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Roviditésjegyzék

ACS atlagos klaszterméret (average cluster size)

Boc terc-butiloxikarbonil csoport

BOP benztriazol-1-il-oxi-trisz(dimetil-amino)-foszfonium-hexafluoro-foszfat
CD cirkularis dikroizmus spektroszkopia

CID iitkozéses aktivacid (collision induced dissociation)

DCC diciklohexil-karbodiimid

DCU diciklohexil urea

DMF dimetil-formamid

EI elektroniitkdzéses ionizaciod ( electron impact ionization )

ESI elektrospray ionizaciod (electrospray ionisation)

EtOAc etilacetat

FAB gyorsatom bombazas (fast atom bombardment)

HOBt 1-hidroxi-benztriazol

MALDI matrixxal segitett 1ézerdeszorpcid/ionizacio
(matrix assisted laser desorption/ionization)

MN magikus szam (magic number)

MS tomegspektrometria (mass spectrometry)

NMM  N-metil morfolin

NMR magneses magrezonancia spektroszkdpia

IR infravords spektroszkopia

iBCC klérhangyasav-izobutilészter

TFA trifluorecetsav

uv ultraibolya

VRK vékonyréteg kromatografia



1. Bevezetés

A 20 fehérjealkoté aminosav egyike a szerin. 1902-ben allapitottak meg a szerkezetét,
a szerkezetbizonyitd szintézis Hermann Emil Fischer Nobel-dijas német szerves kémikus
nevéhez kothetd. A szerin sajatos komplexképzd viselkedését tomegspektrometria
alkalmazasaval 2001-ben fedezték fel, amely azota is a kutatasok kozéppontjaban All.'
Tobbféle komplexe koziil a nyole molekulabol allo, oktamer szerkezetii komplex kiemelkedd
aranyban van jelen a tomegspektrumban. Az oktamer komplex kiilonleges tulajdonsaga, —
szokatlan stabilitisa mellett — hogy kialakuldsa csak optikailag tiszta, L, vagy D

Munkam célja annak felderitése volt, hogy a szerin sajatos komplexképzése hogyan
nyilvanul meg szeril-szerin dipeptidek esetében. A szerin tomegspektrometridval detektalhatd
komplexképzésével szamos tudomanyos munka foglalkozott az elmult évek soran. A beldle
képzett dipeptid tulajdonsdgainak vizsgalata azonban még Uj teriilet. Amerikai tuddsok
szerint szoros Osszefliggés lehet a foldi élet kialakuldsa és a szerin aminosav szokatlan
komplexképzése kozott, és részletesen tanulmanyoztdk mas, a biopolimerek alapvetd
épitokoveinek tekinthetd vegyiiletek részvételét a komplexek kialakulasaban. Munkdm soran
ennek az elméletnek és napjainkban is élénken zajlé tudoményos kutatasnak egy vj teriiletébe
kapcsolodtam be. Kutatbmunkam soran azt vizsgéaltam, hogy a szerin aminosav
komplexképzése hogyan nyilvanul meg a beldle felépitett dipeptidek esetében, megjelenik-e

hasonlo6 szokatlan jelenség kis molekulatomegii peptidek szintjén is.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A tomegspektrometria alapjai

A tdmegspektrometria napjaink egyik leghatékonyabb analitikai modszere. Létrejottét
Joseph John Thomson, Nobel-dijas angol tudds kisérletei alapoztdk meg a XX. szdzad
elején. Thomson felfedezte és kisérletileg igazolta az izotopok létezését oly modon, hogy
gazokbol ionokat allitott eld, az ionokat magneses és elektromos mezd segitségével
eltéritette, végiil fényérzékeny lemezen detektdlta. Az izotépok tomegének és
gyakorisaganak meghatarozdsira hasznalt technikdt ma a tomegspektrometria alapjanak
tekintjiik. Thomson 1913-ban publikalta a konyvét a modszerérdl, mely igy napjainkban épp
100 évesnek tekinthetd.” Kezdetben csupan szervetlen kémiai kutatasok sordn, az elemek és
izotopjainak vizsgalatara hasznaltak a technikat. A szerves kémidban az 1950-es évektdl
kezdték alkalmazni, és a technika fejlodésével egyre tobb komponensii minta és dsszetettebb
vegylilet vizsgélata is lehetdvé valt. A tomegspektrometria egyre elterjedtebb alkalmazéasa
oriasi lendiiletet adott a szerves kémiai tudomanyos kutatdsoknak €s mara a szerves kémia €s
a biokémia nélkiilozhetetlen analitikai modszerévé valt.

Egy tipikus tomegspektrometrias mérés idotartama rovid, csupadn néhany perc, €s igen
kis mennyiségii, akar nanogramm tomegii anyag vizsgalata ¢s meghatarozasa is elvégezheto.

A tomegspektrométer hasznélata soran toltéssel rendelkez6 részecskéket allitunk el
¢s toltésegységre esd tomegiik (tomeg/toltés, m/z) alapjan valasztjuk el oket egymastol.
Ehhez minden esetben csokkentett nyomast hasznalunk és magneses vagy elektromos teret
az ionok tomeg/toltés szerinti elvalasztasahoz. A tomegspektrumhoz ugy jutunk, hogy
folyamatosan mérjiik a kiilonb6z6 ionok intenzitasat, ezek adjak a spektrumon a csucsokat.

A vizszintes tengelyen a tomegértékek olvashatoak le.



A tomegspektrométereket altalaban felépitd legfontosabb részek:
- mintabeviteli rendszer

- ionforras

- analizator

- detektor

- vakuumrendszer

- szamitogép ¢és az adatok kiértékelésére szolgald program

mintabevitel ———p»| ionforras p| @nalizator |____ .| detekior | adatfeldolgozas
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-
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vakuumrendszer

1.abra: A tomegspektrométer f6 részei

Mindegyik részhez kiilon-kiilon feladat kothetd. Az ionforrasba a mintat bejuttathatjuk
kozvetleniil, vagy kromatografids rendszeren keresztiil. Az ionforrds gazfazisu ionokat hoz
létre a vizsgalando anyagbol. A keletkezett ionokat minél rovidebb id6 alatt, lehetdleg egy jol
fokuszalt nyalabban kell eljuttatni az analizatorba. Az ionok mozgésat fesziiltségkiilonbség
biztositja, ami altaldban néhany kilovolt. Az ionok hatékony fokuszalasahoz, az litkozések
szamanak csokkentéséhez nagyvakuumra van sziikség, amely éaltalaban legalabb kétfokozath:
az els6 fokozatot rotacids vakuumpumpak segitségével, mig a nagyvakuumot
(végvakuumot) turbomolekularis pumpakkal biztositjak.

Az elsd, ¢és ma is az egyik legelterjedtebb ionizacids modszer az elektroniitkozéses
ionizaci6 (EI) volt. A spektrumadatbazisokban 1évdé tomegspektrumok 95%-a ilyen
modszerrel késziilt. Az elektoniitk6zéses ionizacid sordn a vizsgéalni kivant szerves
vegyiiletet vakuumban elparologtatjak, és nagyenergiaju elektronokkal ionizaljak. A 1étrejovo
gyok jellegli kation (molekulaion) gyorsan kisebb tomegii, az adott vegyiiletre igen jellemz6
fragmensekre bomlik. A mddszer hatranya, hogy csak olyan szerves anyagokat
vizsgalhatunk, amelyek a termikusan torténd elparologtatas soran nem bomlanak el.

A FAB, azaz a gyorsatom bombazisos ionizaciés moddszer napjainkban mar nem
haszndlatos, azonban tudomanytorténeti szempontbdl fontos technika. Ebben az esetben a

mintdt alacsony tenzidju, viszkozus folyadékban oldjak fel, és az ionforrasban az oldat egy



kis cseppjét nagy energidju atomsugarral sugarozzak be. A besugarzds hatdsira gazfazisu,
protonalt ionok (kvazimolekulaionok) jonnek Iétre.

