges ahhoz, hogy erds negativ Cotton-effektus 1épjen fel 300 nm koriil

csatlakozo egyes kotések torzios szogeinek azonos eldjelinek kell lenni (Cahn—
Ingold—Prelog konvencio) a C—=C(R)—C=0 molekularészben: mindketto negativ,
ha negativ a Cotton-effektus.

Tehat a CD igy egyértelmien meghatarozza a C—7 koril az abszolut
konformaciot, de semmit sem mond a C—7 abszolut konfiguraciojarol, azaz arrol,
hogy a hidrogén vagy a metil csoport sziin-periplanaris (X az 1. abran) a C=0

‘csoporthoz képest. Itt segit viszont a konformacié-analizis mivel jol ismert, hogy

altalaban inkabb a C—C, mint a C—H kotés kedvezményezett a sziin-periplanaris
konformacioban. Mindkét informaciot szamitasbavéve ugy a CD, mint a konformécio
analizis a (7R)-konfiguraciot igazolta a természetes feromon kérdéses kiralis
centrumara (X=Me, Y==H az 1. abran). A szintetikus (7S)-epimer rontgendiffrakcios
vizsgalata igazolta a konformacio és az abszolut konfiguracié helyességét [3].
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A 9-hidroxi-furoeremofilan C —9 konfiguracidja

A 9-hidroxi-furoeremofilant 1969-ben NovOTNY és munkatarsai [4] izolaltak a
Petasites hybridus rizomajabol.

Ez egy allilalkohol szarmazéknak bizonyult, amit 3 ketonna oxidaltak, amely
konnyen izomerizal az ismert 5 transz-ketonna. Mindkét keton redukcidjaval a 2/4, ill.
6/7 epimer alkoholparok keletkeznek; a transz-anellalt rendszerben a hidroxi csoport
konfiguracidja a 'H-NMR spektrumbol egyértelmilen megallapithato, a természetes
alkohol ¢és epimerjének NMR spektruma viszont nem ad egyértelmii eredményeket.
Abban az idében a CD spektroszkopia sem segithetett, mert ssmmi sem volt ismeretes
a furan kromofor kiroptikai sajatsagairol. Kozben tobb, mint 60 szteroidalis furant és
tiofént szintetizaltunk (dr. Grosserral és Lindnerrel k6zosen), de mielGtt a természetes
9-hidroxi-eremofilan OH csoportjanak sztereokémiajanak meghatarozasara fel-
hasznaltuk volna, be kellett bizonyitanunk, hogy

1. szteroidok jol hasznalhatok egyszerli dekalin-szarmazékok helyett ezekre a
szeszkviterpenoidokra, ¢s

2. a furdn-gylrihoz a« és B helyzeti axialis C—C kotések nem valtoztatjak meg
drasztikusan a kiroptikai sajatsagokat.

A furanok kett6é vagy négy Cotton-effektust mutatnak 250 nm alatt, melyek
viszont nem mindig kiiloniilnek el. Ugy 6 mint a megfeleld szteroid & negativ Cotton-
effektust mutat 250 és 210 nm koz6tt és egy pozitivet rovidebb hullamhossznal; 7 és 9
epimerek ellentétes kiroptikai viselkedéslieck ugyanebben a hullamhossz tartomany-

ban.
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Mint varhato a két tovabbi gyiriinek, C és D-nek ezért nincs jelentds befolyasa.
A hidroxi-furanoknak ez a viselkedése valamennyire emlékeztet a benzilalkohol tipusu
vegyiiletekére, mint pl. 1-hidroxitetralinokéra. Altalaban (diszkussziot 1. [5]-ben) a
benzol kromoférhoz anellalt ciklohexén gytri helicitasa (a ,kiralis masodik szféra™)
hatarozza meg az egyes Cotton-effektusok el6jelét és ez a szabaly nem valtozik meg egy
(pszeudo)ekvatorialis hidroxi csoport jelenlétéetdl a C— 1 pozicioban. Egy (pszeudo)-
axialis OH ugyanitt viszont megforditja néhany Cotton-effektus eldjelét. A 6 axialis
alkohol konformacidja a mi ,szokasos vetiiletiinkben” (a ciklohexén C, tengelye
mentén, a furangyiritdl tavolodva) hasonlit az N-re a 2. abran (X=OH, Y=H), mig 7
hasonl6 projekcidjaban az OH-t és H-t fel kell cserélni.

ll;
=

2. dbra. A furoeremofilan cisz-oktalin rendszerének szteroid-szert (S) és nem szteroid-szerii (N)

konformacidja. A furannak csak egy kettdskotését abrazoltuk. Mindegyik sztereoformula alatt a

hozzatartozo ,,szokasos vetilleteket” mutattuk be, azaz a ciklohexén C, tengelye mentén a furan-gyiri fel6l
nézve. Az X-szubsztituens C —9-en a rendszer fi-oldalan van, az Y az a-oldalon

Hogy megvizsgaljuk egy axialis C—C szubsztituens befolyasat, dsszehasonlitot-
tuk, pl. a 70 19-norszteroid CD spektrumat a // vegyiiletével; mindkettd két pozitiv
Cotton effektust mutat 200 nm folott és egy gyengén negativot 200 nm alatt. Hasonlo
eredményeket talaltak ilyen homologok mas parjaira is. Egy axidlis C—C kotés
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befolyasat a masik, minket érdekld pozicioban a 12/13 és 14/15 parokon vizsgaltuk.
Jogosan feltételezve, hogy a 12 és 13 vegyiiletekben az A gytri ugyanolyan félszék
formacioban van, az A és B gyurik kiralis perturbacioja a furan kromoforra ugyanaz
ezekben a vegyliletekben és csak az axialis metil csoport jelenléte, ill. hidnya az egyediili
kilonbség. 12 pozitiv CD-t ad 240 nm koriil, pozitiv minimumot ad 225 nm-nél, egy
masik pozitiv maximum talalhato 210 nm koriil és negativ Cotton-effektus jelentkezik
200 nm alatt. A 13 CD gorbéje hasonlo, de a 225 nm-es negativ Cotton-effektus sokkal
erOsebb, igy ez kifejezett negativ CD-maximum, masrészt a 200 nm alatti negativ
Cotton-effektus csak egy pozitiv minimumként jelentkezik. Végil a 14/15 par A gyuri
enantiomer viszonyban vannak egymassal és a két vegytilet CD gorbéi enantiomorf
tipustak (a hosszatol a rovidebb hullamhosszak fel¢ haladva /4-nél negativ, pozitiv és
pozitiv, mig /5-nél pozitiv, negativ és megint negativ a sorrend). Az OH-csoport
jelenléte a kromofor mellett (természetesen enantiomer poziciokban is), egyértelmiien
sokkal nagyobb hatast gyakorol, mint a 19-metil jelenléte vagy hianya, ezekre a CD-
gorbékre. Tehat a szteroid modellek hasznossaga bebizonyosodott.

A 2 és 4 cisz-oktalin rendszer akar a sztereoid-szeru (S, a B gyurtre axialis
angularis metil) vagy a nem szteroid-szerii konformaciot (N, A gyurtre axialis
angularis metil) veheti fel (I. 2. abra). Vegylleteink segitségével megmutattuk, hogy az
N projekcioja molekula (X=0OH, Y=H) negativ CD-hez vezet 250 és 210 nm kozott
¢és egy rovidebb hullamhossza pozitivhoz [eldjel sorrend ,,+(—7), mig az N (X=H,
Y=OH] enantiomorf CD gorbét ad (,, —/+”). Az N/S parban az A gylriik enantiomer
viszonyabol kovetkezik, hogy az S (X==OH, Y=H)-nek olyan Cotton-effektusokat
kell adniuk, melyek N (X=H, Y==0OH) tiikorképei, azaz ,,—/+ ", és analdg modon S-
nek (X=H, Y=O0H) ,,+/—" elojel sorrendet kell adnia. Ez az Osszehasonlitas azt
mutatja, hogy a 9f-hidroxi eremofilannak (X=OH, Y=H) ,,—/+ " formaji CD-t kell
adnia, figgetleniil a cisz-oktalin rendszer konformaciéjatol, mig epimerjének ,,+/—"
alaki CD-t kell adnia. A CD-bol kovetkezik, hogy a természetes 9-hidroxi-

crer

/\
+5 - K
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+3 '
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| /200 7 250
™~ \, _/'// A
e Ll
I NA

3. dbra. A természetes 9p-hidroxi-furoeremofilan (2 ——--) és 9-epimerje 4 (
furanopetazol (/6: ——-.) és a furanopetazin (/7: ...... ) CD gorbéi

), valamint a
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16: R=H
7l %
0 OR 17: R=angeloyl

HO

Egy masik rokon szeszkviterpenoid észter, a furanopetazin /7 CD-je szintén
nagyon tanulsagos (3. abra). Az NMR-bdl kovetkezik, hogy a B gyiri mindkét
szubsztituense ek vatorialis konformacioju, igy a rendszer S-konformacioban rogzitett.
Szintén tartalmaz 9f-hidroxi csoportot, mégis a CD gorbéje teljesen eltéré a 2 CD-
jétol. Nyilvanvaloan a kiralis kolcsonhatas a furan kromofor és az angeloil oldallanc
kozott az, amely a szokatlan Cotton-effektushoz vezet, mert a megfelelo diol
furanopetazol (/6) ugyanezt az eldjel sorrendet ,,—/+” adja, mint a 9f-hidroxi-
furoeremofilan (2). 17 egy Gjabb példa, amelyben egy akiralis abszorbealo szubsztitu-
ens drasztikusan megvaltoztatja a fo kromofor rendszer kiroptikai sajatsagait.

HSA-hoz kotott diazepam

oP%
o R 18: R=H

19: R =Me

A diazepam (/8) optikailag inaktiv vegyiilet, de molekulai egyaltalan nem
akiralisak: amint ezt molekulamodelleken lathatjuk és tobb szarmazék rontgendiffrak-
cios vizsgalata is igazolta, hogy a heterociklusos gyiirii két enantiomer kiralis
konformacioja kozil csak egyiket veheti fel (4. abra), igy valdjaban ez a vegyiilet
racematot képez (mint pl. a tetralin is!). A heterociklusos gylirii inverziogatja néhany

A
\ N

c.«@%

4. dbra. Az optikailag inaktiv diazepam két lehetséges kiralis konformacioja. @ fenilt jelent. A fels6 molekula
konformaécidja a 2—3 és 3—4 kotések mentén M, az alson P (Cahn—Ingold—Prelog-konvencid). Az
optikailag aktiv szarmazékok a 3-as pozicioban szubsztitualtak
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ilyen vegyillet DNMR mérésébdl ismert; a szubsztitualatlan diazepam (/8) esetén ez
nem elég nagy ahhoz, hogy meggatolja a gyurlinverziot szobahoémeérsékleten, igy az M
¢és P forma (1. 4. abra) termikus egyensulyban van az oldatban. C—3 poziciéban‘ a
monoszubsztitlcio stabilizalja valamelyik konformaciot, mivel a szubsztituens nem
iranyulhat a ,,gyliribe” és a (3R)-konfiguracio esetén csak a gytri P-konformacioja
lehetséges (/9). Az L-alaninbol eléallitott (3S)-izomer (19 enantiomerje, R =Me) CD
gorbéjét az 5. abran mutatjuk be. Altalaban 8 nagyon erés Cotton-effektust figyeltiink
meg [7]; a masodik (300 nm alatt) rendszerint csak vallként jelenik meg a harmadikon,
a 4. ¢és 6. gyakran nem elkiloniil6 maximumként jelentkezik, hanem inkabb mint éles
minimum (ellenkezo eldjellel). Az elsd négy savon beliil a CD-t nem empirikus Gton
magyarazhattuk [8], de a human szérum albuminhoz (HSA) k6tott /8 kedvezménye-

geznénk.

AE

+30

+20

+10 /\

0 | \/ | |
200 \/ 250 300 350
A
-0 |-

5. abra. A (3S)-3-metil diazepam CD gorbéje (/9 enantiomer formulaja)

Az abszorbanciaval analog modon, A =log(I,/I), amely aranyos az abszorpcios
koefficienssel, A=¢ecd (c=koncentracid6 mol/l-ben; d=fény Gthossz cm-ben) és a
keverékekben additiv, definialtak a differencialis abszorbanciat AA = A —Ag,ahol L a
balra, R a jobbra cirkularisan polarizalt fényt jelenti. Ez a mértékértek a CD-vel
egyszeriien korrelacioba hozhato:
értékek szintén additivek. Legyen c a diazepam (/8) koncentracioja, és oldatban az M
és P formak aranya 1:1, cy=cp. Ha 18 HSA-hoz kotddik, akkor a szabad HSA ¢és
szabad 18 mellett a HSA—M ¢és HSA—P komplexek is jelen lesznek ¢és a
koncentracioik viszont mar nem lesznek egyenloek diasztereomer kapcsolatuk miatt.
Adott koriilmények kozott gélfiltracios kisérletekbdl meghataroztuk, hogy a diaze-
pamnak kozelitoleg 56%-a kotodik a HSA-hoz [7], igy

c(HSA —M)+c(HSA —P)=0,56 c(/8) (1

Az oldatban a szabad /8 nem okoz problémat, mivel CD-t nem mutat (az
,,oldoszer-indukalt” CD, amit az optikailag aktiv, vizben oldott HSA okoz, tul kicsi
ahhoz, hogy mérhessiik) és a HSA nem ad adszorpciot 300 nm felett. gy, ha csak a
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hosszu hullamhosszi Cotton-effektusra koncentralunk, a HSA sem fog zavarni. A
kotott 18 kétféleképpen adhat CD-t: elGszor is lehet, hogy csak egy konformacioban
kotoédik, ekkor ugyanolyan Cotton-effektusokat varnank, mint amilyeneket az
optikailag aktiv szarmazékok esetén figyeltek meg, masodszor a HSA ,kornyezet”
mint perturbaldo kozeg hat a /8 azon molekulaira, melyek kotodve vannak.
Tapasztalatbol tudjuk, hogy ilyen indukalt CD-effektusok altalaban nem nagyon
erések, ugyhogy ezeket elhanyagolhatjuk, ha Osszehasonlitjuk a /8 egy kiralis

Hasonl6é médon egy 3-szubsztitualt optikailag aktiv diazepam szarmazéknak,
mint /9 vagy enantiomerjének E—/9 a CD-je néhany tényezébdl tevodik Ossze, a
legnagyobb a belso kiralis kromofornak tudhato be; a kozeli 3-as szubsztituensnek a
kromoforra gyakorolt kiralis perturbacidja legalabb két nagysagrenddel kisebbnek
varhat6. A 3-as szubsztituens konfiguracioja tehat csak kozvetve hatarozza meg a
CD-t gy, hogy csak egy konformaciot tesz lehetoveé az oldatban. Szamitasba véve az
elobb emlitett korrelaciot, az abszolit konformacioé és abszolut konfiguracié kozott,
felirhatjuk, hogy dey = Adeg €s Aep=Aeg, ahol M és P alsé indexek a héttagh gyirii

crer

crer

A CD mérések, melyeket ugyanolyan korilmények kozott végeztiink, mint a
gélszliresi kisérleteket, nagyon erés CD savokat adtak, melyek még igy is csak kb. az
optikailag aktiv E— 19 50%-a, ha egyenletbe irjuk c¢(E— 19)-t a c(/8)-cal, azaz,

A4A/d = Aeyco(HSA — M) + Aepc(HSA — P)=0,5 Aegc(18) .

A hosszl hullamhosszu Cotton-effektusokra felirhatjuk, ha szamitasba vessziik,
hogy Aeg azonos — Agg-sel:

c(HSA—M)—-c(HSA—-P)=0,5¢(18). 2

Az (1) és (2) egyenletek Gsszehasonlitasa azt mutatja, hogy ¢(HSA — M) egyhez k6zelit,
ebbdl az kovetkezik, hogy az optikailag inaktiv /8 kotodik kizarolagosan vagy
legalabbis féleg M-konformacioban a human szérum albuminhoz.
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Cirkularis dikroizmussal meghataroztuk a sztegobinon feromon abszolit konfiguraciojat, a
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Summary

Circular Dichroism is used to determine the absolute configuration of the pheromone stegobinone,
the configuration of the OH-group in natural 9-hydroxid-furoeremophilan, and the absolute conformation
of (optically inactive) diazepam when bound to HSA.
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tRNS AMINOACILEZESE — MENNYIRE
MEGBIZHATOAN MUKODNEK AZ ENZIMEK?

F. CRAMER, F. VON DER HAAR, H. STERNBACH, H. J. GABIUS,
E. GRAESER, G. WEHMEYER, W. FREIST

(Max Planck-Institut fur experimentelle Medizin, Hermann-Rein-Strasse 3, D-3400 Gottingen, NSZK)

Bevezetés

A tRNS megfelel6 aminosavval torténé helyes aminoacilezése kulcsreakcio a
fehérje bioszintézisében, melynek soran az adott aminosavnak egy adott triplett felel
meg. A tRNS-nek aminosavval torténé aminoacilezésének megbizhatosaga ezért az
egész atmasolas szempontjabol meghatarozo jelentdségii. A két partner kozotti helyes
kapcsolodasnal a tRNS felismerése talan nem olyan kényes, mivel ez egy specialis
makromolekula. Masrészt az aminosav felismerése valosziniileg sokkal nehezebb,
mivel azaminosavak legtobbjének hasonlo funkcios csoportjai vannak. A végso fehérje
miukodése természetesen az aminosavak helyes elrendezddésétol fiigg. Ha ezer koziil
egy hibas lenne, egy ezer aminosav lanchosszisagu fehérje mar atlagosan egy hibas
elemet tartalmazna. A hibamentes végtermék képzodést egy kiilonleges javito-olvaso
mechanizmus biztositja, ez képezi a jelen eléadas targyat.

Moédositott tRNS-ek

Az aminoacilezés mechanizmusanak vizsgalatara sokoldalian hasznalhatok a
modositott, C—C—A végu tRNS szarmazékok. Hasznalatuk lényeges feltétele az,
hogy a tRNS-et egyontetiien tudjuk modositani. A modositott tRNS-ek kémiai vagy
enzimatikus szintézissel allithatok el6. AMP és CMP analogok tRNS-be torténo
beépitése céljabol a tRNS molekulat 3'-végénél kémiai és/vagy enzimatikus lebontassal
lépcsozetesen roviditeni kell. Azokat a leroviditett tRNS-ek melyekben részlegesen,
vagy teljesen hianyzik a C—C—A rész az ATP(CTP)-tRNS nukleotidiltranszferazon
keresztiill a CMO és az AMP vagy ezek analogonjaik beépitésével regeneralhatok. Ez
azenzim a CTP és az ATP modositasat elviseli [1]. A modositott nukleozid trifoszfat
beépiilése [2] ezért szamos a 3'-végén modositott tRNS specieshez vezet (1. séma). A
C—C—A vég alapvetden fontos az aminoacil-tRNS szintetazzal torténd aminoaci-
lezésnél, elvben az aminosav a 3'-terminalis adenozin két hidroxil csoportja koziil
barmelyiket megészterezheti. Az, hogy a 2’ és 3’ hidroxil csoportok koziil kezdetben
melyik észterezodik nem hatarozhaté meg, mivel az aminosav rész a cisz-vicinalis
hidroxil csoportok k6zott gyorsan at tud vandorolni. Ha a 3'-terminalis adenozint 3'-

8.
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, tRNA-N-C-C
{RNA-N-C-C-A AR o - NG
{RNA-N
tRNA-N + 2CTPX + ATPX tRNA-N-CX-CX-AX + 3pp;
{RNA-N-C +CTPX +ATPX —NTAS€  _ \oNA-N-C-CX-AX + 2pp;
tRNA-N-C-C + ATPX tRNA-N-C-C-AX  + ppi

1. séma. Lebontas: NalO,-es oxidacioval kémiailag, lizinnel torténd eliminacio, foszfataz kezelés.
ATP(CTP)-vel regeneralas: tRNS nukleotidiltranszferaz (NTase); CTP* =citidin trifoszfat vagy ennek
analogja; ATP* =adenozin trifoszfat vagy analogja

1. abra

dezoxiadenozinnal (I) vagy 2'-dezoxiadenozinnal (II), illetve 3'-dezoxi-3’-aminoadeno-
zinnal (I1I) helyettesitjiik, lehetoséget kapunk arra, hogy az aminoacilezés mechaniz-
musat részletesebben tanulmanyoztuk (1. abra). A cisz-diol funkcios csoport hianya
kizarja az aminosav rész izomerizaciojanak lehetOségét, az utobbi modositassal
viszont egy stabilis amid kotés keletkezik a 3'amino csoport és az aminosav k6zott, eza
hidrolizist meggatolja és igy az aminosavat egyértelmien a 3’ pozicioban rogziti.

Javito-olvasas

A legtobb aminoacil-tRNS szintetaz a tRNS molekula két 3'-terminalis hidroxil
csoportja kozul kitlinteti valamelyiket. A torzsfejlodés soran gy tiinik megmaradt az,
hogy az aminosav a 2’ és 3’ hidroxilok koziil melyikhez kotodik (1. tablazat). Olyan
modositott tRNS-sel végeztiink vizsgalatokat, melyekben a 3'-terminalis riboz-
hidroxil csoportok koziil valamelyik hianyzik [3]. Az els6 lépésben nem aminoacile-
zett hidroxilcsoport hianya nem akadalyozza meg az észterezodést. Ez meglehetdsen
varatlan eredmény, kulonosen ha figyelembe vessziik, hogy a ribozban a 2’3
hidroxilok koz6tti izomerizacio igen gyors. Miért veszi a természet azt a faradsagot,
hogy csak az egyik hidroxil csoporton tamad, ha egy mikromasodperccel azutan, hogy
az aminoacil-tRNS elhagyta az enzimet aminoacil izomerizacio kovetkezik be?

A tRNS aminoacilezése két lépéses reakcio. Eloszor az ATP aktivalja az
aminosavat és aminoacil-AMP keletkezik (2. séma). A tRNS n¢lkiil vegbemeno reakcio
nem nagyon specifikus. A kérdést részletesen tanulmanyoztuk izoleucil enzim és az
izoleucinra emlékezteté valin aminosav esetében. Normal korilmények kozott
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Val+ATP + El'™* — = (val-AMP - E''®) 4+ pp;

tRNA'®—C-C-A tRNA'® —C-C-3"dA
l tRNAI"®-C-C-3'NH,A

val+ AMP + E'®4 trNA®-C-C-A

Val-tRNA'e-C-C-3'dA + AMP + Elle *
Val-tRNAI™-C-C-3'NH,A + AMP + E'®

2.séma.Javito-eljaras: A tRNS 3'-terminalis rib6z modositasanak hatasa a tRNS téves acilezésére. A hianyzo
3'-OH téves valilezést okoz

1. tablazat

Kilonboz6 forrasbol szarmazé aminoacil-tRNS szintetazzal végzett tRNS
aminoacilezésének kezdeti tamadasi helye

Aminoacil-tRNS Az észterezés helye a kiindulo lépésben

Az enzim szarmazasi helye

Szintetaz enzim specifikus

E. coli ¢lesztod borjumaj
Izoleucinra 2 2! 2
Leucinra 2! 2 2
Metioninra 27 2 2!
Fenilalaninra 2! 2 2
Treoninra 2} 3 3
Tirozinra 243 253! 2,3
Valinra 2 2! 2!

izoleucil-tRNS szintetaz enzimmel a valin aktivizalhato. Ha a rendszerhez modositat-
lan C—C—A végii tRNS"*-t adunk a valil-AMP azonnal hidrolizalodik, mig a
tRNS"<-C-C-3'dA tévesen valilezodik [4]. Ezekbdl az eredményekbdl az az egyetlen
lehetséges kovetkeztetés vonhato le, hogy a tRNS reakcioban részt nem vevé 3'-OH
végesoportjanak onmagaban is hidrolizalo szerepe van, vagy az aminoacil-tRNS
szintetaz segitségével egy korrigalo hidrolizist valt ki, ha az aktivalt aminosav
helytelen, mas szoval: kémiai javito-olvasas megy végbe [5].

Mennyi az ellendrzé-olvasas hozzajarulasa a folyamat teljes megbizhatosaga-
hoz? Ezt tRNS"¢-C-C-3'-NH,A segitségével mértiik ki. Ez a tRNS a kémiai ellen6rzé
mechanizmus belépése nélkiil tévesen valilezhetd [6, 7]. Ugyanis 3'-OH 3'-NH,-vel
torténd Hhelyettesitése az elsd lépésben fogadd 2'-OH-tol kiindulva megengedi az
izomerizacios transzacilezést, ennek soran olyan stabilisabb amid képzodik, melyet az
ellenérzd-olvasasi mechanizmus nem tud elhidrolizalni. igy a tRNS"¢-C-C-3'-NH,A
alkalmazasa lehetové teszi, hogy megmeérjiik, hogyan versenyez a téves valilezés a
szabalyos izoleucinnal torténd acilezéssel (2. tablazat).

A tablazat adataibol lathato, hogy a rossz aminosav 200-szoros feleslege a helyes
aminosav beépiilését 50%;-ra csokkenti. Ez azt jelenti, hogy az izoleucin 220-szor jobb
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2. tablazat

tRNS-C-C-3'NH,A allandé mennyiségli '“C-izoleucinnal térténd izoleuci-
nezése novekvo valin koncentracio mellett

14 3 . . ,
[ C::;ﬁl)eucm Xlall;r; Vel zslendi lzolcg/:;lezes
0,02 0 0 100
0,02 0,2 10 96
0,02 1 50 80
0,02 2 100 67
0,02 3 150 56
0,02 4 200 50

szubsztrat mint a valin. Ez a hiba csak az enzim Michalis—Menten-mechanizmusan
alapul és nagysagrendileg megegyezik a De Maeyer [8] altal elméletileg szamitott
értékkel. A javito-olvasasi folyamat hatasfoka a kovetkezOképpen mérhetd: Minden
egyes ellenorzo-olvasasi 1épés és valin visszanyerés egy molekula ATP-t fogyaszt. Ha
mérjiik egyrészt az ATP fogyasztast és masrészt a kis mennyiségben nem modositott
tRNS-bdl keletkezd valil-tRNS"-t az ellen6rzd olvasas hatékonysaga meghataroz-
hatd. A kis mennyiségben keletkezd valil-tRNS"-C-C-A EF—T, segitségével
megfoghatd és a tovabbi hidrolizistél megvédheté. A kisérlet tanusaga szerint az
¢lesztd rendszerben valil-tRNS"¢-C-C-A molonként 800 mol ATP fogy [9]. A vizsgalt
éleszto rendszerben tehat a valin valasztas izoleucinnal szembeni teljes hibaaranya 1 a
225 x 800-hoz, azaz 1 a 180 000-hez. Ezzel szemben az E. colibdl szarmazo izoleucil-
tRNS szintetaz esetében 270 ellenérzd-olvasasonkeént 1 valilezést talaltak [10]. Mas
szoval az E. coli enzimtdl szarmazo ellen6rzo-olvasasi mechanizmus négyszer kevésbé
hatékony, mint az éleszté enzimé. Ez arra utalhat, hogy az ellen6rzo-olvasasi eljaras a
torzsfejlodés soran javult.