A MALDI (métrixszal segitett 1ézerdeszorpcids ionizacid) egy matrixvegyllet, mint
energiakozvetitd alkalmazasaval végzett 1ézerdeszorpcids ionizacid. Lagy ionizéacios
moddszer, amely lehetové teszi a termikusan kiilonosen érzékeny és akar nagyon nagy
molekulatomegli anyagok, biopolimerek vizsgalatat. A MALDI ionizcié soran a gerjesztd
energiat egy jol szabdlyozhato lézerforrasbol kapjuk. Az ionizacid eldtt a vizsgalando
vegyliletet egy olyan szerves vegyllettel kristalyositjak 0Ossze, amelynek a lézer
hullamhosszan nagy az UV-elnyelése. A 1ézerbesugérzas hatasara els6ként a matrixmolekulak
gerjesztése torténik meg, amelyek aztan képes gazfazisba vinni €s ionizalni a vizsgalando
mintat is.

Ma az egyik legelterjedtebb ionizacidos mddszer az ESI, azaz elektrospray ionizacio,
amelynek sordn a minta vizes oldatat porlasztjdk elektromos térben. Ezt a technikat
alkalmaztam kisérleteim soran, igy a késébbiekben részletesen targyalom.

Az analizator fajlagos tomeg (m/z) alapjan szétvalasztja az érkezd ionokat. Az ionok
elvalasztasara sokféle modszer ismert, ez alapjan tobbféle analizatort is megkiilonboztetiink,
mint példaul: magneses, repiilési id6, kvadrupol, ioncsapda, stb.

Elektroniitkzéses ionizacid (kemény ionizacids modszer) alkalmazisava, a
molekulaionok képzddése mellett fragmensek, toredékionok is keletkeznek. Ezek alapjan
tudunk kovetkeztetni a molekula szerkezetére. Azonban ha lagy ionizacids modszerrel,
példaul elektrospray ionizacidoval dolgozunk, altaldban nem keletkeznek fragmensionok.
Ekkor, ha szerkezeti informacidra van sziikséglink, valamilyen technikdval kiilon 1épésben
kell fragmentalnunk az ionokat. Utobbi modszert nevezziik tandem tomegspektrometrianak.
Az egyértelmiiség érdekében kiilon névvel illetjiik a fragmentalni kivant iont (anyaion vagy
prekurzorion) és a fragmenseket (leanyion). A fragmensionok létrehozéasara legelterjedtebben
hasznalt modszer a CID (collision induced dissociation), mas néven iitkozéses aktivacid. A
modszer lényege, hogy a vizsgélni kivant ionokat inert gazzal (Ar, N, stb.) iitkoztetjiik,
ekkor bels6 energidva alakul a molekuldk kinetikus energidja ¢és bekovetkezik a

fragmentacio.

2.2. Az elektrospray ionizacio



Az elektrospray ionizdci6 napjainkban az egyik legelterjedtebben alkalmazott
ionizacios modszer. Elséként Dole és munkatarsai hoztak 1étre vakuumban ionnyalabot®, és
bar a technika még nem volt elég fejlett hozza, elméletben felvetették a lehetdségét, hogy az
elektrospray ionforrast tomegspektrométerhez kapcsoljak. Utobbit végiil John B. Fenn,
amerikai professzor valositotta meg, aki 2002-ben kémiai Nobel dijat nyert ezzel kapcsolatos
munkéssagaért. Fenn professzor Utt6r0 munkat végzett a elektrospray ionizacid
mechanizmusanak feltérképezésében.’?

Az elektrospray ionforrds egy fém kapillarisbol és egy ettdl néhany cm tavolsagra 1évo
sik alaku elektrodbol all (2.4bra).

| nagyfeszliltség

2. abra: Az elektrospray ionizacio miikédése

cre

készitlink, amelyet a kapillarison végigvezetve 1égkori nyomason porlasztunk. A kapillarisra
nagyfesziiltség (2-5 kV) van kapcsolva, amely a porlasztégazzal egyiitt végzi a vizes oldat
hatékony porlasztasat. Ennek soran nagyon apro, toltéssel rendelkez6 cseppek képzddnek.
Kelléen nagy fesziiltség esetén a tii hegyén ugynevezett Taylor kip, azaz kup alaka
folyadékréteg alakul ki. A meniszkusz feliiletén feldiisulnak a pozitiv ionok és igy a taszitas
koztiik egyre nd, az ellenelektrod vonzd hatdsa pedig egyre jobban érvényesiil. A kialakuld
Taylor kupbol igy vékony sugarban pozitiv toltéssel rendelkezd részecskék, cseppek 1épnek
ki és az ellenelektrod felé haladnak. Mozgéas kozben az illékony olddszer elparolog a

cseppekbdl, a toltés azonban valtozatlan marad, igy az egységnyi teriiletre jutd toltéssiirliség



egyre nd. Flitéssel és/vagy gazarammal felgyorsithatjuk az oldoszer elparolgasat. Az azonos
toltésti ionok taszitjak egymast, igy amikor a toltések kozott fellépd taszitas nagysaga eléri a
folyadék feliileti fesziiltségét, ugynevezett Coulomb hasadas vagy mas néven Coulomb
robbanas kovetkezik be: a nagyobb méretii toltott cseppek sok-sok kisebb cseppre esnek
szét. Ezek a kisméretli cseppek is toltéssel rendelkeznek, amelyekbdl az olddszer parolgasa
tovabb folytatodik. A folyamat végén gdzfazisi ionok képzddnek.Az ionizacid pontos
mechanizmusa - a modszer népszeriiségének ellenére - még ma sincs teljesen felderitve.

Az elektrospray ionizaciot széleskorlien alkalmazzédk polaris, ionos vegyiiletek
vizsgalatara; peptidek, fehérjék esetén ez az elsd szamu ionizécids technika.

Az elektrospray ionizaci6 soran a vegyiiletek leggyakrabban protonalt formaban
jelentkeznek a spektrumban, amelyek tobbszordsen toltottek is lehetnek. Tipikus jelolésiik:
[M+H]", illetve [M+nH]". A tObbszoros toltést hordozd ionok, ionsorozatok igen
jellemzdek az ESI-re. A vegyiiletek ritkabban adduktionok, elsésorban natriumionnal vagy
kaliumionnal képzett adduktok formajaban jelentkeznek a tomegspektrumokban: [M+Na]®,
[M+K]". Az ionizacio soran illékony oldoszereket és puffereket kell hasznalnunk, ellenkezd

esetben az érzékenység jelentdsen csokkenne és a tomegspektrométer elszennyezddne.

2.3. Nemkovalens komplexek vizsgalata tomegspektrometriaval

A molekulak kozotti, illetve molekulén beliili nemkovalens kolcsonhatasok erdssége 1-
2 nagysagrenddel kisebb a kovalens kotéseknél, szerepiik mégis 6ridsi, hiszen a kapcsolddasi
lehetéségek igen valtozatosak. Meghatarozd szerepilkk van a biopolimerek, fehérjék,
peptidek és a DNS szerkezetének, tulajdonsagainak alakulasaban.

A nemkovalens, méasodlagos kolcsonhatdsoknak szamos formaja ismert, példaul:

* Hidrogénkotés (hidrogénhidas kolcsonhatés), amelyben egy hidrogén-donor és egy
hidrogén-akceptor atom vagy atomcsoport vesz részt.

* Jonos kdlcsonhatas toltéssel rendelkez6 atomok vagy atomcsoportok kozott.

* Dip6l-dipdl kolcsonhatas nem ionos, de dipolusmomentummal rendelkezé molekuldk
illetve atomcsoportok kozott.

* Konjugalt mt-rendszerrel rendelkezé molekulak vagy csoportok kozotti kdlcsonhatas.



A tomegspektrometriara épiild technikakrol kevéssé kozismert, hogy alkalmasak
lennének nemkovalens komplexek vizsgalatara, pedig a molekularis kdlcsonhatasok kutatasa
a tomegspektrometria egyik kulcsfontossagu teriilete. Ennek legfébb oka, hogy mas
szerkezetkutatasi modszerekkel (NMR, IR, CD) ellentétben, egy tomegspektrometrids mérés
soran a vizsgalni kivant komplex egyedileg izolalhat6 és vizsgalhaté a gazfazisban.
Tomegspektrometrids mérések  alapjan  meghatarozhatjuk  példaul a  komplex
molekulatomegét, sztochiometridjat, részletesebb szerkezetét is.

Nemkovalens komplexek vizsgalata soran kulcsfontossagti 1€pés a minta ionizacidja,
mivel az ionizécid hatasara a gyenge masodlagos kolcsonhatassal dsszetartott asszocidtumok
széteshetnek. Komplexek gazfazisba juttatdsa és ionizacioja leginkabb a légkori nyomason
miikddo, porlasztisos (spray) ionizacios technikdk, elsésorban az ESI alkalmazasaval
lehetséges.'" Kisérleteim soran is ezt a technikat alkalmaztam.

Egy, a szokvanyos analitikai mérésekhez beallitott tomegspektrométerrel azonban nem
¢szlelink a  spektrumban jelentés mennyiségben nemkovalens komplexeket,
asszociatumokat. Masodlagos kolcsonhatasok vizsgalata csak a mérési paraméterek

finomhangolasa utan lehetséges.

2.4. A szerin komplexképzése: magikus oktamer

John B. Fenn és munkatéarsai kutatdsaik soran megfigyelték, hogy az elektrospray
ionizacidval asszociatumok is detektalhatdak. Részletesen tanulmanyoztak a klaszterképzés
jelenségét és tobb aminosav esetében is hasonlo jelenséget észleltek.'> 2001-ben az amerikai
Purdue egyetem professzora, Graham Cooks és munkatarsai elsdként figyeltek fel a szerin
aminosav sajatos, tomegspektrometriaval detektalhatdo komplexképzésére: a spektrumokban
detektaltak.! Az ilyen kiilonleges stabilitissal rendelkez6 klaszterionokat az irodalomban
,magikus” klasztereknek, magikus szdmmal rendelkez6 klasztereknek nevezik.
Megfigyeléseik alapjan megfogalmaztak azt is, hogy a klaszterképzddés soran a paros
tagszamu klaszterek nagyobb stabilitdst mutatnak a paratlan tagszamuakhoz képest.'” A
kiemelkedd intenzitdssal detektdlhatd ionokat jellemezhetjiik az tgynevezett magikus

szammal (magic number, MN) amely a szomszédos ionok intenzitasértékébdl szamithato:



ahol n az adott klaszteriont felépitd6 molekuldk szama (tagszam) és [ a
tomegspektrumban mért intenzitas.

Az oktamer mellett mas tagszdmu komplexek képzodése is lathatdo volt a
tomegspektrumon, azonban ezek joval kisebb intenzitastak. A protonalt monomer és a dimer
mellett csupan a protonalt oktamer klaszter volt észlelhetd kiemelkedd intenzitdssal. Tandem
tomegspektrometrids vizsgalatokat is végeztek, amelyek soran megfigyelhetd volt, hogy az
egyszeresen protonalt oktamer konnyen elveszit egy dimer egységet. A jelenséget a hexamer
klaszter esetében is tapasztaltak. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy az oktamer komplex dimer
egységekbdl épiil fel.

Tandem tomegspektrometrids és ion mobilitdsi mérések pedig arra utaltak, hogy az
oktamer klaszter 841 m/z értéknél detektdlhatdé csticsa valojdban tobb csucs atfedése,
tobbszordsen toltott, nagyobb tagszamu oligomerek esnek ugyanahhoz a tomeg/toltés

értékhez: [Sers,tnH]™, n=1, 2, 3, 4, stb..

2.4.1. A kiralis diszkriminacio jelensége

A szerin oktamer talan legérdekesebb tulajdonsaga, hogy kialakulasa csupan optikailag
kiralitasi szerin aminosav hozzdadasa az oldathoz fokozatosan rontotta a komplex
intenzitasértékét. Cooks professzor kutatocsoportja altal publikdlt adatok szerint az
optikailag tiszta oldat esetén szamithatd magikus szdm érték 50, mig a racém elegyben
csupan 3.' Ezt a komplexképzés soran megfigyelhet kiralis diszkriminaciot korabban
egyetlen mas esetben sem tapasztaltak.

A kutatok figyelmét felkeltette ez a kiilonleges tulajdonsadggal bir6 komplex és a
tovabbi vizsgalatok is szamos meglepd eredményekkel szolgéltak. Takats Zoltan és
munkatarsai kisérleteik soran azt tapasztaltdk, hogy az oktamerben néhdny aminosavat
kiroszelektiv modon ki lehet cserélni egyéb vegyiiletekre. Igy példaul az L-szerinbél allo

komplex egyes aminosavjai helyettesitheték D-gliikdzzal vagy mas L-aminosavakkal. '*'*



Ezen kiviil beépithet6 még a komplexbe foszforsav és szamos atmenetifémion (réz(Il),
vas(II), vas(IIl)) is."

A szerin és a glicerinaldehid molekuldk kondenzacids reakcidjdban Schiff-bazis
keletkezik, amely szintén képes a szerin oktamerben egy vagy két szerinmolekula
helyettesitésére. Takats ¢€s munkatarsai tapasztalatai alapjan a szerinmolekuldk cseréje
kiralisan szelektiv médon torténik, azaz csak a D-glicerinaldehid reagalt a komplexben az L-
szerinnel. A treonin volt az egyetlen masik vegyiilet, amelynél a szerinhez hasonld jelenséget
tapasztaltak.'*

Az eddigi kisérletekben tapasztalt kiralitasfliggd aminosav-helyettesitések, kiralis
szelekciok megfelelnek a természetben is tapasztalhaté biomolekularis kiralitdsnak. A
témaval foglalkoz6 kutatok a kiralis informéciok atadasanak lehetdségével, a szerin sajatos
komplexképzo viselkedésével magyarazzak a Foldon tapasztalhatd homokiralitast, és ezaltal

az élet megjelenésének lehetdségét. >34

2.4.2. A szerin oktamer szerkezete

A szerin kiilonleges tulajdonsagai az oktamer szokatlanul stabil szerkezetére engednek
kovetkeztetni, azonban, bar az irodalomban sokan vizsgaltdk ¢és tobb elméletet is
felallitottak, hivatalosan elfogadott szerkezet még ma sem létezik.

Az oldatfazisban kialakul6 ikerionos szerkezet jol ismert, azonban gazfazisban nem
szamolhatunk ilyen hatassal. Az oldészer toltésstabilizald hatdsa megsziinik gazfazisban,
ezért feltételezziik, hogy nagyvakuumban az aminosavak monomerjei semleges szerkezettel
rendelkeznek. Az ugynevezett dnszolvataciohoz elméleti szamitasok alapjan azonban elég
csupan néhany aminosav. Az O6nszolvatacio6 a karboxil- és aminocsoportok kozott torténik és
gazfazisban is lehetdvé teszi az ikerionos szerkezet 1étrejottét.

Az irodalomban olvashato elképzelések is e két f6 tipus koré csoportosithatdoak. Vagy
az ikerionos szerkezet, vagy a semleges szerkezetli monomerekbdl allo képzédmény jelenik
meg az egyes kutatocsoportok publikacioiban.>®

Cooks ¢és munkatérsai elsdként egy korszerli szerkezetet vazoltak fel, amelyben a
nyolc szerin molekula fej-farok elrendezddésben kapcsolodott egymashoz. Ebben az
elképzelésben az aminosavak semlegesek. Nem sokkal késdbb azonban kidolgoztak egy

Ujabb, sokkal valoszinlibb szerkezetet, amelyben négy dimer egység épiti fel a dobszerii



képz6dményt.' A semleges szerinmolekuldkat itt karboxil-karboxil hidrogénkotés tartja dssze
¢s a dimer egységek kozotti kapcesolodast hidroxil-amin hidrogénhidak teszik lehetové.

Countermann ¢s Clemmer ikerionos szerinmolekulabol felépiil6, kompakt szerkezetet
javasoltak. Modelljiiket a kisérleti uton nyert iitkozési keresztmetszet adatok alapjan
készitették el. Bar a kisérletek jo egyezést mutatnak a szamolt értékekkel, a szerinmolekulak
hidroxil csoportja nem vesz részt a hidrogénkotésekben, igy nehezen értelmezhetd a klaszter
homokiralis hajlama.