Az ellendrzé-olvasasi mechanizmus valtozasainak és kiilonbségeinek vizsgalata
céljabol vizsgalatainkat emlds rendszerekre is kiterjesztettiik. Ismeretes, hogy leucint,
metionint, tirozint a sutdélesztobdl szarmazo fenilalanil-tRNS szintetaz tévesen
aktivalja[7]. A téves aktivalas soran keletkezett AM P mennyiségét dsszehasonlitottuk
¢leszté enzim [I] és a pulykamajbol szarmazo fenilalanil-tRNS szintetaz megfeleld
adataival (3. tablazat) [19].

A pulykamajbol szarmazo enzim jellegzetes killonbségeket mutat. Ezzel az
enzimmel a tirozin aktivaltsiga a leucin és metioninhoz képest alig mérhetd. tRNSPPe-
C-C-3'NH,A-val egyik tévesen aktivalt aminosav sem észterezhetd, de a leucin és
metionin aktivalasa soran az AMP képzodés kovetkeztében keletkezé aminosavakat a
rendszernek fel kell dolgoznia.

Ujabb vizsgalataink szerint az élesztébél szirmazé szintetiz nem-folyamat-
szerlien egy mol ATP-t hasznal fel. Nyilvanvaloan ennek a molekulanak az a szerepe,
hogy az enzimet nagyobb megbizhatosagu allapotba hozza. Eredményeink alapjan
[12] az enzim négyféle allapotat tételezhetjiik fel (3. séma). Ez az elv az ellen6rzo-
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3. tablazat

Siitéélesztdbol (1) és pulykamajbol (I1) szarmazo fenilalanil-tRNS szintetaz
jelenlétében torténd, tRNSP-C-C-N-fiiggd ['*CJAMP képzodes;

kkul(minAl)
Enzim tRNS jelenlétében Leu Met Tyr
I (RNS nélkiil 0,05 0,05 0,05
II tRNS nélkiil 0,75 1,35 0,1
I tRNSP*.C-C 0,05 0,05 0,05
11 tRNSP-C-C 0,80 1,60 0,1
I (RNSP-C-C-3'dA 0,1 0,1 0,1
11 (RNSP-C-C-3'dA 0,64 1,13 0,1
I tRNSP.C-C-A 0,64 2,03 6,80
I tRNSP.C-C-A 2,93 3,62 0,31
I (RNSP*.C-C-2'dA 0,05 0,05 0,05
11 (RNSP.C-C2'dA 2,50 3,57 0,27
tRNA ATP A ’
> [*e! tRNA] \{\<{AMP. PPi e Y a1 [*EM tRNA] <y
i *eM.tRNA] ap
[Em'AMP] %‘AMP 11 [‘Em'tRNA'ATP]
ATP pp, {RNA lle
m *e™tRNA-ATP:Ile]
a [*EMRNA]+ ATP+ Xxx | ==

X b E'+tRNA+ATP + Xxx

¢ E'4+ tRNARX L ATP 4 [le

19

= IV [*E"-tRNA-ATP-le)

L-—( X1 CEMHI] 4 tRNA 4 Xxx+ -+

Lenergia valtd
javito-olvasas”

f

»nagytakaritds”

termek ellendrzes:
Lkémiai
javitd-olvasds”

E

Jr ATP/PP -csere [B

a *EVARNA-AMP-PP;-lle]
b [*EV-tRNA<(lle-AMP)-PP;]

J|<{amnosciezts)c

*e".lle-tRNA-AMP-PP; ]

Vi
tRNA

VIl [tRNA-*E™ Jle-tRNA-AMP-PP;]

PP;
Vil [tRNA- *EIL[le-tRNA-AMP

produktiv ciklus

lle-tRNA,
| AMP

X [tRNA-*EM) —

|

3. séma. Az izoleucil-tRNS szintetaz hatas kozbensd Iépéseinek javasolt vazlata. (E izoleuciltRNS szintetaz,

E,El..

. kiilénboz6 energiatartalmu enzimallapot, * E tRNS komplexalas kovetkeztében megnovekedett

megkiiilonboztetd képességii enzimet jelent; tRNS izoleucin tRNS-t jelent, tRNS*** barmilyen masik tRNS-t
jelez, Ile izoleucin, Xxx barmely mas aminosav.)
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olvasas szamos formajat magaban foglalja. Valoszintinek tinik, hogy energiavalto
ellendérzo-olvasas is végbemegy [13], amelyik az aminoacil-AMP képzodése elott
felléphet. Ez azonban az enzimet egy nem-specifikus allapotba hozza vissza, melybol
csak egy molekula ATP felhasznalasaval emelheto ujra novelt specificitasu allapotba.

Osszefoglalas

A tRNS aminoacilezése a fehérje bioszintézis kulcslépése. Az aminosavval torténd aminoacilezés
megbizhatOsaga részben meghatarozza a fehérje bioszintézis altalanos megbizhatosagat. Egy egylépéses
folyamatban az aminosavak kozotti kiilonbségtétel nem lehet jobb, mint 1% vagy 0,1%,. Ezért a természet
korrekcios vagy szerkesztési eljarast fejlesztett ki. Ez egy hidrolitikus lépést jelent, amennyiben egy rossz
aminosav tulhaladt az elsé ellenérzésen. Erre a célra kiilon ATP sziikséges. A szintetaztol fuggden ennek
kovetkeztében a hiba 1 a 200 000, illetve a 500 000-re csokken. Feltételezhetjiik, hogy a fehérje bioszintézis
tobbi 1épése (hirvivd szintézis, kodon-antikodon kolcsonhatas a riboszoman, peptidilaitmenet) meg-
bizhatosaga korilbelil azonos. A természet kiilonben feleslegesen pazarolna az energiat a tRNS
aminoacilezésénél, ha ennél a Iépésnél nagyobb lenne a megbizhatosag, mint amit a fehérje bioszintézis tobbi
lépése kovetni tud.

Summary

The aminoacylation of tRNA is a key reaction in protein biosynthesis. The fidelity of the
aminoacylation of the tRNA with amino acids determines in part the overall fidelity of the protein
biosynthesis. Distinction between amino acids in a single step process cannot be much better than an error
rate of percent or permille. Therefore nature has evolved a proofreading or editing process. This includes a
hydrolytic step in case that the wrong amino acid has passed the first control. Additional ATP is used for this
process. Thereby the error is reduced to 1 in 200000 up to 1 in 500 000 depending on the synthetases. It is
postulated that also the other steps of protein biosynthesis (messenger synthesis, codon-anticodon-
interaction at the ribosome, peptidyltransfer) are of about the same fidelity. It would be useless for nature and
a waste of energy if aminoacylation of tRNA would have been developed to a level of highest fidelity while the
other steps of protein biosynthesis cannot cope with this fidelity.

The mechanisms of proofreading, conformational change of enzymes etc. are discussed in detail.
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MEGKOZELITHETOSEG ES A MOLEKULARIS
ELEKTROSZTATIKUS POTENCIAL OSSZEVETESE
B- ES Z-DNS-BEN

BERNARD PULLMAN

(Institut de Biologie Physico Chimique, Laboratoire de Biochimie Théorique associé au C.N.R.S., 13,
rue Pierre et Marie Curie — 75005 — Parizs, Franciaorszag)

Bevezetés

Biomolekulakban a térbeli hatasok legegyszerlibb megnyilvanulasi formaja
véleményem szerint a reaktiv helyek megkozelithetdségével kapcsolatos. Ez a fogalom
kiilondsen biopolimereknél fontos, mivel ezeknek gyakran bonyolult haromdimenzios
szerkezetiik van. Bar a hozzaférhetOség vagy gyakrabban inkabb a hozza nem
ferhetoseg (térbeli akadaly) fogalma kvalitative igen elterjedt a kémikusok és
biokémikusok korében, a fogalom kvantitativ leirasa sokkal kevésbé megoldott. A
hozzaférheto felillet kvantitativ meghatarozasat csak 1971-ben vezette be LEE és
RICHARDS [1] abbodl a specidlis célbol, hogy oldoszer (viz) fehérjékhez valo
hozzaférhetéségét tanulmanyozza. Elsoé pillanatra furcsanak tiinik, hogy ennek
hasznalata erre a specialis teriiletre korlatozodott [2—5]. Nukleinsavakra csak
nemrégen terjesztette ki a fogalmat Ponnuswamy és Thiyagarajan Indiaban [6, 7],
Alden és Kim az Egyesiilt Allamokban, és altalanosabb értelmezésben a mi
laboratoriumunk [10, 11]. Lee és Richards eredeti elképzelését modositottuk és
kiterjesztettiik oly modon, hogy a fogalom alkalmazasi korét megnoveltiik ugy, hogy
kozben remélhetoleg kikertiltik mas szerzok kezelésmodjaban levé buktatokat.

Mielott a részletekbe belemennénk, szeretnénk a problémat kiterjeszteni. A
reaktiv helyhez valo hozzaférhetdség fogalma természetesen szélesebb értelemben, igy
barmilyen tamado agens esetében hasznalhato. Masrészt rendkiviil félrevezetd, ha egy
tamadas valoszinisége, illetve hatékonysaga vizsgalatanal a megkozelithetdséget
hasznaljuk egyetlen feltételként. Valojaban ha egy helyet a tamado agens egyaltalan
nem tud megkozeliteni, semmi sem torténik. Mi van akkor viszont, ha egy
nukleinsavban szamos poziciot, kiillonb6z6 mértékben ugyan, de meg tud kozeliteni a
tamado fél? Nyilvanvalo, hogy a tamadas nem okvetleniil a legjobban hozzaférheto
ponton kovetkezik be, mivel mas faktorok, igy kiilondsen a célpont elektronikus
tulajdonsagai is fontos szerepet jatszanak.

Ezért, ha a reakcio keresztiilvihetoségérdl megkozelitoleg is megbizhato képet
akarunk kapni, a hozzaférhetdség fogalmat kezdettdl fogva a reakcioban alapvetoen
szerepet jatszo elektronikus faktorokkal egyiitt kell szemlélniink. Valojaban szamos
ilyen, részleteiben nehezen kifejezhetd tényezd van. Ilyen tényezd a nukleinsavak
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molekuldris elektrosztatikus potencialja, mely vizsgalataink szerint alapvetd szerepet
jatszik ezeknek az igen anionos karakterli biopolimerek (és alkotorészei) elektrofil
agensekkel valo kolcsonhatasaban. Ezek az agensek a reagensek nagy csoportjat
foglaljak magukban, tobbek kozo6tt a karcinogén anyagok is ide tartoznak [17—19]. A
fentiek tiikrében a két fO tényezot, a megkdzelithetdséget és a molekularis elektrosztati-
kus potencialt parhuzamosan vessziik figyelembe kilsé reagensekkel tamadhato
nukleinsavak reaktiv helyeinek kozelité meghatarozasanal. Ebben az el6adasban a
klasszikus B-formaju és az Gjabb felfedezett Z-formaju DNS-sel kapcsolatos néhany
érdekes kérdést targyaljuk, Madame Pullman hasonld kérdéseket a tRNSPPe-sel
kapcsolatosan fog megvitatni az ezt koveto eléadasban.

Modszer

Mivel ez a szimpodzium a térbeli jelenségekkel foglalkozik, roviden érintjiik azt a
modszert, mellyel a reaktiv helyekhez valé atomi hozzaférhetdséget kiszamitottuk. Az
elektrosztatikus molekularis potencialok szamitasi részletei a [10—16] és [20]
hivatkozasokban talalhatok.

A hozzaférhet6ség szamitasa [21] soran a két kolcsonhatd molekula atomjait
adott sugaru gémbbel abrazoljuk. Az atomkdzéppontli gdmbok metszik egymast és
egy kiils6 burkot hoznak létre a molekula koril. Tiltott térbeli kdlesonhatas akkor 1ép
fel, ha a molekulak burkai atfedik egymast. Mivel a kolcsonhato molekulak esetleges
szerkezeti megvaltozasat nem vessziik figyelembe a szamitott hozzaférhetéségek
sztatikus hozzaférhetoségek.

Mint ahogy fentebb emlitettiik, az eljarast azzal kezdjiik, hogy a makromolekula
(mondjuk B-DNS) minden egyes atomja koré gdombot helyeziink el. A gombok sugara
az atomok Van der Waals radiusza Pauling szerint [22], a szén esetében Webb szerint
[23]. A sugarak szamértékei: H: 120 pm, C: 160 pm, N : 150 pm, O : 140 pm, P: 190 pm.
Mindegyik atomot, a hidrogéneket is beleértve kiilon abrazoljuk.

Ha a tamado fél egyszerii gombnek tekinthetd (ez az eset fém kation, vagy
egyszerlsitett abrazolasmodnal viz esetében) ezzel a reagenssel szemben a B-DNS
adott atomjahoz a hozzaférhetdség szamitasa viszonylag egyszerii. E18szor a timado
gombot kolcsonhatasba hozzuk a B-DNS receptor atomjat koriilvevé gombbel.
Meghatarozott Iépésk6zzel a receptor atom feliiletén mozgatjuk a tamado gombfeliile-
tet és minden pontban megvizsgaljuk, hogy metszi-e a B-DNS valamelyik atomjat
koriilvevé gdmbot, azaz a merev gdmb model szintjén megvaldsithato-e az adott
konfiguracio sztérikusan. A fogad6 atom megkdzelitheto teriilete (accessible area, AA)
a tamado gombbel szemben ugy szamithato ki, hogy a felosztas szerint nagyszama
(600) konfiguraciot vesziink figyelembe, a megengedett konfiguraciok szamat elosztjuk
az Osszes kiprobalt konfiguraciok szamaval, majd megszorozzuk a receptoratomot
koriilvevé gomb teljes feliiletével. A paraméter értéke a teljes hozzaférhetetlenségtol
(0,0) a maximalis hozzaférhet6ségnek megfelelé A, -ig (a receptoratom feliilete)
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valtozhat. Meg kell azonban jegyezni, hogy ha a B-DNS alkotoelemeit, a bazisokat, a
cukor és a foszfat részt kiilon-kiilon vizsgaljuk, az atomok megkozelithetdségi faktora
az alegység tobbi atomjanak térbeli gatlo hatasa kovetkeztében a maximalis értéknél
kisebb lesz. Ezt a megkozelithetOséget belsé hozzaférhetOségi teriiletnek (intrinsic
accessible areanak, IAA) nevezziik ellentétben ugyanennek az atomnak az AA
értékével, melynél a makromolekula hatasat is figyelembe vessziik. Az AA érték ennek
kovetkeztében megegyezik az IAA értékkel, ha a makromolekula tobbi épitdeleme
nem fejt ki zavar6 hatast, kisebb, ha ilyen gatlas fellép. Igy az IAA és az AA értékek
Osszehasonlitasa lehetdséget nyujt, hogy megallapitsuk mekkora hatast gyakorol a
makromolekularis kornyezet az adott alegység atomjanak hozzaférhetéségére. Ha a
tamado fél nem gombszeri, hanem tobbatomos molekula, vagy ion a hozzaférhetoség
kiszamitasara kilon eljaras sziikséges. Ezt a viz példajan mutatjuk be. A tamado
molekula egyik atomjat a makromolekula receptoratomjaval kolcsonhatasba hozzuk.
Ez lehet a vizmolekula oxigénatomja, vagy az egyik hidrogénatom. A tamado
molekulaval szemben a receptoratom hozzaférhetdségének mérésére két paramétert
vesziink figyelembe, ez a kettOsség azzal van kapcsolatban, hogy a receptoratomon
minden érintkezési ponthoz tobbféle vizmolekula konfiguracio tartozik. Az elsd
paraméter nem veszi kozvetleniil figyelembe a tamado molekula konfiguraciojat a
receptoratom feliiletén, meghatarozasa hasonld az egyszerii gombbel szembeni
tamado molekula ugy elhelyezhetd, hogy érintkezik a valasztott atommal, és a tamado
molekulanak legalabb egy olyan lehetséges konfigurdcioja van, melynél az alkoto atomi
gombok a makromolekula burkolofeliiletével nincsenek atfedésben. Jelolésként az
egyszeri gombnél alkalmazott AA roviditést tartjuk meg, zardjelben tiintetjik fol a
tamado molekulat, a makromolekulaval érintkezésbe 1épé atomot pedig alahuzzuk.

A masodik paraméter a tamado molekula konfiguracios flexibilitasat veszi
az arésze, mely (az els6 paraméter altal meghatarozott megkozelithet6 teriileten beliil a
kivalasztott atom érintkezve a receptorral) nem jar egyiitt a makromolekula
burkolofeliiletének megsértésével. A tamado molekula érintkezo feliiletén meghataro-
zott lépésk6zzel mozgatva az Osszes lehetséges konfiguraciot kiprobaljuk gy, hogy a
receptoratomon levé adott ponttal érintkezésbe hozzuk, és a tamado molekulat az
érintkez6 atomok kozéppontja altal meghatarozott tengely koril elforgatjuk. Ezt a
masodik paramétert ,,viszonylagos konfiguracios mozgékonysagnak (angolul fractio-
nal configurational flexibility, FCF) nevezziik, és zardjelben adjuk meg a tamado
atomot és az érintkezé atomot, pl. FCF (HOH). A tamadé molekula nagyszamu
konfiguracioja miatt, melyeket az AA és az FCF szamitasanal ki kell probalni a
receptor és a tamado atom feliiletén nem lehet olyan finom felosztast alkalmazni, mint
az egyszerii gombalaku tamado agens esetében. A szamitasi id6 elfogadhato szinten
valo tartasa céljabol a pontok szamat mintegy 300-ra csokkentettiik. Megbizonyosod-
tunk rola, hogy a viz AA szamitasanal ez a szamitasok pontossagat csak kismértékben
csokkenti, az értékek 1000 pmZ2-en beliil pontosak.
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Az eddigi alkalmazasokban gombalak reaktanssal szamoltunk tobbnyire. Az
itt kovetkezo eredményekben kis, 120 pm sugari gombbel szamoltunk. Kimutattuk,
hogy egy tamado vizmolekula egy hidrogénatommal helyettesitheté [21]. Altalano-
sabb értelemben, mivel a gomb ilyen kicsi az eredmények a receptor helyén levo
maximalis hozzaférhetoséget adjak meg.

Eredmények és diszkusszio
B-DNS

Az 1. tablazat purinok és pirimidinek reaktiv helyeinek megkozelithetosegét
mutatja (120 pm sugarral szamolva) a szabad bazisokban (baloldalt) és a B-DNS-be
beépitett bazisokban (jobboldalt), a koordinatakat a [24]-es hivatkozasbol vettiik. A
tablazat legérdekesebb jellegzetessége az izolalt- és a DNS-ben levd bazisok a
megkozelithetdsegek forditott rendje. Mig az izolalt bazisokban a karbonil oxigénato-
mok jelentik a legjobban megkozelithetd helyeket, a helyzet B-DNS esetében
Osszetettebb, a legjobban megkozelitheté atomok a guanin N7 €s 06 atomjai, szokasos
jelolés N7(G), 06(G). Az 1. abran 6sszehasonlitottuk a B-DNS kettds spiraljan beliil az
elektrofil tamadas célpontjaiként szobajoheté atomok hozzaférhetdségének rendjét
ugyanezekhez az atomokhoz tartozo elektrosztatikus potencial minimumokkal [25,
26]. Az abrabol nyilvanvald, hogy mig a guanin N7 atomja egyarant a legalacsonyabb
potenciali és a legnagyobb hozzaférhetoségl, sok eltérés van a tobbi atom
potencialjainak és hozzaférhetoségeinek relativ rendjében. Az egyik legszembetiinObb
kiilonbség a guanin N3 atomjaban van, melynek potencialja a masodik legnagyobb és
ugyanakkor csaknem elhanyagolhato a megkozelithetdsége. Ha csak az elektrosztati-
kus potencialt vessziik figyelembe az N3(G) atom egy eletrofil reakcido valdszini
célpontjanak tinik, sokkal kevésbé ez a helyzet ha a hozzaférhetoséget is figyelembe

1. tablazat
A bazisok megkozelithetoségi értékei x 10 * (pm?). Sugar: 120 pm

I1zolalt B-DNS-ben

G O6>N7>N3>C8>N2>NI1 N7>06>C8>N3

111 7,7 5644 3,519 4,127 1,00,05
A N3>N7>NI>C8>N6 N7>C8>N3

7,16,5594,534 2,6 1,007
¢ 0O2>N3>C6>C5>N4 C5>C6=N4~02

11,6 543,6 3,534 0,30,20,20,2
T 02>04>C6>N3=C5 04>02

11.29:3 331,717 2209
02(C)>02T)>06(G)>O04T) > N7(G)>O06(G)>N7(A)>O4T) >

N7(G)>N3(A)>N7(A) C8(G)=C8(A)>O02(T)>N3(A)
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Megkozelithetdség:  N7(G)> 06(G)>N7(A)>O4(T) > C8(G) = C&A)> 0AT)> NJA) > 02(C) > N3(G)
(x104pm?2) 41 27 26 22 10 10 09 07 02 O

Potencial: N7(G) > N3(G) > N3(A) > 02(T)>06(G) >N7(A) > 02(C) > C8(C) > 04(T) >C8(A)
(kcal/mol) -683 -670 -668 -663 -654 -650 -645 -630 -612 -610

1. abra. A B-DNS-ben a reaktiv helyeken a megkozelithetoségek és a molekularis elektrosztatikus
potencialok

vessziik. Ezért rendkiviil érdekes az a tény, mely SINGER Osszeallitasaban szerepel [27],
mi szerint elektrofil alkilez6 agensekkel végzett nagyszamu alkilezo reakcio esetében a
nukleinsavak reakcioképes centrumainak a guanin N7 atomja adodott, ugyanakkor
ennek a bazisnak N3 atomja a nagy elektrosztatikus potencial ellenére kevéssé
reakcioképes. Ez nyilvan a hely kicsi megkozelithetoségével fligg Ossze, és a példa
egyben az itt bemutatott eredmények gyakorlati jelentoségét is jol mutatja.

Z-DNS

Egy ellentétes példa, mely azt illusztralja, hogy a reaktivitas meghatarozasara
nem alkalmas egyediil a hozzaférhetdség a nemrég felfedezett balsodrasu DNS, un. Z-
DNS érdekes esete [28—31]. A krisztallografiai adatok és a megfelel6 modell alapjan
Rich ¢és munkatarsai [28] ramutattak arra, hogy a bazisokon belil szamos
reakciocentrum jobban hozzaférhet6 a Z-DNS-ben, mint a B-DNS-ben. Ez a
megfigyelés kiilonosen az N7(G), 06(G) és a C8(G) atomokra vonatkozik, melyek tobb
karcinogén vegyiilet kovalens kotOhelyeként ismeretesek. Néhany szerzo ezek alapjan
feltételezi, hogy 4 B-DNS-ben levé Z fragmensek ilyen karcinogének tamadasaval
szemben kiilonosen érzékeny célpontok.

Szamitasaink szerint a Z-DNS-ben szamos fontos fogado hely megkozelit-
hetOsége megnovekedett és [32, 33], killonosen a fentebb emlitett harom helyen a
guanin molekulaban, 6sszehasonlitva a B-DNS ugyanazon helyeivel. Az eredményeket
a 2. abran mutatjuk be a Z-DNS Z, és Z,, valtozataira [29]. Ugyanezen helyek
molekularis elektrosztatikus potencialjanak Osszehasonlitasa viszont azt mutatja,
hogy a Z-DNS-ben a fenti receptor helyek potencialja kisebb, mint a B-DNS-ben (3.
abra). Felmertil a kérdés a két faktor kozil melyik a meghatarozo a tamado elektrofil
agenssel szembeni viselkedésnél.

Az el6bbiekhez hozza lehet tenni, hogy a Z-DNS tomény s6 oldatban stabilis,
ezért a szamitasokat ilyen feltételeket szimulalo koriilmények kozott megismételtik,
ugy, hogy a foszfatokat fém kationnal arnyékoltuk le. Az eredmények a fenti probléma
szempontjabol valtozatlanok [33].
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3. abra. A B és Z-DNS-ben a reaktiv helyek elektrosztatikus
potencialjainak Gsszehasonlitasa

2. abra. A B és Z-DNS-ben a reaktiv helyek megkozelithetségeinek
Osszehasonlitasa
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Egy legutobbi kozlemény szerint [34] a poli (dG—dC) és poli (dG—dC)
reaktivitasa a karcinogén N-2-acetilaminofluorénnal szemben lényegesen kisebb olyan
koriilmények kozott, amikor a polimer Z-formaban ban (55% etanolban, vagy 1M
MgCl,-ben), mint amikor B-formaban van jelen (25% etanol, vagy alacsony Mg?*
koncentracio). Ez az eredmény arra utal, hogy ebben az esetben a Z-DNS-ben levo
guanin C8 elektrosztatikus potencialjanak csokkenése a B-DNS-sel szemben az
uralkodo, és ez feliilmilja a Z-DNS-ben levo nagyobb megk6zelithetGségtdl szarmazo
hatast.

Kovetkeztetések

Az eléadas nyilvanvalo végkovetkeztetése az, hogy a térbeli és elektronikus
hatasok keverednek a biomolekuldkban és megnehezitik ezen tulajdonsagok
meghatarozasat. Nyilvanvaloan jogos, és hasznos, hogy ezeket a tényezoket kiilon-
kilon tarjuk fel, ugyanakkor a reaktivitas gyakorlati problémainak vizsgalatanal
kolcsonos fliggoségiiket figyelembe kell venni.
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Osszefoglalis

A klasszikus B és az ujonnan felfedezett Z-formaju DNS reaktiv helyein kiszamitottuk a
megkozelithetdséget és a molekularis elektrosztatikus potencialt. Ezen polimerek biokémiai tulajdonsagai
meghatarozasara szolgalo két faktor erdsen fiigg egymastol.

Summary

Accessibilities and molecular electrostatic potentials are computed at the reactive sites of the classical
B and recently discovered Z- form of DNA. It is shown that the two factors are strongly interdependant for
the determination of the biochemisal behaviour of these polymers.
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MEGKOZELITHETOSEG ES A MOLEKULARIS
ELEKTROSZTATIKUS POTENCIAL OSSZEVETESE
tRNSP"* MOLEKULABAN

ALBERTE PULLMAN

(Institut de Biologie Physico-Chimique, Laboratoire de Biochimie Theorique associé au C.N.R.S.,
13 rue Pierre et Marie Curie — 75005 — Parizs, Franciaorszag)

Bevezetés

B. PULLMAN el6adasaban [ 1] térbeli és elektronikus hatasok kozotti kapesolat
altalanos problémajat irta le a nukleinsavak teriiletén, és ezt a B- ¢s Z-DNS-ben reaktiv
helyek megkozelithetésége €s molekularis elektrosztatikus potencialja kozotti
kolcsonhatas példajan mutatta be.

Eldadasom célja ezen kolcsonhatas néhany szempontjanak bemutatdsa a
tRNSP" teriiletén. A tRNS-ek rendkiviil Osszetett térbeli szerkezetiik miatt ebbdl a
szempontbol kiilondsen érdekesek. Mindenféle szimmetria hianya, a haromdimenzids
szerkezet teljes szabalytalansaga é€s viszonylagos tomorségiik a megko6zelithetoségben
helyi nehézseget, a molekularis elektrosztatikus potencialban nagy valtozatossagot
okozhat. Ezeknek a tulajdonsagoknak a kolcsonos fliggése és ennek ezen savak kémiai
¢és biokémiai reaktivitasukra gyakorolt hatasa izgalmas kihivas az elméleti analizis
szamara. A modszer részleteire torténd hivatkozasok az el6zd eldadas irodalmi
részében talalhatok, ebben az eléadasban ezen a teriileten végzett kiterjedt vizsgalata-
inkrol adunk szamot [2—8]. Szamitasaink Sussman és munkatarsai altal meghataro-
zott ortorombos kristalyszerkezetli élesztd-tRNSP™ geometriai adatain alapulnak
[9]. El6szor a foszfat csoportokkal kapcsolatos, majd a purin és pirimidin bazisokat
érinté problémakat targyaljuk.