A Beauchamp ¢és munkatdrsai altal javasolt szerkezet is zart, benne ikerionos
szerinmolekulék helyezkednek el egy ,,lapitott kocka™ csucsain. Az als6 és fels6 egységeket
hidrogénhidak tartjak ossze, igy négypontos kapcsolat jon 1étre. Az asszociatum homokiralis
hajlamat az oldallancok kozotti hidrogénkotések rendszere magyarazza.®

Schalley és Weis kovetkeztetései alapjan a szerin mindharom funkcids csoportja
érintett az asszociatum képzésében. A lényeges kiilonbség Schalley és Beauchamp modellje
kozott, hogy az alegységek kozott négy helyett nyolc pontos kapcsolat jon 1étre, tovabba a
hidroxilat-hidroxil funkciés csoportok kozott hidrogénkotés all fenn, amely magyardzhatja a
homokiralis torekvést.

Takats és munkatarsai gazfazisu hidrogén/deutérium csere reakciot hajtottak végre a
szerin oktameren, és meglepd modon két eltérd szerkezetet is azonositottak, amelyek eltérd
hidrogén/deutérium csere sebességgel rendelkeztek."> Az egyik oktamer komplex, amely
valosziniileg az oldatfazisbeli szerkezettel rendelkezett és lassabb H/D cserére volt képes,
erosen fliggdtt a kiindulasi szerinoldat kiralis 0sszetételétol. A masik oktamer komplexet az
elektrospray ionizaci6é valamelyik részfolyamatdbol szarmazd vagy az eredeti szerkezetbdl

atrendez0dott komplexhez kototték.

2.5. Peptidszintézis

A peptidek szintézisére sok kiilonbozé moddszer alkalmazhatd. Napjainkban a két
elterjedten alkalmazott modszer a klasszikus folyadékfazist, valamint a szilardfazisu
peptidszinézis.

Ha kis tagszamt peptideket szeretnénk eldallitani, akkor altalaban lépésenkénti
szintézist alkalmazunk. Minden hosszabbitasi ciklusban tulajdonképpen két miivelet
ismétlodik. Az elsd I€épésben a hosszabbitandé peptid N-termindlisardl eltavolitjuk a

véddcsoportot. Masodik 1épésben hozzakapcsoljuk az N-termindlisan és — ha sziikséges —



oldallancan veédett és C-terminalisdn aktivalt aminosavat az el6zOekben szabaddd valt
aminocsoporthoz. Az aminosavak kapcsolasdhoz megfelel6 védelemmel kell ellatni a reaktiv
oldallancokat ¢és a terminalis funkcids csoportokat. A véddcsoportok legfontosabb
tulajdonsaga a szelektivitas és a  konnyl lehasithatosag. Megftelel6
véddcsoportkombindciokkal a sziikséges funkcids csoportok szelektiven, a kivant
sorrendben szabadithatoak fel.

A tervezett peptidek szintézise soran folyadékfazisu peptidszintézist alkalmaztam. A
szintézis soran komoly probléma a peptidkotés kiépitésére alkalmazott modszer kivalasztésa.
Az idedlis kapcsolassal szemben tdmasztott kovetelmények: gyors, mellékreakciok nem
kisérik, kvantitativ kitermelést eredményez.

Peptidek oldatfazisti szintézise akkor viheté végbe hatékonyan, ha nem az adott
aminosav szabad karboxilcsoportjan keresztiil torténik a kondenzacid, hanem annak egy

aktivalt karbonilszarmazékan:
O o) O
I I |1
R —C—OH — R—C—x | NHQ==R—C -+ ix

NHQ

ahol X egy elektronszivo €s jo tdvozo csoport.

A leggyakrabban alkalmazott aktivalasi, kapcsoldsi modszerek a kovetkezok:
- azidos kapcsolas
- savkloridos kapcsolas
- karbodiimides mddszer
- vegyesanhidrides acilezés
- szimmetrikus anhidrides kapcsolas
- aktivészteres kapcsolas

- in situ aktivészteres kapcsolas

Munkdm sordn az aktivészteres, az in situ aktivészteres és a vegyesanhidrides
kapcsolasi modszereket alkalmaztam, igy itt csak ezekrdl irok bévebben.
Jo tavozd csoport beépitése a molekuldba kulcsfontossagli. Az tUgynevezett

aktivészteres kapcsolasi technika sordn gyakran példaul szubsztitudlt fenilésztereket,



pentaklorfenil- vagy pentafluorfenil-észtereket alkalmaznak. Az eldallitas sordn minimalis a
racemizacio valosziniisége, és hiitve a kristalyos aktivészter hosszan eltarthato.

Az Gigynevezett in-situ aktivészteres kapcsolas soran az aktivészter szarmazék izolalasa
nem torténik meg. Ennek két oka lehet: az egyik esetben az egyszeriibb kivitelezés miatt
nem sziikséges izolalni, a masik esetben pedig nem is tudnank, mert a termék annyira aktiv,
hogy izolalas kézben elbomlana. Utobbira példa az N,N’-diciklohexil-karbodiimid (DCC)
jelenlétében, 1-hidroxi-benztriazollal (HOBt) val6 kapcsolas.

A vegyesanhidrides kapcsolas 1ényegét kifejez6 egyenlet a kovetkezo:

R-CO-O-CO-R’ + HN-Q = R-CO-NH-Q + R’-COOH
R’: példéul CszO-; (CH3)2-CH-CH2-O-; (CH3)3C-O-

A moédszer elénye a gyorsasaga, az egyszerl feldolgozhatdsag, jo kitermelés, de hatranya,
hogy fenndll a racemizécié veszélye, tovabba, hogy a reakcid soran a hémérsékletet —5 °C
koriil kell tartani, mert 0 °C-on a vegyesanhidrid diszproporcionalddik (ezért nincs is mod az

izolalasara).



3. Célkitizés

Célul tliztem ki szeril-szerin dipeptidek szintézisét €s komplexképzd sajatsdgainak
felderitését elektrospray ionizacios tomegspektrometria alkalmazasaval. A szerin kiilonleges
komplexképzd tulajdonsdga évek ota a tomegspektrometrids kutatasok kdzéppontjdban van.
Elektrospray ionizacio alkalmazéasaval a szerin aminosav optikailag tiszta oldatabdl ugyanis
egy jellegzetes, oktamer szerkezetii komplex detektalhatd, amelyben egyes aminosavak
kiroszelektiv mdédon mas aminosavakra és kismolekuldkra is kicserélhetdek. A jelenség akar
a foldi élet kialakuldsaban is szerepet jatszhatott.

Kutatbmunkam soran célul tiztem ki annak felderitését, hogy a szerin ,,magikus”

oktamerképzése atvihet6-e nagyobb molekuldkra. Tervezett munkdm soran két dipeptid

crer

s

L-Ser-D-Ser dipeptid szintézisét. Munkdm sordn harom alternativ szintetikus utvonalat
terveztem kiprobalni a todmegspektrometrids mérésekhez sziikséges nagy tisztasagl peptidek
eldallitasara.

A két peptid komplexképzd sajatsagainak vizsgalatat elektrospray ionizacios
tomegspektrometriaval terveztem megvalositani. Célom volt annak felderitése is, hogy a
szerin oktamer szerkezetli nemkovalens komplexében vajon helyettesithetok-e egyes

épitéelemek szeril-szerin dipeptiddel.
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4. Kisérleti rész

Altalanos megjegyzések
A szintézishez felhasznalt kiindulasi anyagokat (Iris Biotech - Marktredwitz,
Németorszag); Sigma-Aldrich Kft. - Budapest, Magyarorszag), az oldoszereket (Molar

Chemicals - Budapest, Magyarorszag) kereskedelmi forgalomban szereztiik be.
Folyadékfazisban torténo szintézisek soran a reakciok kovetése

Vékonyréteg-kromatografia:

A reakciok nyomon kovetése MERCK-féle (Merck DC-Fertigplatten Kieselgel 60,
Merck DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F-254) lapokon végzett vékonyréteg-kromatografias
futtatassal tortént. Az eldallitott anyagok retencios faktorai az alsé indexben feltiintetett
eluensre vonatkoznak. Az alkalmazott futtatoelegyek a kdvetkezok voltak:

1. EtOAc: MeOH=2:1

2. EtOAc: MeOH=2:3

3. torzsoldat*: EtOAc=1:2
4. torzsoldat*: EtOAc=2:1
5. torzsoldat*: EtOAc=1:7
6. EtOAc : ciklohexdn=1:2
7. EtOAc

*torzsoldat 0sszetétele - piridin : jégecet : viz=20:6: 11

Alkalmazott el6hivészerek vékonyréteg kromatografia esetén

Ninhidrin-teszt:
3 %-os ninhidrin acetonos oldata, az eléhivand6 kromatogramot ebbe az oldatba

martjuk, majd 5 percre 100 °C-os szaritoszekrénybe helyezziik.

Tolidin-teszt:
8,3 g kalium-jodidot tartalmaz6 100 ml 2,5 %-os ecetsav-oldathoz hozzdadunk 100 ml
2 %-os etanolos tolidin-oldatot. A kromatogramot par percre klorflirddbe (KMnO4-bdl és

11



33%-0s HCI-bdl frissen elkészitett) helyezziik, majd szelloztetés utan tolidin-reagenssel

lefujva eléhivjuk.

4.1. Stratégiak a folyadékfazisu peptidszintézishez

Munkam soran harom alternativ szintetikus utvonalat is kiprobaltam:
- aktivészteres kapcsolassal
- in situ aktivészteres kapcsolassal

- vegyesanhidrides kapcsoléassal

4.1.1. H-L-Ser-L-Ser-OH dipeptid szintézise aktivészteres kapcsolassal

A munka sordn elsO Iépésben az aminocsoportjan terc-butiloxokarbonil (Boc)
véddcsoporttal rendelkezé L-szerin-pentaklorfenilészter (OPcP) szarmazékat allitottam elo.

A masodik reakcidlépésben tortént az aktivészter kapcsoldsa a védetlen aminosavhoz.

Boc-L-Ser-OPcP eloallitasa

4,1g [20,0 mmol] Boc-L-Ser-OH-t oldottam 50 ml dimetilformamidban (DMF), ¢és
hozzaadtam el6zéleg 5 ml DMF-ban feloldott, 5,3g [20,0 mmol] pentaklérfenol oldatat. Az
elegyet allando kevertetés mellett kiilsé jeges hiités alkalmazédséaval lehitottem. 4,1g [20,0
mmol] DCC-t feloldottam 100 ml térfogatt DMF-ban és hozzaadtam a lehiitott elegyhez. A
reakcid egy Oran keresztiil jeges hiités mellett, majd egy ¢jszakdn keresztiil
szobahomérsékleten zajlott, kevertetés mellett. A reakcidé eldrehaladasat vékonyréteg-
kromatografidval kovettem. 24 ora elteltével a reakcidelegyben még detektaltatd volt a
kiindulasi anyag, igy Gjabb 0,8 g [3,9 mmol] DCC-t adtam hozza. Ujabb 24 éra elteltével a
reakci6 soran keletkezd, €s szildrd formaban kivalod diciklohexil ureat (DCU) az elegybdl
kiszlirtem. A tiszta oldathoz harom csepp ecetsavat adtam - az esetlegesen el nem reagalt
DCC elreagaltatasa céljabol - és rotacios vakuumbeparldval beparoltam. A keletkezd olajra
50 mL dietilétert ontottem, majd az ekkor kivalo DCU-t Gjra kiszlirtem. A termék tiszta
¢teres oldatabol megkiséreltem a termék kristalyositasat. Bar a kisérletek soran sokféle

oldoszert és olddszerelegyet kiprobaltam (példaul: petroléter; etilacetat-petroléter elegy;
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etanol-petroléter elegy; aceton; aceton-ciklohexan elegy), a termék kristalyos formaban nem
valt ki, igy a keletkez6 olajszeri anyaggal dolgoztam tovabb (3. abra).
Kitermelésnyersiermer: 8,9¢, (98,1 %)
Rrs= 0,62
A terméket vékonyrétegkromatografids elvalasztast kovetden tomegspektrometria
alkalmazéasaval azonositottam. A kisérleti technikat részletesen bemutatom a 4.2. fejezetben.
Osszegképlet: C1,H1,0sNCls
Elméleti monoizotopos molekulatomeg: 450,9

Meért monoizotopos molekulatomeg : 451,0
Intenzitas

x10¢ [M+Na]*
476.0
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3.dbra: Boc-L-Ser-OPcP ESI-MS témegspektruma
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Boc-L-Ser-L-Ser-OH dipeptid eléallitasa

Az el6z6 1épésben eldallitott Boc-L-Ser-OPcP-bdl 1,35g-ot [3,0 mmol] feloldottam 30 ml
DMF-ban. Hozzdadtam el6z6leg 5 ml DMF-ban feloldott, 0,3g [3,0 mmol] mennyiségii L-
szerint. 24 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten, allandé kevertetés mellett folyt a reakcio,
amelynek eldrehaladdsat vékonyréteg-kromatografidval kovettem. 24 ora elteltével a
reakcioelegyet leszlirtem, rotacidos vakuumbeparlo segitségével beparoltam, és 30 ml etil-
acetatot (EtOAc) adtam hozza annak érdekében, hogy a terméket kikristalyosithassam. A
vékonyréteg-kromatografiaval elvalasztott komponenseket tomegspektrometria segitségével
azonositottam.Bar a vékonyréteglapon azonosithaté volt a vart vegyiilet, a reakcid soran
felszabadul6 pentaklérfenol nagy mennyiségben jelen volt a kapott termékben. Mivel ennek
eltavolitdsa a kovetkezd reakciolépés utan is nehézségbe litk6zott volna, igy egy masik

szintézismodszert probaltam ki a dipeptid kell0 tisztasagban torténd eldallitasara.

4.1.2. H-L-Ser-L-Ser-OH dipeptid szintézise in situ aktivészteres kapcsolassal

A masodik szintézisproba sordn az aminocsoportjan terc-butiloxikarbonil (Boc)
véddcsoporttal rendelkezd L-szerint reagaltattam az L-szerin metilészterével, in situ
aktivészteres reakcioban diciklohexil-karbodiimid és 1-hidroxi-benztriazol segitségével. A
munka soran elsd 1épésben a védett dipeptidet allitottam eld, majd abbdl a masodik Iépésben
terveztem a metilészter véddcsoport eltavolitasat, majd utolsé 1épésben a Boc véddcsoport

eltavolitasat.

Boc-L-Ser-L-Ser-OMe eloallitasa

2,15g [10,0 mmol] Boc-L-Ser-OH-t, 1,62g [12,0 mmol] HOBt-t ¢és 2,48¢g [12,0 mmol]
DCC-t feloldottam 20 ml DMF olddszerben. Jeges-vizes hiités és dllandd kevertetés mellett
30 percen keresztiil folyt az aminosav eldaktivalasa. Ekozben 1,87g [12,0 mmol] L-Ser-
OMe x HCI-t oldottam 10ml DMF-ban ¢és 1,32 ml [12,0 mmol] N-metil-morfolint (NMM)
adtam hozza, kiilsd jeges hiités mellett. Az N-metil-morfolin hozzdadasara a hidroklorid so6
felszabaditasa miatt volt sziikség. Az eldaktivalasi id6 (30 perc) utan a két oldatot
OsszeOntottem. A reakcid ezutan 30 percen keresztil jeges hiités mellett, majd

szobahdmérsékleten zajlott. 24 ora elteltével az oldatot szlirtem €s beparoltam. A keletkezd

20



terméket 50 ml EtOAc-ban feloldottam, majd kiraztam 3 x 15 ml desztillalt vizzel. Ezt
kovette a kirdzds 15-15 ml, 1IN soésav oldattal (haromszor), 10% NaHCO; oldattal
(haromszor), végiil 30%-os NaCl oldattal (hdromszor). Az etilacetatos fazist MgSO4-on
szaritottam. A szaritdszer kisziirése utan az oldatot vakuumban beparoltam. Az terméket és a
kirdzas soran nyert vizes oldatokat vékonyréteg-kromatografiaval vizsgaltam és az egyes
foltokat tomegspektrometria segitségével azonositottam. Az analitikai vizsgélatok
kimutattak, hogy bar valoban keletkezett a kivant termék, szamos nagyobb molekulatomegi,
nem vart komponens is keletkezett.