Eredmények és diszkusszio
A foszfatok

A tRNSP" molekulaban 76 foszfat van, mindegyiknek mas a potencialja és a
megkozelithetdsége. Az itt megadott potencial adatok az n. hid pozicioéra vonatkoz-
nak, ez a pont a foszfor atom és a két anionos oxigénatom altal meghatarozott sikban a
két oxigénatomtol egyforman 215 pm-re van. Egy izolalt foszfat csoportban ez a
natriumion idealis helye. Az adatok a tRNS-ben levo cukorfoszfat gerinc mentén a
foszfatcsoport potencialjanak valtozasarol adnak felvilagositast. A megkozelithetoségi
értékek a két anionos oxigénatom megkozelithetoségeinek atlagai. Tamado gombként
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95, 160 és 220 pm-es sugari géomboket vizsgaltunk. Nyilvanvald, hogy szigoriian
véve a potencialok és megkozelithetéségek nem ugyanolyan térfogati elemre
vonatkoznak. Nem kétséges azonban, hogy bizonyos fokig a foszfatcsoport két
tanulmanyozott jellemzdjének felelnek meg, egymassal szembeni vizsgalatuk
kolcsonhatasukrol ad értékes informaciokat. A két tulajdonsag az 1. és a 2. abran
lathato, melyek a két jellemz0 érték valtozasat illusztraljak a lanc mentén, és lehetove
teszik, hogy kolcsonos fuggoségiket, illetve fliggetlenségiiket értékeljik. Ez a
valtozékonysag a tRNSPP® szerkezetének ismeretében értelmezhetd [3].
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1. dbra. A IRNSP" foszfat csoportjain levo elektrosztatikus potencial és a foszfatok nitrozokarbamiddal

szembeni reaktivitasa [10]: @ a legkevésbé reakcioképes foszfatok; A alacsony aktivitasa foszfatok; W
meghatarozatlan

Rendkiviil érdekes 0j kisérleti eredmények lehetove teszik, hogy a két tényezo
egymashoz viszonyitott szerepérdl a foszfatok kémiai reaktivitasat illetéen felvila-
gositast kapjunk. Itt Ebel és munkatarsai [10] etilnitrozokarbamid tRNS-sel vald
reakciojanak kvantitativ vizsgalatara gondolunk. Ez a reagens a foszfodiészter kotés
anionos oxigénjét alkilezi. A kinyujtott makromolekulaban mindegyik foszfat
reakcioképes. Ezzel szemben a hajtogatott formaja vegyiletben kiilonb6zo helyen levo
foszfatok killonbozoképpen reagalnak. Kilondsen a 9, 10, 11, 19, 49, 58 és 60-as
foszfatok reaktivitasa erosen lecsokkent, a 23 és 24-es pedig részlegesen. Ebben a
tanulmanyban alkalmazott modszer nem teszi lehetové terminalis foszfatok reakti-
vitasanak meghatarozasat mindkét végétdl szamitva 7—10 foszfat egységig. Ha-
sonloképpen a 33 és 35-0s foszfat reaktivitasat sem lehetett meghatarozni, a 32-es 34-es
ribozok 2'-OH csoportjainak természetes metilezodése kovetkeztében.

A 2. dbran ezeket a kisérleti eredményeket a kiilonb6zo foszfatok anionos
oxigénjeinek megkozelithetdségével hozzuk kapcsolatba. A kapcsolat rendkiviil
szembeotl6, ugyanis a csokkent reaktivitashoz erdsen lecsokkent megkozelithetoség
tartozik.

Az 1. abran a tRNSP" foszfatjainak etilnitrozokarbamiddal szembeni lecsok-
kent reaktivitasat vetettiikk 0ssze. Meglep6 modon a csokkent reaktivitasu foszfatok
legtobbje éppen a legalacsonyabb potenciala. Ez az elsé pillanatban meglepo
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eredmény érthetové valik, ha meggondoljuk, hogy ebben az igen bonyolult
makromolekulaban a legalacsonyabb foszfat potencialok egyben a legkevésbé
hozzaférhetéek. Ezért, mig a nyuQjtott savban mindegyik foszfat reagal az etil-
nitrozokarbamiddal, jelezvén a reagens nagy belst affinitasat, a hajtogatott szerkezet-
ben ezen helyek koziil szamos hozzaférhetetlenné valik és ez akadalyozza meg a
reakciot, annak ellenére, hogy a hozza tartozo potencial alacsony.

Ez a példa ezért azt az esetet illusztralja, amikor a reaktiv hely megk6zelithetsé-
ge donti el a reakcio végbemenetelét.

Megkéozelithetosegi terllet,
(x104pm2)

0 s sieaal p Sl 4 b { 1

0 10 20 30 40 50 60 70
Foszfat, N°
2. dbra. A tRNSP™ foszfat csoportjainak megkozelithetoségei 95 pm (————), 160 pm (- — -), 220 pm (. . .)

sugarral. A foszfatok etilnitrozokarbamiddal szembeni reaktivitasa (a magyarazatot l. az 1. abran).

Purin és pirimidin bazisok

A 3. és 4. abran a tRNSP" kiilonb6zd bazisainak teljes potencialjat és a
megkozelithetoségeét tintettilk fel az un. kerék-diagram formajaban (részletes
szamszeru értékek az [ 5]-0s hivatkozasban talalhatok). A 3. abran a radiusz mentén
egy potencial skala van —600-tol — 1350 kcal/molig (—2460-t6l — 5535 kJ/mol), a
negativabb potencialok a kor kozepe felé helyezkednek el. Ezen az abran minden bazist
egy sugariranyu vonal szemléltet, melynek végei a bazison levo legnegativabb és
legkevésbé negativabb potencialnak felelnek meg. A radialis vonalak végét a
potencialeloszlas vilagosabb szemléltetése céljabol dsszekotottiik.

A grafikonokbol nyilvanvald, hogy a bazisokra nézve igen erds szerkezet-
potencial Osszefiiggés érvényes. Az abran nyilakkal jeloltiik a kiillonb6z6é hurokrésze-
ket és az akceptorvéget, lathato, hogy az ezekben a régiokban levé bazisok kisebb
potencialiak, mint makromolekula magjahoz kozel levo kozbiilso helikalis szegmen-
sek. A P10 hajlatban levo 10-es, 11-es, 12-es bazisok is alacsony potencialuak. Ezzel
szemben a bazis sorrend nem ugrik ki ebbdl a diagrambol, mivel a bazisok egyéni
természetét az anionos foszfat potencialjainak ereddje elnyomja. Ez a potencialkerék a
tRNSPPe 16herelevélszerii abrazolasara emlékeztet és ennek segitségével az alacsony

9'
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potencialu helyek (a periferalis hurkok és az akceptorvég) valamint a magas potenciala
(ko6zponti helikalis részek) konnyen lokalizalhatok.

A 4. abran hasonlo elv alapjan abrazoltuk a ,megkozelithetOségi kereket”. Itt a
0-t6l 150000 pm?-ig terjed6 sugariranyu tengely a megkozelithetdségi teriiletet jeloli,
ugy, hogy a kozéppontban van a legnagyobb megkozelithetoség. Ismét minden bazist
egy olyan vonallal jeloliink, melyeknek végei a legkisebb és a legnagyobb megkdzelit-
hetdségi helyet adjak meg a tanulmanyozott helyen. Hasonloan a 3. abrahoz, a tRNS

3. dbra. Elektrosztatikus potencial kerék a tRNS"™*-ben levo bazis helyekre

hurkokat kilon jeldljiik a ,,megkozelithetdségi keréken”, megallapithato, hogy minden
hurokban két, vagy harom kiillondsen nagy megkdzelithetdségi értékli bazis van, ez
kiilondsen igaz az akceptor végen levd terminalis bazisokra. A megkdzelithetoség-
szerkezet Osszefiiggések kevésbé jellegzetesek azonban, mint a potencialok. Ez értheto,
ha figyelembe vessziik, hogy a potencialt a tavolhatd, az egész tRNSP"¢-en
keresztiilhatolo foszfat-effektus hatarozza meg, a megkozelithetoségek a rovid tavon
hato térbeli gatlasoktol fuiggenek, és sokkal érzékenyebbek helyi szerkezeti tulajdonsa-
gokra.

A 3. és 4. abran latottakbol az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a hurok-
részekben €és az akceptorvégen levo bazisokhoz alacsony potencial és magas
megkozelithetdség tartozik, ugyanakkor a helikalis magban levé bazisok magas
potencialiiak és altalaban alacsony megkozelithetoségiiek.

A tRNSP® kémiai és biokémiai reaktivitasaval kapcsolatos adatok jelentdségét
megvizsgaltuk ezzel a biopolimerrel kapcsolatos néhany reakcioban. Sajnos csak kevés
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¢és gyakran nem teljes adatkészlet all rendelkezésre. Egy tanulmanyt idéziink ezek
koziil, a részletek és mas reakciok eredménye az [ 5, 8]-as hivatkozasokban talalhatok.
Az eléadasban a tRNSP"™ és a ketoxal (metilglioxal) kolcsonhatasarol lesz szo a
tovabbiakban [ 11, 12]. Ez a reagens specifikusan a guanin bazissal reagal. A tRNSP"e-
ben csak 20-as és 34-es szam0 guanin bazisok kotik meg ezt a reagenst. A
reakciotermék az N1 és N2 guanin atomokon szubsztitucioval kialakulo hidfos
addukt, mint ahogy ez a glioxal példajan az 5. abran lathato (részleteket illetéen [13 és
14)).

4. abra. Megkozelithetoségi kerék a tRNS™-ben levo bazisokra

A 6. abran a szamitott megkozelithetdségeket (vizszintes tengely) és potencialo-
kat (fliggoleges tengely) vetjiik Ossze. A diagramon minden egyes pont, tehat egy adott
bazishoz tartozo potencialt és atomi megkozelithetdséget jelent. Ennek megfelelden a
tRNS" minden guanin N1 és N2 atomjahoz tartozo értékpart elhelyeztiik az abran. A
nulla megkozelithetdségl helyeket, mivel ezeken a helyeken nem varhato reakcio, nem
tuntettiik fel az abran.

Ha Ggy az N1, mind az N2 atomok a fenti feltételek szerint megjelennek az abran
a két atomot egy vonallal kotjik ossze. Figyelemre mélto, hogy ez a feltétel éppen csak
a 19, 20 ¢és 34-es gauninokra érvényesiil. A harom bazis megkozelithetosége mindkét
ponton nagy, N2 minden esetben jobban megkozelitheté, mint N1 atom. A 20-as
guanin N1 és N2 atomjai nagy negativ potencialtiak, a 34-es guaniné lényegesen
kisebb, a 19-es pedig ezek kozott helyezkedik el. A 20-as és 34-es guanin
reakciokészsége kovetkezoképpen érthetd. A 19-es guanin inaktivitasanak az lehet az
oka, hogy miga 20-as és 34-es guaninok par nélkiiliek a 19-es guanin hidrogénhidakkal
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5. abra. Glioxal guaninnal valo reakcioja

Megkozelithetdsegi teriilet (x10“pm?)

0 1,0 2,0
-500 ] T
34,N1.—_’————.34'N2
-750 -
YNle— Ji9n2
,N2 ¢ 30,N2
85 N2
-1000 - 3,n2 20,N1
o L3N2
8~—51 N2
4,N2 20,N2
®65,N2
-1250

6. dbra. Megkozelithetdség és elektrosztatikus potencial a ketoxal tRNSF™ guanin bazisaival valo
kolcsonhatasaira. (A 20, N1 jelolés a 20-as guanin N1 atomjat jelenti)

az 56-os citozinhoz kapcsolddik, a hidrogénhid képzésben, mind az N1 mind az N2
atom részt vesz és ezeket a kotéseket szét kell szakitani, mielott a ketoxallal valo
reakcié végbemenne. Meg kivanjuk jegyezni, hogy a harmadik parnélkiili guanin, az
57-es valoszintileg azért nem reagal, mert N1 és N2 atomjai nem hozzaférhetoek.
Ez a példa ismét a megkozelithetOség jelentOséget illusztralja, ebben az dsszetett

rendszerben.



SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN 135

KOSZONETNYILVANITAS

A szerz6 koszonettel tartozik a National Foundation for Cancer Research-nak (Nemzeti
Réakkutatasi Alapitvanynak), USA a munka tamogatasaért.

Osszefoglalas

Néhany jellemzo példan mutatjuk be, milyen szerepet tolt be a megkozelithetoség és az
elektrosztatikus potencial a tRNS™™ purin és pirimidin béazisainak és foszfatjainak biokémiai reaktivitasa-
ban. Ebben a rendkiviil tomor és komplikalt szerkezetben a megk6zelithetdség igen fontos tényezo.

Summary

The role of the accessibility and of the- molecular electrostatic potential for the biochemical reactivity
of the phosphates and the purine and pyrimidine bases of tRNAP™ s illustrated on typical examples. In this
highly compact and convoluted structure the role of accessibility seems to be of great importance.
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AZ ENZIMKATALIZIS SZTEREOKEMIAJA

POLGAR LASZLO

( Enzimologiai Intézet, Biologiai Kutatokiozpont, Magyar Tudomdnyos Akadémia, Pf 7 H—1052 Budapest,
Magyarorszag) .

Bevezetés

Nagy attorést jelentett az enzimoldgiaban, amikor a hatvanas években az elso
enzimnek, a lizozimnek, rontgendiffrakcios méréssel meghataroztak a térszerke-
zetét. A széles kort vizsgalatok segitségével fényt deritettek a szubsztrat kotésmodjara,
azonositottak az aktiv hely funkcios csoportjait ¢s felderitették a katalizis mechaniz-
musat [17]. Igy tehat lehetévé valt az enzimkatalizis sztereokémiai vizsgalata. Ma mar
szamos enzim haromdimenzids szerkezete ismeretes, koztik a szerin és a tiol
proteinazoké, amelyeket a kovetkezokben fogunk targyalni.

Szerin proteinazok

Alapmechanizmus. A lizozimmel ellentétben a szerin proteinazok hatasmecha-
nizmusa meglehetdsen ismert volt, miel6tt haromdimenzids szerkezetiiket meghata-
roztak volna. A katalitikus folyamat [2] f6 vonasait az 1. abran mutatjuk be. Lathato,
hogy a szubsztrat karbonil szénatomjan a ,reaktiv™ szerin hidroxil-csoportjanak
nukleofil tamadasat a hisztidin altalanos bazis katalizissel eldsegiti. Ez tetraéderes
atmeneti termék és imidazolium ion képzddéséhez vezet. Az intermedier altalanos
savkatalizis kovetkeztében acilenzimet, imidazol bazist és alkoholt vagy amint
szolgaltat. Az acilenzim az acilezés forditott mechanizmusa szerint hidrolizal.
Természetesen a hidrolizisben a vizmolekula hidroxil-csoportja a nukleofil a szerin
hidroxil-csoportja helyett.

Térszerkezet. A szerin proteinazok katalitikus reakcioinak sztereokémiajat csak
haromdimenzids szerkezetiik meghatarozasa utan tehetjik szemléletesse. Ezek a
vizsgalatok megmutattak, hogy a kiilonb6z0 szerin proteinazok, mint a kimotripszin,
a szubtilizin, az elasztaz és a tripszin (Osszefoglalot 1. [3]) katalitikus helyeinek
konformacioja nagyon hasonld. A kotOhelyek azonban, melyek az egyes enzimek
specificitasat hatirozzak meg, némi kiilonbséget mutatnak. gy a kimotripszin
molekulanak van egy zsebe, mely a szubsztrat aromas csoportjat képes befogadni. A
tripszinben, a zseb aljan egy aszpartat csoport van, amely a pozitiv toltési arginin és
lizin oldallancokat koti meg. Az elasztaz esetében a valin oldallanca gatolja a zseb
hozzaférhetoséget és igy a szekunder kotOhelyeket helyezi elGtérbe a szubsztrat
szamara.
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Acilezés

Im ImH* Im
H X X +HX
N | |
0 +|C|—R-\ﬁ o-g-n;‘ o-ﬁ-n
0 OF 0

Dezacilezés

1. abra. Szerin proteinazok reakciomechanizmus sémaja. X OR’ vagy NHR' csoportot jelent acilezésben és
OH csoportot dezacilezésben

Modellépités. Egy katalitikus folyamat sztereokémidjanak meghatarozasa nehéz
probléma. Mivel egy jO szubsztratot azonnal atalakit az enzim, valosagos enzim-
szubsztrat komplexeknek a geometriajat még nem vizsgaltak rontgendiffrakcioval.
Viszont, enzimek €s a természetes szubsztrattal rokon szerkezetii molekulak
komplexeinek vizsgalata mint inhibitorok, termékek vagy rossz szubsztratok,
kiindulaskeént szolgalhatnak katalitikus intermedierek térbeli modelljeinek kiépitése-
hez, mint a Michaelis-komplex, a tetraéderes atmeneti termék és az acilenzim.

E ceélbol a kristalyban talalt atomi koordinatakat, mas vizsgalatokkal
ellentétben, ugy modositottuk, hogy bizonyos kémiai megfontolasokat kielégitsenek
[4]. (Pl. azok az atomok, melyek k6zott proton atvitel torténik, egy hidrogén-kotésnyi
tavolsagon beliil kell legyenek.) Ez a modellépitési koncepcio ésszeril, mert a kristalyos
enzim aktiv helye nem sziikségszeriien reprezentalja az aktiv konformaciot és mert a
funkcios csoportoknak némi mozgékonysagot meg kell engedni a katalizis folyaman.
Mind a kimotripszinben, mind a szubtilizinben lehetséges volt a tetraéderes
intermediert ugy lokalizalni, amint azt kiilonb6zé kémiai meggondolasok
megkivantak [4].

A szerin proteinazokkal képzodott tetraéderes atmeneti termékek sémajat
mutatjuk be a 2. abran [5]. Lathato, hogy a katalitikus intermediert egy kiterjedt
hidrogénkotés-rendszer stabilizalja, mely két lényeges sztereokémiai elemet foglal
magaba: 1. a szerin, hisztidin és aszpartat tagokbol allo katalitikus triadot és 2. az
oxianion lyukat, ahol a tetraéderes atmeneti termék negativ oxigén atomja két peptid
NH-val képez hidrogénkotest. Ez a két elem tovabbi targyalast érdemel.

A katalitikus triad. Blow és munkatarsai [6] figyelték meg el6szor, hogy a szerin
proteinazokban (kimotripszin) egy aszpartat karboxil csoport kdlcsonhatasba 1ép a
katalitikus hisztidin imidazoljaval. Azt javasoltak, hogy a karboxilation negativ
toltését az imidazol gylirti kozvetiti a szerin oxigén atomjahoz, amint az a 3. abran
lathato. A szerin-hisztidin-aszpartat triadot ,,charge relay” (toltéskozvetitd) rendszer-
nek neveztek el, mely a szerin oxigént erés nukleofillé teszi.

Hangsulyoztuk [5, 7], hogy kémiailag valoszinitlen, hogy a szerin oxigén, mely
er6s bazis, protonja a sokkal kevésbé bazikus karboxilathoz menne at, és azt
javasoltuk, hogy a proton az imidazolon marad, amint az a 2. abran lathato.
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A katalitikus triadot minden szerin proteinazban kimutattak rontgendiffrakcios
modszerrel [3] és mind kisérleti, mind elméleti modszerekkel megkisérelték tisztazni
az aszpartat szerepét a katalizisben. NMR spektroszkopiai mérések el6szor ellent-
mondasos eredményekre vezettek, majd az ujabb eredmények a ,charge relay”
rendszer ellen szoltak. A probléma masik megkozelitési modja a kvantumkémiai
szamitasok, melyek soran kiilonb6z6é modellekbdl kiindulva CNDO/2 és ab initio
modszereket alkalmaztak. A triadot leggyakrabban metanollal, imidazollal és
hangyasavval modellezték ¢és a tridd kornyezetét elhanyagoltak. Ezek az in vacuo
szamitasok a ,charge relay” rendszert tamasztottak ala [8, 9].

Ser —

vai Thr—
) (+) i ot

K e - /\ - ...E(_)
RO - H-NON-H--0Q 0

—Np)=H=. T .
'0-C-0 c
—Np)—H" 1 N -
R ger His Asp

2. abra. A szerin proteinazok aktiv helyénél a kiterjedt hidrogénko6tés halozat

H--N N—H-~--O\ 0 H-N7yN--H-0. .0
i _— /
ki il
Asp /L Asp
Ser His Ser His

3. dbra. A ,charge relay” rendszer milkkodése BLow és mtsai szerint [6]

Annak érdekében, hogy kiilonbséget tehessiink a hisztidin €s aszpartat, mint
proton akceptor kozott, megvizsgaltuk az imidazol-hangyasav diad proton
egyensulyat figyelembevéve 1. a fehérje kornyezet, 2. a tetraéderes intermedier negativ
toltését reprezentald ellenion és 3. harom vizmolekula hatasat. Mindezek a hatasok
eltoltak a semleges diad in vacuo kapott egyensulyat az imidazolium-aszpartat ion-par
forma felé [10]. Egyéb, ujabb szamitasok, némileg mas megkozelitést alkalmazva
ugyanerre a kovetkeztetésre vezettek [11, 12].

Meg kell emliteni, hogy ujabban neutrondiffrakcios vizsgalattal egyértelmiien
igazoltak, hogy a proton az imidazol csoporthoz kotédik [13]. Ennek megfelelden,
korabbi vélemeényiinkkel 6sszhangban [5], arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
aszpartat csoport f6 katalitikus szerepe az, hogy stabilizdlja a tetraéderes intermedier
¢és az imidazolium csoport kozt kialakulo ion-part.

Oxianion lyuk. Két peptid NH csoport is részt vallalhat a tetraéderes atmeneti
termék stabilizalasaban, amint azt a 2. abra mutatja. Ezt a sztereokémiai vizsgala-
tokbol eredd [ 14, 15] lehetdséget viszont, kisérletileg még nem vizsgaltak. Ezért tiono
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szubsztratokat szintetizaltunk, amelyben a karbonil oxigént ként helyettesiti és mértiik
hidrolizisiiket kimotripszinnel és szubtilizinnel [ 16]. Azt vartuk, hogy ha az oxianion
lyuk Iényeges a katalizisben, akkor a tiono analogok sokkal lassabban hidrolizalnak,
mint a megfelelé oxigén szubsztratok, mivel az oxigén- és kénatomok mérete €s
hidrogén-kotés képzoé hajlama kiilonbozo.

Az eredményeket az 1. tablazatban foglaltuk Ossze.

1. tablazat
Proteinazok acilezésének sebességi allandoi (M ™' s ') tiono szubsztratokkal 25 °C-
on
Metil hippurat Etil acetil-fenilalaninat
o0 e 3O wS
Kimotripszin 31 <1 15000 <1
Szubtilizin 18 <0,6 45000 <2
Papain 240 540
Kimopapain 13 31

Az 1. tablazatbol kitiinik, hogy a szerin proteinazok a tiono észtereket
gyakorlatilag nem hidrolizaljak és ez az elso kisérleti bizonyiték az oxianion lyuk
lényeges szerepére a tetraéderes atmeneti termék stabilizalasaban. A tiono észterek
eltérd viselkedését tiol proteinazokkal szemben, mint a papain ¢és a kimopapain,
szintén az 1. tablazatban mutattuk be és a kovetkezOkben targyaljuk.

Tiol proteinazok

Mechanisztikus kiilonbségek a szerin és tiol proteinazok kozott. A papain a
legtobbet tanulmanyozott tiol proteinaz. Az aktiv helynél cisztein-hisztidin kettos
foglal helyet és a cisztein reagal a szubsztrattal atmeneti acil-enzimet eredményezve
[17]. Emiatt azt tételezték fel, hogy a szerin és tiol proteinazok azonos kémiai
mechanizmus szerint mikddnek, mert egy hasonlo oxianion lyuk léte konzisztens volt
a papain haromdimenzios szerkezetével [18]. Viszont a kovetkezd kiilonbségeket
figyelembe kell venni a két mechanizmus kozott: 1. Az oxianion lyuk lehet, hogy nem
lényeges az acilezési lépésben, mivel a tiono észtereket a tiol enzimek hidrolizaljak (1.
tablazat). 2. A katalitikus triad aszpartat oldallancat aszparagin helyettesiti [19] ezért
a negativ oxigén stabilizacidja nem jarulhat hozza a katalizishez. 3. Az imidazol
csoport altalanos bazis katalizise nem mikodik az acilezési 1épésben. Ez abbol
kovetkezik, hogy tobb bizonyiték létezik arra, hogy egy merkaptid-imidazolium ion-
parral [17] allunk szemben, mely egyben azt is jelenti, hogy a proton nem megy at
egyidejiileg a kénatomnak a szubsztraton torténé nukleofil tamadasaval, hanem az
imidazol csoporton van még a szabad enzimben is. Az ion-par létezésére két fiiggetlen
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bizonyitékot emlithetiink itt. 1. Az aktiv papain SH csoportjanak disszocialt formajat
spektrofotometrias uton figyelték meg, mérve a jellegzetes merkaptid abszorpcios sav
eltiinését az alkilezés folyaman [20]. 2. Az ion-par masik tagjat tekintve, ijabb NMR
vizsgalatok [21] megmutattak, hogy az imidazol csoport abban a pH tartomanyban
protonalt, amelyben a papain aktiv.

Az ion-par geometridgja a papainban és tiolszubtilizinben. A tiolszubtilizin
mesterséges enzim, melyet szubtilizinbol allitanak eld az aktiv hely szerinjének
ciszteinre valo cseréjével [22]. Hasonloan a papainhoz, a tiolszubtilizin SH csoportjat
egy merkaptid-imidazolium ion-par képzddése aktivalja. Viszont, eltéréen a papaintol,
ez az enzim csak aktiv észtereket képes hidrolizalni, mint pl. p-nitrofenil acetatot, de
nem alkil észtereket és amid szubsztratokat [22]. Ez a komoly differencia a két enzim
katalitikus képességében hivta fel figyelmiinket az ion-parok reakcioiban a sztereoké-
mia jelentdségére [23]. Azt vartuk, hogy az ion-parok geometriajaban a kiilonbség
mar a merkaptid-ion alkilezési sebességében megmutatkozik negativ toltést reagen-
sekkel szemben, mint pl. jodacetat, mivel a karboxilat anion és az imidazolium kation
kolcsOnhatasa a reagalo kén- és szénatomok kiilonbozé elrendezddéséhez vezethet a
két enzimben. Ez lathato a 2. tablazatban [23], amely azt mutatja, hogy a papain tobb
mint 1000-szer gyorsabban reagal a jodacetattal, mint a tiolszubtilizin. Masrészt a
semleges jodacetamid a két enzimet nagyjabol ugyanolyan sebességgel alkilezi. Az is
szintén jelentés, hogy a 3-jodpropionat nem mutat nagy reaktivitast papainnal
szemben. Ebben a vegyiiletben a karboxil csoport messzebb van a reagalo szénatomtol,
mint a jodacetatban, és ennélfogva a reakcidhoz kedvezd elrendezddeés létrejotte
lehetetlennek tinik.