Kitermelésyyerseerme: 2,5 g (81,7 %)

R = 0,55

Osszegképlet: C,H»nO-N,

Elméleti monoizotépos molekulatomeg: 306,2

Meért monoizotdpos molekulatomeg : 306,3

Intenzitas

x107 - [M+Na]*
1 329.3
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4.dbra: Boc-L-Ser-L-Ser-OMe ESI-MS tomegspektruma

4.1.3. H-L-Ser-L-Ser-OH x TFA dipeptid szintézise vegyesanhidrides kapcsolassal

21



Boc-L-Ser(‘Bu)-L-Ser-OMe eléalitasa
1,3g [5,0 mmol] Boc-L-Ser('Bu)-OH-t feloldottam 20ml DMF-ban, majd hozzaadtam
0,78 ml [6,0 mmol] klorhangyasav-izobutilésztert és 0,66ml [6,0 mmol] NMM-et és 25

percig kevertettem -10°C -ra hiitve az elegyet. Ekézben 0,93g [6,0 mmol] L-Ser-OMe x
HCl-ot feloldottam 15 ml DMF-ban és 0,66 ml [6,0 mmol] NMM-t adtam hozza, -10°C-os

hiités mellett. Ezutan a két elegyet egyesitettem. A reakciot szobahOmérsékleten kevertettem

60 percig, majd éjszakara jégszekrényben hagytam allni. Masnap a reakcioelegyet lesziirtem

(NMM x HCI kisziirése) és beparoltam. A beparlasi maradékhoz 40 ml etilacetatot adtam €s

haromszor 10 ml vizzel, haromszor 15 ml 1N HCl-al valamint haromszor 15 ml 10%-os

NaHCO:s oldattal kiraztam. A kirdzast kovetden az etilacetatos fazist MgSOs-on szaritottam.

Egy 6ra mulva a szaritoszert redds szlirfvel lesziirtem és az oldatot beparoltam.

Kitermelésnyerstermék: 1,6g (8874 %)

RF7 = 0,70

Osszegképlet: CisH300-N,

Elméleti monoizotopos molekulatomeg: 362,2

Meért monoizotopos molekulatomeg: 362,3

Intenzitas
x107 [M+Na]*
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5. dbra: Boc-L-Ser('Bu)-L-Ser-OMe ESI-MS témegspektruma

Boc-L-Ser(‘Bu)-L-Ser-OH el6allitasa
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Az elsd Iépésben nyert termékhez 15 ml dioxdnt és 5 ml vizet adtam. Ezutan
szobahomérsékleten torténd kevertetés mellett hozzaadtam 2 ekvivalens NaOH [8,9 mmol]
vizes oldatat. 2 6ran keresztiil zajlott a reakci6. A reakcid elérehaladasat VRK-val kovettem.
A reakcio lezajlasa utan az oldat pH-jat 1IN HCI oldattal koriilbeliil 6-ra allitottam. Az
oldatot EtOAc-al kétszer extrahdltam. A szerves fazist MgSO4-on szaritottam. Sziirés utan
beparoltam, a maradék olajat éterrel eldorzsoltem.
A VRK-s elvalasztas és a tomegspektrometrias analizis azt mutatta, hogy a termék egységes
¢s megfelel a vart szerkezetnek.

Kitermelésnyersiermer: 1,4g (76,1 %)

Rg; = 0,62

Osszegképlet: C;sHxO-N,

Elméleti monoizotépos molekulatomeg: 348,2

Mért monoizotopos molekulatomeg: 348,3

Intenzitas
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6. abra: Boc-L-Ser('Bu)-L-Ser-OH ESI-MS tomegspektruma
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H-L-Ser-L-Ser-OH x TFA eloallitasa

Az el6zd reakcidoban nyert termékhez 13ml trifluor-ecetsavat adtam. A reakcid 3 Oran
keresztiil szobahdmérsékleten =zajlott. A reakcid lejatszodasat negyed oOréanként vett
mintakkal VRK-val kovettem. Harom 6ra utan a reakcié teljesen végbement, igy az oldatot
beparoltam. A TFA maradékanak eltavolitdsdhoz dietilétert adtam hozza, és jra beparoltam.
Ezt a beparlasi [épést haromszor megismételtem.
A veékonyrétegkromatografias elvalasztas és a tomegspektrometrids analizis azt mutatta,
hogy a termék egységes ¢s megfelel a vart szerkezetnek (7. dbra). A keletkezd terméket
desztillalt vizben feloldottam és liofilizaltam.

Kitermelés: 0,86g (89,6 %)

Rr7 =0,61

Osszegképlet: N,CsOsH

Elméleti monoizotopos molekulatomeg: 192,1

Meért monoizotdpos molekulatomeg: 192,1

Intenzitas
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7.abra: H-L-Ser-L-Ser-OH ESI-MS témegspektruma



4.1.4. H-L-Ser-D-Ser-OH x TFA dipeptid szintézise vegyesanhidrides kapcsolassal

Mivel a harmadik szintézisproba soran sikeriilt az H-L-Ser-L-Ser-OH dipeptidet
legnagyobb tisztasaggal eldallitani, igy ezt a modszert vélasztottam az H-L-Ser-D-Ser-OH
dipeptid el6allitdsara is. A munka sordn az aminocsoportjan Boc véddcsoporttal rendelkezo,
valamint az oldallancan tercier-butil-éter formaban védett L-szerinbdl (Boc-L-Ser(‘Bu)-OH)
indultam ki, és reagaltattam a D-szerin metilészterével, klorhangyasav-izobutilészter
alkalmazasaval torténd vegyesanhidrides tipust reakcid alkalmazasaval. Az el6zéekben
bemutatott modszer analdgiajara elsé 1épésben a védett dipeptidet allitottam eld. Masodik
Iépésben lugos hidrolizissel eltavolitottam a metilészter védOcsoportot, majd az utolso
Iépésben a Boc és a 'Bu véddcsoportokat TFA-val tavolitottam el. Az egyes 1épések
kitermelési adatait az /.tabldzat tartalmazza. A tomegspektrumokat a 8-10. abran mutatom
be.

Kitermelés Elméleti monoizotépos Mért monoizotépos
molekulatomeg molekulatomeg
Boc-L-Ser(‘Bu)-D-Ser-OMe 88% 362,2 362,3
Boc-L-Ser(‘Bu)-D-Ser-OH 86% 348,2 348,3
L-Ser-D-Ser x TFA 75% 192,1 192,1

1. tablazat: A H-L-Ser-D-Ser-OHxTFA dipeptid szintézisének egyes lépéseinek kitermelési és

analitikai adatai

Intenzitas
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8.dabra: Boc-L-Ser('Bu)-D-Ser-OMe ESI-MS témegspektruma
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Intenzitas
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9. dbra: Boc-L-Ser('Bu)-D-Ser-OH ESI-MS tomegspektruma
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10. abra: H-L-Ser-D-Ser-OH ESI-MS témegspektruma
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4.2.Vékonyrétegkromatografias reakciokovetés tomegspektrometrias detektalassal

A reakcidok lejatszodasat nemcsak a vékonyréteglapok eldhivasaval és vizudlis
értekelésével ellendriztem, hanem az eldhivast tomegspektrometrids analizissel,
molekulatdmeg-meghatarozassal is kombinaltam. Az el6hivott vékonyréteglapok a hasznalt
reagensek miatt tomegspektrometrids analizisre mar nem alkalmasak. A kisérletek sordn igy a
kovetkez6 megoldast alkalmaztam: a vékonyréteglapra szimmetrikusan, egymas mellett
haromszor felcseppentettem a mintat, ¢és a szokdsos modon felfuttattam. A lapot szaradas
utan kozépen (a kozépsd foltnak megfeleld pozicido kozepén) félbevagtam. Az egyik felét a
hagyoményos el6hivoszerekkel el6hivtam. A lap masik felén az el6hivott részlet alapjan
poziciondlva a véarhato foltokat, a laprol egy kevés szilikagélt eltdvolitottam és egy
Eppendorf-csébe helyeztem. A szilikagél egy kis morzsdjahoz 200 pl térfogata
oldoszerelegyet adtam (acetonitil:viz=1:1, 0.1% ecetsav (V/V)), alaposan 6sszeraztam, majd
centrifugaltam. A feliilisz6t a tomegspektrométerbe injektaltam és felvettem az oldat
spektrumat. A varhato foltok vizsgalata eldtt felvettem a szilikagél oldatanak spektrumat. A
kapott csucsokat a késObbi vizsgalatok soran figyelembe vettem, mint a mintdhoz nem
tartozo hattérionok.

A kisérletek sordn minden esetben elvégezhetd volt a vékonyréteglaprol a
tomegspektrometrias molekulatomeg-meghatarozas. Az altalam hasznalt mérési modszer
csupan néhany percet vesz igénybe, a két technika egyiittes haszndlata igy nagyon hatékony

analitikai médszernek bizonyult.

4.3. Tomegspektrometrias mérések

Kisérleteim sordn a tomegspektrumokat egy Bruker Esquire 3000+ tipusu, ioncsapdas
tomegspektrométeren vettem fel elektrospray ionizacié alkalmazasaval. Molekulatomeg
mérésekhez a mintakat acetonitril-viz = 1:1, 0,1% ecetsav (V/V) oldoszerelegyben oldottam
fel. Mérési paraméterek: porlasztogaz: 10 psi, szaritogaz: 4 l/perc, fiitdtt kapillaris
hémérséklete: 250 °C.

Komplexképzés tanulmanyozésara a mintdkat 0,01M koncentracioban metanol-viz 1:1,
0,1% hangyasav (V/V) oldoszerelegyben oldottam fel. (Kivéve ha a szovegben masképp

jelzem.) Optimalizalt mérési paraméterek: porlasztégaz: 80 psi, szaritogaz: 0,5
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I/perc, flitdtt kapillaris homérséklete: 250 °C. Mérési pontonként harom parhuzamos

spektrumot vettem fel.
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5. Eredmények

5.1. Peptidszintézis

Munkam soran a tervezett dipeptidek eldallitasara harom alternativ szintetikus ttvonalat
probaltam ki:

- aktivészteres kapcsolas pentaklorfenil-€szter szarmazékon keresztiil

- in situ aktivészteres kapcsolas DCC és HOBL jelenlétében

- vegyesanhidrides kapcsolés klorhangyasav-izobutilészter alkalmazéasaval.

A termékek analitikai jellemzésére vékonyrétegkromatografiat alkalmaztam, amelyet
elektrospray ionizacids tomegspektrometridval kombinaltam. Az eredmények azt mutattak,
hogy vegyesanhidrides kapcsolassal nyertem a legnagyobb tisztasdgi terméket, igy a
tomegspektrometrias mérésekhez mindkét peptidet ezzel a mddszerrel allitottam eld.

A eléallitott két dipeptid analitikai adatai:

Peptid Elméleti monoizotopos Meért monoizotdpos
molekulatdmeg molekulatdomeg

H-L-Ser-L-Ser-OH 192,1 192,1

H-L-Ser-D-Ser-OH 192,1 192,1

2. tablazat: Az eléallitott ket dipeptid adatai

5.2. A szerin komplexképzésének tomegspektrometrias vizsgalata

A dipeptidek  komplexképzését a  szerin  komplexképzésével terveztem
Osszehasonlitani. Kisérleteim sordn optimalizaltam a szerin nemkovalens komplexeinek
tomegspektrometrids uton torténd detektalasat. A szokvanyos molekulatomegmérésekhez
beallitott tomegspektrométerekkel nem, vagy csak igen alacsony intenzitdssal tudunk a
spektrumokban nemkovalens komplexeket detektalni. Amennyiben gyenge masodlagos

kotésekkel Osszetartott komplexeket, klasztereket szeretnénk vizsgalni, minden esetben
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sziikség van a mérési paraméterek pontos beallitasara. Kisérleteim soran harom meghatarozé
mérési paraméter spektrumra gyakorolt hatasat tanulméanyoztam részletesebben:

- olddszer Osszetétele

- porlasztdgaz aramlési sebessége

- szaritogaz aramlasi sebessége

Az optimalizacid soran a szerin oktamer és mas klaszterionok intenzitasvaltozasat
kovetve olyan mérési koriilményeket kerestem, ahol a nagyobb tomegili, protonalt
klaszterionok intenzitasa kiemelked6 a spektrumban.

A megjelend klaszterionok szamszer( jellemzésére két adatot hasznalok: az atlagos
klaszterméter (ACS) jellemzi a spektrumban megjelend klaszterionok atlagolt tagszdmat, az
asszociacio mértékét. A klaszterek intenzitdsdnak tagszammal sulyozott Osszegének és a
klaszterintenzitasok 0sszegének hanyadosaként definialjuk.

2Znl,

ACS ="
>,

ahol n az adott klaszter tagszdma, [ pedig az intenzitdsa. Mennél nagyobb az ACS
értéke, annal intenzivebb €és nagyobb tagszamu komplexek jelentkeznek a spektrumban.

A szokatlanul kiugré intenzitassal rendelkezd ionok - mint példaul a szerin oktamer -
szamszerl jellemzésére a magikus szam értéket hasznidlom, amelyet a szomszédos ionok
intenzitasa alapjan a kovetkezd képlet alapjan szamolhato:

2X1,
I, +1

n+1

MN, =

A mérések soran négy kiilonb6zd olddszer alkalmazasaval mértem meg az L-szerin
ESI-MS témegspektrumat, 0.01M koncentracidban:

- acetonitril:viz= 1:1 (V/V)

- acetonitril:viz = 1:1, 0.1% hangyasavval (V/V)

- metanol:viz=1:1 (V/V)

- metanol:viz = 1:1, 0.1% hangyasavval (V/V)

A mérések azt mutattdk, hogy hangyasav hozzdadasa kedvezden befolydsolja a
spektrumok mindségét. Bar semleges oldatbol is intenziv nemkovalens komplexet voltak

detektalhatoak, ezek protonalt és adduktionokbdl (Na®, K) egyiittesen alltak el6. A sokféle
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ion megjelenése neheziti a spektrumok értékelését. Hangyasav jelenlétében adduktionok csak
elenyész6 mértékben képzddtek. Kismértékii kiilonbség volt megfigyelhetd a metanolt,
illetve acetonitrit tartalmazo6 oldoszerek kozott: metanolos oldatban a komplexek intenzitasa
nagyobb volt. A vizsgalt négyféle oldoszer koziil igy a tovabbi mérésekhez a metanol:viz =
1:1, 0.1% hangyasav (V/V) elegyet valasztottam.

Vizsgéltam tovabba az ionizacidhoz hasznalt porlasztdgaz (nebulizer gas) és szaritogaz
(dry gas) mennyiségének hatasat a nemkovalens komplexek megjelenésére. Tapasztalataim
szerint mindkét paraméter drasztikus befolyasolja az ionok eloszlasat és intenzitdsat a
tomegspektrumban. Az atlagos klaszterméret €s a szerin oktamer intenzitasanak alakuldsa

lathato a szaritdgaz aramlasi sebességének fliggvényében a 11. dbran:

5,0- &
4.5 [ 1l \.
4,0
3,5
3,0
2,5

2,0+

atlagos klaszterméret

1,54
1,04 @o—O
0,5

T . T ¥ T ¥ T T

0 2 4 6 8 10 12
szaritégaz (I/perc)

11.dbra:Az atlagos klaszterméret valtozasa a szaritogaz fiiggvényében
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12.abra: A szerin oktamer témegspektrumban mérhetd relativ intenzitasanak valtozasa a szaritogaz

fiiggvényében

A kisérletek soran megfigyelhetd volt, hogy a szaritdgdz novelése csokkenti a
nemkovalens komplexek intenzitasat. 4 1/perc aramlési sebesség folott a spektrumokban nem
voltak detektalhatdak nemkovalens komplexek.