2. tablazat

Tiolenzimek alkilezési sebességi allandoi (M~ 's™') 25 “C-on

Jodacetat Jodacetamid 3-Jodpropionat
Papain 1100 14,5 0,0005
Tiolszubtilizin 0,84 6,3 0,0036

Megjegyzendd, hogy a geometrian til mas tényezoknek nincs jelentds befolyasa
azion-parok reaktivitas kiilonbségére [23]. Tehat nincs pozitiv toltési oldallanc egyik
ion-par szomszédsagaban sem, mely utanozhatna az imidazolium-ion hatasat a
reagens karboxilat csoportjanak vonzasaban. S0t, aminosav részek sztérikus gatlasa is
elvethetd, mivel nyilvanvalo az aktiv helyek haromdimenzios modelljébél, hogy a kis
alkilez6 agensek konnyen megkozelithetik mindkét enzim reaktiv kénatomjat.
Kovetkezésképpen az ion-parok eltéré geometriaja a felelos legvalosziniibben a
jelentds sebességkiillonbségért a papain és tiolszubtilizin jodacetatos alkilezési
reakciojaban. Az eredményeinkbdl szintén kovetkezik, hogy ezek az ion-par
geometriak meglehetosen merevek, és igy megfeleldé konformacioban nem tételez-
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hetiink fel torzult parokat, bar elvben a torzulast az aktiv hely vagy/és a reaktans
flexibilitasa kompenzalhatna. Ez magyarazhatja azt, hogy a tiolszubtilizin csak olyan
aktivalt észtereket képes hidrolizalni, amelyek jo tavozo csoportokkal rendelkeznek és
a tetraéderes atmeneti termék lebomlasa nem igényel protonalast. Ellenben alkil észter
és amid szubsztratok esetén a tavozo csoport az imidazolium csoport altal torténd
protonalasa pontos geometriat kivan az ion-partol, ami a papain esetében teljesitve
van, de a tiol szubtilizinnél nincs.

Kovetkeztetések

Az enzimek rontgenkrisztallografias vizsgalata megbizhatod alapot biztosit a
mechanizmus vizsgalatokhoz. A szerin proteinazok esetében szamos, a katalizis
szempontjabol jelentos sajatsag mutatkozott meg, mint a katalitikus triad, az oxianion
lyuk és a kiillonbozé reakciolépések kozelité sztereokémiaja. Viszont, csak nagyon
kevés esetben haladtak annyira elore a kutatasok, mint a szerin proteinazok esetén.
Példaul a karboxipeptidaz A esetén, melynek térbeli szerkezete mar tobb mint egy
évtizede ismert, még az alapmechanizmus sem vilagos [24]. Ezek a nehézségek a valodi
enzim-szubsztrat komplexek és katalitikus intermedierek szerkezetmeghatarozasanak
bonyolultsagabol szarmaznak. Mégis lehet abban bizni, hogy a jovo kutatasai, a
kisérleti technika tovabbi finomitasaval és ujabb vizsgalatokkal ezen a téren, még
részletesebb képet fognak nyujtani az enzim katalizis sztereokémiajarol.

Osszefoglalds

A szerin és a tiol proteinazok haromdimenzios szerkezetének ismeretében a katalizis sztereokémiajat
vizsgaltuk. Eredményeink a kovetkezok: 1. A szerin-hisztidin-aszpartat triad inkabb egy kiterjedt
hidrogénkotés halozatként mikodik, mint ,,charge relay” rendszerként. 2. Az altalanos bazis katalizis
hianya okozza a tiol proteinazok esetén az alapveté mechanizmus eltérést a szerin enzimekhez képest. 3. Az
oxianion lyuk, mely a szubsztrat karbonil oxigénjét fogadja be, jelentds a szerin proteinazok katalizisében, de
nem a tiol enzimekében. 4. A tiol-proteinazokban a merkaptid-imidazolium ion-par a nukleofil, amely
tamadja a szubsztratot. Az ion-par helyes konformacioja lényeges a katalizis szempontjabol, amit negativ
toltési alkilezo szerekkel igazoltunk.

Summary

In the light of the 3-dimensional structures of serine and thiol proteinases, the stereochemistry of
catalysis has been examined. The following results are discussed. 1. The serine-histidine-aspartate triad acts
as an extended hydrogen bond network rather than a charge relay system. 2. Lack of general base catalysis in
the case of thiol proteinases represents the basic difference from the mechanism of serine enzymes. 3. The
oxyanion hole which accomodates the carbonyl oxygen atom of the substrates, is important in the catalysis
by serine proteinases but not by the thiol enzymes. 4. In thiol proteinases a mercaptide-imidazolium ion pair
is the nucleophile which attacks the substrate. The proper conformation of this ion pair is essential for
catalysis which is tested with alkylating agents bearing negative charges.
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Bevezetés

A szerin proteazok az enzimek jelentds osztalyat képviselik, szerepilik tobbek
kozott az alvadasi kaszkad és komplementje mechanizmusanak aktivalasa és
degradalasa. Tobb forrasbol szarmazo szerin proteazok eddig végzett rontgendiffrak-
cios vizsgalatok jelezték a megorzott tercier strukturat, amelynek a katalitikus helyén
aszpartat (Asp), hisztidin (His) és szerin (Ser) van:

Ser
As __C/_o 6/ \e2 l
P *‘O " /NY/N /CHZ
6]
H \H

Korabban BLow és munkatarsai [ 1] azt javasoltak, hogy a tagok triadja (azaz Asp,
His, Ser), amit a kimotripszin, tripszin, elasztaz és szubtilizin katalitikus helyeinek
rontgendiffrakcios vizsgalata soran talaltak, ,charge relay”-t (toltéskozvetités)
képeznek. Egy ilyen charge relay ugy miikodne, hogy a Ser-rdl a proton a His-re, majd
az Asp-ra menne at, igy tehat nagy mértékben megndvelné a Ser nukleofil jellegét, ami
ahhoz sziikséges, hogy a peptid szubsztrattal kovalens intermedier alakulhasson ki [1].
A charge relay koncepciot kémiai alapokon megkérddjelezték [2, 3, 4]. POLGAR [3] azt
javasolta, hogy a His N°!-ién lev proton hidrogénkdtésben van az Asp-tal, de atmenet
nem torténik. Polgar és Bender [2] azt is hangsulyozta, hogy az N°'-H és Asp kozotti
hidrogénkotésnek nagyobb jelentdségiinek kell lenni a szerin OH és a szubsztrat
kozott kialakulo tetraéderes atmeneti allapot kialakulasaban, amikor a His protonal-
va van, mint a szubsztrat-mentes enzimben. Még Gijabb kimotripszinnel szerzett kémiai
bizonyitékok [5] és szubtilizinen végzett rontgendiffrakcios vizsgalatok [6] is ellene
szOlnak a His N°? és a Ser OH kozotti hidrogénkotés létezésére a nativ enzimben.
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Ujabban monoizopropil foszforiltripszinen végzett neutrondiffrakcids vizsgalatok
arra mutatnak, hogy inkabb a His a proton fogado, mint az Asp [7].

A charge relay kérdését oldatban tobbféle modszerrel vizsgaltik. NMR
vizsgalatok a katalitikus hely His maradékanak viselkedésére szoritkoztak. Ezek
kozott voltak specifikusan '*C2-His-nel dusitott a-litikus proteazok '*C-NMR
vizsgalata [8]; specifikusan "N 1-His-nel és ' >N3-His-nel dusitott a-litikus proteazok
'SN-NMR vizsgalata [9]; a tripszin C2-H-janak 'H-NHR vizsgalata [10]; N°'-H 'H-
NMR vizsgalata [11, 12, 13, 14] és 3IP_NMR vizsgalatok foszforilezett szerin
proteazok esetén [15].

Célunk az, hogy 6sszehasonlitd NMR vizsgalatokat végezziink a szubtilizin és
tiolszubtilizin esetén. Az utobbit a szerin enzim kémiai modositasaval allitottuk el
[16, 17] és csak abban kiilonbozik, hogy SH csoportot tartalmaz a katalitikus OH
csoport helyett. Az igy kapott cisztein egy merkaptid-imidazolium ion-part képez a
szomszédos His-nel [18]. Ez a toltéseloszlas hasonlit arra az ion-parra, mely a szerin
enzim katalizise folyaman keletkezik, azaz arra, ami negativ toltésii tetraéderes addukt
¢és a HisH " kozott van. Ilyen sszehasonlitd vizsgalatok a szerin €s cisztein enzimek
kozott informaciokat szolgaltathatnak a katalitikus folyamat alap- és atmeneti
allapotairdl. A tiolszubtilizint a tiolproteazok modelljeként tekinthetjiik, mint pl. a
papain, melynek katalitikus helye Asp...His...Cys vagy Asn...His...Cys triado-
kat tartalmaz. A megvizsgalando kérdések: a ,charge relay”, ahogy azt Blow és
munkatarsai [1] felvazolta, mikodik-e a szubtilizinekben; vajon a His vagy az Asp
maradék protonalodik pK 7 koriil, mint ahogy azt a szubtilizin ,steady state” (allando
allapotu) kinetikus mérései jelezték; s végiil vajon az aktiv hely katalitikus triadjanak a
mozgékonysaga hasonlo-e a killonbozo forrasokbol szarmazo szerin proteazokban az
alap ill. atmeneti allapot-szerti szerkezetekben.

A szubtilizin és tiolszubtilizin aktiv helyének viselkedését 'H-NMR vizsgalattal
deritettiik fel, a His N°®'-jé¢hez kapcsolodo protont H,O-ban mérve, a C2-H-t pedig
D,O-ban. Mig az el6z6 modszerrel a katalitikus helynél a His N°! és az Asp kozotti
protont tanulmanyozhatjuk, az utobbi az dsszes hisztidinrdl ad informaciot.

Kisérleti rész
Tiolszubtilizin szintézise

A Carlsberg- és BPN tiolszubtilizineket a megfeleld szerin enzimekbdl allitottuk
el6. A nyers terméket Polgar [19] eljarasaval tisztitottuk. A tisztitott enzimet
higanyszarmazék formajaban hosszabb ideig lehet tarolni. A szabad tiolenzimet
kétszeres vagy Otszords molaris feleslegli ditiotreitollal vagy merkaptoetanollal
regeneraltuk. A tioltartalmat 5,5'-ditio-bisz(2-nitrobenzoat)-tal [20] titralva hataroz-
tuk meg.
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NMR mérések

Az '"H-NMR méréseket 80/20 (v/v) H,O0—D,0O-ban végeztiikk 360 MHz-en
korrelacios technikakat alkalmazva [21] vagy 500 MHz-en a Redfield-féle pulzus
szekvenciat [22] alkalmazva a vizjel elnyomasara. A 80/20 H,O0—D,O oldatokban az
Osszes mérést 2 °C-on vagy alacsonyabb homérsékleten és a protein vizes pufferben
valo feloldasatol szamitott 4 oran beliil végetik. A D,O-ban felvett 'H-NMR
méréseket gyors Fourier transzform mérésmodban vettiik fel 270, 360 és 500 MHz-en,
a vizjelet a visszamaraddo HOD jel besugarzasaval tavolitottuk el. A His C2-H
rezonanciak és a peptid gerinc NH-k rezonanciainak atfedé tartomanyai miatt, az
el6zoek asszignalasa nehéz. A peptid NH csoportok deutériumcseréje csak az enzim
javitasanak tobbi alternativai a konvolucios differencia modszer és a Carr—Purcell
szekvencia csak ilyen lecserélési folyamat utan volt hasznalhato. Az Gsszes kémiai
eltolodas értéket ppm-ben adjuk meg a kisebb térerok felé DSS-t6l (4,4-dimetil-4-
szilapentan-1-szulfonsav natriumso) szamitva.

Eredmények és diszkusszio

A H,0-ban megfigyelt alacsony térerejii rezonancia hozzdrendelése
a katalitikus helyhez

ROBILLARD és SHULMAN [11—13] és MARKLEY [14] szolgaltattak bizonyitékot
arra, hogy a szerin proteazokban az alacsony térereji rezonancia (15—18 ppm
csokkeno térerok felé a DSS-tol), amit ezen enzimeknek vizes oldataban észleltek az
aktiv hely His-jéhez tartozik, pontosabban az N*' protonhoz, ami hidrogénkotésben
van az Asp-tal. Kimotripszin Ad esetén megmutattak, hogy a rezonancia a DSS-t6l
csokkend térero fele 17— 18 ppm-nél jelentkezik a protonalt €s 15 ppm-nél a neutralis
hisztidinnél [11]. Az 1. tablazat a kovetkezo informaciokat kozli a szubtilizin alacsony
sem a Carlsberg, sem a BPN szerin enzimek esetén (1. abra) 1 —2mM koncentracioban
még —2 °C-on sem. 2. A rezonanciakat minden pH-nal (6 — 8 felett) mindkét szerin
enzimneél észlelhetjiik, ha fenilborsavat adunk hozza (2. abra), amint azt ROBILLARD és
SHULMAN [13] leirta a BPN enzimre. 3. Ha a szerin enzimet el3sz0r irreverzibilisen
inaktivaljuk, fenilmetilszulfonil-fluoriddal, akkor fenilborsav hozzaadasa mar nem
valtja ki a rezonancia jelentkezését. Ez 6sszhangban van a rezonancianak a katalitikus
4. A Carlsberg és BPN enzimekbdl nyert tiolenzimek higanyszarmazékai nem
mutatnak alacsony térerejii rezonanciat pH 5,25 és 7,8 kozott. 5. A szerin enzimekbol
eldallitott tiolenzimek esetén is van alacsony térerejii rezonancia (megfigyelheté6 pH
5,38 és 8,37 kozott, 3. abra). 6. Karboxamido-metiltiolszubtilizin BPN nem mutat

10
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1. tablazat

Az alacsony térerejli 'H rezonancia megfigyelése a szubtilizin vizes oldataban 0—2 °C kozott

Kémiai eltolodas,
Korilmények pH tartomany ppm DSS-t6l,
ha megfigyelhet6

Szerin enzimek 5,34—8,73 nem megfigyelheto
Szerin enzimek hozzaadott fenilborsavval 59780 175
Szerin enzim fenilmetilszulfonil fluoriddal inaktivalva
¢és fenilborsav hozzaadasaval 6,8 nem megfigyelheto
Tiolszubtilizinek higanyso 5,25—-8,37 nem megfigyelheto
Szabad tiolszubtilizinek 54 —82 177
Tiolszubtilizin BPN jodacetamiddal inaktalva 6,92 nem megfigyelheto
Szubtilizin BPN + N-acetil-L-triptofan 5,5, 6,0 17,9

6,5;. 7,0 nem megfigyelhetod
Szubtilizin BPN + N-acetil-D-triptofan 6,0 nem megfigyelheto
Szubtilizin BPN + L-triptofanamid 6,0 nem megfigyelhetod

STL NOVO pH 6,05
=9,5C

1. abra. Szubtilizin BPN (Novo) pH 6,05, —2 °C; 360 MHz 'H korrelacios NMR spektrum H,O-ban.
Kémiai eltolodasok DSS-t6l csokkeno térerok fele, a jelek alatt feltiintetve, ppm-ben

alacsony térerejlii rezonanciat olyan korilmények kozott, pH 6,95-nél, 2 °C-on, ahol a
tiolenzimek mutattak. A 4. és 6. feltételek nem teszik lehetdvé tiolat anion kialakulasat.
A 17,5 ppm-nél megfigyelt .rezonanciak kémiai eltolodasai a szubtilizin-
fenilborsav komp;lexekben és 17,7 ppm-nél a tiolszubtilizinekben széles pH tartomany-
ban, azt sugalljak, hogy ezek a rezonanciak egy protonalt hisztidinium species His-
N%!'_-H-hoz tartoznak. Ez azt is magaban foglalja, hogy a stabil hidrogénkotés észlelése
a His-N?!'-H és Asp kozott szubtilizin szarmazékokban csak akkor lehetséges, ha egy
kozeli negativ toltés stabilizalja a hisztidiniumot, azaz a His N*2-jén egy masodik
proton is van. Ennek a rezonancianak a megfigyelhetdsége fiigg az N°'-H és az
oldoszer hidrogénjei kozti cserélodés sebességetol. Ha ez a sebesség tul nagy az NMR
idoskalan a rezonancia tul szélessé valik ahhoz, hogy megfigyelhet6 legyen.

A tiolszubtilizinben a DSS-t6él csokkend térerd felé 17,7 ppm-nél jelentkezd
protonalt hisztidinre jellemz6 rezonancia a kovetkezokre enged kovetkeztetni: a) a
protonalt hisztidinium széles pH tartomanyban létezik, amelyben a tiol disszocialt
formajat mar POLGAR [ 18] leirta, igy a tiolat-hisztidinium ion-par létezése két teljesen
kiilénbozé modszerrel nyert megerdsitést; b) a tény, hogy a tiolszubtilizinekben és a
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fenilborsav komplexekben (atmeneti allapot analogok, 1. [23]), a rezonancia
megfigyelhetd, de a nativ szerin enzimekben nem, arra mutat, hogy a hidrogénkotés a
His N°!' és AspCO, kozott stabilabb és valosziniileg még jelentdsebb a tetraéderes
atmeneti termék kialakulasaban, mint az enzimek szubsztrat mentes allapotaban.

STL NOVO 2,2mM, pH 75
+ 5mM Fenilborsay
2°C

| 1 | | | 1 I

2. dbra. Szubtilizin BPN (Novo) pH 7,5, 2 °C, 2 mM, 5 mM fenilborsav jelenlétében; 360 MHz, 'H
korrelacios NMR spektrum H,O-ban. Kémiai eltolodasok DSS-t6] csokkend térerok felé, a jelek alatt
feltiintetve ppm-ben

SHSTL CARLSBERG
pH 6,37

| | 1 1 : |

3. dbra. Tiolszubtilizin Carlsberg pH 6,37, 2 °C (merkaptoetanollal felszabaditva a higany szarmazékbol);
360 MHz 'H NMR spektrum H,0O-ban. Kémiai eltolodasok DSS-t6l csokkend térerok felé, a jelek alatt
feltiintetve ppm-ben

Véleményiink szerint a tény, hogy a nativ szubtilizin nem mutatja az alacsony
térereju rezonanciat, mig a kimotripszin Ad azonos korilmények kozott igen [12],
inkabb ennek a hidrogénkotésnek valtozékony stabilitasat titkkrozi a killonbozo szerin
proteazokban, mintsem annak meglétét vagy hianyat.

Ez a koOvetkeztetés azt is sugallja, hogy a His mobilitasa az aktiv helyen
kiilonbozo lehet, killonbozo szerin proteazokban azonos koriilmények kozott. Ezt a
hipotézist kisérletileg is alatdmaszthatjuk. A legujabb kutatasok az acil-kimotripszin
dezacilezésén [5] szintén arra az eredményre vezettek, hogy az AspCO, és His N°'-H
kozti kolesonhatas kiillonbozo erdsségi (itt kiilonbozo stabilitast hidrogénkotésekrol
besz¢éltiink) és inkabb a His koti meg a protont a katalizis folyaman, mint az Asp.
Konkluzioi teljes 6sszhangban vannak az altalunk elértekkel.

10*
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A hidrogénkaotés stabilizaciojanak sztereospecifikus jellege
a katalitikus helynél

Miutan bebizonyitottuk, hogy a tiolszubtilizinekben és a szerin enzimek
fenilborsav komplexeiben a His N°'-H és AspCO, kozti hidrogénkotést a kozeli His
N¢2-H negativ toltése stabilizalja, felmeriilt a kérdés, hogy vajon barmilyen negativ
toltés a katalitikus triad kozelében képes-e stabilizalni ezt a hidrogénkotést.

His Ser
0 — I
=z £
Asp—C 51N‘\+4‘N2—H CH2
\O— H/ = ‘
© OH

Abban a két esetben, amelyekben a hidrogénkotés kiilonosen stabil, a negativ toltés a
kovalensen kotdtt szerin maradékbol szarmazik. Ezért szobajohetd reverzibilis
inhibitorokat vizsgaltuk. Ezekhez a kisérletekhez Robillard és Shulman [13] észlelései
adtak az indittatast, mely szerint 0,IM N-acetil-L-triptofan kivaltja az alacsony
térerejli rezonanciat 2 °C-on pH 6-nal szubtilizin BPN-ben. Kimotripszin Ad-ban a
kellett emelni a novekvé pH miatt csokkend kotési allando miatt [24]. Elészor
elhataroztuk, hogy bizonyitjuk a kolcsonhatas létét a szubtilizin esetén. A harom
hasonl6 inhibitor, N-acetil-L-triptofan, N-acetil-D-triptofan és L-triptofanamid koziil
csak az els6 okozott alacsony térerejii rezonanciat 0,1 M-os oldatban pH 6-nal 2 °C-on
(4. abra).

18,0 15,0 12,2

4. dbra. Szubtilizin BPN pH 6,1 0,1M N-acetil-L-triptofanban, 3 °C, 360 MHz 'H korrelacios NMR
spektrum H,O-ban. Kémiai eltolédasok DSS-t6l csokkend térerok felé, a jelek alatt feltiintetve ppm-ben

A 2. tablazat a harom inhibitor esetén meghatarozott ,steady state” kinetikai
paramétereket tartalmazza. Ambar a K, értékek meglehetdsen hasonldak (mindharom
kompetitiv inhibitor) és az enzimet az alkalmazott NMR korilmények kozott
telitettiik az inhibitorral, csak az N-acetil-L-triptofan volt képes az AspCO; és His
N°®!-H kozti hidrogénkétés stabilizalasara. Tovabba a rezonancia helyzete a DSS-t6l
szamitott 18 ppm kozelében jellemz6 a protonalt imidazol gyiriire. Az N-formil-L-
triptofan és kimotripszin [25] kolcsonhatasanak haromdimenzios abrazolasa vilago-
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san mutatja, hogy ennek azinhibitornak a CO, csoportja (kozeli rokona az N-acetil-L-
triptofannak, aminek a kolcsonhatasat szubtilizinnel itt targyaljuk), térben kozel van
gy a His-hez, mint a Ser-hez, az aktiv helynél toltés-toltés kolesonhatast megengedve
a hisztidinium N*2-H-javal. Robertus és munkatarsai rontgendiffrakcios krisztallogra-
fiai adatokat kozoltek a szubtilizin BPN benziloxikarbonilglicilglicil-L-tirozin nem
kovalens komplexrol [26]. Az L-tirozin szabad karboxilat csoportja szoros érintkezést
mutat a katalitikus hely Ser 221 és His 64 tagjaival. Feltehetéen a CO, pozicioja

2. tablazat
A szubtilizin BPN N-acetil-L-triptofannal, N-acetil-p-triptofannal s
L-triptofanamiddal t6rténé inhibiciojanak ,steady state™ kinetikai
parameéterei szubsztratként p-nitrofenilacetatot alkalmazva 30 °C-

on®
Inhibitor pH K, (mM)
N-acetil-L-triptofan 6,0 3,6
7,0 6,6
8,0 14,9
N-acetil-pD-triptofan 6,0 8,7
L-triptofanamid 6,0 ~10°

Ky €5 Voax 5,3 mM és 1,1 OD/perc pH 6-nal, 0,9 mM és 7,1
OD/perc pH 7-nél, 0,4 mM és 13,8 OD/perc pH 8-nal.
bK ozelitd érték, szintén lasst szubsztratként hat.

ebben az inhibitor-szubtilizin komplexben és a mi NMR kisérleteinkben alkalmazott
N-acetil-L-triptofan esetében teljesen analog. Ebbodl a szempontbol érdemes emlékez-
tetni arra, hogy egy ilyen elektrosztatikus kolcsonhatas euergetikailag jelentds lehet az
aktiv helynél a His mozgasi szabadsaganak csokkentéséhez. Mig a masik enantiomer
(N-acetil-D-triptofan) ugyan képes elfoglalni a kotohelyet, de a karboxilat csoportja
feltehetéen messze van a katalitikus His oldallanctol.

Ezutan az alacsony térerejii rezonancia megjelenésének pH fiiggését vizsgaltuk a
szubtilizin BPN-ben 10 mM N-acetil-L-triptofan jelenlétében 500 MHz-en. Mig a
rezonancia pH 5,5 és 6,0-nal megfigyelheto volt, pH 6,5-nél kisebb lett és pH 7-nél tul
szélesseé valt ahhoz, hogy észlelhessiik. Ez 6sszhangban van a katalitikus hely His.H * -
janak titralasaval. ROBILLARD és SHULMAN mar beszamoltak ehhez némileg hasonlo
észlelésekrdl a kimotripszin Ad esetén [12]. Ez a pH fluggés lehetoséget teremt arra,
hogy a katalitikus His.H* pK-jat meghatarozzuk egyszeriien csak elég nagy
mazasaval 0 °C-on Ggy, hogy a jel alatti teriiletet a pH fiiggvényében mérjiik. Ilyen
vizsgalatok mar folyamatban vannak. Ez alkalmas modszer lehet a pK-k meghata-
rozasara, mielott jelentOs autolizis torténne.
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A His C2-H rezonancidk *H-N MR vizsgdlata D,0-ban

A szubtilizin Carlsberg 6t, a BPN hat hisztidint tartalmaz [27]. Az '"H-NMR
spektrum aromas tartomanyaban az enzimek egyes C2-H rezonanciainak megfeleld
primer szekvencia szamhoz torténd hozzarendelése tobb lepést igényel. El6szor a 7,5
—9,0 ppm (DSS-t6l az alacsony térerdk fele) tartomanyt meg kell szabaditani a peptid
NH rezonanciaktol. Ez rendszerint nem probléma, de a szerin proteazok 'H-NMR
spektrumaiban bosszanto nehézség. Mivel pH 5,5 — 6 alatt a szubtilizin irreverzibilisen
denaturalodik, enyhén bazikus D,O-t kell alkalmazni a gerinc NH-k ND-re valo
cseréléséhez. Egy tovabbi nehézség az, hogy a gerinc NH-k és az oldoszer
deuteronjainak cserélddése alatt a His C2-H-ja is D-re cserélddhet. Mivel tudjuk, hogy
az imidazol C2-H-ja a hisztidinben a pH-tol fuiggetleniil cserélddik, pK (mondjuk 8)
felett, mig az amid NH-cserélodési sebessége linearisan né az OD ~ koncentracioval,
célszertinek latszik a gerinc NH-kat magas pH-n lecserélni. Mi 9—9,5 pH,, értéket
(uvegelektroddal mérve D,0O-ban) alkalmaztunk erre a célra. Eddig azt talaltuk, hogy
pH,,, 9-nél Tris vagy NaHCO, pufferekben az aromas tartomany 20— 25 “C-on 48
oran belul kitisztul. 24 oran beliil ezen korilmények kozott a spektrumok mar
hasznalhatok. Ennek oka az, hogy a visszamarado rezonanciak 7,5 és 9,0 ppm koziil
csak a His C2-H jelei mutatnak pH fiiggd kémiai eltolodast. Elég nagy magneses
tereknél (360 MHz vagy még jobban 500 MHz) a gerinc NH-k egyedi jelei szintén
tisztan megkilonboztethetoek, mivel ezek dublettek (a C2-H-tol felhasadva), mig a His
C2-H-ok jelei szingulettek. Néhany spektrumot és a His C2-H rezonanciakbol levont
kovetkeztetéseket fogjuk eldadni a kovetkezOkben. Eddig még nem sikeriilt a
szubtilizin katalitikus helyének His 64 tagjahoz tartozo rezonanciat egyértelmiien
asszignalni. Viszont vilagos, hogy a primer szekvencia szamokhoz az egyértelmi
asszignacio veégso sikerét csak a gerinc NH-k eldzetes lecser¢lésének ¢és valamilyen
felbontasjavito eljaras kombinacidjaval érhetjiik el [28].

Némi sikert értiink el 270 MHz-en. A legtobb pH-nal 5,5 és 7,7 kozott ot
kilonallo C2-H rezonancia lathato a szubtilizin BPN-ben. Ezek kémiai eltolodas
értékei 7,7 ppm-t6l (DSS-t6] szamitva), bazikus koriilmények kozott (pH 8 folott), 8,6
ppm-ig pH 6 alatt valtoznak. A titralasokbol nyilvanvalé volt, hogy mind az ot
rezonancia pK 7+0,5 korili értékd, egyik sem nagyon szokatlan. Egy érdekes
anomaliat talaltunk. Minden mintaban (nagy szamu) a szubtilizin BPN-t és
Carlsberget, tiolszubtilizin BPN-t és Carlsberget is beleértve, minden alkalmazott
téreronél (270, 360, 500 és 600 MHz) 7,72 ppm-nél volt egy rezonancia, ami figgetlen
volt a pH-tol. Mig alacsonyabb téreroknél (270 és 360 MHz) nem volt teljesen vilagos,
500, ill. 600 MHz-nél ez a jel egyértelmilen dublett volt (J=6—7 Hz). Ezért ezt nem
lehet a His C2-H-hoz rendelni. Ha gerinc NH volna, akkor nagyon védett
kornyezetben kellett volna lennie, mivel semmilyen koriilmények kozott (még hossza
inkubacioval sem pH 9-nél) sem tiint el. Néhany vizsgalt mintaban volt 8,44 ppm-nél is
egy pH fiiggetlen rezonancia. Feltessziik, hogy ez akar autolizalodott és (denaturalo-
dott) vagy sav altal denaturaldodott anyaghoz rendelheto.
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Kivalasztott 360, 500 és 600 MHz-es spektrumok jelezték, hogy a szubtilizin
BPN o6t tiszta jelet ad, mely pH fiiggd. Az 5. és 6. abran 600 és 500 MHz-es
spektrumokat mutatunk be. Még meggydzOobb az a tény, hogy ugyanazon a pH-n a
szubtilizin BPN ¢és Carlsberg spektrumai egymasra helyezhetoek (7. abra). Ez két,
eddig fel nem ismert tényre mutat ra. El6szor annak a ténynek ellenére, hogy a két
forrasbol szarmazo enzim primer struktiraja 83 maradékban eltéré [27], a tercier
strukturaiknak nagyon hasonlonak kell lenni az 6t hisztidin kilénb6zé pH-n mért
kovetkeztetésre lehet jutni, hogy a His 17 a szubtilizin BPN-ben az, amelynek C2-H
rezonanciajat nem lehet megfigyelni. Ennek egy vagy két oka lehet: vagy olyan
kornyezetben van, melyben az oldoészer deuteronjaival lecserél 24 oran beliil
szobaho6fokon, vagy nagyon arnyékolt kornyezetben van nagyon rovid spin-spin
relaxacios idovel €s a rezonancia tul széles ahhoz, hogy detektalhato legyen. A His C2-
H és az oldoszer deuteronjai kozti csere elobb targyalt mechanizmusa és cserélodési
sebessége alapjan a masodik magyarazat tinik valdszinibbnek. Mind az 6t C2-H
rezonancia titracios viselkedése minden alkalmazott magneses téreronél azt jelzi, hogy
mindegyik pK-ja 7+0,5 koriil van. Ez 6t rezonancia k6zott kell lennie a katalitikus
hely His-je jelének is. Ezért a katalitikus His-nek is pK 7+0,5 értekkel kell

STL BPN, 600 MHz
pH 7,2

pH 7,8

pH 8,1

1 IS I

(A AT T |
8,00 7,00

5. dbra. Szubtilizin BPN; 2 mM D,0O-ban; 30 °C; 600 MHz 'H korrelacios spektrum. Kémiai eltolodas
tartomany 7—8,33 ppm, alacsony térerok felé DSS-t6l
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SUBTILISIN BPN 500 MHz
pH 748

pH 7,02

pH 6,63

| it ] ]

8,36 7,88 7,40

6. dbra. Szubtilizin BPN; 2mM D,O-ban; 30 °C; 500 MHz 'H Fourier transzform spektrum. Kémiai
eltolodasok DSS-t6l csokkend térerdk felé, a jelek alatt feltiintetve ppm-ben. Konvolucios differencia
parameéterek: 1, 4, 0,95

SUBTILISIN CARLSBERG
pH 7,02

1 Il
8,36 7,88 740

7. dbra. Szubtilizin Carlsberg; kb. 2 mM D,O-ban pH 7,02-nél 5 mM fenilborsav hozzaadasa mellett 30 °C;
konvolucios paraméterek 1, 4, 0,95. A rezonanciak kémiai eltolodasai ugyanazon a pH-n (0,02 pH egységen
beliil) azonosak voltak a fenilborsav hozzaadasa nélkiil észleltekkel

rendelkeznie, ugy a BPN szubtilizinben, mint a Carlsberg szubtilizinben is. A kisérletek
a katalitikus His azonositasara 10 mM fenilborsav és 0,5M borsav jelenlétében végzett
titralasokat foglalt magaban. Feltehetéen a kozépsO jel az az 6tbol, amelyik a
katalitikus helyhez rendelhetd, mivel fenilborsav hozzaadasaval ennek a jelnek
csokkent az intenzitasa és kis 0j jel bukkant fel 8,34 ppm-re a DSS-t6l (7. abra). Végiil a
tiolszubtilizin His C2-H tartomany FT spektrumat felvéve azt talaltuk, hogy az
azonosithato rezonanciahoz a kémiai eltolodasa nagyon hasonlo a szerin enzimeknél
talaltakhoz ugyanazon a pH-n jelezve azt, hogy a kémiai modositas (Ser-t Cys-re

crer

kinetikai vizsgalatokkal [29].
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Kovetkeztetések

Igazoltuk, hogy a szubtilizinek katalitikus helyén a His N°'-H és az Asp
hidrogénkotés az N*2 melletti oxianion nagymérték ben stabilizalja. A tiolszubtilizinek-
ben a His imidazoljan van a hidrogén pH 6 és 8 kozott, ugyanigy a szerin enzimek
fenilborsavas kovalens szarmazékaiban is, valamint pH 6,5-ig a szerin enzimek nem
kovalens N-acetil-L-triptofan komplexében is. Az alacsony térerejii rezonancia kémiai
eltolodasanak megfeleléen H,O-ban mindezek a koriilmények inkabb a His, mint az
Asp protonalodasat igazoljak, ami Osszhangban van az o-litikus proteazok '°N
vizsgalataval [9] és az inaktivalt tripszin neutrondiffrakcios eredményeivel [7].
Tovabba azt is jelzik az eredmények, hogy a katalitikus intermedierben (amelyben —
+ — toltés eloszlas van, mint a tiolszubtilizin és szerin enzim fenil-borsavas komplex
katalitikus triddjaban) a protonnak szintén az imidazolon kell lennie. Ezért a charge
relay [1] miikodése nem nagyon valoszinii a szubtilizin katalizalta folyamatokban.

A His C2-H-k viselkedésébol szerzett bizonyitékok azt is jelzik, hogy a
katalitikus His-nek a pK-ja a normalis 7+ 0,5. Végiil megmutattuk, hogy a His-N°'-H
és Asp kozotti hidrogénkotés stabilizacioja a katalitikus helynél sztereokémiai
kontroll alatt all és a His mobilitasa a katalitikus helyen kiilonbozo lehet a szerin
proteazok kozott.
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Osszefoglalas

A szerin proteazok vizes oldataban talalt nagyon alacsony térerejii 'H-NMR rezonancia jellemzé a
Ser...His...Asp katalitikus triad imidazolium és aszpartat csoportjai kozott kialakulo hidrogénkotésre
[11]. A nativ szubtilizinekben nincs ilyen rezonancia (még —2 °C-on és pH 6-nal sem), de a
tiolszubtilizinekben, valamint a szerin enzimek fenilborsav szarmazékaiban jelen van. A His a tiolszubtilizin
katalitikus helyén pozitiv toltésti pH 5,6 és 8,4 kozott, igy jelezve a nukleotid-imidazolium ion-par létezését a
katalitikus helyen. A stabil hidrogénkotés az Asp és His kozott a tiolenzimben és a szerin enzim fenilborsav
szarmazékaban valosziniileg létezik ¢és legnagyobb jelentdsége valdsziniien a szerin enzim és szubsztratja
kozott kialakult tetraéderes atmeneti allapotban van és hasonld — + — téltéseloszlassal rendelkezik. Ilyen
toltéseloszlas létrejottének sztereokémiai feltételeit bemutattuk: a szubtilizin N-acetil-L-triptofannal telitve
az emlitett rezonanciat mutatja, N-acetil-p-triptofannal és L-triptofinamiddal viszont nem (mindharom a
szerin enzim kompetitiv inhibitora). A rezonancia tartomany pH fiiggése N-acetil-L-triptofan jelenlétében 7
korili pK-t tesz lehetdvé a katalitikus His-re. A His C2-H-k kémiai eltolodasanak pH fiiggése a
szubtilizinben (beleértve a katalitikus hely His-jét is), azt mutatja, hogy mindegyik pK, értéke 7+0,5.
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Summary

The very low field '"H NMR resonance found in aqueous solutions of serine proteases is
characteristic of the hydrogen bond between the imidazolium and aspartete groups of the catalytic triad
Ser...His...Asp [Robillard, G. and Shulman, R. G.,(1972) J. Mol. Biol. 71, 507 — 511]. No such resonance
was found in native subtilisins (even at —2 “C and pH 6.0) but was present in thiolsubtilisins and in the
phenylboronic acid derivatives of the serine enzymes. The His at the catalytic site of thiolsubtilisin carries a
positive charge between pH 5,6 and 8.4 implying the existence of a mercaptide-imidazolium ion-pair at the
catalytic site. The stable hydrogen bond found between Asp an His in the thiolenzyme and in the
phenylboronic acid derivative of the serine enzyme probably exists and is likely most important in the
tetrahedral transition state formed between serine enzyme and its substrate and bearing a similar — + —
charge distribution. The stereochemical'requirements for creation of such a charge distribution were
demonstrated: subtilisin with saturating N-acetyl-L-tryptophan gave rise to be said resonance, with N-
acetyl-pD-tryptophan and L-tryptophanamide did not (all three are competitive inhibitors of the serine
enzyme). The pH dependence of the area of the resonance in the presence of N-acetyl-L-tryptophan suggests a
pK near 7 for the catalytic His. The dependence of the chemical shifts of the His C2-H’s in subtilisins
(including that at the catalytic site), indicate that all possess pK,’s of 740,5.
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RUDOLF ZAHRADNIK, PAVEL HOBZA, JOACHIM SAUER

(J. Heyrouvsky Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, Czechoslovak Academy of Sciences,
12138 Prague 2, Csehszlovdkia;
Institute of Hygiene and Epidemology, Centre of Industrial Hygiene and Occupational Diseases, 10042 Prague
10, Csehszlovadkia;
Zentral Institut fur physikalische Chemie der Akademie der Wissenschaften der DDR, 1199 Berlin, NDK )

Bevezetés

A biologiai katalizis kulcsszerepet jatszik az in vivo €és in vitro korilmények
kozott biologiai rendszerekben végbemend kémiai atalakulasokban. A katalitikusan
aktiv anyagok szerkezeti szempontbol egyarant lehetnek kis vagy nagy molekulak. A
biologiaban az enzimek a legkitiindbb katalizatorok [1, 2].

Miel6tt a téma részletes targyalasaba belemennénk kivanatosnak tinik, hogy a
katalizisekrol altalaban két kérdést felvessiink.

Az els6 kérdés: Honnan szarmazik a reaktansokat és termékeket elvalaszto, a
potencialis energia feliileten levé gat?

A potencialgat a teljes és részleges impulzusnyomaték megmaradasi torvény
megsértésének kovetkezménye. Az elektron impulzusnyomaték és az elektron
spinnyomaték megmaradasanak tétele alapvetden fontos: a torvénynek eleget tevo
folyamatok megengedettek, mig az eleget nem tevok tiltottak.

A masodik kérdés: Hogyan lehet taljutni a gaton? A reakcio termikus gerjesztése
sok tiltott folyamat esetében nem elegendd. Tovabba, a potencialgatat eltiintetni, csak
egy altalanosan elterjedt téveszme szerint lehetséges, mivel a gat a potencialfeliilet
velejaroja. A magas gaton csak egyféleképpen lehet atjutni, ha a vizsgalt molekulahoz
egy megfelelo reagenst adunk, és ezaltal masik potencialis energia feliiletre tériink at (1.
abra). Erre szamos lehetoségiink van: (I) reaktiv iont vagy diiont képziink, (II)
elektronikusan gerjesztett allapotot hozunk létre, (I1I) konjugalt savat, vagy bazist
kepziink, (IV) megfelelé van der Waals komplexet képziink, (V) kiilso, vagy helyi
elektromos tér segitségével erésen polarizalt reaktanst allitunk eld, (VI) katalizatorral
képeziink komplexet. A reaktansnak csak olyan modositasai johetnek szamba,
melyeknek soran kisebb potencialgaton keresztiil jutunk el a kivant termékhez. Annak
ellenére, hogy szamunkra elsdsorban a katalizatorok érdekesek, hasznos, hogy az (I)
—(V) pontok alatt felsoroltakkal is foglalkozzunk, mivel ezek a katalizator hatasanak
elemi lépései.

Az enzimek kiilonleges helyet foglalnak el a katalizatorok kozott, mivel
rendkiviil sztereospecifikusak és igen hatékonyak. Nem toreksziink arra, hogy egy
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adott enzim-szubsztrat rendszer mikodését mélyebben megértsiik, ehelyett olyan
ko6z0s jegyeket keresiink, melyek szamos enzim-szubsztrat rendszerre jellemzoek. Erre
a célra az enzim katalizis egy altalanosan elfogadott alaptipusat hasznaljuk fel (1. 1.
sémat), feltiintetve az egyes lépéseket iranyitd hajtoerot is.

1 (#)

Nay

X odéicié'o
2/ (#)2

AR-X P+X
r.c.2

1. dbra. Nemkatalitikus (1) és katalitikus (2) utak: 4EJ <E{, X a katalizator

Folyamat F6 hajtoer6

a) a szubsztrat megkozeliti az enzim aktiv helyét (és
egy vdW enzim-szubsztrat komplex képzodik;
sztereoszelektiv megkiillonboztetd 1épés):

Gyors megkozelités vdW erdk

b) Kémiai atalakulas:

Gyors tényleges katalitikus lépés kémiai erok

c) Veégso allapot:

A reakciotermek gyors kilokodése vdW erdk

1. séma. Az enzim-szubsztrat kolcsonhatas Iépései

Nem lenne helyes, ha azt mondanank, hogy a kezdeti fazisban (1. 1. séma a) pont)
egyaltalan nem jatszanak a kémiai er0k szerepet. Azonban ennek a lépésnek a nagy
sebességeébdl kovetkezik, hogy az az energiagat, amelyik a kiinduld (,,szabad” enzim,
»szabad” szubsztrat) és a végso (enzim-szubsztrat komplex) rendszereket egymastol
elvalasztja vagy igen kicsi, vagy elhanyagolhat6. Ez van der Waals komplexeknél igen
gyakori [3], de meglehetosen ritka kémiai reakciok esetében, leszamitva olyan
specialis eseteket, mint a ,,lejté” jellegli ion-molekula reakciokat. Mivel a folyamatokat
kémiai szempontbol kivanjuk tanulmanyozni a szabadentalpia valtozassal kell
foglalkoznunk ¢és nem az energia (vagy entalpia) valtozasokkal. Igen sok, az elsé
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sémahoz tartozo folyamat viszonylag kis energia (aktivalasi energia) valtozassal jar, ez
a AH® (AH?) tényezd mellett a TAS® (TAS*) tényezd fontossagat hangsiilyozza. Végiil
az enzimkatalizalt folyamat nagy sebessége megkoveteli, hogy a kémiai atalakulas
gyorsan menjen végbe. Ehhez a kovetkez6 két tényezo foltétleniil hozzajarul: a reakcio
hely specialis geometriai elrendezddése, intenziv helyi elektromos tér hatasa.
Mindezt figyelembe véve, a kovetkezo targykoroket valaszthatjuk ki:

1. A van der Waals erok részvétele és szerepe,

2. a van der Waals kolcsonhatas kivalaszto hatasa,

3. az entropia és hokapacitas jelentosége €s szerepe,

4. néhany enzim és enzim modell, valamint az aktualis kémiai atalakulas reakcio
helyének kozos szerkezeti jellemzoje,

5. erds helyi elektromos terek szerepe, orientalo hatasuk és aktualis kémiai atalakulast
befolyasolé szerepiik.

A van der Waals er6k részvétele és szerepe

Az élet barmilyen formaja azonnal 6sszeomlana, ha a gyenge, rendszerek k6zotti
kolcsonhatasok eltiinnének. Ebben az eléadasban gyenge kolcsonhatasnak azokat
nevezzilk, melyek elektromos (és/vagy magneses) multipolusok kozott lépnek fel,
fuggetleniil attol, hogy a multipolusok allandoak, vagy ideiglenesen indukalodnak.
Ezeket van der Waals kolcsonhatasoknak fogjuk hivni [3]; az irodalomban az ilyen
tipusu kolcsonhatasokat néha nemkovalens, gyenge, fizikai vagy masodlagos
kolcsonhatasoknak hivjak.

R+S=R ...S, 4E

elsorendii masodrendii

AE = AEP*" = EC + E¥® 4 E'+ E" + EP + kis tagok + magasabb rendi tagok
S —— e ——
[ .
| I a0 s |

AES =ER™'S)—[E(R)+ ES)] = 4E* + E?
AECORR » EP kolesonhatasi korrelacios energia kozelités

AE = AE3te + EP

2. séma. Perturbacios és variacios kifejezések az energia valtozasra 3]

Foglalkozzunk most a 4E kolcsonhatasi energiaval, amelyik az S szubsztrat és
az R enzim kozotti komplex képzodést kiséri. A 2. sémaban perturbacios és SCF
variacios kifejezéseket adunk meg, melyek a kolcsonhatasi energiak és azok kozotti
viszony kiszamitasara szolgalnak [3]. Probaljuk meg kivalasztani a perturbacios
kifejezés azon tagjait, melyek a szubsztrat igen gyors behuzasaért, és a reakciotermé-



158 SZTERIKUS HATASOK A BIOMOLEKULAKBAN

kek gyors kilokéséert felelosek (1. séma a, ¢ 1épések). Neéhany specialis esetet leszamitva,
a legtobb biologiai rendszerben az elsérendii tagokhoz képest a masodrendiiek kicsik.
Ez arra utal, hogy az a) 1épésben a Coulomb vonzasnak és a ¢ ) lépésben a kicserélodési
és/vagy a Coulomb taszitasnak donté szerepe van. Ezért olyan modszerekre van
sziikség, melyekkel ezek a tagok viszonylag konnyen és megbizhatoan kiszamithatok.
A Coulomb energia szamitasara megfelel0 modszerek allnak rendelkezésre, de a
kicserélddési taszitas szamitasa meglehetosen problematikus. A (korrekt) perturbacios
kifejezés kiszamitasa a kicserélodési taszitasra biologiai molekulak esetében nem
végezheto el.

Pillanatnyilag fontosabb lenne, ha megprobalnank kvalitativen eldonteni, hogy
elfogadhato-e az a szerep, melyet a Coulomb- és a kicserélodési taszitasnak
tulajdonitottunk. Eldszor is meg kell jegyezni, hogy a szubsztrat kritikus helyeit (pl.
peptid- vagy észter-kotés) igen gyakran jellegzetesen nem egyenletes toltéseloszlas
jellemzi és ezért helyi dipolusokkal kell szamolnunk. Ugyanez vonatkozik a
legkillonb6z6bb enzimek aktiv helyeire, ahol nemcsak az aminosavakon levo parcialis
toltéseket, hanem a viszonylag nagy pozitiv toltésti fémkationt, vagy az o-hélix
peptidtol szarmaz6 nagy elektromos dipolust is figyelembe kell venni. Ez egyben azt
jelenti, hogy adottak a feltételek az er6s Coulomb kolcsonhatasra. Bizonyos jelekbol
viszont arra lehet kovetkeztetni, hogy a kritikus helyen is kielégitoek a koriilmények,
mivel viszonylag alacsony a dielektromos allando [4].

Az enzimatikus atalakulas termékeinek az aktiv helytol valo gyors kilokodésben
a kicserélodési taszitasnak feltételezhetoen fontos szerepe van, mely a kovetkezokép-
pen magyarazhato: a szubsztratban egy kotés felszakadasa (mely olyan gyors is lehet,
mint a kotés megsziinését kivalto proton, vagy elektron atmenet) kovetkeztében
bizonyos kritikus helyek tulzsufoltta valnak. Ez a kicserélddési taszitod erdk jelentds
novekedését valtja ki: a reakcio termékek igen gyorsan kilokddnek és a reakcio hely
alkalmassa valik a kovetkezo katalitikus folyamatra. Ez a taszito mechanizmus csak
akkor lesz igazan hatékony, ha a szubsztrat tokéletesen odaillik az enzim aktiv
helyéhez. Abban az esetben, ha egy kisebb (kémiailag rokon) szubsztrat lép
kolcsonhatasba az aktiv hellyel a mechanizmus nem miikddhet ilyen tokéletesen.

Meg kell emliteni azt a lehetdséget is, hogy a kémiai atalakulas a toltések
altalanos atrendezddésével jar egyiitt, oly modon, hogy egyes helyeken a Coulomb
vonzas Coulomb taszitasba csap at. Maga a taszitas, illetve a kicserélddési taszitassal
egyiitt felelés a kilokodési allapoteért.

A fentieket az entropia valtozas jelentdsen befolyasolja. Némely esetben a végso
szabadentalpia valtozas eldjelét a TAs® tag hatarozza meg, azaz az illetd folyamat
entropia kontrollalt.

A vdW kolcsonhatasoknak a folyamat elso fazisaban valoszintleg tobbféle, de
legalabb kétféle szerepiik van. Eloszor kivalaszto (a kivalasztas kiilonbozd tipusu
megkiillonboztetésen alapul), masodszor ,elore gyartd” szerepiik van (az aktivalt
komplex jellemz6 tulajdonsagait hordozo szerkezet ,elore gyartasarol” részletesebben
a késobbiekben szolunk).
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A van der Waals kolcsonhatasok megkiilonboztetd szerepe

Megkiilonboztetd (vagy kirodiasztaltikus) kolcsonhatas ugyanolyan, vagy
eltérd tipust enantiomerek kozotti kolesonhatasok gyijtoneve. A kdlcsonhatasok
termékei fizikai tulajdonsagokban (pl. olvadaspont, forraspont), adszorpcios jelensé-
gekben, kémiai reakcioképességben kilonboznek [5]. Ezek a jelenségek a kémia
legkiilonbozobb teriiletén jatszanak szerepet, de a biologiai reakcioképességben
betoltott szerepiik rendkiviil fontos. Az irodalomban szamos frappans példa talalhato,
amely a (+) és (—), (vagy R és S) enantiomerek kozotti kvalitativ biologiai aktivitas
kiilonbséget mutatja be.

Nagy a kiilonbség két teljesen szabad ,monomer” vakuumban végbemend
kirodiasztaltikus kolcsonhatasa, és egy haromdimenziés polimer (kiralis centrum
enzim) €s egy szubsztrat kolcsonhatasa kozott. Ami az el6z6t illeti, a megkiilonboztetd
kolcsonhatas pontos kvantumkémiai leirasat Craig és Mellor adta meg [5].
Kimutattak, hogy a perturbacios leiras néhany tagja diszkriminativ (pl. a rezonancia
kolcsonhatas, az elektromos és magneses dipolusok kozotti diszperzios kolcsonhatas),
de minden esetben az R—R(S—S) kolcsonhatas AE értéke csak kismértéekben
kilonbozik az R—S kolcsonhatasétol. Tulajdonképpen a megkiilonboztetés legtobb
esetben kisebb vagy Osszemérheté a 298 K-hez tartozo 2,4 kJ/mol értékii termikus
energiaval. Helyettesitett etanol szarmazékok [6] (CH,CHXOH, X=F, CN, C=CH,
CH=CH,) azonos é¢s ellentétes antipodjai altal képzett dimerek esetében a
legnagyobb energia kiillonbséget (PCILO szamitas szerint) a (+)—(+)ésa (+)—(—)
formak kozott X—F esetében talaltak, a szamszeru érték 540 J/mol. A meg-
kiilonboztetési energia magasabb (egy nagysagrenddel) a kovalens kotéssel osszekap-
csolt ket kiralis kozpontot tartalmazo rendszerek esetében (pl. 2,3-diciano-butanok
[5], 1,2-difluorhidrazinok [7]). Az utobbi esetben (azaz az enzim-szubsztrat
kolcsonhatasnal) a polimer kiralis centrumanak csak az egyik oldalat tudja a tamado
agens megtamadni; a harompontos kapcsolodas biztositja az enzim-szubsztrat
kolcsonhatas rendkiviili sztereoszelektivitasat.

A vdW kolcsonhatas nagymérvi szelektivitasanak oka valoszinileg egy
tobblépéses folyamat. Foglalkozzunk egy igen kiilonleges, de rendkiviil fontos esettel,
mikor az enzim membranhoz kotott. Egy elozetes kivalasztasi lépés a membran
mindkét oldalan megtalalhato elektromos térben (kb. 107 V/m) megy végbe, a jelenség
oka az, hogy az elektromos tér az elektromos dipolusokra iranyito hatast fejt ki. Ez a
tér felelos azért, hogy a szubsztratszallitas felgyorsul. A membrancsatorna bevezetd
szakasza nagysag szerinti megkiilonboztetést végez. A csatorna sinszeriien ravezet az
enzim aktiv helyére; ez a kovetkezo, és az egész folyamat specifikussaga szempontjabol
donto szakasz. A szubsztrat szerkezeti egységei és az aktiv hely k6zott kolesonhatas [ép
fel. A szubsztrat csak egy negativ szabadentalpia valtozassal, AG?<0, jard cso-
portképzodésen altal kotodhet. Nyilvanvaloan nem egyszeri ennek a feltételnek eleget
tenni, mivel a negativ entalpia valtozast (mely a vonzé Coulomb, indukcios és
diszperzios erok kovetkezménye) az entropia csokkenés jelentés mértékben ellen-
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silyozza.* Eppen ez a koriilmény biztositja a megkiilonboztetés feltételeit. A
megkiilonboztetd hatas sorrendje a kovetkezo: 1. nagysag szerinti megkiilonboztetés;
minden olyan szerkezeti egységet, melyek az aktiv hely geometriaja altal meghataro-
zott méretnél nagyobb a rendszer kiveti, 2. megkiillonboztetés az aktiv hely kiralis
kovetelménye szerint, 3. megkiillonboztetés, mely azon alapul, hogy a — AHY tag elég
nagy ahhoz, hogy a TASY tagot elnyomja. Ez kiilondsen a szubsztrat olyan szerkezeti
egységeire vonatkozik, amelyek igen hasonlitanak a helyes egységekre, de annal
kisebbek; kovetkezésképpen a — AHY tag kisebb lesz, de a TAS® tag csak kismértékben
valtozik. Emiatt megtorténhet, hogy nem érjiik el a kivant negativ AG? értéket.
Tovabba csak egy optimalis szubsztrat-aktiv hely illeszkedés biztositja a szubsztrat
szabadsagi fokainak maximalis befagyasztasat, mely tényez6 a kovetkezo (a tényleges
kémiai 1épés) hatékonysaga szempontjabol alapvetéen fontos. Ez a negyedik
megkilonboztetod effektusnak tekintheto.