A porlasztogdz mennyisége a komplexek megjelenését kevésbé befolyasolta.
Megfigyelhetd volt, hogy a porlasztogdz novelése kismértékben segiti a komplexek
képzddését, a bedllithatd legmagasabb porlasztogaz értéknél (80 psi) volt a legintenzivebb az
oktamer komplex csucsa, igy a kisérleteim tovabbi részében ezt az értéket haszndltam a
mérések soran.

Az L-szerin komplexeinek optimalizalt tomegspektruma lathaté a 13. dbran. A
spektrumban kiemelked6 intenzitdssal detektalhaté az oktamer komplex csucsa (841,4 m/z),
amelynek MN értéke az alkalmazott mérési koriilmények kozott: 8,52. A spektrumban az
aminosav protonalt monomerje (106,3 m/z) és protonalt dimerje (211,2 m/z) mellett
uralkoddan paros tagszamu, protonalt klaszterionok azonosithatdak: a protonalt tetramer
(421,3 m/z) , hexamer (631,3 m/z) és az oktamer. Kisebb intenzitassal jellegzetes, nagy
tagszamu, két toltéssel rendelkezd klaszterionok detektalhatoak: példaul [13M+2H]*": 683,8
m/z, [ISM+2H]*": 788,8 m/z.
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13.dbra: Az L-szerin komplexei

5.3. A dipeptidek komplexképzésének tomegspektrometrias vizsgalata

Az L-szerin esetén nyert, optimalizalt mérési koriilmények kozott vizsgaltam a két
eldallitott dipeptid, a H-L-Ser-L-Ser-OH, valamint annak diasztereomerjének, a H-L-Ser-D-
Ser-OH komplexképzését elektrospray ionizacids tomegspektometria alkalmazasaval.

A kisérletek soran a peptidek 0.01M koncentracidju, metanol:viz = 1:1, 0.1%
hangyasav (V/V) elegyben készitett oldatat mértem 80 psi porlasztogdz, valamint 0,5 I/perc
szaritogdz alkalmazasa mellett. Az alkalmazott koriilmények kozott mindkét peptid
jellegzetes nemkovalens komplexeket ad a tdmegspektrumban (14.4abra). A legintenzivebb
ionok a protonalt monomer (193,2 m/z) mellett a protonalt dimer (385,2 m/z) valamint a
protonalt trimer (577,1 m/z). Emellett valtozatos, nagyobb tagszami, tobb toltéssel is

rendelkezd ionok is megfigyelhetdek a spektrumokban.
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Intenzitas
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14.abra: Az L-Ser-L-Ser dipeptid nemkovalens komplexei

Nem detektalhaté azonban a spektrumokban kiugro intenzitasu, a szerin oktamerhez hasonlé
magikus komplex. A két dipeptid kozel azonos spektrumot és ioneloszlast ad a vizsgalt

koriilmények kozott:

A H-L-Ser-L-Ser-OH dipeptid ACS értéke: 2,4
A H-L-Ser-D-Ser-OH dipeptid ACS értéke: 2,6
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5.4. Helyettesitési probak a szerin oktamerben

A helyettesitési probak soran azt vizsgaltam, hogy vajon a szerin oktamerben lecserélhetd-e
egy vagy tobb aminosav dipeptidre. A kisérletek soran az L-szerin oldatat kiilonb6zo
aranyban (9:1; 4:1 és 1:1) elegyitettem a H-L-Ser-L-Ser-OH dipeptid oldataval, és
vizsgaltam a tomegspektrumban megjelend klaszterionok Gsszetételét, fokuszalva a szerin
oktamer ¢és mas nagyobb tagszdmi komplex megjelenésére. A mérési paraméterek
megegyeztek a korabban alkalmazott értékkel (porlasztogéaz: 80 psi, szaritogaz: 0,5 1/perc).

A kapott spektrumok a 15., 16., 17. dbrakon lathatéak.

Intenzitas
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15.abra: L-Ser és L-Ser-L-Ser 9:1 aranyu elegyének spektruma
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16. abra: L-Ser és L-Ser-L-Ser 4:1 aranyu elegyének tomegspektruma
Intenzitas
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17. abra: L-Ser és L-Ser-L-Ser 1:1 aranyu elegyének tomegspektruma.

36



A mérések soran megfigyelhetd volt, hogy a dipeptid mennyiségének novelésével
aranyosan csokken a tomegspektrumban a szerin oktamer intenzitdsa. A keverékek
vizsgalata soran semmilyen mas nagyobb tagszamu komplexet nem lehetett megfigyelni.
Eredményeim azt mutatjdk, hogy a szerin oktamer szerkezetii komplexében az egyes
aminosavak nem helyettesithetdek szeril-szerin dipeptidekkel az alkalmazott mérési

koriilmények kozott.

5.5. Tavlati tervek

Terveim kozott szerepel a D-Ser-L-Ser valamint a D-Ser-D-Ser dipeptidek szintézise
¢s komplexképzésének vizsgalata annak érdekében, hogy behatdobban tudjam tanulmanyozni
a kiralitas komplexképzésre gyakorolt hatdsat.

A kisérletek folytatasaként célul tiiztem ki a dipeptidek komplexképzésének
tanulmanyozasat fémionok jelenlétében is. Hasonloképpen, a szerin oktamerben végzett
helyettesitési probak soran szeretném a komplexképzést fémionok jelenlétében is vizsgalni.
Fontos megjegyezni, hogy az eddig detektalt kiralitasfiiggd helyettesitések esetén a
spektrumokban fémionokkal képzett adduktionok jelentek meg a protonalt komplexek
helyett."*!* Azt feltételezem, hogy a fémionoknak kulcsfontossagli szerepe lehet a

komplexképzésben €és a homokiralis helyettesitési folyamatokban.

37



6. Osszefoglalas

A kisérleteim soran nagy tisztasdgih H-L-Ser-L-Ser-OH ¢és H-L-Ser-D-Ser-OH
dipeptidet allitottam el6 folyadékfazisu peptidszintézis alkalmazéasaval. A kiprobalt harom
féle szintézisit (aktivészteres, in situ aktivészteres, valamint vegyesanhidrides) kozil a
vegyesanhidrides kapcsolasi technika szolgaltatta a legjobb mindségti terméket.

Az eléallitott vegyiiletek analitikai jellemzésére a vékonyrétegkromatografiat off-line
megoldassal elektrospray ionizaciés tomegspektrometridval kombinaltam. Az altalam
hasznalt kisérleti megoldas gyors és hatékony technikanak bizonyult.

A kisérleteim sordn hasznalt tomegspektrométerre optimalizaltam a szerin
nemkovalens komplexeinek detektdlasat. Az L-szerin vizsgalata soran nyert idedlis mérési
paramétereket hasznaltam az altalam elddllitott két dipeptid komplexképzésének
vizsgélatara.

Munkdm soran részletesen tanulmanyoztam az L-Ser-L-Ser és az L-Ser-D-Ser
dipeptidek  komplexképzési hajlamat elektrospray ionizaciés tomegspektrometria
alkalmazasaval. Az eredményeim azt mutattak, hogy a két dipeptid jellegzetes nemkovalens
komplexeket ad a tomegspektrumban. Nem volt azonban megfigyelheté az oktamerhez
hasonldé magikus klaszterion. A szerin, valamint a szeril-szerin dipeptidek komplexképzési
hajlamat a magikus szam, valamint atlagos klaszterméret kiszdmitdsdval szamszeriien
jellemeztem.

Az L-Ser-L-Ser dipeptid alkalmazasaval helyettesitési probakat végeztem a szerin
oktamer szerkezetli komplexében. Bar szdmos aminosavra és kismolekulara leirtak, hogy
helyettesiteni képesek egyes aminosavakat a szerin oktamerben, kisérleteim azt mutattak,
hogy a mérési koriilmények kozott nem torténik meg az aminosavak dipeptidekre

cserélodése.
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