Az entropia és a h6kapacitas jelentésége és szerepe

Régota elfogadott tény, hogy az entropianak az enzimkatalizis néhany lépésében
fontos szerepe van [2, 8] sokat kell még tenni azért, hogy elfogadtassuk az entropianak
a biologiai katalizis minden fazisaban donto szerepe van. Kiilonos figyelmet kell
forditani azentropia szerepére a folyamat elso és utolso fazisaban. Még altalanosabban
fogalmazva, nincs a bioldgidban olyan folyamat, melyet energia analizis alapjan
megbizhatoéan és teljesen értelmezni lehetne. Végiill szamos olyan folyamat és
kolcsonhatas van, melyek entropia-kontrollaltak (pl. elektromos multipolusok
kolcsonhatasa, egymasra halmozodas (stacking), hidrofob kdlcsonhatasok, hidrogén-
hidas vagy toltés-atviteli komplexek keletkezése, a diszperzios erok kolcsonhatasa; 1. 1.
tablazat).

A szubsztrat kotodése egy rogzitett enzimen harom transzlacios és harom
forgatasi szabadsagi fok vesztéssel jar egyiitt. A veszteség entropia csokkenést okoz. Az
asszociacio kovetkeztében kialakuléo hat rendszerkdzi vibracids mod entropia
novekedést okoz; ez a novekedés jelentds mert az ujonnan kialakult vibracios
modokhoz alacsony frekvencia tartozik, de még mindig nem elegend6 ahhoz, hogy a
fent emlitett veszteséget potolja.

Olyan folyamatok, melyekben fehérjék vesznek részt, gyakran nagy entropia
valtozassal jarnak. Ez egyben azt jelenti, hogy nagy hdkapacitasvaltozas AC, is
varhato. Sturtevant [10] tanulmanyozta a fehérje és a reakciopartner kozotti
kolcsohatast kiséré nagy AS és AC, eredetét. Ennek legfontosabb forrasa a
konformacios valtozasok és a puha rendszerek kozotti vibracios modok képzodése.

* Teljesen szabad szubsztrat esetében az entropia valtozas ellensilyozo hatasa még eroteljesebben
jelentkezik, mint az altalunk vizsgalt példaban, ahol egy csatornan halad keresztiil a szubsztrat, és ennek
kovetkeztében néhany halad6 és forgd szabadsagi fok ,,.be van fagyva”.
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1. tablazat

Kiilonbo6z6 tipusu vdW molekulak keletkezésének termodinamikai jellemz6i (298 K, kJ/mol) [9]

vdW molekula AE 4H® TAS® AG° K
AT 5= CIF® -2,70 —2,68 —19,84 17,16 0,001
HF.. Hf —1591 -12,29 —-22,37 10,08 0,017
H,0...H,0" -27,11 —18,50 —21,46 2,96 0,303
Hangyasav dimer® — 66,94 — 58,72 —49.86 —8,86 35,48

*Kisérleti értékek.
®Szamitott: kozeli Hartree—Fock értékek.

Tovabba a A4S és AC, értékek a hidrofob és elektrosztatikus kolcsonhatas
valtozasokkal és a kolcsonhatasok kozben keletkezé hidrogénhidakkal kapcsolato-
sak. A nagy AC, és AS valtozasokkal jaro folyamatok kozos jellemzdje az, hogy
értekiik erdsen fligg a homeérséklettol.

Az entropiavaltozasok szamitogépes kiértékelésével kapcsolatban az alabbi
megjegyzést kell tenniink. A helyzet kielégitd, azoknal a kozonséges kémiai
reakcioknal, ahol a statisztikus termodinamikan alapuld szokasos Osszefliggések
lehetove teszik, hogy a merev rotor — harmonikus oszcillator — tokéletes gaz
kozelitésen beliil kiszamitsuk az Osszes termodinamikai jellemzot, beleértve az
entropiat is. Ezeket a jellemzdket kvantumkémiai eszk6zokkel eldallitott molekularis
konstansokbol kaphatjuk meg. A 4S kiszamitasa van der Waals rendszerekben elvben
is kevésbe egyszerl, valodi vdW rendszerekben pedig meglehetésen nehéz. Ez
nagyrészt azért van, mert a harmonikus kozelités nem alkalmazhato az osszes olyan
molekulara, melyek erésen anharmonikusan mozognak (lagy vibraciok, belsé forgas,
kis gaton keresztiil valé inverzid, gylri-vetodés) és ezenkiviil a forgasi és rezgési
particios fliggvények faktorizalasa nem fogadhato el tobbé. Ezekre a molekulakra a
rezgési particios fliggvényt az egyedi enegia szintekhez tartozo tagok 6sszegzésével kell
képezni.

A legkecsegtetdbb, de még mindig koltséges kozelités a Monte Carlo ¢és a
molekularis dinamika modszerek. Ezeknek az eszk6zOknek az igénybevételével
nemcsak a kolcsonhatasi energiakat, hanem a termodinamikai jellemzoket is
megkaphatjuk [11, 12].

Enzimek és enzimmodellek reakciohelyeinek altalanos jellemzéi
és a tényleges kémiai atalakulas

Szamos biologiailag aktiv rendszer létezik, melyeknél a reaktiv hely gytris, lireg,
illetve hasadék alak®; a kritikus teriillet gyakran hidrofoéb természetii. Példaul a
hemoglobin aktiv részei, a klorofil, B,, vitamin, szamos gytris peptid (néhany ezek
kozil antibiotikus aktivitasi) ionoforok és enzimek és ezek modelljeinek aktiv helyei
rendelkeznek ilyen tulajdonsagokkal.

11
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A koz0s szerkezeti jellemzot leegyszerusitve a 2. abran mutatjuk be, A és B
szerkezetileg rokon, vagy azonos csoportokat jelentenek. A specialis elrendezddeés (2.
abra) a megfeleld szubsztrat reaktivitasat tobbféleképpen befolyasolja: 1. A funkcios
csoportok igen nagy helyi koncentracidja jelentésen megvaltoztathatja a kémiai
egyensulyt. Ez nem tipikus, nagy reaktivitasi atmeneti termékek képzodéset és

2. abra. Enzimek koz0s, leegyszeriisitett szerkezeti modellje

atmeneti stabilizalodasat segitheti eld. 2. Rogzitett helyzetben pl. egy kor mentén
torténd komplex képzodés n szamu funkcids csoport és egy megfeleld (X) kozott (1.
egyenlet) erésen kedvezményezett az entrOpia viszonyok szempontjabol, n szamu
funkcios csoport szabad molekulaval tortén6é komplex képzodésével (2. egyenlet)

Osszehasonlitva:
Aat i =——m X  An (1)

nA  #X = An... X (2)

3. Egy gyuru, lreg, hasadék belsejeében levo feltételek alapvetoen kiilonbozhetnek az
oldatbeliektol. Kiilonosen igen alacsony, vagy alacsony dielektromos allandoju,
kisszamu és (szerkezetileg rogzitett) fém kation kozelsége hoz létre sajatos reakcio
korilményeket. 4. Rogzitett (de nem teljesen merev) térbeli elrendezodés és térbeli
alkat hozzajarul a feltételezett szubsztrat kivalasztasahoz, és amennyiben kiralis, a
kiralis megkiilonboztetéshez. 5. Az egyes csoportok donor-akceptor tulajdonsagait a
csoporton levé maganos parokkal valo kdlcsonhatas jelentésen megnovelheti. A fent
emlitett okok miatt az I-es szerkezetli rendszerekre és barmely mas rokon
szerkezetekre a ,,ciklokatalizator” gyujto fogalmat hasznaltuk. Az utobbi idoben W. P.
Jencks [2] altal bevezetett , Kirke-hatas” jol fedi a fentebb targyaltakat, ezért nincs
értelme a ,ciklokatalizator” és A ,ciklokatalizis” fogalmakat a tovabbiakban
hasznalni.

Hol jatszik a Kirke-hatas szerepet?

1. Tonoforok és csatorna képzok segitségével, a lipid membranokon keresztiil
torténd ion szallitasban. Ez transzport, azaz fizikai folyamat elOsegitéseként foghato
fel;

2. gyurus szerkezetd, pl. ciklopeptidek, kiilonb6z6 antibiotikumok biologiailag
aktiv vegyiletek mikodésében;
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3. modell enzimeknél, elsésorban ciklodextrinekben, azaz olyan rendszerekben,
melyekben hengeralaku iireg van [14];

4. A korona éter kémiai teriiletén is szerepet jatszik, Cram és munkatarsai erre a
jelenségre a vendég-gazda kolcsonhatast hasznaljak [15, 16]. Ugyanezen szerzok
mutattak ra az enzimek, nukleinsavak, antitestek (gazda), és a szubsztrat, inhibitor,
kofaktor ¢és antigén vendég kozotti szelektiv molekularis komplexképzodés kozotti
hasonlosagokra. Megkiilonboztetett figyelmet szenteltek a gazda kiemelkedd szerke-
zetfelismerd képességére és kiralitasara. A gazda megfelelé szerkezetét kielégitod
feltételeket tizennyolc pontban foglaltak Gssze [15].

5. Kiillonb6z6 szubsztrat és killonbozo nagysagu ablakok (S,, S, Sy,) kozotti
kolcsonhatasokban, igy zeolitokban és szilikatokban is a fenti hatasnak szerepe van;

6. Az enzimek kiillonbozé zsebeiben, liregeiben, hasadékaiban.

TRAINOV és BRESLOW [17] legutobbi vizsgalatai bizonyos mértékig megingattak
azt a régi elképzelést, hogy az enzimatikus értelemben vett katalizishez okvetleniil
makromolekulara van sziikség, mivel kis molekulakkal korabban nem sikeriilt a
katalizist modellezni. A fenti szerzok kimutattak, hogy a béta-ciklodextrin p-nitrofenil-
3-transzferrocenilpropionattal torténd acilezése kitiind modell az észterek enzimkata-
lizalt hidrolizisének elsé 1épésére. 10° nagysagrendii sebességndvekedést sikeriilt elérni.

A tényleges kémiai atalakulas gyakran sav-bazis katalizis, vagy elektron atmenet
jellegii; a végbemeno folyamat rendszerint kotés kialakulas vagy felszakadas, csoport
atmenet vagy oxidacios-redukcios reakcio. Ezen folyamatok részletes analizisét Eigen
és Hammes végezték el [18]. Meggy6z6 bizonyiték gyllt Ossze arra nézve, hogy a
proton atmenet (fiiggetleniil a hidrataltsag fokatdl) rendszerint ugré mechanizmus
szerint megy végbe, a megfeleld sebességi allandé 10'*s~! nagysagrendi. A nagy
izotop effektus arra utal, hogy a proton atmenetben az alagut effektus is szerepet
jatszik. Ilyenfajta folyamatok atmenet-kontrollaltak. Bar az elektron-atmenet
folyamatok rendszerint olyan gyorsak, mint a proton-atmeneti folyamatok (ennek
indokat . a [18]-as hivatkozasban), a gyakorlatban az elobbi mégis ritkabban jon létre,
mivel az atmenet igen érzékeny arra hogy, a partnerek kolcsonds optimalis
orientaciotol (konformaciotol) mennyire térnek el.

Ismételten ramutattak arra, hogy az enzimkatalizalt reakciok hagyomanyos
értelmezése az abszolut sebességi elmélet keretén beliill nem minden esetben helyes,
mivel néha nem teljesiil az Gsszes szabadsagi fok termikus egyensulyara vonatkozo
feltevés [19].

Erés helyi elektromos tér hatasa

Minden toltott részecskékbdl allo rendszer elektromos teret (mezot) kelt maga
koriil. Ezt a teret ugy irhatjuk le, hogy a tér minden pontjat megadjuk intenzitasat (¢),
vagy potencialjat (V). Egy elektromos tér intenzitasa helyett, egyszeriien magarol a
térrdl beszéliink, ekkor mondhatjuk, hogy a tér a potencial negativ gradiense:

e=—grad V. (3)

1 g
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Ha a tér inhomogén, a tér gradiensével is leirhato
F =grad grad V 4)

Altaldban a reagensekre a tobbi reakcio partner altal létrehozott tér hatast
gyakorol. A helyi tér helyesen leirhato, ha az alkalmazott kvantumkémiai modell
megfelel6. Ha viszont a modell nem teljes valamilyen szempontbol, akkor a helyi
elekromos tér leirasa sem kielégitd, annak ellenére, hogy a modell ,kémiailag
tokéletes”. Ilyen helyzetekben a modell mindsége javithatd, ha az elektromos mezovel
kapcsolatos V,,, potencialt kifejtett formaban vessziik figyelembe. A V,,, értéket vagy
egy Taylor sor (tobbpolusu kiterjesztés) elso tagjaként, vagy kozvetleniil pont toltések
altal keltett potencialként vessziik figyelembe.

Az elébbi esetben

Kxu(ﬂ= VO_ifi_ 1/2 *g:ij@ijﬂ (5

ahol ¢ és 7 ; az elektromos tér és a tér gradiens Osszetevoi, r; és O ;= 1/2(3Fr;—r?s,)
dipo6lus kvadrupolus nyomaték operatorok. Ha a (6)-os egyenletben a tér-dipolus tagra
korlatozodunk, a H-torzs és Hartree—Fock matrix elemek, pl. az INDO modszer
keretén belill maradva, az alabbi alakot 6ltik [20]:

H,,=H}, —eeyulz|xv) (6)
Fuv:Fg\'_e£<X#izlxv> (7)

ahol HY, és F), kiils6 elektromos tér hianya esetén érvényes matrix elemek, e az
elektromos toltés, ¢ a térerd és (yu|z|yv) pediga z tengely iranyaba mutato elektromos
mezd vektorra vetitett elektronikus sugar vektor matrix elemei. A kiilso elektromos tér
ilyen formaban torténd figyelembe vételének két hatranya van. Eldszor is semmiféle
szemiempirikus Osszes vegyeérték elektron kozelités nem kielégito, mivel a polarizacios
fuggveényeket nem vettiik figyelembe. Masrészt ezzel a modszerrel az elektromos teret
homogénnek vessziik, ugyanakkor a valodi rendszerekben inhomogén terek
miukodnek. Ennek ellenére ha a helyi mezok kovetkeztében bekdvetkezo valtozasok
iranyarol csupan kvalitativ képet képet kivanunk kapni, a fent vazolt eljaras mégis
kielégit6. Van egy masik szempont is, amit figyelembe kell venniink. 10'° V.m !
nagysagu kiils6 elektromos terek erdsen befolyasoljak a szamitott jellemzoket (palya-
és teljes energiak, gerjesztési energiak, toltéseloszlas, elektromos multipolus nyomaték,
molekula geometria) és ezért meg kell hataroznunk a megfelelé potencialis energia
feliileteken a stacionarius pontokat és azok tulajdonsagait. Ahhoz, hogy ezt
hatékonyan elvégezziik, egy megfelel6 gradiens eljaras nagy segitséged ad.
A z irany energia gradiens OsszetevOi a kovetkezok [20]:

SE/5z5=OE®/5z5— et <z P, —2A> (8)

ueA

ahol A index az A atomot jelenti, a tobbi szimbolum jelentése a szokasos.
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Egy masik megkozelitésben a kornyezet pont toltésekkel valo abrazolast
V=Y. (qi/F — R) )

hozzaadjuk a kifejtett formaban figyelembe vett alrendszer operatorahoz. Kovet-
kezésképpen nincs probléma az inhomogén terekkel, melyeket a (9)-es egyenlet
helyesen ir le. A (9)-es egyenlet alkalmazasara szemiempirikus, vagy nemempirikus
szinten szamos peéldat talalunk. Az ilymoédon modellezett kornyezet a folyadék
halmazallapot( olddszert6l [21-—23] a molekula kristalyokon [21] és a mikroporozus
szilard anyagokon [24] keresztiil az enzimekben levo aktiv hely fehérje kornyezetéig
[25-—33] terjed. A kozeg statisztikai szempontjait is érinto tanulsagos beszamolot
készitett Tapia [25] Gjabban.

Er6s elektromos terek az ionizacios potencialt jelentdsen csokkentik, novelik az
elektron affinitast, a leghosszabb hullamhosszu elektron atmeneteken vords eltolodast
okoznak, és erdsen novelik a reakciokészséget. Masodrendi perturbacios leirasmod
segitségével magyarazatot nyeriink arra, miért n6 meg a monomolekularis bomlasra
vald hajlam.

Az €16 membranokban mikodo potencial-gradiensek valosziniileg nem elég
magasak ahhoz, hogy a kilonb6zé biomolekulak kémiai reakcioképességet kello
meértékben befolyasoljak, de arra elegenddek, hogy kiterjedten befolyasoljak példaul a
makromolekulak iranyitottsagat és a membranon valo keresztiilhaladasukat [34]. Ez
osszekapcsolodhat az enzim aktiv helye mellett torténd elhaladassal és fiziologias
koriilmenyek kozott az enzim hatékonysag dramai ndvekedését okozhatja. A fentebb
idézett munkaban [34] a potencial-gradiensnek a tautomeria egyensulyra valo hatasat
elemeztek, a valodi feltételekre érvényes becslés igen jelentos eltolodasra utal, ez lehet
felelés a membran érzékenységéeért.

A fehérje kornyezet elektromos terének szerepét Tapia targyalta [25] a fent
emlitett elméleti eljarasokkal kapcsolatban. Tulajdonképpen a szerzo a jelenséget
altalanosabb, a reakcio teret is figyelembe vevo nézépontbol targyalta. A maj alkohol
dehidrogenaz (LADH) proton kozvetitd rendszerén alapuld proton atmenetet
vizsgalta killonosképpen imidazol, szerin- és vizmolekulakat magaba foglalo aktiv
hely modellen CNDO/2 szamitasok segitségével:

by . .St HO=2TmH" .. .Ser.. .OH"

A szerz6 a cinkatom (toltés +0,5) altal a fehérje kornyezet altal 1étrehozott inhomogén
elektromos tér és a nikotinamid dinukleotid (NAD *) koenzim hatasat tanulmanyozta
lépésrdl lépésre SCF reakcio tér kozelitésben. A vizmolekulara hato legnagyobb
elektromos tér 0,77 x 10'® V/m volt. A cinkhez kotdtt vizmolekula savassaga a
kombinalt terek kovetkeztében jelentésen megnoétt. A papain aktivitasaval kapcsola-
tos nemempirikus kvantumkémiai vizsgalatokban a szerzok ramutattak arra [29, 35],
hogy a fehérje a-hélixe egy kb. 10° V/m nagysagrendii elektromos teret képvisel. Az
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enzimaktivitas fontos része a RSH+Im=RS ™ ...ImH " egyensuly; a ponttoltésekkel
leirt hélix 60 kJ/mol energiaval stabilizalja az ion-part, és 32 kJ/mollal csokkenti az
energia kiiszobot. A teljes hélix tere helyett csak az aktiv hely (Ala-160 és Asn-175)
szomszeédos régioit figyelembe vevo kiegészitd tanulmanyban, mely azonban az enzim
teljes térszerkezetét tekintetbe vette, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a semleges
rendszerhez képest az ion-par 20—40 kJ/mol energiaval stabilizalodott [28, 36]. A
Zn?*"* kation széndioxidra gyakorolt polarizalo hatasa kovetkeztében a karbon
anhidrazban konnyebbé valik a nukleofil megkdzelitése [37]. Mindezek a modell
szamitasok meggy6zden alatamasztjak azokat a korabbi elképzeléseket [38, 397, mi
szerint a fehérjékben levé helyi elektromos tér globularis (gombalaku) fehérjék
katalitikus tulajdonsagait jelentdsen befolyasolja.

Bizonyitékot talalunk arra is, hogy az erds elektromos terek a bio-katalizis
teriiletén kiviil mas katalitikus folyamatokban is fontos szerepet jatszanak. A zeolitok
mikroporusaiban levd erds elektromos térrel magyarazzak példaul a szénhidrogén
krakkolo aktivitast [40]. Itt, akarcsak az elobb emlitett enzimatikus folyamatokban, a
kornyezettdl eredd elektromos mezd kovetkeztében bekovetkezd ion-par stabi-
lizalodasnak és proton savassag novekedésnek van donto szerepe. Tanulmanyoztak
tovabba a fémionoknak a hidrogénhidakra gyakorolt figyelemre mélto hatasat [41—
43]. Hozza kell tenniink, hogy néhany kuldnleges esetben a helyi magneses tér
befolyasolhatja a biolOgiai reakciok menetét, elsdsorban gyokok, poligyokok pl.
atmeneti fém komplexek esetében. Ugy tiinik azonban, hogy a magneses tér hatasa
tobbnyire sokkal kisebb, mint az elektromos téré.

Bizonyithato, hogy szamos biologiai folyamatban a helyi mezdk jatszanak
donto szerepet. Példaul a polién lanc abszorbcios savjanak helyét a rodopszinban a
lanc kozelében levd kation helye hatarozza meg [44].

Végezetiil megemlitjiik, hogy igen nagy kémiai rendszerek kezelésében jelentos
haladas tortént az utobbi idoben [45, 46], ez bizonyara el fogja segiteni helyi
elektromos terek helyes leirasat.

Osszefoglalas

Az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok altalanosan elfogadott modelljébol kiindulva a szerzo 6t témat
targyal: 1. A van der Waals-erok részvétele és szerepe, 2. a van der Waals-kolcsonhatasok megkiilonboztetd
szerepe, 3. az entropia és ho kapacitas jelentOsége €s szerepe, 4. enzimek és modelljeik reakcio centrumai,
valamint a tényleges kémiai atalakulas k6z0s szerkezeti jellemzoi, S. eros elektromos terek hatasa a kémiai
atalakulasokra.

Summary

Starting from an accepted model for enzyme-substrate interactions the following five items are
discussed: 1. the participation and the role of van der Waals forces, 2. discriminative aspects of van der Waals
interactions, 3. the significance and the role of entropy and heat capacity, 4. the common structural feature of
the reaction sites of numerous enzymes and their models and the actual chemical transformation, 5. influence
of strong local electric fields on the actual chemical transformation.
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AZ ENZIMHATAS MECHANIZMUSANAK
TANULMANYOZASA KINETIKUS NMR VIZSGALATTAL

JANOS RETEY
( Lehrstuhl fur Biochemie der Universitdat Karlsruhe, NSZK)

Bevezetés

A kémiai reakciok mechanizmusanak két fo kisérleti megkozelitési modja a
sztereokémiai és kinetikai vizsgalat. A reakcio sztérikus lefutasanak meghatarozasa az
atmeneti allapot energiajara vonatkozoéan vonhatunk le kovetkeztetéseket. Az
enzimatikus reakciok sztereospecifitasa nagyon gyakran rejtett, azaz nem szembetiind
izotopos jelzés nélkiil. A klasszikus vizsgalatokban ezért nehéz izotopokat, mint pl. H,
3H, '3C, '*C, 'O vagy '®0 alkalmaztak és azokat az izolalt termékekben
tomegspektroszkopiai, radioaktivitasi vagy NMR spektroszkopiai mérésekkel mu-
atalakitasokkal vagy a deutérium esetében kiroptikai mérések segitségevel kellett
meghatarozni olyan Osszehasonlito vegyiiletet alkalmazva referensként, amelynek az
abszolut konfiguracidja ismert volt.

Az enzim kinetika tanulmanyozasara az UV/VIS spektroszkopia a legjobb
valasztas, mivel gyors, egyszerl ¢s ami a leglényegesebb, érz¢kenysége lehetové teszi
nagyon hig oldatok vizsgalatat, amelyeket az enzimek korében végzett vizsgalatok
megkovetelnek.

Az NMR technoldgia Gjabb fejlddése lehetové tette az enzimatikus reakciok
kovetését kozvetleniil az NMR csében. A 200—500 MHz-es frekvenciaknak és a
Fourier transzformacios modszernek a segitségével 1 mM-os oldatok spektrumat 1—
2 percen beliil megkaphatjuk. A valasztott oldoszer kaliumfoszfat puffer deutériumo-
xidban, de bizonyos mennyiségli deuteralt szerves oldoszert is, mint pl. deuterometa-
nolt és deuteroetanolt is hozzaadhatunk, ha sziikséges.

Itt szeretnék beszamolni két enzimatikus reakcio NMR kinetikai vizsgalatairol,
melyeket urokanaz és koenzim-B, ,-dependens metilmalonil-CoA mutaz katalizalnak.
Mindkét reakcionak szokatlan mechanizmusa van, ami felkeltette érdeklodésiinket.
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Az urokanaz reakcio

Az urokanaz a hisztidin lebomlasanak masodik lépését katalizalja (1. abra). A
reakcio tulajdonképpen viz addicioja urokansavra, és ugy lehet tekinteni, mint egy 1,4-
addiciot egy aktivalt dién rendszerre, melyet néhany tautomerizacios lépés kovet.
Végeredményben az imidazol gyurli oxidalodik, mig az oldallanc kettos kotése
redukalodik. A mechanizmus gyenge pontja az, hogy elektronban gazdag imida-
zolgytrlin a nukleofil tamadas nehezen megy végbe.

H COOH

0 CH,-CH2-COOH
5 & H  urokanaz
—_—

NH N\/NH

H H* COOH H H* COOH ZH H* COOH

HO HO 0 H
N N)H g N. NH . N_ NH g
e A\ A

1. @bra. Az urokanaz reakcio. Hipotetikus mechanizmus séma, figyelmen kiviil hagyva az enzim szerepét

Elso kisérletiinkben el akartuk donteni a termékben a protonok eredetét (2. abra
[1]). Ha az urokanaz reakciot deutériumoxidban hajtottuk végre és a terméket
oxidativ lebontassal borostyankdsavva alakitottuk, az optikai rotacios diszperzios és
tomegspektrometrias vizsgalatok az olddszerbdl szarmazd deutérium atomok
sztereospecifikus beépiilését igazoltak az oldallancba. A szubsztrat 5-0s helyzetébdl
nem tortént hidrogénatvitel a termékbe. NMR vizsgalatok azt mutattak, hogy az
imidazol-propionat 4-H atomja is az olddszerbdl szarmazik. A 60-as évek oOta ismert,
hogy az urokanaznak vagy egy prosztetikus csoportja, mely nukleofil reagensekkel
tamadhato, mint pl. hidroxilaminnal, szemikarbaziddal vagy natriumtetrahidroborat-
tal. Ha triciummal jelzett natriumtetrahidroboratot hasznaltak, tricium épiilt be a
fehérjébe, amit enzimaktivitas csokkenés kiseért [2].

Egy tévedésekkel terhes idoszak utan EGAN és PHILIPS a Penn State Univer-
sity-n [3], és csoportunk [4] egyértelmiien igazoltuk, hogy az urokanaz prosztetikus
csoportja szorosan kotott NAD*. A NAD™* szerepe a katalitikus folyamatban még
nem vilagos. Masrészrol tovabbi mechanizmus részleteket tisztaztunk kinetikus NMR
meérésekkel [5, 6]. Néhany mg urokansavat oldottunk deuteralt foszfatpufferben és a
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2. dbra. Az oldoszerbol szarmazo deutérium sztereospecifikus beépiilése az urokanaz termékbe, amint az a
lebontassal nyert deuteralt borostyankosav szerkezetén lathato

reakciot urokanazzal inditottuk el kozvetleniil az NMR csOben. A spektrumokat,
bizonyos idokozokben felvettitk. Néhany perccel a start utan lényegében az urokanat
spektrumat (3A abra), az olefin protonok AB rendszerét €s az imidazol gyirt két
protonjanak szingulettjeit kaptuk. Mar a masodik spektrumban két atmeneti
szingulett jelentkezik. Mintegy hat ora utan csak egy szingulett jelentkezik az aromas
tartomanyban, amit elészor az imidazolon propionathoz rendeltiink. Jelentds az a
tény, hogy az 5-0s proton gyorsabban tinik el, mint az AB rendszer, ez annak a
kovetkezmenye, hogy az urokanaz eldsegiti ennek a protonnak az oldoszer deutérium
atomjaira torténo cseré¢jét. Egy hasonlo, bar valamivel lassiibb csere figyelheto meg a
kompetitiv inhibitorral, imidazol propionattal, jelezve, hogy az oldallanc kettoskotése
nem vesz részt a reakcio elsO lépésében. A spektrumok az alifas tartomanyban,
hasonldan felvéve, informaciot szolgaltatnak a végtermék és az atmeneti termékek
szerkezetérol (3B abra). A két dublett 2,7 és 2,4 ppm-nél az imidazolon propionsav enol
formajahoz rendelhet6. A végtermék négy dublettet mutat. Mivel ezek egy « és egy f
protonhoz tartoznak ¢és mivel a deutérium addicio az oldallancra sztereospecifikus, a
végterméknek aszimmetrikus centrummal kell rendelkeznie és racemat formaban
létezik. Ez 0sszhangban levOonek tiinik a racém imidazolon propionat szerkezetével. A
korabbi spektrumokban mas intermedier jelei is jelentkeznek, mellyel még késébb
fogunk foglalkozni.

Amikor a kinetikai méréseket 8 “C-on végeztik, a végtermék jelei rendkiviil
lassan jelentek meg. Mivel ismeretes volt, hogy az imidazolon-propionat nem
enzimatikus uton N-formilizoglutaminna hidrolizal [7], izolaltuk a végterméket és
megvizsgaltuk az UV spektrumat. Mivel 200 nm felett abszorpcio nem volt és tovabbi
NMR vizsgalatok is azt jelezték, hogy valoban N-formilizoglutaminnal van dolgunk.
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3. abra. Az urokanaz reakcio kinetikaja deutériumoxidban 'H-NMR spektroszkopiaval kovetve 500 MHz-
en. Az abrak alulrol folfelé a 4, 26, 55, 79, 103 és 363 perccel a reakcio kezdete utan felvett spektrumok
lathatok. ,A” rész aromas tartomany; ,,B” rész alifas tartomany
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4. dbra. Az (x-*H,, 5-*H,) urokénsav eldallitasa

Tovabbi bizonyitékot szolgaltatott az atmeneti termék szerkezetére egy specifikusan
deuteralt urokanat minta kinetikus NMR vizsgalata. A kivant mintat a kereskedelem-
ben hozzaférheté ergotioneinbdl allitottuk eld, amit elészér 2 °C-on NaOD-vel
reagaltattunk, amikor két proton cserélddott le, majd 100 °C-on trimetilamin
eliminaciot hajtottunk végre (4. abra). A tiol csoportot végiil salétromsavas kezeléssel
tavolitottuk el.

Amint ennek az urokanat minta spektrumanak a kis terek fel¢ esé tartomanyan
latszik (SA. abra), a deutérium az « és 5-0s pozicioban talalhato. Tisztabb kép alakult ki
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5. dbra. Az (x-*H,, 5-?H,) urokanat urokanaz reakcidjanak kinetikaja deutériumoxidban 'H-NMR
spektroszkopiaval kovetve SO0 MHz-en. Alulrol folfelé a 9, 22, 54, 94 és 420 perccel a reakcio kezdete utan
felvett spektrumok lathatok. ,A” rész aromas tartomany; ,,B” rész alifas tartomany

a spektrum nagy tartomanyaban (5B. abra). Itt lathatjuk az 5-hidroxi-imidazol
propionat f-protonjanak szingulettjét és az utols6 spektrumban az enantiomer N-
formilizoglutamin f-protonjainak megfeleld két szigulettet. SOt, egy masodik
intermediernek két szingulettje is jelentkezik, amelynek szintén aszimmetrias
centrummal kell rendelkeznie és mint racemat keletkezik. Azt, hogy ez azonos az
imidazol propionattal, UV mérések is igazoltak (6. abra). Az imidazolon propionat
(Amax 269 nm) pH 7,5-nél egyensulyban van az enol formaval (4,,,, 234 nm), mig pH 1-
nél csak az enol forma létezik, ami hidrolizissel szemben stabilis.

Amia NAD " szerepét illeti a katalizisben, két alternativa lehetséges. A NAD*
mukodhet, mint egy atmeneti hidrid atvivé a szokasos modon. Sajnos a hidrogén
transzferre nézve sem nem bizonyiték, sem nem ellenbizonyiték. A masik lehetdség az
imidazol nukleofil addicidja lenne a NAD *-ra, amire van kémiai analogia.
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6. dbra. Az urokanaz termékek, imidazolon propionat/5-hidroxiimidazol propionat UV spektruma pH ~ 1-
nél és pH 7,5-nél

A metilmalonil-CoA-mutaz reakcio

El6adasom masodik részében a koenzim B, ,(AdoCbl)-dependens metilmalonil-
CoA-mutaz reakcié néhany mechanisztikus jellemzoirdl fogok beszamolni.

Mint a 7. abra mutatja, szamos atrendezddés ismeretes, melyet a B,, koenzim
katalizal ¢és Osszhangban van a kovetkezd altalanos sémaval. A metilmalonil-CoA
mutaz reakcioban egy COSCoA csoport vandorol a szomszédos szénatomra az egyik
metil hidrogénatom ellenkezé iranyban torténd vandorlasaval egyidejileg. A
COSCoA csoport vandorlasa intramolekularis folyamatnak bizonyult [8, 9] és jo
okunk van kiterjeszteni ezt a megfigyelést az R csoport vandorlasara mas atrendezode-
sek esetén is.

Overath és munkatarsai [10] a reakciot triciummal jelzett vizben végezték
racemazmentes mutaz készitménnyel (a racemaz vagy epimeraz olyan enzim, amely a
metilmalonil-CoA enolizacidjat katalizalja) és azt talaltak, hogy legfeljebb csak
nagyon kismértéki tricium beépiilés torténik a képzodott szukcinil-CoA-ba, Ez az
eredmény egy intramolekularis hidrid vandorlast latszott alatamasztani az atren-
dezdédés folyaman.

A hidrogénvandorlast Frey és Abeles 1966-ban revidealta [11] azt talalva, hogy
a tricialt szubsztratbol kiindulva a tricium a koenzim B,-ben a kobalthoz k6t6do
metilén csoportba épiil be. A 8. abran a komplementer kisérletet mutatjuk be, ahol
tricium atmenet jatszodik le a kobalthoz kotott metiléncsoportbdl a termékbe.

Ezt kovetden kimutattak, hogy [12] a tricium atmenet kinetikailag jelentds és
Osszhangban van azzal az elképzeléssel, hogy a szubsztrat ¢és a koenzim kozotti
kolcsonds hidrogén atmenet sziikséges lépése az atrendezddésnek. Bizonyitékot
talaltak a koenzim hasonlé szerepére a metilmalonil-CoA mutaz reakcioban [13, 14]
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7. dbra. Metilmalonil CoA mutaz, glutamat mutaz, 2-metilén-glutarat mutaz, diol dehidraz, etanolamin
ammonia lidz, f-lizin mutaz. A koenzim B, ,-dependens atrendezddés vicindlis kicserélodési reakcioja

OH OH OH OH
CHZ0H H——C//O vil
e N | H /[ AL
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n H/| dioldehidraz I H

CHs E CH3 [_&'

Frey és Abeles, 1966

8. dbra. A B, koenzimbdl a termékbe torténd tricium atmenet a propandiol dehidrataz reakcioban

¢s tulajdonképpen az Osszes eddig vizsgalt mas atrendezddésben [15, 16]. Ezek és mas
eredmények alapjan a koenzim-B,, katalizalta reakciok hipotetikus mechanizmusa
szilletett meg, melyet a 9. abran mutatunk be. A reakcio kezddlépése a kobalt—szén
kotés homolizise, melyet egy hidrogéngyok atmenet kovet a szubsztratbol a
modositott koenzimre.

Az R csoport vandorlasa még egy ,fekete-doboz” folyamat, de valdszinileg a
kozponti kobalt atom katalizalja. Az utolsd lépésben a termékgyok egy hidrogén-
gyokot von el a modositott koenzimbol létrehozva a terméket és az intakt koenzimet.

Ujabb eredményeink azt mutatjik, hogy a hidrogén vandorlas sokkal
bonyolultabb folyamat, mint azt ebben a sémaban feltételeztiik. Az els6 problémat a
specifikusan deuteralt etilmalonil-CoA szubsztrat analogként vald alkalmazasa
jelentette, metilmalonil-CoA helyett [17]. Az etilmalonil-CoA atalakitasa metilszukci-
nil-CoA-va P. shermanii-bdl szirmazé metilmalonil-CoA mutaz segitségével
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9. dbra. A koenzim B,, dependens atrendez6dések széles koriien elfogadott mechanizmusa

(fOSCoA C':OSCoA CIOSCoA
H-C-C2Hy-CH3  Hy0 2H-C-CHj 2H—CIZ—CH3
CIOQH metilmalonil- CH2H CH2

CoA mutaz l |
COOH COOH
60 o 40 %
CIOSCoA (':OSCoA (IZOSCoA
2H—(|Z-CH2-CH3 21,0 H-C-CH3 . H-C-CH3
o e
COOH H-(,Z-zH ZH—CI-H
COOH COOH
93,5 %% 6,5 %
(’ZOSCoA
H-(IZ—C[3H2]-CH3 __'ﬁ_, A vandorld tricium
COOH 80 %-a a vizbe megy
COSCoA
! (3H]oH ,
H-C-CH,-CH3 —— A tricium nem epul be
(|IOOH merhetd mertéekben

10. dbra. Metilmalonil CoA mutaz: 80% vandorld tricium vesztés a vizben; tricium beépiilés nem mérhetd a
termekben. A vindorlo hidrogénatom sorsanak vizsgalata izotopos (*H és *H) jelzéssel a metilmalonil-CoA
mutaz reakcioban

kortilbeliil ezerszer lassabban megy végbe, mint a természetes szubsztrat esetében. Ha a
metilén csoportban tokéletesen deuteralt etilmalonil-CoA-t reagaltattunk, a vandorlo
deutérium az esetek 36—40%,-aban elveszett (10. abra). Ugyanilyen vesztést figyeltiink
meg a sztereospecifikus deuteralt és az etil csoportban teljesen deuteralt etilmalonil-
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CoA speciesz esetén is. Ha a jelzés modjat felcseréljik, azaz az olddszer deutériumoxid
volt, tomegspektrometriasan csak monodeuteralt terméket lehetett kimutatni.
Tovabba, NMR vizsgalatok alapjan az esetek 949;-aban eritro pozicidban tortént a
deuteralodas, mig csak 6% deutérium volt kimutathaté a korabban a vandorlo
hidrogeén kotohelyeként azonositott treo pozicioban.

T R T R
C‘»S—CHZ-CHz—NH—C—CHZ—CHZ-NH—C—CH—Ci-CHZ—O-Fl’—O—FID—O—CHgO Adenin
b ?Hz OH CH3 OoH OH
H H
a CIIHz O OH
|
COOH HO**E“OH
0]
fdcbae
|
L | s 1 s hi| n 1 1 | e L 1 I 1 1
8 7 6 5 4 3 2 1
ppm

11. dbra. A (*H,) metilmalonil-CoA 400 MHz 'H-NMR spektruma deutériumoxidban (p?H ~ 1). A kénhez
kotddo metilén csoport triplettje 3,11 ppm-nél jelentkezik.

Mivel a tomegspektrometria hibahatara kb. 29, volt, megallapithatjuk, hogy
kevesebb mint 29, procium (hidrogén) cserél6dott az oldoszerbol szarmazo deutérium-
mal. Két késobbi kisérlet tricium jelzéssel lehetdve tette, hogy a migrald hidrogén
1zotop sorsat kovethessik. Itt azt talaltuk, hogy a vandorlo tricium 80%-a elveszik a
vizben, mig legfeljebb nagyon kismértéki tricium beépiilés torténik a kozegbdl a
komplementer kisérletben. Szambavéve a mérések hibahatarat az eredmények csak
ugy magyarazhatok, hogy a latszolagos deutérium izotop effektus 20-nal nagyobb, mig
a tricium izotop effektusa nagyobb 80-nal.

Abbol a ceélbol, hogy eldonthessiik vajon a vandorlo nehézizotop vesztés csak a
nem természetes etilmalonil-CoA-ra korlatozodik vagy a normal metilmalonil-CoA
szubsztratnal is el6fordul, az utobbit eldallitottuk teljesen deuteralt metil csoporttal.
Az NMR spektrum a deutérium tartalmat igazolta (11. abra). Tovabba a CoA rész
metiléncsoportjainak kiilonallo triplettjei is megfigyelhetok és ez a triplett a
kénatomhoz kapcsolodo metilénhez rendelhetd. Célunkhoz jelentds tudni, hogy ez a
jel valamennyire a nagyobb térerok felé tolodik el a szukcinil-CoA-ban és ez a tény
kihasznalhato az elegyben a két acil-CoA aranyanak meghatarozasara.
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A nem jelzett szukcinil-CoA spektruma a 12. abran lathato, melyben
megtalalhatok a CoA rész metilén triplettjei, tovabba a szukcinil rész két triplettje. Az
Osszes tripletteket Ggy asszignaltuk, ahogy jelezve van. Ezek ismeretében a kovetkezd
kisérletet végeztiik el: teljesen deuteralt metilcsoportot tartalmazo metilmalonil-CoA-t
normal vizben reagaltattuk, kismennyiségli metilmalonil-CoA mutéazzal, majd a
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12. dbra. Jelzetlen szukcinil-CoA 400 MHz 'H-NMR spektruma deutériumoxidban (p?H~ 1) kénhez
kapcsolodo metilén triplettje 3,07 ppm-nél jelentkezik

reakciot néhany perc mulva megallitottuk perklorsav hozzaadasaval. Ioncserés
tisztitas utan a terméket liofilizaltuk, D,0O-ban oldottuk és 500 MHz-es '"H-NMR
spektrumat megvizsgaltuk. Az atalakulast a két kénatomhoz tartozé metiléncsopor-
tok triplettjeinek integralasaval hataroztuk meg (13. abra). 15% konverzional egy
procium szingulettjét figyelhetjiikk meg, amely a szukcinat szabad karboxilcsoportja
melletti metilénen van. 279, konverzional mar egy vall jelenik meg és 67%
konverzional, azaz sokkal az egyensuly beallta el6tt egy masodik szingulett jelenik
meg, ami a szukcinil-CoA jelzetlen metilén csoportjahoz rendelhetd.

Az integralas azt mutatta, hogy ennél a stadiumnal a migralo deutériumnak mar
219;-a prociumra cserél6dott, mivel az utolso kisérletben a reakcio csak 6 percig futott,
valoszinitlen, hogy valami ,tévedés” tortént volna.

Végiil egy kisérletsorozatot mutatunk be, amelyben az 5° pozicioban sztereospe-
cifikusan deuteralt koenzim B,, mintdkat hasznaltunk. Gaudemer professzorral
(Université d’Orsay) [ 18, 19] egylittmiik6dve, adenozilkobalaminokat allitottunk eld,
vagy 5’-toziladenozinon vagy 5-kloradenozinon keresztil. (5R)—(5-*H,) adeno-

12
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zinbdl kiindulva tehat ugy (5’R), mint (5°S)—(5’-H,) adenozilkobalaminok eldallit-
hatok egy vagy két konfiguracio inverzidval jaré eljarassal. (SR)—(5-2H,) adenozint
és (5°S)—(5-*H,) adenozilkobalamint egymastol fiiggetleniil eléallitotta Parry és
Abeles [20, 21].

CoAS?O (|ZOSCOA
Rl
HO,C-CH, CHD-COH

67 % konverzid

" 1 1

3,0 25 2,0

27 % konverzid

1 l

!
3,0 25 2,0

-CH,S-metilmalonil

15 % konverzio

-CH,S-szukcinil

l

i 1
3,0 2,5 2,0

13. dbra. 67%, konverzio; 27%, konverzio; 15% konverzio; CH,S-metilmalonil; CH,S-szukcinil; (*H,)-
metilmalonil-CoA enzim-katalizalta atrendez6désének kovetése. A fenti atalakulasok reakcioideje 1 és 6
perc kozott van

Ezek utan célszerii megnézni a koenzim B,, szerkezetét (14. abra) azért, hogy
mely hidrogénatomok voltak jelezve.

A 15. abran lathato a jelzetlen adenozilkobalamin 500 MHz 'H-NMR
spektruma deutériumoxidban. Ellentétben a lerajzolt szerkezettel, biztosak lehetiink
abban, hogy az NMR spektrumban mind a tizenegy metil csoportot megtalaljuk.
Szempontunkbol még jelentosebb a 0,6 ppm-nél jelentkezé triplett és a 1,5 ppm-nél
lathato dublett, amelyek a kobalt atomhoz kapcsolodé metilén diasztereotop
protonjaihoz tartoznak. A 16. abran a spektrum magas térer6 tartomanyat széthuzva
mutatjuk be. A két relevans jel integralasa elég pontos ahhoz, hogy 'H-NMR technikat
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15. dbra. A koenzim B;, 500 MHz 'H-NMR spektruma deutériumoxidban. (Az Eur. J. Biochem.
engedélyével [19])

alkalmazzunk a deutérium kvantitativ meghatarozasara ezekben a poziciokban. Ezt a
17. abran mutatjuk be az (5R)—(5-?’H,) AdoCbl spektruman. Sajnos, a minta
sztereokémiai tisztasaga nem 100%-0s. Ennek két oka van: 1. a kiindulasi 5™-
deuteroadenozinnak a sztereokémiai tisztasaga csak 85% volt, 2. a kobalaminnal (I)
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16. dbra. A koenzim B, , 'H-NMR spektruméanak magasterii részlete (az Eur. J. Biochem. engedélyével[19])

(5'R):(5'5)=77:23
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17. abra. Az (SR)—(5-?H,) koenzim B,, '"H-NMR spektrumanak magasterii részlete. Az (5R):(5’S) arany
77:23, (az Eur. J. Biochem. engedélyével [19])

(B,,s vitamin) torténd szubsztiticio nem tokéletesen sztereospecifikus. Példaul
deutero etiltozilattal 839 inverziot és 179 retenciot figyeltink meg [22]. Hasonlo
sztereokémiai tisztasagot értiink el az (5’S)—(5-*H,) AdoCbl-nal, melynek NMR
spektrumat a 18. abran mutatjuk be.
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Ezeket a sztereospecifikusan deuteralt AdoCbl mintakat P. shermanii-bol
szarmazo metilmalonil-CoA-val inkubaltattuk. Az inkubacié 36 orat tartott és a
koenzim 10:1 aranyu feleslegben volt az enzimhez képest. Ha egy enzim indukalta
homolitikus hasadas valoban el6fordulna, a deutérium megoszlasat varnank a két

(5°S):(5'S)=74:26

I
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18. dabra. Az (5-S)—(5’-*H,) koenzim B,, '"H-NMR spektrumanak magasterii részlete. Az (5’S):(5'R) arany
74:26. (Az Eur. J. Biochem. engedélyével [19])

diasztereotop pozicid kozott. Ennél tobb tortént (19. abra). Az (5’R)-koenzimes
inkubacio utan az ismét izolalt anyag 31%;-a jelzetlen molekula volt, mig az (5’R):(5’S)
arany 77:23-rdl 69: 31-re csokkent. Figyelemre mélto, hogy 500 MHz-en a felbontas
lehetévé tette, hogy kiilon-kiillon integraljuk a jelzetlen és a két monodeuteralt
specieszt. A kiegészito kisérletben (20. abra) (5’S)-deuteralt koenzim esetén csak 12%;
jelzetlen anyag képz6dott az inkubacio soran és az (5'S): (5’R) arany 74 : 26-rol 64 : 36-
ra csokkent.

Ezekbdl az eredményekbdl a kovetkezokre kovetkeztethetiink: i) az enzimhez
kotott és a szabad AdoCbl molekulak gyakran cserélnek helyet az inkubacio6 alatt, ii) a
deutérium az AdoCbl 5 poziciojabol az oldoszerbe tavozik és iii) a deutérium
szorodasa valoban eléfordult a két diasztereotop 5’ pozicio kozott. Ezért a szorodasért
torzioszimmetrikus intermedierek, mint pl. metiléngyok vagy metilcsoport a felelds.
Barmelyik intermedier magaval vonja a kobalt—szén kotés hasadasat.
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31 % nem jelzett
(5'R)/(5'S)=69:31
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19. dbra. 31%, jelzetlen; Az (SR)—(5-*H,) koenzim B,, 'H-NMR spektruméanak magasterii részlete P.

shermanii-bol szirmazé metilmalonil-CoA mutazzal tortént inkubacid utan. A jelek integralasa 319

jelzetlen molekulat mutat és 69:31 (5’R):(5’S) aranyt a monodeuteralt molekulaknal. (Az Eur. J. Biochem.
engedélyével [19])

12 % nem jelzett (5'S)/(5'R)=64:36
C
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20. dbra. 12%, jelzetlen; Az (5'S)—(5-?H,) koenzim B,, "H-NMR spektrumanak magasteri részlete P.

shermanii-bél szarmazé metilmalonil-CoA mutazzal tortént inkubacio utan. A jelek integralasa 129

jelzetlen molekulat mutat és 64:36 (5'S):(5'R) aranyt a monodeuteralt molekulaknal. (Az Eur. J. Biochem.
engedélyével [19])
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Osszefoglalas

Az urokanat enzimatikus konverziojat 'H-NMR spektroszkopiaval kovettik 500 MHz-en
deutériumoxidban. Azt talaltuk, hogy a) az urokanaz jobban gyorsitja a szubsztrat 5-6s hidrogénjének a
cseréjét, mint az egész reakciot, b)a termék racém p-(S-oxoimidazol-4-il) propionat és a f-(5-
hidroxiimidazol-4-il) propionat egyensulyi elegye, c) a f-(5-oxoimidazol-4-il) propionat spontan hidrolizal
fiziologiai korilmények ko6zott N-formil-izoglutaminna. Ez a hidrolizis jelentosen lelassul 8 °C-on. UV és
'H-NMR spektroszkopia azt mutatja, hogy a f-(5-hidroxiimidazol-4-il)propionat (4,,,, 234 nm), alacsony
pH-n (pH 1) protonalt formaban létezik, mig semleges pH-n (7,5) egyensilyban van a fi<(5-oxoimidazol-4-
il)propionattal (4,,, 269 nm).

A koenzim-B, ,-dependens metilmalonil-CoA mutaz reakciojaban a hidrogén atmenetet deutérium
és tricium jelzéssel és 'H-NMR spektroszkOpiaval vizsgaltuk. A jelzett szubsztrat analog (3-2H,)etilmalonil-
CoA a mobilis deutériumnak kb. 40%;-at elvesztette a vizzel torténo cserében, mig csak kismértékben, vagy
egyaltalan nem tortént deutérium beépiilés a képzodott metilszukcinil-CoA-ba, ha a jelzetlen analogot
deutériumoxidban reagaltattuk. A (*Hj)metilmalonil-CoA, mint szubsztrat reakciojat '"H-NMR spekt-
roszkopiaval kovettiik. Azt talaltuk, hogy kb. 20%-a a vandorlé deutériumnak elveszett a vizzel torténd
cserében, mig a szubsztrat 67%-a atalakult. Mivel a koenzim-B,, mint hidrogén atvivé funkcional az
atalakulasban, sztereospecifikusan deuteralt (S'R)- és (5'S) — (5'-2H, )-adenozilkobalaminokat allitottunk elé
¢és inkubaltattunk Propionibacterium shermanii-b6l szarmazoé metilmalonil-CoA-val. Az 'H-NMR
spektroszkOpia megmutatta az 5’ pozicioban az inkubacio alatt torténd deutérium vesztést és vandorlast.

Summary

The enzymic conversion of urocanate was followed by "H-NMR spectroscopy at 500 MHz in
deuterium oxide. It was found (a) that urocanase promotes the exchange of the 5-hydrogen atom of the
substrate faster than it catalyses the overall reaction, (b) that the product is an equilibrium mixture of racemic
B-(5-oxoimidazol-4-yl)propionate and f-(5-hydroxyimidazol-4-yl)propionate and (c) that f-(5-oxoimidazol-
4-yl)propionate is spontaneously hydrolysed under physiological conditions to N-formylisoglutamine. The
rate of this hydrolysis is considerably diminished at + 8 °C. It was shown by UV and 'H-NMR spectroscopy
that fi-(5-hydroxyimidazol-4-yl)-propionate (4,,,, 234 nm)exists in protonated form at low pH (1) whereas at
neutral pH (7.5) it exists in equilibrium with f(5-oxoimidazol-4-yl)propionate (4., 269 nm).

In the coenzyme-B,,-dependent methylmalonyl-CoA mutase reaction the hydrogen transfer was
investigated by deuterium and tritium labelling and by "H-NMR spectroscopy. The labelled substrate
analogue (3-2H,) ethylmalonyl-CoA lost about 40%, of the migrating deuterium to water, whereas little if any
deuterium was incorporated into the produced methylsuccinyl-CoA when the unlabelled analogue was
reacted in deuterium oxide.

The reaction with (*H;)methylmalonyl-CoA as substrate was monitored by 'H-NMR spectroscopy.
It was found that about 20%, of the migrating deuterium was lost to water when 67%, of the substrate had been
converted. Since coenzyme-B,, functions as a hydrogen carrier in the rearrangement stereospecifically
deuterated (5'R)- and (5'S)—(5'-?H, )adenosylcobalamins were prepared and incubated with the methylma-
lonyl-CoA mutase from Propionibacterium shermanii. 'H-NMR spectroscopy showed that loss and
scrambling of deuterium in the 5’-position occured during incubation.
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A KIGYO IDEGMERGEK SZERKEZET-MUKODES
OSSZEFUGGESE

M. D. WALKINSHAW, W. SAENGER, A. MAELICKE
(Abteilung Chemie, Max-Planck-Institut fiir experimentelle Medizin, D—3400 Géttingen, NSZK)

Bevezetés

Azidegsejtek mikodése soran az ingeriiletek az egyik idegsejttol a masikig, végiil
az izomvégzodéshez jutnak el, a sejtek kozotti kozvetitésben az acetilkolin fontos
szerepet jatszik. Az egyik sejt preszinaptikus membranja bocsatja ki az acetilkolint,
majd ez az anyag keresztiilhalad a szinaptikus nyilason, ezutan az acetilkolin-
receptorhoz kotddik; ez a receptor egy tobb alegységbol allo fehérje, mely a
szomszédos sejt posztszinaptikus membranjaban talalhato. A kotédési konstans 10’M
nagysagrendi, a kapcsolodas ionok kibocsatasa altal a membran depolarizaciojat
valtja ki, az ionok viszik az ingeriiletet a kovetkezd szinapszishoz és igy terjed az
impulzus tovabb [1, 2].

A kigyo6 idegmeéreg f6 szerkezeti vonasai

Két 6, a természetben el6fordulé antagonista csalad ismeretes, melyek egytol
négy nagysagrenddel erésebben kotodnek a receptorhoz mint az acetilkolin ezek a
kurare (nyilméreg) alkaloidok és a kurare-szerti kigyo idegmérgek. Az utobbibol két
fajta ismeretes: az Gn. rovid, mely kb. 62 aminosavbdl all és az un. hosszi, mely kb. tiz
egységgel hosszabb. A mérgekben szamos esetben meghataroztik az aminosav
sorrendet [3], a primer szerkezeteket maximalis hasonlosag szerint elrendezve
megallapitottak, hogy mindegyikben nyolc cisztein van melyek helye egymashoz
képest, és az egy tovabbi ciszteint tartalmazo ,hosszi” mérgekkel dsszehasonlitva
megegyezik. Ezenkiviil mindkét fajta méregben tovabbi azonos aminosav egységek
vannak, igy a Tyr 25, Trp 29, Asp 31, Arg 37, Gly 38, Gly 44, Pro 50, Asn 69. Két
,rovid”, kevésbé halalos méregben a 31-es aszparagin helyett glicin van.

A ,,rovid” és ,,hosszi” idegmérgekben az aminosav oldallancokon végrehajtott
kémiai modositas azt mutatja, hogy egyetlen reakciotol a hatas nem sziinik meg
teljesen, legalabbis akkor nem, ha az altalanos haromdimenzios szerkezet nem bomlik
fel [3]. Ez a megfigyelés arra utal, hogy az acetilkolin receptor és az idegméreg kozotti
szoros kotodésért nem egyetlen hely, hanem tobbpontos kapcsolodas a felelos [ 3, 4].

A kétfajta idegméreg haromdimenzios szerkezetének Osszehasonlitasa, a
Laticauda semifasciata nevi temgeri kigyobol szarmazo ,,rovid” erabutoxin [4, 5] és a

13
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Naja naja siamensis (sziami papaszemes kobrakigyd) [6] nevi ,,hosszi” a-kobraméreg
esetében azt mutatja, hogy az alak nagy vonalakban megegyezo. A négy diszulfidhid (1.
abra) altal rogzitett gombalakl kdzponti részrol harom nyulvany 16g le. A f6, kozponti
II-es hurkot beliil lépcsdszerii hidrogénhidak stabilizaljak és hasonlo erdkkel
kapcsolodik a ,,baloldali” I11-as hurokhoz. Ez a kdlcsonhatas a I1-es és I11-as hurkokat
egymashoz képest kozel parhuzamos helyzetbe kényszeriti és ezaltal egy V-alaka
hasadék keletkezik. A nyilas also része tartalmazza Trp-29-et, egy az Osszes kigyo
idegméregben megtalalhatd valtozatlan aminosav részt; érdekes modon ebben a
pozicidban ez a sav sohasem talalhato a szerkezetileg rokon, de milkodésében mégis
kiilonbozo sziv mérgekben [3]. Az azonos, kevésbé, illetve nem egyez6 aminosav
alkotoelemek helyzetét Osszehasonlitva megallapithatd, hogy az elobbiek ugy
helyezkednek el, hogy oldallancaik a nyilas belseje felé (az 1. és 2. abran a nézd felé)
mutatnak, mig a kevésbé allando elemek a nyilas cllentétes oldalan vannak, tobbnyire
az I-es hurokban [7], ez az a hurok, amelyik valdszintleg nem feltétleniil sziikkséges a
mitkodéshez [4].

A ,rovid” idegméreg kristalyszerkezetén alapulo, korabbi javaslat szerint az
acetilkolin kvaterner nitrogénatomja és karbonil oxigénatomja kozotti kb. 500 pm
hosszusagu tavolsagot a Il-es hurok also csucsan levo Arg-37 — Asp-31 megfeleld
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1. dbra. A rontgendiffrakciés modszerrel meghatarozott ,hossza™ (bal oldal) és ,révid” (jobb oldal)

idegmérgek lanchajlasanak Osszehasonlitasa [4, 5, 6]. A szamok a Karlsson-féle nomenklaturat [3] adjak

meg, a kotésekre merdleges vonalak kihagyasokat jelolnek. I, II, III romai szamok a f6 hurkokat, a vastag

vonalak a hidrogénhidakat, a kettés vonalak a diszulfid-hidakat jel6lik. A pontozott teriiletekkel a mindkét
meéreg tipusban ko6zos lanchajlast abrazoljuk
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2. dbra. Toltéseloszlas a ,,hossza” (bal oldal) és a ,,r6vid” (jobb oldal) idegmérgekben. Az abran feltiintettiik a
Tyr-25 parcialis negativ toltését (5-), a valtozatlan illetve kozel valtozatlan aminosavak pozitiv (+) és
negativ (—) toltését és a hidrofob oldallancot (H). Ures nyilakkal adjuk meg az acetil-kolin (N* . . . Oyarponit)
kb. 500 pm-es (+) és (—) kozotti tavolsagat vastag nyilakkal pedig a kurare-szerti alkaloidokban is
megtalalhato N . . . hidrofob csoport tavolsagokat. A pontozott teriiletek az aktiv feliileten beliili konkav
nyilast jel6lik, a pontozott nyilak az egymastol kb. 1100 pm tavolsagra levé N * toltések iranyaba mutatnak

[73.

atomjai utanozzak, és ez a csoport felelés a méreg acetilkolin-receptorhoz valod
kotodéseert [4, 8]. A ,,hosszii” méreg szerkezetének ismeretében megallapithato, hogy
szamos ilyen N*...O tavolsag talalhato mind a ,hosszt”, mind a ,rovid” méreg
szerkezetében (2. abra). Tovabba, két csak kismértékben csokkent toxicitasu ,,rovid”
méreg ismeretes, melyeknél a 31-es aszparagint glicin helyettesiti; egypontos
kapcsolodassal aligha magyarazhaté meg a kurarénak és az idegméregnek az
acetilkolin receptorhoz valé szoros kapcsolodasa. Ezért sziikségesnek érezziik, hogy a
kigyomergek hatasmechanizmusanak megértéséhez mas elméletet keressiink.

A hatas-szerkezet osszefiiggés targyaldsa

A kurare és a kigyo idegméreg kozotti szerkezeti hasonlosag keresése soran azt
tapasztaltuk, hogy a kuiare hidrofob, konkav feliiletét a V-alaku hasadék also része
utanozza, melyben a valtozatlan Trp-29 helyezkedik el; ezt a hidrofob részt noveli még

3%
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a ,rovid” méregben a Gly-56 és az Ile/Val-57; a ,,hosszu” sorozatban a Gly/Tyr-56 és a
Val/Thr-57 (2. abra). Megfeleld pozitiv toltést keresve a hasadék koriil tobb lehetdség
szoba johet. A kapott tavolsagok (hidrofob feliilet . . .N*) alapjan ezek vagy egy olyan
kurare-szerii izomideg blokkolonak felelnek meg, melyben csak egy kvaterner
nitrogénatom van (N-metilsztrihnin és dihidro-f-eritroidin) vagy hathatnak gy mint
maga a kurare. Ez azért lehetséges, mert mind a ,,hossz”, mind a ,,rovid” méreg
felilletén levd Lys-27 és Lys-53 ugy el tud fordulni, hogy a terminalis N* csoportok
1100 pm-re vannak egymastol, és a valtozatlan Trp-29-hez képest egy a kurare
alkaloidokban talalt, a pozitiv toltés és az aromas csoport elrendezddését utanzo
strukturat vehetnek fel. A kémiai vizsgalatok is ramutattak arra, hogy Lys-27 és 53
alapvetden fontos a hatas szempontjabol, hasonléan Trp-29, vagy mas hidrofob
csoport ebben a pozicioban [3]. Fel kell tételezniink, hogy a 27-es és 53-as lizin koziil
egyik helyettesitése nem sziinteti meg a mérgez6 hatast, mivel néhany kurare-szerii
anyagban csak egy pozitiv toltés van. Ezt valoban megfigyelték és ezzel kapcsolatban
érdekes megjegyezni, hogy nincs olyan kigyoméreg, melyben a 27-es €s az 53-as lizin is
helyettesitve lenne egyszerre. Osszefoglalva, az acetil-kolin, kurare (nyilméreg) és a
kurarét utanzo kigyo idegméregeknek tobb kozos elemitk van. Mindegyikben
talalhato 500 pm korili N* ... O tavolsag és csak az antagonistaknak van ezen kiviil
hidrof6b magjuk, melyhez egy vagy két pozitiv toltés tartozik, az utobbi esetben a
toltések mintegy 1100 pm tavolsagra vannak egymastol. A kurare és a kigyomérgek
tobbpontos kapcsolodasa az acetilkolin receptorhoz dsszhangban van az egy-egy
ponton torténd kémiai modositasokkal, melyek altalaban véve nem jarnak egyiitt a
kigyomeérgek mérgezé hatasanak teljes megsziinésével.

Osszefoglalas

Kurare (nyilméreg) vagy kurare-szeri alkaloidok és a kurarét utanzo kigyo idegmérgek a
posztszinaptikus membranban levé acetilkolin receptorhoz valo eros kompetitiv kotddéssel blokkoljak az
idegvezetést. A ,hosszi” és ,,rovid” kigyo idegmérgek két ismert csaladjanak rontgendiffrakcios vizsgalata
szerint a molekulak geometriaja hasonlo. Két polipeptid hurok altal kialakult aktiv helyet lépcsészerii
hidrogénhidak olyan V-alaku hasadék formaba kényszeritik, melyek also részét hidrofob aminosav
oldallancok, és az eZek kozil kulon kiemelend6 valtozatlan Trp-29 képezik. Az aktiv hely és a hurok also
csucsa szamos egymastol kb. 500 pm tavolsagra levé N*...O part tartalmaz, ezzel a tavolsaggal
jellemezhet6 az acetilkolin kvaterner nitrogénatomja a karbonil oxigénatomhoz képest. A kurare-szerii
alkaloidok hidrofob, konkav feliiletén levo 1100 pm-es N7 .. . N7 tavolsagot az idegmérgekben a Lys-27,
Lys-53 és a fent emlitett Trp-29 megfeleld atomjai utanozzak. A kéifajta idegméregben levo toltések,
hidrofob helyek hasonlo eloszlasa az acetilkolin receptorhoz valo tobbpontos kapesolodast tamasztja ala.

Summary

Curare, curare-like alkaloids and the curare-mimetic snake neurotoxins block nerve conduction
through competitive, strong binding to acetylcholine receptor located in the postsynaptic membrane. X-ray
diffraction studies of the two known families of ,Jlong™ and ,,short” snake neurotoxins show that they have
comparable geometry. The active site formed by two polypeptide loops is forced by pleated sheet hydrogen
bonds into a V-shaped cleft, the bottom of which is lined by hydrophobic amino acid side chains and,
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especially noteworthy, by the invariant Trp-29. The active site and the lower tip of one loop contain several
N*...O pairs at about 500 pm distance as found for quaternary N* and carbonyl oxygen in acetylcholine.
The N*...N" distance of 1100 pm and the hydrophobic, concave surface of curare-like agents are
mimicked in the neurotoxins by Lys-27, Lys-53 and said Trp-29. The overall distribution of charges and
hydrophobic sites common in the two types of neurotoxins suggest a multipoint attachment to the
acetylcholine receptor.
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FEHERJE DINAMIKA ES MUKODES

SoMOGYI BELA

( Biofizikai és Biokémiai Tanszék, Debreceni Orvostudomdnyi Egyetem, 4012 Debrecen, Magyarorszdg)

Bevezetés

Az enzimologia klasszikus felfogasa a rontgendiffrakcios és mas, a molekula
szerkezetérdl statikus képet ado modszerek informacioin alapszik. Ennek megfeleléen
az enzimhatas elméletével foglalkozo korai elméletek az enzimet Gigy targyaljak, hogy
csak egy kis részét az un. aktiv helyet veszik figyelembe, a tobbi rész feladata csupan az
aktiv hely haromdimenzios térszerkezetének fenntartasa. Az enzimnek ez a viszonylag
kis része, az aktiv hely, csokkenti le a szubsztrat(ok) és a végtermeék(ek) kozotti energia
gatat.

Az enzimszerkezet dinamikus szemlélete viszont valaszolni tud majd olyan
kérdésekre, mint: hogyan mikodnek az enzimek, milyen enzim szerkezet, mitkodés
Osszefiiggések vannak [1—38].

Az enzimmodellek dinamikus szemlélete

CooPER [9] szerint az egyedi fehérje molekulak olyan viszonylag kis termodina-
mikai rendszerek, melyek aranylag kevés részbol allnak. Ezért ,a termodinamikai
sajatossagok statisztikus ingadozasanak sokkal nagyobb jelentdséget kell tulajdonita-
ni”. Vegylik példaul az (1) osszefiiggéssel definialt belsé energia (U) négyzetatlaganak

cres

dU? =kgTmmey, (1)

(ahol m a rendszer tomege, V a térfogata, ky a Boltzman allando, T az abszolut
hémeérséklet), az (1) egyenletbe jellemzd értékeket behelyettesitve Cooper szerint
fehérjemolekulanként a fluktuacio négyzetatlaganak gyoke 2,7 x 107'? Joule. Ez az
érték 159 J/mol értéknek felel meg, ha feltételezziik, hogy oldatban minden
fehérjemolekula szinkronban fluktual.

A belsé energia eloszlas harmadik momentuma (6U %) az eloszlas aszimmetriajat
jellemzi. Cooper [9] ez utobbi nagy értéke alapjan azt a kovetkeztetést vonja le, hogy
»az egyedi fehérjemolekulak belso energiajara a legvaloszinlibb érték nem egyezik meg
az atlag energiaval. Masszoval, nagyszamu fehérjemolekula oldataiban a normalis
korilmények kozott észlelt allapot nem egyezik meg az egyedi molekula leg-
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valosziniibb allapotaval”. Igy, a fehérjéket statikus szerkezetként leird id6-atlag
vizsgalatoktol a kiilonbozé termodinamikus paraméterekben, jelentds eltérés varhato
egyedi molekulakban [10, 11].

Szamos, a fehérjemolekulak fentebb targyalt belsé ingadozasan alapul6 elmélet
van [12—14]. Ezek k6z0s vonasa az, hogy az enzim szerkezetébe valamilyen energia-
atalakito gépezetet épitenek be. Ezért alapvetden fontos, hogy megértsiik az energia-
atalakito elv és a termodinamika masodik f6 tétele kozotti Osszefliggést. A masodik f6
tétel azt mondja ki, hogy a szabadentalpia a fehérjében

G=H-TAS 2)
nem novekedhet.
Mint ahogy arra Kemeny [25] ramutatott, a H és S valtozasok kompenzalod-
nak, azaz

AH=TAS=0, (3)

»ami nem azt jelenti, hogy a hdenergia szabad energiaba alakul at, hanem inkabb azt,
hogy a belsé energia atalakulasa ¢és a tartallyal valé hdOcsere ugyanannak a
mechanizmusnak képezi részét. Az entalpia és az entropia ingadozasat illetden
Kemeny arra a kovetkeztetésre jut, ,hogy az energiaingadozas h6 formajaban kertiil a
testhez, mivel ez a tartalytol ered, és kovetkeztetésképpen, az hogy ebbdl mennyi
jelentkezik egy reakcio aktualis szabadsagi fokaban. . . statisztikus stlyozas kérdése.
Ha az atalakulasi folyamat befejeztével az energia ingadozas és a kompenzacios
entropia a fehérjében marad, nem sértoédik meg a masodik fotétel”.

Az enzimmikodés kiilonbozoé modelljeit illetéen az olvaso figyelmét néhany
hivatkozasra hivjuk fel [1-—24, 26—29]. Roviden két példat mutatunk be annak
illusztralasara a proteinszerkezet, dinamika ¢és kornyezeti paraméterek hogyan
iranyithatjak az enzim mikodéshez kapcsolt energia-atalakulasos rendszert.

Az els6 példa a Gavish és Frauenfelder féle modell [26—29]. Ez a modell az
enzimkatalizalt atalakulasi szamot (k,,,) a dinamikus fehérje-oldoszer kdlcsonhatas
fuggvényeben adja meg explicit formaban. A modell a kémiai kinetika Kramers
elméletén [30] alapul. Jelen allapotaban a Gavish—Frauenfelder modell az enzim
kozvetitett reakcio sebességi allandojat modositott Kramers egyenlet formajaban adja
meg:

_A/RBT, (4)

ahol n, az oldoszer viszkozitasa, A potencialis energiaprofilt jellemzd szerkezeti
paraméterek fiiggvénye, 4 a potencialgat magassaga, mig &(0 <e<1) az oldoszer és a
fehérje kozotti dinamikus csatolast irja le. Az olddszer viszkozitas koveti az Arrhenius
torvényt:

fs="no eEn/*eT (5)
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A (4) egyenlet részletesebb alakban:

A A+€E;
k= —exp{— kT }

Az enzimkatalizalt reakcid sebességi allandojanak viszkozitas fliggése kovetkeztében
az utdbbi tiz évben kifejlesztett modelliink [12—17] hasonlo alaku. Az egyszerii
Michael-féle sémat alapul véve

ky

k,
E+S ES——E+P (7)

=1

és 1ij paramétereket, mint felismerési térfogat, aktivalo titkozési alak, stb., a ky, k_, és
k, sebességi allandokra az alabbi kifejezéseket vezettiik le:

3D, |1 ol
Wt 1 4 Phul — T 8
kl 2 rsz [2+ ,l\/;:| exp( q/kB ) ()
KT
k_y=P,———[exp(—Ei/kyT)—{exp(—E,/ksT)] )
nAtnp
T
k2=Psg—k~,exp(—E,,/kBT) (10)
nAitnp

ahol V, a felismerési térfogat, 1 az oldoszert jellemzi, n a viszkozitas, p az oldoszert is

magaba foglalé sugar (p fiigg az oldoszer tomeg eloszlasatol és az enzim dinamikus
szerkezetétodl), P, és & valoszinliségi faktorok (részletesebb leirasokat az irodalomban
talalunk).

A fehérje dinamika kisérleti kozelitése

Mindkét fent targyalt modell azt sugallja, hogy a fehérje dinamikanak és a
fehérje-oldoszer kolesonhatasnak fontos szerepe van az enzimkatalizalt folyamatok-
ban.

Szamos kisérleti technika ismeretes a fehérjemolekulak belsé dinamikajanak
kovetésére. Fontos azonban megjegyezni, hogy nincsen jelenleg olyan modszer,
amelyik ki tudna valasztani a belsé mozgasnak azt a részét, amelyik az enzimkatalizis-
hez kozvetleniil jarul hozza. Kérdéses tovabba, hogy fel lehet-e ezeket a mozgasokat
»fontos” és ,,nem fontos” részekre osztani. Ugyanakkor lényeges, hogy megbizhatd
kisérleti bizonyitékokat talaljunk, melyek az elméletbe visszacsatlakoztatva alapot
szolgaltathatnak ahhoz, hogy az enzimek muikodésérdl tobbet tudjunk meg. Ez a
megkozelités a katalitikus és (vagy) szabalyoz6 paraméterek, tovabba a termodinami-
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kai és (vagy) mas fizikai paraméterek ingadozasa kozotti Osszefiiggesek keresését
jelenti az enzimekben.

Masik lehetOség az, ha megfelel kisérleteket végziink fehérjemolekulakon. Az
utébbira kitind példat nyajt Frauenfelder és csoportjanak munkaja [29]. Lézer-
sugarral, szinkronizalt modon ko6tott ligandumot (O, vagy CO) szakitanak le a
mioglobinrdl, és optikailag kovetik az ujrakotodést. Ennek a kisérleti technikanak a
felhasznalasaval a ligandum jrakotodeést tobbszords gat kinetikaval tudtak leirni.
Ugyanennek a technikanak az alkalmazasa egy teljes enzimkatalizalt reakciora, azaz
az enzimmolekuldk szinkronizaldsa olddszerben, jelenleg még szamos problémaba
iitkozik. Ezért sziikkség van még a masik modszerre, azaz az enzimek katalitikus €s
fizikai paraméterei k6zotti Osszefiiggések keresésére. Ezt a lehetoséget figyelembe véve
néhany enzim katalitikus sebességi allandoja és aktivacios térfogata (4V*) kozotti
kapcsolatra Low és Somero [20, 21] mutattak ra, akik a nyomas és kiillonb6z6 s6knak
sebességi allandokra gyakorolt hatasat tanulmanyoztak. Vizsgalataikbol azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy a felilleten levd aminosav csoportoknak a fehérje
belsejébe(bdl) valoé atmenete az enzimatikus folyamatok sebességmeghatarozo 1épése
soran megvaltoztatja a katalizis energetikai jellemzoéit (pl. az aktivalasi szabad
energiat). Ugyanezt a kérdést Matko és munkatarsai mas, hasonlo uton kozelitették
meg [31], melynek soran fluoreszcencias technikat alkalmaztak. Eftink és Ghiron
szerint [32], akik ribonukleaz T)-ben a triptofan tag akrilamid , Quenchelését”
(hirtelen kifagyasztast) tanulmanyoztak. Ez az iitkozéses quenchelés alkalmas arra,
hogy a fehérje matrix belsé valtakozasat jellemezziik. Ebbdl kiindulva Matko és
munkatarsai [31] tanulmanyoztak milyen hatast gyakorol a triptofan fluoreszcen-
ciajara és a foszforilaz nyul vazizom enzim katalitikus paramétereire az akrilamid. Az
akrilamid fluoreszcenciara gyakorolt hatasat a Ster—Volmer egyenlet alapjan
vizsgaltak:

ﬁ=]+K[Q], (11)
F
ahol [Q] a kifagyaszto, azaz az akrilamid koncentracidja, F, és F fluoreszcencia
intenzitasok kifagyasztas elott és utan. K a kifagyasztas természetét6l fiigg. Dinamikus
kifagyasztasnal, mint ahogy az a fluoreszcencias élettartam mérések bizonyitjak, a
kifejezés alakja:
K=k, (12)

ahol k, a gerjesztett fluorofor és a kifagyaszté6 molekula-par képzddés bimolekularis
sebességi allandoja, v pedig a fluorofor egyszeri élettartama (itt feltessziik, hogy a
kifagyasztas hatasfoka 1).

A fenti rendszer fluoreszcencias tulajdonsaganak elemzése szerint a kifagyasztas
iitk6zéses tipusu. Tovabba, a Stern—Volmer egyenlet modositott alakja azt igazolta,
hogy a foszforilaz b esetében monomerenkénti mind a 12 triptofan hozzaférhetd a
kifagyaszté akrilamid szamara. Ez hatarozottan arra utal, hogy a fagyaszté molekulak
az enzimmolekulakba valoszinilleg a protein matrix belsejében végbemend belséd
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valtozasok soran kialakuld atereszté ,lyukakon”, ,mikrodsvényeken” keresztiil
hatolnak be. Tovabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy a fagyas teljesen megfordithato és
(0,05M koncentracioig) a kifagyaszto az enzim termikus stabilitasat nem befolyasolja.

Ugyanebben az id6ben végzett fliggetlen kisérletek fényt deritettek arra, hogy az
akrilamid az enzim maximalis sebességét (V,,) lecsokkenti, ugyanakkor valtozatlanul
hagyja a szubsztrat (gliikoz-1-foszfat, glikogén) és az alloszterikus aktivator (adenozin-
5’-monofoszfat) kapcsolodas erdsségét. Ez arra utal, hogy az akrilamid kompetitiv
inhibitorként viselkedik.

Az akrilamid gatlo és befagyaszto hatasat a foszforilaz b enzimen 6sszehasonlit-

va,azaza _Vo értéket az —Fi fliggvényében abrazolva jo linearis 6sszefiiggést kapunk (¥,

és Vmaximalis sebességek, F, €s F fluoreszcencia intenzitasok akrilamid nélkiil, illetve
jelenlétében). Ez arra utal, hogy a foszforilaz b belsejében levo fluktuacid (melyet az
akrilamid molekulak zavarnak meg) legalabbis részben erdsen kapcsolatban all a
katalizissel (illetve annak sziikséges feltétele). Tovabbi kisérleti munkara van sziikség,
hogy tobbet tudjunk meg a foszforilaz B, és mas enzimek katalitikus mitkodésében az
ingadozasok szerepérol. Matko és munkatarsai [31] modszerével az egész fehérjemole-
kula atlagara kaptunk informaciot. A probléma megoldasa céljabol olyan modszerre
van sziikség, mely a helyi ingadozasok kovetésére alkalmas. Ebbdl a szempontbol a
Forster tipusu rezonancia energia atmenet tiinik a fehérje matrix helyi véaltozasanak
tanulmanyozasara igéretes madszernek [33].

Osszefoglalva megallapithato, hogy vannak 0j, illetve feljitott ,,régi” modszerek
melyekkel az enzimek mikodésct és szabalyozasat leird Gjabb dinamikus modelleket
elemezhetjiik. A kisérleti és elméleti eredményeket elemezve kitiinik, hogy mindkét
modszernek vannak korlatai. Elore jutni csak a két modszer egyiittes alkalmazasaval
lehet. Csak igy ismerhetjiilk meg egyre jobban az enzimek milkddését, de ennck
segitségével érthetjilk meg az enzimek kolcsonhatasat, pl. tobbenzimes rendszerben, €s
végiil eljuthatunk a sejt mikodés molekularis szinti felderitéséhez.

Osszefoglalas

Szamos molekulara jellemzo a fluktualo (valtakozo) viselkedés. Mivel az enzimatikus aktivitis
szamos fehérje jellemzé milkodési tulajdonsaga, értheto az a feltevés, hogy a szerkezetfiiggd ingadozas az
enzimaktivitasban és -szabalyozasban fontos szerepet jatszik. Ezt a feltevést szamos elméleti modell és
kisérleti eredmény tamasztja ala. A fehérje-dinamika és az enzimmiikodés kozotti helyes Osszefiiggés
feltarasaloz tovabbi kisérleti munkara van szilkség. A kozleményben a fenti probléma teljesebb
megértésének elméleti és kisérleti lehetoségeit targyaljuk.

Summary

Fluctuational behaviour is a characteristic property of the collections of different molecules. Since the
enzyme activity is an inherent functional property of many proteins it is natural to assume that structure
dependent fluctuations should play an important role in enzyme activity and regulation. Several theoretical
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models along with extant experimental results stress the above assumption. However, to find the correct
interrelationship between protein dynamics and enzyme function further experimental work is required. The
paper will discuss both theoretical and experimental possibilities to get a better understanding of the above
question.
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Foszerkeszté: Straub F. Brund
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Foszerkeszto: Kulcsar Kdlman
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és az ujsagpavilonokban.
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